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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo a sintese de complexos magnéticos
nanoestruturados coloidais formados por nanoparticulas de o6xido de ferro
funcionalizadas com cloridrato de glucosamina. As nanoparticulas de 6xido de ferro
foram sintetizadas por meio da técnica de coprecipitacdo em meio aquoso, pré-
cobertas com acido citrico e posteriormente funcionalizadas, por meio de reacéo de
crosslinking, com o cloridrato de glucosamina. A caracterizagdo dos materiais
produzidos, solidos e em suspensées, foi realizada empregando-se as técnicas de
espectroscopia Raman, espectroscopia no infravermelho, espalhamento de luz
dindmico, microscopia eletrénica de transmissao e termogravimetria. Os dados de
espectroscopia Raman foram utilizados para indicar a fase do oOxido de ferro
produzido, sendo esta magnetita, enquanto a andlise dos espectros obtidos no
infravermelho  forneceram informagdes acerca da funcionalizacdo das
nanoparticulas. A presengca da glucosamina na superficie da nanoparticula foi
confirmada pela amida formada entre o grupo carboxilato do acido citrico e o grupo
amina da glucosamina. Em adigao, os resultados dos testes da estabilidade coloidal,
assim como da citotoxicidade do material mostraram boa estabilidade e alta
biocompatibilidade do complexo formado pela nanoparticula de o6xido de ferro

funcionalizada com glucosamina.

Palavras-chave: Liberagdo de farmacos, Ferritas, Funcionalizacdo, Fluido

magnético, Osteoartrite, Citotoxicidade



ABSTRACT

The objective of this study was to produce nanocomposites of iron oxide
nanoparticles functionalized with glucosamine. The iron oxide nanoparticles were
synthetized via the coprecipitation in aqueous media chemical method. Then, the
nanoparticles were coated with citric acid and subsequently functionalized with
glucosamine chloride via the crosslinking reaction of NHS/EDC. To characterize the
material, various techniques were used. Raman spectroscopy was used to identify
the iron oxide phase of the nanoparticles produced, confirming that the nanoparticles
are constituted of magnetite. Infrared spectra provided data to study the interaction
between the nanoparticles and the different coatings. The carboxylate group from the
citric acid coordinated with the iron from the nanoparticle, whereas the amine from
the glucosamine created an amide with another carboxylate group from the citric
acid, thus, the FT-IR data confirm that the nanoparticles were functionalized with
glucosamine. A colloidal stability study in biological solutions (DMEM and PBS) was
also made, confirming the stability of the nanocomplexes produced. The MTT assay

tested the cytotoxicity of the material produced, which resulted in biocompatibility.

Key-words: Drug Delivery, Ferrite, Functionalization, Magnetic fluid,

Osteoarthritis, Cytotoxicity
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1 INTRODUCAO

O conceito de nanociéncia surgiu em 1959 em uma palestra ministrada pelo
fisico Richard Feymand, onde este sugeriu a manipulagdo de atomos e moléculas
para a constru¢cdo de materiais que possuiriam propriedades distintas dos mesmos
quando em escala macroscoépica. Assim a nanociéncia € o estudo dos fendmenos e
da manipulacdo em nivel atdmico, molecular e macromolecular de materiais nos
quais as propriedades diferem significativamente das apresentadas pelos mesmos
em dimensado macroscoépica. Enquanto que, a nanotecnologia, cujo termo foi pela
primeira vez sugerido por Norio Taniguchi (SAHOO et al., 2007), se refere ao uso
dos conceitos desenvolvidos pela nanociéncia para manipular a matéria atomo por
atomo e criar materiais, dispositivos e sistemas com propriedades novas e unicas.
Considera-se objetos em escala nanométrica aqueles que tenham pelo menos uma
de suas dimensdes fisicas na faixa de um a cem nanémetros. Quando aplicada as
ciéncias da vida, a nanotecnologia recebe o nome de nanobiotecnologia e tem como
objetivo a criagdo de novas drogas e metodologias para libera-las em alvos
especificos, desenvolvimento de protocolos para fabricagdo de complexos a serem

empregados para tratamentos e diagndsticos de diversas patologias.

Os nanomateriais podem ser classificados como nanoparticulas, que
possuem as suas trés dimensdes entre um e cem nandmetros; nanodiscos ou
nanofiimes que possuem apenas uma de suas dimensdes entre um e cem
nanémetros; e nanofibras, que apresentam duas de suas dimensdes nessa faixa
nanométrica (PATERNO, L. G. et al.,, 2009; PATERNO, L. G. et al.,, 2010). As
classes de nanomateriais mais comuns sao os carbonaceos, semicondutores, éxidos
metalicos, nanopolimeros, nanocinzas; emulsdes; e metais. Esses nanomateriais

podem ser preparados de forma isolada, de agregados ou de aglomerados, podendo
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ter diversas configuragcbes como coberturas, funcionalizacdo de superficies, etc.

(GURURAJ, A, et al., 2012)

Nas ultimas décadas, materiais nanoparticulados como os oOxidos de ferro
superparamagnéticos (superparamagnetic iron oxide — SPIO), tém recebido atengao
crescente em diferentes areas tais como a fisica, a quimica, a ciéncia dos materiais,
a engenharia, a biologia e a medicina. Interesse este motivado por suas
propriedades magnéticas e de superficie e aplicagbes potenciais (BLUMS E. , C., A.

e MAIOROW, M. M., 1985).

O comportamento superparamagnético dos 6xidos de ferro nanoparticulados,
que sao considerados monodominios magnéticos, € similar ao dos materiais
paramagnéticos, no sentido que eles perdem sua magnetizagdo quando o campo
magnético é removido, mas diferem no valor do momento magnético o qual é muito
maior. Entre as aplicagcdes desses materiais em nanomedicina como terapia pode-se
citar os sistemas de liberacdo de farmacos, hipertermia magnética, separagao de
moléculas e terapia fotodindmica, enquanto que, como diagndstico, tem-se a
melhora de contraste em imagens de ressonancia magnética, biosensores, etc.
(GUIMARAES, A. P., 2009; MAZZUCCHELLI, S. et al., 2010; MINELLI, C. et al.,
2010; RACHAKATLA, R. S. et al., 2010; MAHMOUDI, M. et al., 2011). Em adigéo, as
aplicagdes tecnoldgicas envolvem a aplicacdo dos sistemas SPIO em memodrias,
sensores quimicos, transformadores, etc. (VIALI, W. R., 2010;; ALCANTARA, G. B.
et al.,, 2013; PATERNO, L. G. e SOLER, M.A. 2013). Os sistemas baseados em
particulas SPIO possuem tamanhos controlaveis na faixa de alguns nanémetros até
dezenas de nanbmetros, podendo assim ser fabricados em tamanhos compativeis

aos de células, virus e proteinas (PANKHURST, Q. A. et al., 2003; WANG, J., 2005).
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A maioria das aplicagdes utilizam as nanoparticulas magnéticas dispersas em
uma fase liquida, formando dispersdes coloidais estaveis. Sob a acdo de um campo
magnético, o sistema age macroscopicamente como uma unica fase liquida,
denominado de fluido magnético (FM), nanofluido, ou ferrofluido. Os FMs sao
suspensdes coloidais os quais o disperso € constituido de nanoparticulas
magnéticas cobertas por uma camada molecular estabilizante e o dispersante € um
solvente organico ou inorganico. A estabilidade é a caracteristica mais importante do
FM. Para prevenir a aglomeragao das particulas e estabilizar o coloide magnético
em um dispersante, deve-se introduzir uma interagao repulsiva adicional entre as
particulas. No caso dos fluidos magnéticos para aplicagbes biomédicas, chamados
fluidos magnéticos biocompativeis (FMB), utilizam-se moléculas organicas que séo
fisiosorvidos ou quimiosorvidas na superficie das particulas e apresentam grupos
ionizaveis que ficam em contato com o dispersante. A estabilidade coloidal é obtida

em pH e salinidade fisiolégicos.

Um dos desafios para as aplicagcbes biomédicas € transportar as
nanoparticulas magnéticas, geralmente conduzidas pelo sangue, até o local
desejado. Na preparagcdo desses sistemas biocompativeis utiliza-se normalmente
nanoparticulas magnéticas, com diametros inferiores a 15 nm, que sé&o
funcionalizadas com sistemas biocompativeis, que desempenham dois papéis
fundamentais na preparacao desses fluidos: 1) conferir as particulas um mecanismo
para promover a estabilidade coloidal e 2) servir como agente de acoplamento para
a imobilizacdo de biomoléculas passiveis de reconhecimento por receptores
especificos, e/ou drogas. Em adigdo, o sistema que recobre a particula € de

fundamental importancia para o reconhecimento pelo sistema de defesa do



19

organismo, uma vez que cada tipo de cobertura da nanoparticula magnética provoca

uma resposta distinta do organismo.

As dimensdes do complexo magnético, bem como sua cobertura, influenciam
no tempo de permanéncia no organismo, na velocidade com que estes atravessam a
barreira endotelial e no seu reconhecimento pelo sistema mononuclear fagocitario. O
reconhecimento por esse sistema ocorre pelo mecanismo de opsonizacdo, onde
essas moléculas pertencentes ao sistema complemento se fixam as superficies de
um antigeno com o objetivo de serem reconhecidas pelo sistema imunolégico,
fazendo com que esse antigeno seja fagocitado pelo organismo, removendo-o da

circulagao (ABBAS, 2008).

Assim um dos problemas encontrados nas aplicagbes in vivo é a
biodistribuicido, pois sabe-se que nanoparticulas hidrofébicas sdo rapidamente
recobertas por componentes do plasma, como opsoninas, derivadas do sistema
complemento, e anticorpos. Essa ligagao facilita a ativagao do sistema imunoldgico,
retirando de uma maneira mais rapida as nanoparticulas da circulagao sanguinea,
impedindo assim a sua correta distribuicdo ao local de interesse (BERRY et al.,
2003; GARNETT e KALLINTERI, 2006). E necessario também avaliar a
citotoxicidade dos complexos magnéticos, uma vez que podem ocorrer diversos
tipos de interagdes, como interagdes moleculares, que podem gerar efeitos
adversos. A investigacao dos riscos em potencial visa analisar, através dos testes
preliminares in vitro, a seguranga do material, identificar seus mecanismo de agao e
perfil toxicolégico (NEL et al., 2006). Sabe-se que devido ao tamanho, a extensa
superficie de contato e a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio, podem
ocorrer injuria tecidual e inflamacgao, tornando-se assim imprescindivel a avaliagao

dos efeitos in vitro e in vivo do nanomaterial visando aplicagcbes em humanos
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(HOSAPPLE et al., 2005; NEL et al., 2006). Novas coberturas que tenham a fungao
de estabilizar a particula de 6xido de ferro no meio biolégico e que seja a0 mesmo

tempo um farmaco para realizar uma terapia, tém sido pouco pesquisadas.

Os polissacarideos lineares, componentes da matriz extracelular dos tecidos,
compreendem os glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados e néo sulfatados. Os
GAGs se unem a cadeias proteicas, formando macromoléculas bioldgicas, as
proteoglicanas, constituintes das matrizes extracelulares dos tecidos conjuntivos dos
seres humanos. Assim, possuem papel importante na interagao celular e no auxilio
da adesao celular aos seus substratos e sdo ainda responsaveis pelas
caracteristicas distintas da matriz extracelular, contribuindo para a rigidez, resiliéncia
e retencédo intersticial de agua (JUNQUEIRA, L. C. e CARNEIRO, J., 2008). Devido
as suas propriedades, os GAGs e seus precursores, como a glucosamina e a
condroitina, vém sendo muito empregados para fins terapéuticos em aplicagdes

biomédicas.

A glucosamina, precursora da sintese das glicoproteinas, é importante para a
formagao de acido hialurdnico e de sulfato de condroitina, os quais, juntamente com
as fibras colagenas, sdo os principais componentes da matriz extracelular
cartilaginosa e do liquido sinovial (DAHMER, S. e SCHILLER, R. M., 2008;
HUSKISSON, E. C., 2008; KIRKHAM, S. G. e SAMARASINGHE, R. K., 2009). A
glucosamina vem sendo utilizada para fins terapéuticos, uma vez que normaliza o
metabolismo da cartilagem e inibe a degradacdo dos GAGs. Possui, ainda, um
importante efeito anti-inflamatério, suprimindo células inflamatdrias, citocinas e
moléculas, como a p38 MAPK, envolvidas na ativagdo das células do liquido
sinovial, resultando na produg¢ao de mediadores inflamatodrios. Estudos demonstram

que a terapia com glucosamina leva a um alivio clinico dos sintomas da osteoartrite,
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que €& uma doenca multifatorial relativa a injuria da cartilagem articular.

(HUSKISSON, E. C., 2008; KIRKHAM, S. G. e SAMARASINGHE, R. K., 2009).

Na pesquisa bibliografica realizada sobre materiais nanoparticulados
envolvendo a glucosamina, encontrou-se apenas um estudo com nanoparticulas de
prata, realizado por Veerapandian e Kyusik (2010). Neste estudo foram sintetizados
nanocompoésitos (15 £ 5 nm) de prata funcionalizados com a glucosamina por meio
do processo de crosslinking. Apds a sintese das nanoparticulas foi realizado um
procedimento para introduzir o terminal carboxilico na superficie das mesmas; em
seguida esse grupo foi ligado a cadeia amino-terminal da glucosamina, por meio da
reacdo de N-Hydroxysuccinimede (NHS) e 1-Ethyl-3-[3dimethylaminopropyl]
carboxidiimide (ECD). A funcionalizagdo da superficie ocorreu por meio de uma
ligacdo do grupo carboxila a uma amina secundaria, obtida pela conjugac¢ao do

terminal NHS da nanoparticula de prata e o terminal amino da glucosamina.

Neste contexto, considerando-se a importadncia dos sistemas SPIO para o
desenvolvimento de novos plataformas magnéticas para transporte e liberagdo de
farmacos para serem utilizados em diagnéstico e terapia (PERAN, M. et al., 2012), e
os resultados disponiveis na literatura descrevendo a terapia com glucosamina para
a osteoartrite, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo complexo
magnético baseado em particulas de magnetita funcionalizadas com cloridrato de
glucosamina na forma de dispersdes coloidais estaveis em meio aquoso com pH e

salinidade fisiologicos.

A dissertacdo esta organizada da seguinte forma: no Capitulo 2 sao
discutidos os materiais utilizados nesse projeto, suas caracteristicas e propriedades,

assim como exemplos de suas aplicagdes. No Capitulo 3 serdo apresentados os
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métodos de preparagao dos complexos magnéticos e as técnicas de caracterizagao
empregadas. No Capitulo 4 serdo descritos os procedimentos experimentais e os
resultados serdo discutidos no Capitulo 5. No Capitulo 6, as conclusbes e

perspectivas serao abordadas.
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2 MATERIAIS

Neste capitulo, serdo discutidas as caracteristicas e propriedades dos
materiais empregados bem como suas aplicagdes. Inicialmente, sera abordada a
cartilagem articular visando mostrar a importancia da glucosamina nesse tecido,
bem como as propriedades do cloridrato de glucosamina. Em seguida as
propriedades e as aplicagcdes dos coloides com base em Oxidos de ferro serdo

discutidas.

2.1 GLUCOSAMINA
2.1.1 Cartilagem articular

A cartilagem articular tem como fung¢do absor¢ao de impactos, minimizar o
estresse nos 0ssos subcondrais e diminuir a friccdo entre os mesmos. Possui como
caracteristica a resiliéncia, podendo sofrer deformagao e retornar ao seu estado
original. Apresenta uma baixa taxa de atividade metabdlica e pequena quantidade
de vasos sanguineos e vasos linfaticos, em consequéncia, ha dificuldade para

absorcao de medicamento.

A cartilagem articular é composta por quatro zonas principais (Figura 2.1),
onde cada uma delas apresenta uma regidao de matriz distinta. A zona superficial é
composta por uma matriz com finas fibras colagenas e poucos polissacarideos,
seguido de uma camada de condrdcitos alongados organizados paralelamente a
superficie articular. As células nessa camada encontram-se quiescentes. A segunda
zona é de transigcao e inclui condrécitos ativos e fibras coladgenas mais espessas
dispostas de maneira aleatéria em relacdo a superficie articular. A zona profunda,
abaixo da zona de transicdo, contém condrécitos similares a essa, porém,

organizados perpendicularmente a superficie articular. Nessa zona, estao presentes
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as fibras colagenas mais espessas, e ha maior concentracdo de proteoglicanas. A
medida que a concentragao das proteoglicanas aumenta, a partir da zona superficial
até a regiao profunda, a concentragao de agua diminui (BUCKWALTER et al, 1988;

JUNQUEIRA, 2008).
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Figura 2.1 — llustragdo do tecido cartilaginoso. Reproduzido de: JUNQUEIRA, 2004

Os condrdcitos representam cerca de 10% do volume total da cartilagem.
Deste modo, as propriedades funcionais da cartilagem estdo diretamente

relacionadas aos componentes da matriz extracelular, porém, deve-se ressaltar que



25

os condrécitos e a matriz extracelular dependem um do outro para a existéncia e

manutencao da cartilagem.

A composicao e as propriedades fisico-quimicas, assim como a organizagao
do colageno, e a interagao molecular entre o colageno e as proteoglicanas, possuem
efeitos diretos sobre as propriedades mecanicas intrinsecas da matriz extracelular.
Moléculas de proteoglicanas isoladas, ou formando agregados, geram uma rede que
contém um grande numero de moléculas de agua e funcionam como uma mola
mecanica. Quando uma carga é realizada sobre a cartilagem, ocorre inicialmente
uma deformacgao. Esta deformagao ocorre principalmente devido a uma alteracao
nos dominios moleculares das proteoglicanas. Ao mesmo tempo, ocorre o
movimento do fluido intersticial, que provoca a saida da agua da cartilagem para o
fluido sinovial, gerando um processo de exsudagdo e uma repulsao eletrostatica
reciproca entre os grupos carboxila e sulfato das glicosaminoglicanas, que possuem
carga elétrica negativa. Devido a diminuigdo da concentragdo de agua, ocorre uma
aumento da concentracéao de proteoglicanas, levando ao aumento da presséao
osmotica. Quando a forga aplicada nessa articulagao é retirada, a agua é atraida
para os intersticios entre as ramificagdes das glicosaminoglicanas (BULKWALTER

et al, 1988; JUNQUEIRA, 2004).

No processo patogénico da cartilagem na OA, sinais metabdlicos e de
degeneragdo resultam na estimulagcdo da cascata de citocinas inflamatérias
(HIROSHI, 2011). Os condrécitos também influenciam e levam a um aumento dos
niveis de producao de citocinas inflamatdrias, como a TNF-a e a IL-1p3, resultando
na diminuicdo da sintese de colageno e no aumento da produgdo de proteases de

degradacgao, como a metaloproteinase, e outros mediadores inflamatérios, tais como
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a IL-8, IL-6 e o 6xido nitroso, levando a inflamagao, dano e a apoptose da cartilagem

articular.

Os danos a cartilagem articular podem ocorrer de duas formas. Na primeira
forma, ha perda das macromoléculas da matriz, sem que haja dano mecéanico aos
condrécitos ou a rede de fibras colagenas. Na segunda, ha disrupgdo mecanica dos
condrécitos e da matriz extracelular, fazendo com que ocorra perda progressiva das
macromoléculas da matriz e resulte na degeneragdo da matriz extracelular. Se o
processo de degradagao da articulagdo nao for interrompido, os danos a cartilagem

podem ser irreversiveis (BULKWALTER et al, 1988).

2.1.2 Caracteristicas da Glucosamina

A glucosamina vem sendo utilizada para fins terapéuticos uma vez que
contribui para normalizar o metabolismo da cartilagem e inibir a degradagcéo dos
GAGs. Em adicao, ela possui ainda um importante efeito anti-inflamatorio, conforme
mencionado anteriormente. (HUSKISSON, E. C., 2008; KIRKHAM, S. G. e

SAMARASINGHE, R. K., 2009).

A glucosamina, e seu derivado acetilado, N-acetil-glucosamina, s&o amino
monossacarideos essenciais na composigcdo dos glicosaminoglicanos. A
glucosamina e seu derivado sao produzidos pelos condrécitos, células
especializadas do tecido cartilaginoso, a partir de glicose e de glutamina
(aminoacido essencial). Observa-se que a glucosamina esta envolvida no processo
de formacédo da cartilagem articular atuando como precursora de unidades de
dissacarideos formadores dos glicosaminoglicanos. Em adi¢do, a glucosamina é
importante para a formagcdo de acido hialurénico e de sulfato de condroitina

(HIROSHI, 2011).
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A auséncia dos glicosaminoglicanos e proteoglicanos podem levar a
degeneragao articular. Em decorréncia disso, a glucosamina tem o papel de
reparadora e mantenedora da matriz cartilaginosa, pois estimula as células da matriz
extracelular a produzirem glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Em consequéncia,
os GAGs e seus precursores sintéticos, como a glucosamina, vém sendo
amplamente empregados para fins terapéuticos. (DAHMER, S. e SCHILLER, R. M.,

2008; HUSKISSON, E. C., 2008; KIRKHAM, S. G. e SAMARASINGHE, R. K., 2009).

A estrutura da glucosamina (2-amino-2deoxyalpha-D-glucose), conforme
apresentado na Figura 2.2, observa-se que ela € uma glucose modificada que
possui um grupo terminal —NH; que substitui o grupo hidroxila do carbono dois (C-2).
E uma das hexosaminas (agucares que possuem 6 carbonos com um grupo amina)
mais comuns nas células humanas. A glucosamina exdgena € transportada para
dentro da célula por meio de transportadores de glucose, sendo em seguida
fosforilada por uma das hexoquinases da familia da glucosamina-6-fosfato

(THAKRAL, et al., 2007 ).

HO,

\“'

Figura 2.2 — Estrutura quimica da glucosamina. Em destaque, a amina primaria que substitui o grupo
hidroxila de uma hexosamina.

A metabolizagdo da glucosamina é bastante conhecida. Estudos tém

demonstrado que complexos contendo glucosamina administrados por meio
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intravenoso tiveram 10% da glucosamina encontrada em sua forma livre no plasma,
tendo essa sido rapidamente metabolizada pelo figado e excretadas na urina. Os
90% remanescentes foram encontrados incorporados as proteinas plasmaticas que,
apos aproximadamente 8 horas, foram difundidas pelos rins e figado e detectadas

sequencialmente nas cartilagens e ossos (SETNIKAR, et al., 1984).

A presenga de glucosamina no meio extracelular estimula a sintese dos
GAGs, resultando em um efeito benéfico a cartilagem articular uma vez que possui
efeito anti-catabdlico devido ao seu potencial inibidor da resposta inflamatéria.
Ainda, a glucosamina aumenta a sintese de colageno tipo Il e a secrecéo de TGF-R.
O TGF-B possui papel critico entre as funcbes catabodlicas e anabdlicas dos

condrécitos (JEROSCH, 2011).

A glucosamina pode ser encontrada comercialmente como suplemento
nutricional de trés formas: cloridrato de glucosamina (glucosamina HCI), sulfato de
glucosamina e N-acetil-glucosamina. Todas as formas sao soluveis em agua. Em pH
neutro e fisioldgico, o grupo amino presente na estrutura da glucosamina é
protonado, resultando em carga superficial positiva. No caso da glucosamina HCI, o
anion presente € um cloreto, enquanto para o sulfato de glucosamina o anion € um
sulfato. A N-acetil-glucosamina possui 0 grupo amina acetilado, neutralizando a sua
carga. Os estudos clinicos referentes ao uso de glucosamina como farmaco para o
tratamento da OA, em sua maioria, utilizam o sulfato de glucosamina ou a
glucosamina HCI. Neste projeto, sera empregado o cloridrato de glucosamina. A
glucosamina utilizada em estudos clinicos, assim como na forma de suplemento
nutricional, sado derivadas de exoesqueletos de animais marinhos, porém,

glucosamina sintética também é utilizada.
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2.2 COLOIDES MAGNETICOS
2.2.1 Propriedades magnéticas

Os materiais solidos respondem a um campo magnético aplicado, sendo que
esta resposta depende de fatores como a estrutura atdbmica, condi¢cdes de pressao e
de temperatura, entre outros. Os materiais podem ser classificados de acordo com
sua resposta a um campo magnético aplicado como: diamagnéticos,
paramagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos e antiferromagnéticos. O
comportamento magnético € proveniente dos momentos magnéticos dos elétrons,
momentos esses que podem ter origem no momento angular e no momento de spin.

(YOUNG, 2008).

Nos materiais diamagnéticos, a formagdo de momento dipolo ocorre quando
sao submetidos a um campo externo, que ocasiona uma variacido temporaria do
movimento orbital. Em termos de susceptibilidade, os materiais diamagnéticos
apresentam susceptibilidade negativa. Além disso, o momento magnético induzido
pelo campo externo nesses materiais € extremamente pequeno e em direcio oposta

aquela do campo aplicado (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — llustragdo dos momentos dipolo magnético nos materiais diamagnéticos sem campo
magnético aplicado quando sob aplicagédo de campo.

Quando o material paramagnético € colocado sob a agdo de um campo
magnético externo, ocorre o alinhamento dos momentos magnéticos na direcdo do

campo, conforme ilustragao da Figura 2.4.
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Figura 2.4 — llustragdo dos momentos de dipolo magnético nos materiais paramagnéticos antes e
durante aplicagdo do campo magnético.

A maior parte dos materiais considerados magnéticos, tais como os
elementos Fe, Ni e Co, e suas ligas, apresentam comportamento ferromagnético. A
magnetizacdo presente nesses materiais ocorre devido a combinagdo das
propriedades de cada atomo e a estrutura cristalina que o sdlido apresenta. As
interagbes entre os momentos magnéticos atdbmicos geram um alinhamento interno
em certas regides, chamadas de dominios magnéticos, que ocorrem mesmo na
auséncia de um campo magnético externo. No interior de um dominio magnético,
todos os momentos magnéticos atdbmicos sao paralelos. Quando um material
ferromagnético é submetido a um campo magnético externo, os momentos se
alinham na direcdo do campo aplicado (Figura 2.5). A medida que a intensidade do
campo magnético aumenta, atinge-se uma condi¢do na qual praticamente todos os
momentos magnéticos do material estdo alinhados na diregado do campo magnético
externo, a partir do qual ocorre a saturagdo da magnetizagéo, que é chamada de

magnetizacado de saturagao (ver ilustragao apresentada na Figura 2.6).
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Figura 2.5 — llustragao do arranjo dos momentos de dipolos magnéticos nos materiais
ferromagnéticos.
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Observa-se na ilustracdo da Figura 2.6. que, no caso dos materiais
ferromagnéticos, quando o campo magnético externo é removido, o valor da
magnetizacao € diferente de zero, e € denominado de magnetizagdo de remanéncia
(Mgr). Para que essa magnetizagao seja reduzida a zero, torna-se necessario a
aplicagao de um campo magnético em sentido contrario, que € chamado de campo

coercivo (Hc). Esse tipo de comportamento € chamado curva de histerese.

==} /

Figura 2.6 — llustragao da curva de histerese para materiais ferromagnéticos.

Os materiais ferrimagnéticos apresentam estrutura cristalina diferente daquela
apresentada pelos ferromagnéticos, sdo ordenados em dipolos atdémicos com
orientagcdo antiparalela, apresentando valores de magnetizagdo menores (Figura
2.7). Possuem médulos de momentos de dipolos diferentes, quando na auséncia de

um campo externo, e apresentam comportamento magnético similar aos
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ferromagnéticos, tais com a curva de histerese. Tem-se como exemplo desse tipo de

material os 6xidos metalicos em geral, como os éxidos de ferro espinélio cubico.
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Figura 2.7 — llustragdo dos momentos magnéticos de dipolos magnéticos nos materiais
ferrimagnéticos.

Os materiais antiferromagnéticos possuem seus dipolos adjacentes
antiparalelos quando na auséncia de um campo externo esses dipolos possuem a
mesma magnitude e assim se cancelam, tendo sua magnetizagao resultante igual a

zero (YOUNG, 2008).

2.2.1.1. Superparamagnetismo

O fenbmeno do superparamagnetismo € caracteristico dos materiais em
escala nanométrica. Conforme foi mencionado, os materiais ferromagnéticos sao
formados por multidominios, constituidos por regides que possuem magnetizagao
uniforme separadas por paredes de dominios. A formagao dessas paredes ocorre
devido ao balango energético entre a energia magnetostatica e a energia da parede
de dominio. A medida que o tamanho do material se reduz, ao alcancar um tamanho
critico, em que requer mais energia para a criagao dos dominios do que para reduzir
a energia magnetostatica, esse material ndo formara multidominios e se apresentara
na forma de monodominios. Como o comportamento magnético de um monodominio
€ similar ao do material paramagnético, no sentido que, apds a remogado do campo
magnético aplicado, o material ndo apresenta remanéncia, o comportamento
magnético do monodominio foi chamado de superparamagnetismo, uma vez que

apresenta alta magnetizacdo de saturacdo (10%10* yg) (YOUNG, 2008).
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A temperatura ambiente, os materiais superparamagnéticos ndo apresentam
histerese. A energia térmica é suficiente para induzir flutuagdes nos momentos
magnéticos com um determinado tempo de relaxagdo, chamado de tempo de

relaxacado de Néel.

A baixa temperatura, um material formado por monodominio apresenta-se
uniformemente magnetizado, com os spins alinhados na mesma diregdo do campo
aplicado. Para que a magnetizacao seja revertida a energia térmica deve exceder a

energia da barreira efetiva.

A temperatura de bloqueio (Tg) € definida como a temperatura a partir da qual
ocorre a reversao da magnetizagdo de um conjunto de particulas de monodominios
idénticas, mudando do estado bloqueado para desbloqueado (ndo apresentara curva
de histerese) e manifestara o comportamento superparamagnético. A fungdo de
Langvin de primeira ordem é geralmente empregada para modelar o comportamento

de sistemas superparamagnéticos (YOUNG, 2008).

Quando presentes em um fluido magnético, as particulas podem apresentar
dois mecanismos distintos de relaxamento do momento magnético associado as
nanoparticulas: o mecanismo de Néel, ja mencionado, e 0 mecanismo browniano.
Na relaxacao promovida pelo mecanismo browniano, as nanoparticulas possuem a
orientacdo do momento magnético intrinseco alterada por rotagdes aleatdrias das
préprias nanoparticulas no liquido carreador, isto ocorre devido a agitagdo térmica.
Quando os dois mecanismos de relaxamento estdo presentes, 0 mecanismo que
levar a relaxacdo em um tempo menor dominara o comportamento do sistema

(YOUNG, 2008).
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2.2.2 Estrutura cristalina

Um sélido é caracterizado pelo arranjo ordenado tridimensional de seus
atomos, o reticulo cristalino. Este pode ser descrito como um arranjo
geometricamente regular de pontos no espago, nos quais se situam atomos, ions,

moléculas ou grupo destes.

Os 6xidos de ferro ferrimagnéticos apresentam a estrutura espinélio cubica e
podem ser representados pela férmula MFe;O4, onde M representa os cations
metalicos bivalentes. No caso de M ser o ferro, obtém-se um 6xido de ferro puro.
Quando M é outro cation metélico bivalente, como manganés, cobalto, niquel, etc.,
obtém-se um o6xido de ferro misto. Os ions sdo arranjados em sitios octaédricos e
tetraédricos, conforme a ilustragdo da Figura 2.8. De acordo com a disposigao dos
ions de Fe’* e M?*, é possivel a formacdo de duas configuracdes distintas. A
primeira, denominada espinélio normal ou direta, ocorre quando os ions M?* ocupam
os sitios tetraédricos e os ions Fe** ocupam os sitios octaédricos, tendo-se como
exemplo a ferritas de zinco (ZnFe;O3) e a de manganés. A segunda estrutura é
chamada de espinélio inversa, onde os sitios tetraédricos estao totalmente ocupados
por fons Fe®*" enquanto os sitios octaédricos sdo ocupados metade pelos ions M** e
metade pelos fons Fe®*, como é o caso da magnetita (FesO4). No caso dos
nanomateriais, a distribuicdo de cations depende da técnica de preparacao, podendo

apresentar uma estrutura mista (RUSSELL, 1929; RUSSEL, 1981).
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Figura 2.8 — Representagao da posi¢cao dos atomos nos arranjos a) octaédricos e b) tetraédricos da
estrutura de espinélio cubico. Modificado de: HAMMOND, 2009

A magnetita € um mineral ferrimagnético que possui ferro nos estados de
oxidagdo Fe?* e Fe®*. Quando oxidada, origina a maguemita, que, por sua vez,
quando oxidada, origina a hematita. Este processo recebe o nome de martirizagao
(ROMDOHR, 1969). A magnetita apresenta uma estrutura inversa, onde seus ions
0% s&o coordenados & ions Fe?* e Fe®* nos intersticios octaédricos, e a Fe** nos
tetraédricos. Assim, como os jons Fe** sdo divididos igualmente entre as posigdes
tetraédricas e octaédricas, ndo existe um momento magnético resultante de
presenca destes ions. Porém, os ions Fe?*, localizados no sitios octaédricos, sdo
responsaveis pelo comportamento magnético deste material. O comportamento
magnético da magnetita depende de varios fatores como raio iénico, valéncia e
temperatura, assim como das suas propriedades quimicas, morfoldgicas,

estequiométricas e dimensionais.

A estrutura da maguemita (y-Fe,;O3) € similar a da magnetita. A sua principal
diferenca é a presenca de Fe®*" como cation Unico da estrutura. Cada célula unitaria,
cuibica, da sua estrutura contém cerca de 32 ions 0%, 21,33 ions de Fe*" e 2,66

vacancias (presentes nos sitios octaédricos). Os cations sao distribuidos em 8 sitios
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tetraédricos e 16 octaédricos, e as vacancias estdo localizadas nos sitios

octaédricos.

A hematita possui como formula a-Fe;O; e consiste em octaedros
compartilhando arestas com dois tercos dos sitios ocupados por Fe**, enquanto o
restante € arranjado regularmente gerando anéis hexagonais de octaedros. A
hematita € extremamente estavel e é a ultima etapa do processo de oxidagao, pois a
magnetita se oxida para maguemita, que por sua vez se oxida dando origem a

hematita.

2.2.3 Estabilidade dos fluidos magnéticos

A maioria das aplicagdes exige que as nanoparticulas de oOxidos de ferro
sejam dispersas em fluidos magnéticos. O fluido magnético € um coloide constituido
por particulas magnéticas que apresentam dimensdes de ordem nanométrica
suspensas em uma matriz liquida ndo magnética. A estabilidade do coloide depende
das caracteristicas das particulas, como o didmetro, a energia de repulsao entre as
mesmas, a temperatura e as interacdes entre as particulas e o liquido carreador.
Caso essas propriedades ndao sejam apropriadas ocorre uma separagao de fase no
sistema (RUSSEL, 1991). As particulas devem ser quimicamente estaveis e
fisicamente pequenas para que néo ocorra a precipitagdo durante a agitacéo térmica

do fluido.

A estabilidade coloidal depende do tratamento dado a superficie das
particulas, tratamento este que ira determinar as caracteristicas dos fluidos
magnéticos, que podem ser classificados em: ibnico, surfactado ou surfactado-
idbnico. A superficie das nanoparticulas nos fluidos magnéticos ibnicos € carregada

eletricamente gerando uma camada superficial de cargas, evitando a aproximagao
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das particulas entre si por meio de repulséo eletrostatica (Figura 2.9a). Nos fluidos
surfactados, a superficie das nanoparticulas encontra-se coberta por uma camada
molecular que ira gerar uma repulsao estérica entre as particulas (Figura 2.9b). Nos
fluidos surfactados-idnicos, também chamados de fluidos magnéticos
biocompativeis, a cobertura molecular se liga a superficie da particula ao mesmo
tempo que apresenta grupos funcionais com afinidade ao meio aquoso, tornando-os

adequados para as aplicagdes biomédicas.
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Figura 2.9 — llustragdo de um fluido magnético (A) iénico, onde as particulas ndo se aglomeram
devido a repulsao eletrostatica; (B) surfactado, onde as particulas nao se aglomeram devido a
barreira fisica formada pelas moléculas do surfactante.

2.2.4 Interagdes atrativas

Fluidos magnéticos tipicos contém aproximadamente 10'® particulas/cm?®,
assim, a probabilidade de ocorrer uma aglomeragdo devido a atracado dipolar
magnética é bastante elevada. Considerando-se duas cargas de mesma intensidade
e sinais iguais, separadas por uma distancia s + d, onde s representa a distancia de
uma superficie a outra, e d o didmetro das particulas (Figura 2.10), a energia de
interagdo dipolo-dipolo (Eqq¢) entre as duas particulas quando seus momentos

magnéticos m estiverem alinhados, é dado por:
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mZ

Eqq (2.2.1)

- 2mp,r3

MZnd?3 . . ~ . .
Para r = s+d e m="=—"" onde M é a magnetizacao, 1 é a permeabilidade no

vacuo e d é o diametro das particulas, tem-se:

noM?md3
Eqgq = ——— (2.2.2)
447 9(1 4 2)3
Onde | = %. Se as particulas estiverem em contato, | = 0, tem-se:
Eo= HoM?V (2.2.3)
dd 12

Onde V é o volume das nanoparticulas E44, @ energia de contato entre as

mesmas.

< >

Figura 2.10 — llustrag&o de duas nanoparticulas com momento magnético m alinhados, distancia
entre superficies s e distancia entre os centros r, com espessura de camada protetora 6.

As interacoes de Van der Waals também sao interagdes atrativas. Ocorrem
devido as flutuagbes de energia associadas aos dipolos elétricos. A energia de

interacdo de Van der Waals entre duas particulas esféricas idénticas (Ew), pode ser

dada por (ROSENWEIG, 1997):
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_— Al 2 N 2 +ln(l2+4l) (224)
YW 612441 (L42)2 (1+2)2 -

Onde A é a constante de Hamaker, que depende das propriedades dielétricas
das nanoparticulas e domeioe [ = %. Quando as particulas se aproximam, /tende a

zero, portanto, a energia necessaria para separar um par de particulas que se

agregaram tende ao infinito.

2.2.5 Interacdes repulsivas

Sao introduzidas com o objetivo de evitar a aglomeragdo entre as
nanoparticulas. Uma das abordagens induz a repulsdo por meio de cadeias
moleculares adsorvidas na superficie da particula, realizando uma repulsao estérica,

cuja energia E.¢ € dada por (ROSENWEIG, 1997):

1td?EKT 1+2 1+t) 1

es = 2 — In —- (2.2.5)
2 t 1+l t

2

5 . a , . A ..
Onde | = %, t = %, d é o didametro da particula, s é a distancia de superficie a

superficie, K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura do sistema, & € o
comprimento da molécula adsorvida e ¢ é a concentragao superficial das moléculas

adsorvidas, chamado de coeficiente de grafting.

Outro tipo de interagao repulsiva é a interagao eletrostatica, usada para se
obter a estabilidade de fluidos magnéticos ibnicos. Neste caso, forma-se uma
camada elétrica dupla em torno da superficie das nanoparticulas. Na parte interna,
tem-se os ions adsorvidos, enquanto na parte externa, que € uma regiao difusa,

encontram-se 0s contra-ions em excesso e 0s co-ions. Quando duas particulas
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possuem cargas e potenciais de superficie de mesmo sinal, elas tendem a se repelir,

criando assim uma barreira de potencial impedindo a agregacao (BOCKRIS, 1993).

As particulas sintetizadas por meio da técnica de coprecipitacdo sdo também
chamadas de macroanions. A reagao de equilibrio acido-base da origem a uma
carga superficial ¢, por meio da adsor¢gdo dos grupos hidroxila anfotéricos, gerando
uma carga negativa quando em meio alcalino e carga positiva quando em meio
acido. Em torno do ponto isoelétrico (pH=7,5), a carga superficial ¢ ndo € suficiente
para se sobrepor as forgas atrativas, portanto as nanoparticulas do meio aglomeram

e floculam.

Os fluidos magnéticos para aplicagdes biomédicas devem ser estaveis em pH
em torno de 7 e, para obté-los, € necessario fazer um tratamento superficial das
nanoparticulas por meio de agentes surfactantes. Os surfactantes utilizados, nos
fluidos magnéticos biocompativeis, possuem cargas em seus terminais, introduzindo
uma repulsdo eletroestérica. Os surfactantes devem ainda ser biocompativeis e
apresentar sitios disponiveis para ancoragem ou acoplamento de medicamentos,

marcadores, biomoléculas, etc.

Para a obtencdo de fluido magnético estavel, é necessario o tratamento
superficial das nanoparticulas. A producgao do fluido pode ser realizada em 3 etapas:
sintese, tratamento superficial das nanoparticulas e peptizacdo em meio aquoso.
Porém, nos casos em que o surfactante é adicionado durante a sintese, é possivel

obter o fluido magnético em duas etapas.

2.2.6 Aplicagdes dos coloides magnéticos

Devido ao desenvolvimento de novas técnicas de sintese e de caracterizacao

muito precisas, € possivel obter biocoloides adequados para aplicacdes biomédicas



41

(Figura 2.11). As nanoparticulas podem ser entregues em um alvo especifico
guiadas por gradientes de campos magnéticos externos ou por anticorpos. As
aplicagdes in vivo podem ser nas areas de diagnostico e terapia. O diagnostico pode
ter sua resolucdo melhorada devido ao aumento de contraste em imagens de
ressonancia magnética, ou através de marcadores fluorescentes (BULTE e
KRAITCHMAN, 2004). Como terapia, pode-se citar a magnetohipertemia e a entrega
localizada de quimioterapicos, além da terapia fotodinamica, entre outras (SINCAI, et
al., 2007; MYKHAYLYK, et al., 2007; DAVID, et al., 2007). Dentre as aplicagdes in

vitro, destaca-se a magnética de alta resolucao (LIN, et al., 2007).

Figura 2.11 — llustragédo de aplicagbes biomédicas de fluidos magnéticos biocompativeis., tais como
diagnéstico por imagem, magnetohipertermia e controle celular. Reproduzido de: YOO, 2011.

A separagao de moléculas ou células de alta resolugéo é uma técnica na qual
as nanoparticulas se ligam as biomoléculas contidas em um soluto com o objetivo de
isolar um determinado composto especifico ou tipo celular, sendo necessario que as
nanoparticulas apresentem afinidades especificas. Ao se aplicar um campo
magnético externo, ocorre retencdo das nanoparticulas juntamente com as

moléculas conjugadas a elas (LIN, et al., 2007).
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Os gradientes de campos magnéticos externos podem ser empregados para
direcionamento das nanoparticulas devidamente funcionalizadas com o ente
biolégico ao local de interesse, com o intuito de potencializar o tratamento e
minimizar os efeitos sistémicos. Pode-se associar a magnetohipertermia o
tratamento antitumoral uma vez que, sob aplicagdo do campo magnético, ocorre um

aumento da temperatura no local provocando a lise celular (KETTERING, 2007).

Na area de diagndstico, as nanoparticulas podem ser empregadas para
aumentar o contraste de imagens de ressonancia magnética, possibilitando a
localizagdo de tumores em estagios iniciais. Esta técnica é geralmente utilizada no
contraste de imagens de 6rgaos cuja capacidade de retencdo de nanoparticulas ja é
bem conhecida, como figado, bacgo e linfonodos (SINCAI, et al., 2007; MYKHAYLYK,

et al., 2007; RUSSEL e ANZAI, 2007).

No ramo industrial, o avango tecnoldgico esta intimamente ligado ao processo
de sintese dos fluidos magnéticos, onde sua maioria baseia-se em dispersantes
apolares. Dentre as aplicagbes tecnoldgicas, pode-se citar dispositivos acusticos
como alto falantes, onde o fluido magnético é utilizado para dissipar o calor emitido
por bobinas magnéticas, melhorando a qualidade do som. Como separador

magnético de materiais na area ambiental e tintas magnéticas.
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3 PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DOS COLOIDES MAGNETICOS

3.1 PREPARAGCAO DO COLOIDE MAGNETICO

Nas ultimas décadas, as técnicas de obtencdo de fluidos magnéticos vém
sendo aprimoradas levando ao grande avango na area. Em geral, a preparagao de
um coloide magnético com base em oOxido de ferro pode ser realizada em trés
etapas: sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro, tratamento da sua superficie, e
dispersao em meio aquoso ou apolar. As nanoparticulas podem ser preparadas por
meétodos fisicos ou quimicos, ou uma composicdo de ambos. As técnicas fisicas
incluem a deposicdo de vapor, redugcédo de tamanho por meio de moagem de
particulas micrométricas, entre outras. Entre os métodos quimicos podem-se citar a
coprecipitacdo em meio aquoso e a decomposicido térmica de compostos

organometalicos (SOLER et al. 2011a, SOLER et al. 2011b).

Neste trabalho os complexos de 6xido de ferro foram sintetizados utilizando-
se 0 método de coprecipitagdo quimica em meio aquoso, € em seguida foram pré-
cobertas com citrato e funcionalizadas via reagao crosslinking com cloridrato de
glucosamina. Resumidamente, a produ¢cao das nanoparticulas foi realizada em trés
etapas: 1) sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro; 2) funcionalizagdo das
mesmas com citrato e 3) acoplamento da glucosamina nas SPIO pela reagao
EDC/NHS. O grupo carboxilico presente na cobertura de citrato foi usado para ligar-
se com o grupo terminal amino da superficie da glucosamina, via reagao de

acoplamento EDC/NHS.

3.1.1 Técnica de coprecipitacao

O método quimico de coprecipitagcdo consiste na precipitacdo alcalina de

quantidades estequiométricas de ions de ferro. O método de coprecipitacdo foi
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escolhido para a sintese de nanoparticulas de magnetita devido as suas vantagens
proporcionadas, como a facil manipulagao, custo relativamente baixo e possibilidade
de sintese de nanoparticulas em grande quantidade e razoavel controle das

propriedades das mesmas.

A coprecipitagdo de nanoparticulas de magnetita é realizada por meio da
adicdo de solugdes aquosas de sais de Fe** e Fe** a uma solucdo alcalina e é

representada por:

Fe?* 4+ 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (3.1.1)

As propriedades das nanoparticulas sintetizadas tais como tamanho,
qualidade cristalina, formato, etc, dependem das condicbes de sintese, como
concentragcdo dos reagentes, velocidade de agitagao, velocidade de adigdo da base

e temperatura (MORALES, 1999; PIERRE, 2002).

3.1.2 Funcionalizacdo das nanoparticulas

Conforme foi mencionado no capitulo anterior, para prevenir a aglomeragao
das particulas e estabilizar o coléide magnético em um dado dispersante deve-se
introduzir uma interacdo repulsiva entre as particulas. No caso dos fluidos
magnéticos para aplicagbes biomédicas, chamados fluidos magnéticos
biocompativeis, utilizam-se moléculas organicas que sao fisioadsorvidas ou
quimioadsorvidas na superficie da particula, e apresentam grupos ionizaveis que
ficam em contato com o dispersante. A estabilidade coloidal é obtida em pH e
salinidade fisiologicos. Na preparagcao desses sistemas biocompativeis, utiliza-se
normalmente nanoparticulas magnéticas, com diametros inferiores a 15nm, que sao
funcionalizadas com moléculas biocompativeis, as quais desempenham papéis

fundamentais na estabilidade e aplicagao desses fluidos: i) conferir as particulas um
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mecanismo para promover a estabilidade coloidal; ii) servir como agente de
acoplamento para a imobilizagao de biomoléculas passiveis de reconhecimento por
receptores especificos; iii) prolongar o tempo de permanéncia na corrente

sanguinea, no caso de aplicagdes in vivo.

A cobertura das nanoparticulas magnéticas pode ser obtida empregando-se
diversas moléculas biocompativeis ou polimeros, entre elas o dextran, acido citrico,
acido dimercaptosuccinico, aminoacidos, peptidios, etc. Apds a funcionalizacéo, as
particulas devem ser dispersas em meio aquoso em pH em torno de 7,0. O acido
citrico, cuja estrutura é apresentada na Figura 3.1, tem sido bastante utilizada para a
obtencao de fluidos estaveis. Neste projeto, o acido citrico foi empregado como pré-
cobertura. A adsor¢cédo das moléculas de citrato € realizada por meio de ligagao
covalente com os ions de ferro da superficie da particula por meio do seu grupo

carboxilato (-COQO").

HO OH
OH

Figura 3.1 —Estrutura quimica do acido citrico

A estratégia utilizada neste trabalho, para obter o complexo magnético
biocompativel, contempla a coprecipitagdo de magnetita em meio aquoso e sua
posterior funcionalizagdo por meio da reagao de crosslinking (VEERAPADIAN,2010).
Incialmente, a magnetita recém sintetizada foi coberta com acido citrico, seguindo-se
a funcionalizagdo com o complexo EDC/NHS. O EDC é conhecido por imobilizar
biomoléculas por meio de ligacbes covalentes e funcionar também como um

crosslinker na reagcdo EDC/NHS. O EDC promove a formagéo de ligagbes do tipo
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amina e reage com grupos carboxilatos, formando um complexo estavel com grupos
amino disponiveis. A adicdo de NHS as reagdes de EDC visa aumentar o numero de
ligacbes de moléculas carboxiladas com o grupamento amino da biomolécula
desejada, como a glucosamina (VEERAPADIAN, 2010). Assim, o grupo N=C=N do
EDC liga-se com o COOH do acido citrico formando o composto instavel o-
acylisourea. A adigao da molécula de NHS ao meio faz com que a molécula de EDC
seja removida, permitindo que ocorra a ligagdo da amina terciaria do NHS ao COOH
do acido citrico. A adigdo de uma amina primaria, como a presente na glucosamina,
gera a saida do NHS, permitindo a ligagado entre o grupo NH; da molécula de
glucosamina com o COOH do acido citrico, gerando um composto estavel formado
por nanoparticulas de oOxido de ferro-acido citrico-glucosamina. Este processo é

ilustrado na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — llustragao da reacgéo de crosslinking entre EDC/NHS e o cloridrato de glucosamina.
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3.2 CARACTERIZAGAO DOS BIOCOLOIDES MAGNETICOS

As técnicas apresentadas neste capitulo foram empregadas para a
caracterizagao dos nanomateriais sintetizados, tanto na forma de p6 (Nanoparticulas
- NPs) quanto na forma de fluidos magnéticos (FM), conforme se observa na
ilustracdo da Figura 3.3. As nanoparticulas na forma de solidos foram caracterizadas
empregando-se as técnicas de espectroscopia Raman, espectroscopia FT-IR e
termogravimetria, enquanto que os biocoloides foram caracterizados por meio das
técnicas de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Espalhamento Dindmico
de Luz (EDL), conforme ilustragdo apresentada na Figura 3.3. Por meio destas
técnicas de caracterizacdo, obtém-se as propriedades das nanoparticulas
suspensas tais como o didmetro médio, aspectos morfolégicos, distribuicdo de

tamanho, estado de agregacéo, carga superficial e composi¢ao quimica.

Raman
Nanoparticulas
FT-IR
NPs
TG
Técnicas de
Caracterizagdo
[Fe]
FM MET
EDL

Figura 3.3 — llustragado das técnicas de caracterizagao utilizadas neste trabalho para caracterizagao
das nanoparticulas (Nanoparticulas - NPs) e do fluido magnético (FM).
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3.2.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman baseia-se no efeito Raman. O efeito Raman foi
descoberto por Sir Chandrasekhra Venkata Raman, em 1928, ao observar que o
comprimento de onda, de uma fracdo da radiacdo espalhada por determinadas
moléculas, difere daquele do feixe incidente e que o deslocamento do comprimento
de onda depende da estrutura quimica das moléculas responsaveis por esse
espalhamento. Diversas modificagdes foram realizadas com o passar do tempo na
técnica de espectroscopia Raman, levando ao desenvolvimento de estratégias com
o intuito de aumentar a sensibilidade, tais como o efeito Raman ressonante e o
efeito de ampliagao de superficie. Sabe-se que cada substancia possui um espectro
Raman caracteristico, obtendo-se a sua identificagdo quando esta técnica é

empregada.

O efeito Raman ocorre quando uma radiagdo monocromatica € espalhada
inelasticamente por moléculas, fazendo com que uma pequena fracdo da radiacao
espalhada seja detectada em uma frequéncia diferente daquela da radiagao
incidente. O mecanismo de espalhamento acontece quando uma amostra possui
atomos ou moléculas que sofrem uma variagdo na polaridade quando vibram.
Quando um féton incide sobre um material, as moléculas deste material poderao
absorvé-los, sendo excitadas para um estado de maior energia (nivel virtual). Para
que voltem a seu estado de equilibrio, estado vibracional, as moléculas terdo que
liberar energia na forma de fétons. Tratando assim de um espalhamento, esse pode
ocorrer de maneira elastica ou inelastica. Quando o espalhamento é elastico, é
denominado espalhamento Rayleigh, enquanto o espalhamento inelastico (Raman)
pode ocorrer de duas maneiras distintas, o espalhamento Stokes e o anti-Stokes

(Figura 3.4) (SALA, 1995; FERRANO, 2002).
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Figura 3.4 — Mecanismo de espalhamento de um féton.

A espectroscopia Raman é uma técnica importante para a caracterizagao de
nanomateriais, tais como os 6xidos de ferro (SOLER, M. A. G. et al., 2007). Em
particular, permite a identificacdo inequivoca das fases do material, seja na forma de
pod ou de filmes (SOLER, M. A. G. et al., 2012; PATERNO, L.G. et al., 2012), bem
como informagdes sobre a cobertura (MORAIS, P. C. et al., 2000). Em adi¢ao
também pode ser empregada na analise de glicosaminoglicanos, dando informagdes

sobre as estruturas moleculares desses compostos (BANSIL, R. et al., 1978).

Os o6xidos de ferro do tipo cubico espinel, como a magnetita e maguemita,
pertencem ao grupo espacial O’ (Fd3m), e, de acordo com a teoria de grupos,
apresentam cinco modos Raman ativos, quando em temperatura ambiente, sendo

um Aqg, um Eg e trés Tag.

Existe na literatura uma divergéncia sobre a correta identificagcdo dos modos
vibracionais ativos em Raman. Diversos fatores podem ser considerados como
geradores dessas divergéncias, entre a simetria do arranjo cristalino, como a
presenca de vacancias, cation em intersticios, a composicdo quimica nao
estequiométrica, distorcoes nas dimensdes das particulas, parametros estes que
podem variar segundo a rota de sintese no caso dos nanomateriais. Além disso,
deve-se considerar a possibilidade de oxidacdo via laser, que pode provocar a

oxidac&do da magnetita.
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Em relagdo a magnetita, considera-se que somente os sitios de simetria
tetraédrica contribuem para o espectro Raman (WHITE e DEANGELIS, 1967;
VERBLE, 1967; SHEBANOVA e LAZOR, 2003). Os modos vibracionais previstos
para a magnetita e os modos vibracionais correspondentes, estéo listados na Tabela
3.1. A identificacdo das bandas vibracionais obtidas nos espectros Raman deste
projeto foi realizada considerando-se as referéncias SOLER, 2010 e SHEBANOVA,
2003. A maguemita apresenta modos vibracionais Raman mais frequentes em torno
de 700, 500 e 350 cm™, enquanto a hematita em 229, 249, 295, 302, 414, 500 e 615

cm™’

Tabela 3.1 — Modos vibracionais Raman obtidos de dados experimentais para a magnetita bulk
(SHEBANOVA, 2003).

Modo Origem Posigao
Ajg Estiramento simétrico Fe-0 =668 cm”’

Eg Flexdo simétrica O-Fe =306 cm”
TZZg Estiramento assimétrico Fe-0 =538 cm’”
Tzlg Movimento translacional FeO4 =193 cm”
T3, Flexao assimétrica O-Fe = 450 ~ 490 cm™

Neste trabalho, os espectros Raman foram adquiridos utilizando-se o espectro
triplo T64000 (Horiba Scientific, Quioto, Japao) equipado com uma CCD, onde a
excitacao das amostras foi obtida com um laser de ion-argdénio com comprimento de

onda em 514,5 nm e intensidade de 0,25 mW.

Os glicosaminoglicanos sao estruturas compostas em sua grande parte por
carboidratos, que possuem seu esqueleto molecular composto por sucessivas
combinagdes entre ligacbes C-C e C-O. Em particular, a glucosamina apresenta trés
regides caracteristicas no espectro Raman de sua molécula, com sinal proeminente

na regidao entre 950-1200 cm™ que ocorre devido principalmente & presenca de CH,
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e COH. Também apresenta uma banda na regido 1000-1200 cm™ devido & presenca

do grupo amino em sua estrutura (BANSIL, R. et al., 1978).

3.2.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) baseia-se na visualizagao de
uma amostra com uma grande ampliacdo da imagem, permitindo assim a
visualizacdo de nanoparticulas. Essa ampliacao ocorre porque o MET possui um
sistema de feixes de elétrons de alta energia cinética que, ao incidir sobre a amostra
fornecera imagens planas, imensamente ampliadas, possuindo a capacidade de

aumento util de até um milhdo de vezes.

A analise morfoldgica e a determinagao do tamanho das nanoparticulas foram
obtidas por meio de imagens de microscopia eletrbnica de transmisséo (MET)
(RUBY, C. et al., 2003; MEI, F. et al., 2012). A preparagao da amostra consistiu em
gotejar amostras do fluido magnético em um suporte de amostra coberto com uma
membrana de carbono para microscopia de transmissdo. Com o auxilio de um
software de captura de imagens, obtém-se a medida dos didmetros de um
determinado numero de particulas e se constréi um histograma de distribuicdo dos
didmetros. A analise dos dados € feita fazendo-se um ajuste dos dados por uma
distribuicdo normal ou log-normal, onde se obtém o didmetro médio (Dwep) das
nanoparticulas e o desvio padrédo (o). Quanto menor for o o, menor sera a
polidispersdao da amostra. As imagens de MET foram adquiridas no microscopio
eletrbnico de transmissdo JEM-1011 (JEOL, Toquio, Japédo) com filamento de

tungsténio em 80 kV do Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia.
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3.2.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A radiagao no infravermelho compreende a regido com numero de onda entre
12800 a 10 cm™, porém, a regido de maior interesse para as andlises de grupos
funcionais de estruturas cristalinas encontra-se na faixa de 4000 a 400 cm™. Esta
técnica fornece evidéncias da presenga de grupos funcionais na estrutura cristalina
devido a interagcdo das moléculas e atomos com a radiagdo eletromagnética, por
meio das vibracdes moleculares. As vibracdes moleculares podem ocorrer devido a
deformidades axiais ou angulares. Quando a deformagédo acontece na dire¢ao do
eixo da molécula, ocorrem um aumento na distancia interatdmica e uma diminuicéo
alternadamente e o modo de vibragdo € denominado estiramento ou deformidade
axial. As deformacgdes angulares correspondem ao movimento de um grupo de
atomos em relagdo ao restante da molécula, sem que as posigcdes relativas dos

atomos do grupo se alterem.

Neste projeto, as analises de FT-IR foram adquiridas empregando-se o

espectrometro Vertex 70 da Bruker Corporation (Billerica, Massachusetts, EUA).

3.2.4 Espalhamento Dinamico de Luz

Esta técnica baseia-se no espalhamento dindmico da luz em uma amostra em
suspensdo e fornece informacdes sobre o0 tamanho hidrodinamico e sobre o indice

de agregacao das particulas.

O raio hidrodinamico pode ser definido como o raio efetivo, considerando-se a
cobertura e interagdo com as moléculas do meio vizinho em virtude da forte atracéo
eletrostatica que a carga superficial produz nas moléculas do meio aquoso. Diversos
fatores influenciam no movimento browniano das particulas em suspenséo,

movimento esse que € responsavel por gerar uma flutuacéo na intensidade de luz
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espalhada em uma escala de microssegundos. Quando o raio luminoso atravessa a
dispersédo coloidal e atinge as nanoparticulas em movimento browniano, ocorre o
espalhamento da luz. O aparelho relaciona o tamanho das particulas com a
intensidade de luz espalhada, sendo possivel assim determinar o diametro médio e
a porcentagem de distribuicdo de tamanho. As anadlises de EDL foram obtidas no
equipamento Zetasizer Nano Z90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido), com excitagdo em 632,8 nm, do Laboratério de Genética e Morfologia

(Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia).

A medida da carga elétrica superficial obtida por meio do potencial ¢ foi
realizada do mesmo equipamento e fornece informagdes sobre a carga superficial,
indicando a presenga da cobertura na superficie da nanoparticula. O potencial ¢
refere-se a carga elétrica presente na superficie das nanoparticulas em contato com
o liquido. As cargas presentes na superficie da particula interferem na distribui¢ao
de ions ao seu redor e aumentam a concentragdo de contra ions proximos a
superficie, levando a formacdo de uma dupla camada elétrica na interface da
particula e o meio aquoso. O potencial ¢ é definido como o potencial referente ao
plano de cisalhamento entre uma particula e os ions mais fortemente ligados a ela.
Esse potencial permite a reflexdo da carga efetiva superficial das particulas,
podendo assim associar a repulsdo eletrostatica entre elas e a estabilidade da

suspencao.

3.2.5 Termogravimetria

A analise térmica € uma analise da mudangca das propriedades de uma
amostra em fungao de uma alteragao controlada da temperatura. A termogravimetria

permite medir a variagdo de massa de um material em fungdo da temperatura em
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uma atmosfera controlada, sendo adequada para a caracterizagao de polimeros,

farmacos, compostos organicos e inorganicos.

Uma exposicao a temperaturas elevadas pode alterar a estrutura quimica,
assim como as propriedades fisicas do material. Portanto, a curva de degradagao
térmica, em condicdes isotérmicas, mostra o perfil de resisténcia ou estabilidade
térmica que o material apresenta quando submetido a uma varredura de
temperatura. As curvas termogravimétricas apresentam informagdes sobre a
estabilidade térmica e a composi¢ao original da amostra, assim como permitem a
detecgcao de compostos intermediarios que podem ter sido formados e ainda de
residuos, se houver. A estabilidade térmica € a capacidade da substancia em manter
suas propriedades durante um processo térmico. A variagdo de massa é registrada
com precisdo de 0,1 microgramas e ocorre devido a fenbmenos fisico e quimicos
como a decomposicdo térmica, a retencdo de gas e a liberagdo de espécies

previamente absorvidas ou adsorvidas.

As andlises termogravimétricas podem ser de trés tipos: a TG isotérmica, a
TG quasi-isotérmica e a TG dinamica. Na primeira, a variagcdo de massa em funcéo
do temperatura é constante. Na segunda, a amostra € aquecida a uma temperatura
até que ocorra uma variagcdo em sua massa, quando entdo essa temperatura é
mantida até que haja uma estabilizacdo da massa. Quando isso ocorre, a
temperatura volta a aumentar até que ocorra a préxima mudanca de massa. A
terceira, por sua vez, consiste em uma variagdo de temperatura pré-programada de

maneira linear. (SOLER, M. A. G. et al., 2007; KOTSMAR, C. et al., 2010).
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As analises termogravimétricas foram realizadas empregando-se o
equipamento DTG-60H (Shimadzu Corporation, Quioto, Jap&o) da Central Analitica,

Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo serdo abordados os procedimentos de sintese dos complexos
magnéticos e sua suspensdao em meio aquoso, assim como as condigcoes

empregadas na caracterizagdo dos mesmos.

4.1 MATERIAIS

O cloreto de ferro (ll) tetrahidratado (cloreto ferroso), cloreto de ferro (lll)
hexahidratado (cloreto férrico), hidroxido de sédio (NaOH), acido cloridrico (HCI),
acido perclérico (HCIO4), NHS, EDC, acido citrico e o cloridrato de glucosamina
foram adquiridos pela Sigma Aldrich Corporate (St. Louis, Missouri, EUA) e
utilizados conforme foram adquiridos, em forma de p6. As membranas de celulose,
empregadas na etapa de dialise, foram adquiridas da InLab (S&o Paulo, Brasil).
Enquantos os filtros estéreis para seringa (0,22) foram adquiridos da KASVI
(Curitiba, Parana, Brasil). Toda agua utilizada foi provida pelo sistema Milli-Q,

resistividade: 18 MQcm™.

4.2 SINTESE DO COMPLEXO DE OXIDO DE FERRO

Os complexos magnéticos de 6xido de ferro foram produzidos partindo-se da
sintese do carogo magnético por meio do método de coprecipitagdo quimica em
meio aquoso, os quais foram pré-cobertos com citrato. Em seguida, foram
submetidos ao processo de acoplamento via EDC/NHS, por meio de reacéo
crosslinking da ligacéo do grupo carboxilico presente na cobertura de citrato com o
grupo amino da superficie da glucosamina (WANG, H. et al., 2004). A produg¢ao do
complexo de oOxido de ferro foi realizada em trés etapas, conforme ilustracéo

apresentada na Figura 4.1. Primeiramente, foi realizada a sintese das
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nanoparticulas SPIO, seguido da funcionalizagdo das mesmas com citrato e

finalmente o acoplamento da glucosamina pela reagdo EDC/NHS.

\ < Decantagao Dlallse D|al|se
— ﬁ — ﬁ —

Fe(ll) Fe(III Ac. Cit. i EDC NHS GLU

Figura 4.1 — llustragao do processo de sintese e funcionalizagdo das nanoparticulas de éxido de
ferro.

4.2.1 Sintese das particulas de magnetita cobertas com citrato

As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas por meio da coprecipitagao
de ions Fe** e Fe*", numa proporcéo estequiométrica 2:1 em meio aquoso basico.
Apos a sintese, uma solugcdo estoque de acido citrico foi adicionada ao fluido
magnético para a obtencédo das nanoparticulas cobertas com citrato (PATERNO, L.

G. et al., 2009).

As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas partindo-se de uma
solugdo contendo 15 mmols de ions de ferro em proporgao de 1Fe®":2Fe** em agua
deionizada. Essa solugao foi adicionada a uma solucdo 300 mM de NaOH, sob
agitacdo mecanica, a temperatura ambiente (pH em torno de 12). A solugdo
resultante permaneceu sob agitagdao por 30 minutos. Em seguida, o solido formado
por nanoparticulas de magnetita foi submetido ao processo de lavagem. As
nanoparticulas foram dispersas em meio acido, obtendo-se um coloide estavel
formado por particulas com cargas superficiais positivas, que foi chamado de FMGN,
enquanto o solido obtido secando-se este fluido empregando-se o processo de

liofilizacdo foi denominado de SMGN.
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A pré-cobertura das NPs de magnetita com citrato foi obtida a partir da adi¢ao
de uma solugéo de acido citrico 0,05 M (pH 5,5) a suspenséao formada por particulas

de magnetita (FMGN) e mantida sob agitacéo.

4.2.2 Funcionalizagado das nanoparticulas de magnetita pré-cobertas com citrato

A segunda etapa do processo de obtengdo dos complexos de 6xidos de ferro
consistiu no acoplamento da glucosamina seguindo-se o protocolo proposto por
Veerapadian (2010) com modificagdes. Adicionou-se a suspensao formada por
nanoparticulas de magnetita cobertas com citrato (FMGNcit) uma solu¢do contendo
50 mM de NHS e 200 mM de EDC em PBS/Tween 20. Apos a adicdo, a solugao foi
mantida sob agitagcédo por 1 hora. Em seguida, a suspensao, denominada FMGNCIT-
EDC/NHS, foi submetida ao processo de dialise por um periodo de 24 horas para

eliminar os reagentes EDC/NHS livres da suspensao.

A Ultima etapa da sintese consistiu na introdugcdo do cloridrato de
glucosamina. Foi adicionado uma solu¢do 10 mM de glucosamina em PBS/Tween20
a suspensao FMGN-EDC/NHS, sob agitagdo. Em seguida, a suspensao resultante,
denominada FMGNGLU foi submetida ao processo de dialise por um periodo de 24
horas para eliminar a glucosamina livre da dispersédo. O sdlido obtido por meio do

processo de liofilizacado deste fluido foi denominado de SMGNGLU.

4.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS NANOESTRUTURADOS
4.3.1 Caracterizagao do cloridrato de glucosamina

A caracterizagao do cloridrato de glucosamina, na forma de po, foi realizada
empregando-se as técnicas de FT-IR, EDL e TG. O espectro de FT-IR foi obtido em
pastilhas de KBr, medindo a absorbancia na faixa de 350 a 4000 cm™ com 64 scans

e resolucdo de 4 cm™. A andlise termogravimétrica foi obtida em suportes de
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alumina em atmosfera inerte (N2) de 25°C a 500°C, com a variagdo de temperatura
de 10°C/min e fluxo de N2 de 30 ml/min. Enquanto o valor da carga superficial foi
obtido por meio de medidas de potencial {, em amostras diluidas de 1:1000 em agua

deionizada de uma solugao 1mg/mL de cloridrato de glucosamina (pH=6,8).

4.3.2 Caracterizacido das nanoparticulas

Os complexos magnéticos produzidos pelo método de co-precipitagdo dos
ions de ferro em meio aquoso, funcionalizadas com o cloridrato de glucosamina,
foram caracterizados na forma de suspensbes ou soélidos nanoparticulados,
empregando-se as técnicas ilustradas na Figura 3.3. A investigacdo da morfologia e
o diametro dos 6xidos de ferro foi realizada por meio da técnica de MET, enquanto
que o didmetro hidrodinamico do sdlido disperso e o potencial { foram obtidos das
suspensdes coloidais (FMGN e FMGNGLU). As amostras utilizadas nas duas
primeiras técnicas foram preparadas a partir de uma diluigdo de 1:1000 do fluido
magnético em agua deionizada. Para a analise de MET, gotejou-se 20 microlitros do

fluido magnético em telas cobertas com uma pelicula de carbono.

Os solidos foram obtidos pelo processo de liofilizagao dos fluidos, no qual as
amostras passaram por um periodo de congelamento a -20°C e foram colocadas a
vacuo sob refrigeragcao por 3 dias. O aparelho utilizado para esse processo foi o
Liofilizador L101 (Liobras, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil), do Laboratério de
Toxinologia (Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Instituto de Biologia,
Universidade de Brasilia). Os sdlidos foram caracterizados pelas técnicas de
Raman, a temperatura ambiente; espectroscopia no infravermelho, utilizando
pastilhas de KBr; enquanto as analise termogravimétricas foram realizadas em
suportes de alumina em atmosfera inerte (N2), com rampa de aquecimento de

10°C/min, na faixa de 25°C a 500°C e fluxo de N, de 30 ml/min.
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4.3.3 Estabilidade dos fluidos magnéticos

A estabilidade das dispersdes coloidais sintetizadas foram monitoradas em
intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas apdés a sintese, visando aplicacdes
biomédicas. Por meio de medidas do didametro hidrodindmico e imagens digitais,
foram monitoradas as dispersoes finais, assim como suas diluicbes em DMEM e

PBS em proporcdes de 1:3 de volume de fluido em relacio ao diluente.

4.3.4 Teste de Toxicidade

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do método
colorimétrico do brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio (MTT). Esta
técnica baseia-se na analise da redugéo do reagente MTT em formazan por meio da
acao das enzimas desidrogenases mitocondriais que, quando presentes tornam-se
um indicativo de viabilidade celular. A redugdo do MTT gera a formagao de cristais
roxos de formazan, os quais sao quantificados por meio da técnica de

espectrofotometria UV-vis (HUSSAIN et al., 1993).

O cultivo de células de fibroblastos, retirados da polpa dentaria humana, foi
realizado inicialmente em garrafa de cultivo, em ambiente com 5% de CO, em meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino e antibiético a temperatura de 37°C. As
células foram posteriormente cultivadas em placas de 96 pogos, seguindo-se o
mesmo procedimento. A suspensao coloidal contendo o farmaco, e 0 mesmo usado
como controle (cloridrato de glucosamina — GLU), foram adicionados a cultura de
células na proporgéo de 1:3 entre FM e DMEM. Apéds o periodo de incubagao (24, 48

e 72 horas), foi feita a remogao da suspensao e os pogos foram lavados com PBS.

Com o objetivo de eliminar a interferéncia da coloragao dos farmacos e do

meio na reacao colorimétrica analisada pelo espectrofotémetro, realizou-se também
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tratamentos dos pocos sem células, onde os valores obtidos por esses foram
utilizados como brancos para posterior normalizacdo dos resultados. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se os teste ANOVA one-way e two-way com

p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento desse trabalho, que teve como objetivo sintetizar e caracterizar
complexos magnéticos biocompativeis funcionalizados com cloridrato de
glucosamina. Inicialmente serdo descritos os dados obtidos da caracterizagao do
cloridrato de glucosamina, empregada como controle, e em seguida os resultados da
caracterizagao do complexo formado por nanoparticulas de magnetita funcionalizada
com glucosamina. Em adic&do, serdo apresentados o estudo da estabilidade do
complexo magnético em meio biolégico em fungdo do tempo até 72 horas, bem
como os resultados dos testes de toxicidade empregando o ensaio de MTT, em

células fibroblastos.

5.1 CARACTERIZAGAO DO CLORIDRATO DE GLUCOSAMINA

A Figura 5.1 mostra o espectro Raman obtido da amostra de cloridrato de
glucosamina na forma de pé a temperatura ambiente. O ajuste dos dados foi
realizado por meio de fungdes lorenztianas. A identificagdo dos modos vibracionais
foi realizada considerando-se os dados disponiveis na literatura, conforme foi
discutido no Capitulo 3. A analise do espectro apresentado na Figura 5.1 pode ser
feita considerando-se que o espectro Raman do cloridrato de glucosamina na regiao
de 600 a 1500 cm™ pode ser dividido em trés regides, onde cada uma representa
caracteristicas distintas dessa molécula (ALASDAIR, 1993). A primeira regido, que
apresenta modos vibracionais abaixo de 900 cm™, é chamada de anomérica. Na
segunda regidao, denominada finger print, € possivel fazer a identificacdo da
molécula de glucosamina. Essa regido se estende de 950 a 1200 cm™, sendo a
regidao de maior importancia do espectro de glucosamina, portanto sera a mais

explorada neste estudo. A terceira regiao corresponde as deformagdes de CH; e
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COH e que varia de 1200 a 1500 cm™, mostra os modos vibracionais dos grupos -

CH, e -COH (SHE, 1974; ALASDAIR, 1993).

1
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Figura 5.1 — Espectroscopia Raman da amostra de glucosamina pura.

Observa-se no espectro Raman obtido da amostra de cloridrato de
glucosamina (Figura 5.1) a presenca de bandas caracteristicos em todas as trés
regides citadas anteriormente. Na analise da regidao de deformagdes de CH,; e COH,
€ possivel identificar a presenga de bandas devido a interagdo do grupo hidroxil,

quando em posigao axial, com o grupo hidroximetil exociclico e o oxigénio presentes

no anel aromatico.

As bandas em 829 cm™” e 859 cm™ podem ser atribuidas a vibragdo da
ligacao alfa dos dissacarideos, envolvendo o carbono 1 de uma unidade de

glucosamina e o carbono 5 de outra unidade de glucosamina. Enquanto a regiao
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entre 891 cm™ e 948 cm™ é uma regido de ruido, fazendo com que haja uma
variagao nas posi¢coes das bandas que podem ser atribuidas a vibracdo do anel da

molécula de glucosamina (VASKO, 1971; ALASDAIR, 1993).

Na regiao de finger print, as bandas sao originadas por deformagdes nas
ligagbes dos grupos —C-O-H e nas ligagdes endociclicas e exociclicas de —C-O
presente anel da molécula de glucosamina . As vibragdes presentes nesta regido
sao de dificil interpretacédo devido a presenca dessas ligagbes —C—O-C e —C-C. Em
particular, a banda em 1001 cm™ & caracteristica da presenca do grupo metileno na
posicdo do carbono 6. Os modos vibracionais presentes na regido entre 1110 cm™ e
1140 cm™ sd@o atribuidos & vibragdo da estrutura endociclica da ligagdo -C-O.
Enquanto a banda em 1138 cm™ se refere & vibracéo do grupo metileno e do grupo

fenol em torno do anel (VASKO, 1971; ALASDAIR, 1993).

Na terceira regido, podemos observar a presenca de bandas centradas em
1220 cm™, 1239 cm™, 1267 cm™, 1386 cm™, 1431 cm™ e 1460 cm™. A banda em
1220 cm™, ocorre devido a presenga da amina no carbono 2. A banda em 1239 cm’
é atribuida a vibracdo da ligacdo -C-C, enquanto a banda em 1267 cm™ refere-se
aos modos vibracionais relativos ao grupo metileno e -COH em torno do anel. A
banda em 1460 cm™ é caracteristica da vibragdo assimétrica do grupo metil

(VASKO, 1971;ALASDAIR, 1993).

A Figura 5.2 mostra o espectro infravermelho obtido da amostra de cloridrato
de glucosamina na forma de p6 a temperatura ambiente entre 1700 & 1150 cm™ uma
vez que, de acordo com a literatura, a regido apresenta bandas caracteristicas para
o cloridrato de glucosamina (Tabela 5.1). As bandas em 1064, 1183, 1250 e 1420

cm™ sdo caracteristicas da vibracdo da ligagdo —-C—O—C—. A deformacgao da ligacdo
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—CH pode ser observada em 1396 cm™. Entre 1500 e 1700 cm™', podemos observar
vibragdes referentes ao grupo amina presente na molécula de glucosamina, assim,
essa regiao € considerada a de maior importancia no espectro de FT-IR dessa
molécula (DAYOUNG, 2008). Portanto, as bandas em 1536, 1585 podem ser
atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico, respectivamente da amina
primaria da glucosamina (FOOT, 2005). A banda em 1617 cm™ pode ser atribuida a

vibragao do grupo —NH.
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Figura 5.2 — Espectro infravermelho obtido para a amostra de glucosamina.
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Tabela 5.1 — Relagao das principais bandas observadas no espectro infravermelho da amostra de
cloridrato de glucosamina, apresentado na Figura 5.2.

Banda v (cm™)
Estiramento —C-O-C 1396 cm™’
Estiramento simétrico amina 1536 cm™’
primaria
Estiramento assimétrico 1585 cm”’
amina primaria
Estiramento -NH 1617 cm™

No espectro de termogravimetria para a amostra GLU (Figura 5.3) observa-se
uma perda total de 60%. Este é apresentado em dois estagios, onde o primeiro
estagio, entre 178 e 250°C, pode ser atribuido a 4gua adsorvida, no qual houve uma
perda de 48%. O segundo estagio, entre 250 e 345°C, é atribuido ao cloridrato de

glucosamina, onde houve uma perda de 12% (Tabela 5.2).
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Figura 5.3 — Curva de termogravimetria da amostra de cloridrato de glucosamina (GLU).
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Tabela 5.2 — Estagios de decomposigao térmica da amostra de cloridrato de glucosamina.

Estagio
I Il
Perda (%) Posicao (°C) Atribuicao Perda (%) Posicao (°C) Atribuicdo

Cloridrato de

48,00 178~250 Agua 12,00 250~345 .
glucosamina

5.2 CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS MAGNETICOS

Inicialmente serdo apresentados os resultados referentes a caracterizagao
dos fluidos magnéticos para obtengdo da concentracdo de ferro na dispersao
coloidal, o didmetro e a morfologia das nanoparticulas, o tamanho hidrodindmico e a
carga superficial. Em seguida, serdo apresentados os resultados relativos a
caracterizacdo das amostras sélidas mostrando a identificacdo do material
produzido, o acoplamento da glucosamina na superficie das particulas, bem como a

obtencdo da massa da cobertura.

5.2.1 Caracterizagao das suspensdes coloidais

A concentracdo de ferro presente nas suspensdes coloidais FMGN e
FMGNGLU foi estimada empregando-se uma curva de calibragdo de dados da
intensidade da banda de absorbancia em 460 nm obtidos de espectros UV-Vis em
funcdo de dados da concentracéo de ferro gerados a partir da técnica de absorgéo
atbmica. Para a amostra FMGN, a concentragao de ferro determinada foi 10,5 mg/L,
enquanto para a amostra FMGNGLU a concentragdo foi de 2,52 mg/L. E possivel
observar uma diminuigdo significativa da concentracdo de ferro na amostra
FMGNGLU, em relagdo a amostra precursora. Isso pode ser atribuido ao processo
de dialise, assim como pelas diluicbes realizadas durante o processo de

funcionalizacao.
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A Figura 5.4a mostra uma imagem tipica de microscopia eletrbnica de
transmissao da amostra FMGNGLU. Observa-se particulas em geral de formato
esférico, porém, a diluicdo realizada nao foi suficiente para evitar a aglomeracao das
mesmas. O histograma apresentado na Figura 5.4b foi obtido a partir de diversas
micrografias. Apos o ajuste obteve-se o didmetro médio Dyer = 6,31 £ 0,02 nm e
dispersao de tamanho o = 0,25 + 0,02 nm. Este valor de didmetro médio para as
nanoparticulas de o6xidos de ferro, sugere que elas apresentam comportamento
superparamagnético (SOLER, 2011). E possivel observar pelo valor da disperséo de

tamanho obtido das nanoparticulas que a amostra é polidispersa.
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Figura 5.4 — Microscopia Eletrénica de Transmissdo da amostra de magnetita funcionalizada com
glucosamina (a) e histograma de distribuigdo obtido (b).

As suspensdes coloidais foram caracterizadas por meio da técnica de
espalhamento dinamico da luz, assim como do potencial {. As medidas de potencial
¢ foram realizadas para monitorar a mudanga de carga superficial a medida que as
camadas moleculares eram adsorvidas na superficie das nanoparticulas, além de
fornecer informacao sobre estabilidade das suspensdes. Suspensdes com valores

de potencial C superior a 30 mV ou inferior a -30 mV sao consideradas cineticamente
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estaveis. As medidas de tamanho hidrodinamico, conforme foi mencionado, dao

informacgdes sobre o estado de aglomeracgao das particulas.

Os valores obtidos das medidas de didmetro hidrodindmico e potencial ¢
estao listados na Tabela 5.3. Observa-se que para a amostra de FMGN obteve-se o
valor do potencial ¢ igual +19,70 mV, enquanto o didmetro hidrodindmico (Dy) igual a
50,75 nm. Observa-se o valor de ¢ positivo é devido ao fato que as particulas foram
dispersas em meio acido. Em pH &cido, as nanoparticulas apresentam-se
protonadas, com carga superficial positiva, gerando a repulsao eletrostatica entre as
mesmas e levando a estabilidade coloidal. As nanoparticulas de magnetita
funcionalizadas com glucosamina apresentaram Dy 81,83 nm e potencial ¢ igual a -
34,2 mV, indicando que as moléculas de glucosamina foram adsorvidas na
superficie das particulas. O valor negativo do potencial  é atribuido a presenga dos
grupos hidroxila desprotonados na glucosamina. O valor obtido, inferior a -30 mV,
indica estabilidade coloidal. Em adigao, a inversao da carga nas amostra de positivo
para negativo, quando comparadas com a amostra FMGN, evidencia o sucesso na
funcionalizacdo das nanoparticulas. Com relacdo aos valores do diametro
hidrodindmico, observa-se um aumento para a amostra de FMGNGLU, que pode ser
atribuido ao recobrimento dessas nanoparticulas com interagao entre as cadeias de

glucosamina de diferentes particulas gerando clusters na suspenséao.

Tabela 5.3 — Tabela como os dados de potencial ¢ e didmetro hidrodindmico das amostras FMGN e

FMGNGLU.
Amostra Potencial ¢ Dy
FMGN +19,7 mV 50,8 nm

FMGNGLU -34,2 mV 81,8 nm
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5.2.2 Caracterizagao dos solidos nanoestruturados

A técnica de espectroscopia Raman foi empregada para o estudo das
amostras preparadas na forma de solidos, visando a identificagdo da fase do 6xido
de ferro sintetizada e deteccdo da presenca da cobertura na amostra funcionalizada.
A Figura 5.5 apresenta o espectro Raman na faixa de 150 a 800 cm™', obtido com
intensidade do laser igual a 0,25 mW onde se observa as bandas caracteristicas do
oxido de ferro. Esta baixa intensidade foi utilizada para evitar a degradacédo da
amostra (SILVA, S. W., et al. 2003.) O ajuste do espectro foi feito utilizando-se

funcdes lorenztianas.
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Figura 5.5 — Espectroscopia Raman da amostra de magnetita (SMGN).

Observa-se na Figura 5.5 as bandas caracteristicas da magnetita, as quais

podem ser identificadas considerando-se os modos vibracionais previstos: a banda
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em 193 cm™ refere-se & vibragdo T',,, enquanto as bandas em 345, 515 e 682 cm’”
referem-se aos modos vibracionais T%, E4 € Ayq respectivamente (Tabela 5.4). A
banda em 719 cm™, entretanto, é caracteristica da maguemita. O comportamento do
espectro apresentado indica uma oxidagao parcial da magnetita para maguemita,

que pode ter sido induzida pelo laser.

Tabela 5.4 — Relagao das bandas observadas no espectro Raman da amostra SMGN, apresentado

na Figura 5.5.

Banda v (cm'1)
T 193 cm”
T4 345 cm™

Eq 515 cm’
Asg 682 cm™

A Figura 5.6 mostra o espectro Raman, com o respectivo ajuste empregando-
se juncdes lorenztianas, para a amostra SMGN-GLU na regido de 150 a 2750 cm™.
O espectro foi obtido ao incidir-se na amostra o laser com intensidade 0,25 mW . As
bandas na faixa de 150 cm™ a 800 cm™ sdo associadas aos modos vibracionais da
estrutura de oxido de ferro espinélio cubico, conforme foi discutido no Capitulo 3.
Assim, as bandas observadas em 315 cm™, 536 cm™ e 665 cm™ sédo atribuidas aos
modos vibracionais Eg, 3Tog € Aig da magnetita, respectivamente. A banda em 716
cm™ entretanto, é caracteristica da maguemita. Dessa forma, é possivel identificar a
fase magnetita da amostra SMGN-GLU. As estruturas observadas para maiores
numeros de onda evidenciam a presenga do cloridrato glucosamina. A identificagao
dos modos vibracionais listados na Tabela 5.5 pode ser feita considerando-se o

espectro do cloridrato de glucosamina apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5.6 —Espectro Raman da amostra de magnetita funcionalizada com glucosamina SMGNGLU.

A banda presente em 916 cm™ pode ser atribuida a vibragdo do metileno na
posicdo do carbono 6; o modo vibracional em 974 cm™ refere-se a vibracdo da
ligacao entre o grupo —COH- na posi¢cao do carbono 2 e o grupo metileno; a banda
entre 1125 cm™ e 1397 cm™, pode ser atribuida as vibracdes da ligagdo —C—O—C—.
Observa-se que os modos vibracionais em 1546 cm™ e 1646 cm™ indicam a
presenca da molécula de glucosamina ligada ao acido citrico através da formagao
de uma amida (VASKO, 1971; ALASDAIR, 1993). O ombro em 1717 cm™ e a banda
em 2458 cm™ sdo atribuidas ao modo vibracional do grupo —NH; a banda, em 2529
cm”, é atribuida a vibracdo da hidroxila presente na agua. Em adicdo, a
coordenacao entre o ferro da nanoparticula e o grupo carboxilato do acido citrico

pode ser observada devido a presengca dos modos vibracionais relativos ao
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estiramento simétrico e assimétrico do grupo -COO~em 1125 e 1397 cm™ (SOLER,

et al., 2007).

Tabela 5.5 Modos Raman da amostra SMGNGLU, cujo espectro esta apresentado na Figura 5.6.

Banda v (cm™)

Est. Simétrico -C(6)H 916 cm™

Est. Assimétrico -C-2-OH e —CH> 974 cm™
Est. Assimétrico -O-C(2) 1125 cm™
Est. Simétrico -O-C(2) 1397 cm™
Est. Simétrico Amida 1546 cm’™
Est. Assimétrico Amida 1646 cm™
Estiramento —NH- 1717 cm™
Estiramento Simétrico —-NH- 2458 cm”
Estiramento Simétrico -OH 2529 cm”

A Figura 5.7 mostra o espectro no infravermelho obtido da amostra
SMGNGLU dispersa em KBr. As bandas listadas na Tabela 5.6 podem ser
identificadas com base nos trabalhos da literatura Veerapadian (2010) e Cael (1973).
A banda em 597 cm™, refere-se ao 6xido de ferro; a banda presente em 1060 cm’
pode ser atribuida ao estiramento do grupo —C-O; as bandas em 1172 cm™ e 1267
cm™ ao modo vibracional do grupo —C-O, presente na molécula de glucosamina; a
presencga do grupo metil pode ser observado em 1440 cm™; as bandas em 1395 cm’
'e 1640 cm™ referem-se, respectivamente, ao estiramento simétrico e assimétrico do
grupo carboxilato. Através da diferenga de posi¢cao entre a vibragdo assimétrica e a
vibragdo simétrica dos carboxilatos, € possivel indicar o tipo de coordenagao
estabelecida entre o grupo carboxilico, presente no acido citrico, e o metal, das
nanoparticulas. Uma vez que estas bandas apresentaram deslocamento AV que se
encontra entre 91 e 230 cm”', pode se sugerir uma coordenagao do tipo

monodentada (SOLER, et al., 2007). Os ombros presentes em 1723 cm™ e 1756 cm’
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' referem-se a vibragdo da ligacdo do grupo carboxila presentes na molécula de

acido citrico livre na nanoparticula.

3427 cm™
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1267 cm’

Absorbancia (u.a.)

1060 cm’

2993 cm™’

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 5.7 — Espectro FT-IR da amostra de magnetita funcionalizada com glucosamina (SMGNGLU).

As bandas presentes na regido entre 1500 a 1700 cm™ s&o caracteristicas do
grupo amina presente no anel, a banda presente em 1544 cm™ refere-se ao
estiramento assimétrico do grupo —NH,*, enquanto a banda em 1639 cm™ &
atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo -NCOOH, caracterizando a interagao
entre o cloridrato de glucosamina e o &cido citrico, uma vez que houve um
deslocamento significativo da posigdo da banda quando comparada a da
glucosamina na forma livre (VEERAPADIAN, 2010). A banda em 2933 cm™ &
atribuida a vibragédo do grupo metileno presente no acido citrico. A ultima banda, em

3427 cm™, pode ser atribuida ao grupo hidroxila, podendo essa ser associada a
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molécula de glucosamina, ao acido citrico, assim como a agua presente no sistema.

Assim, a analise do espectro da amostra SMGNGLU, apresentado na Figura 5.7,

sugere que a glucosamina esta associada as nanoparticulas de magnetita.

Tabela 5.6 — Relagao das bandas observadas no espectro FTIR apresentado na Figura 5.7.

Banda \Y (cm'1)

Est. Simétrico -CO 1060 cm’™
Est. Assimétrico —-CO 1172 cm’™
Est. Assimétrico —-CO 1267 cm’™
Est. Simétrico -COO" 1395 cm™
Est. Simétrico -NH," 1544 cm’™
Est. Assimétrico -COO" 1640 cm™
Est. Simétrico -NCOOH 1639 cm™
Est. Simétrico -COOH 1723 cm’™
Est. Simétrico -COOH 1756 cm”™
Est. Simétrico —CH, 2933 cm”
Est. Simétrico -OH 3427 cm”

Com base nas informacgdes adquiridas pela espectroscopia Raman e a

espectroscopia no infravermelho, o modelo proposto para a interacido entre as

nanoparticulas, o acido citrico e a glucosamina encontra-se ilustrado na Figura 5.8.

Observa-se que ha uma coordenacdo monodentada entre o ferro da nanoparticula e

o grupo carboxilato do acido citrico que, por sua vez, através da ligagdo -NCOOH

formada une-se a molécula de glucosamina.
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Figura 5.8 — Modelo de interacéo entre as nanoparticulas, o acido citrico e a glucosamina.

As Figuras 5.9 e 5.10 mostram os espectros de termogravimetria obtidos das

amostras SMGN e SMGNGLU.
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Figura 5.9 — Curva de termogravimetria da amostra de magnetita (SMGM).
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Observa-se na Figura 5.9 que, para a amostra SMGN, é possivel observar
dois estagios de decomposi¢ao térmica, cujos dados estdo apresentados na Tabela
5.7. A perda total de massa da amostra SMGN pura foi de 3,60%, dos quais 2,97%
foram no primeiro estagio, na faixa de temperatura entre 25 a 170 °C, e 0,25% no
segundo estagio, para a temperatura variando entre 170 e 360 °C. A variagcdo da
massa no primeiro estagio pode ser atribuida a perda de agua remanescente no
material, entretanto no segundo estagio a perda é atribuida a agua adsorvida na

superficies das nanoparticulas.
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Figura 5.10 — Curva de termogravimetria da amostra de magnetita funcionalizada com cloridrato de
glucosamina (SMGNGLU).

Observa-se no espectro de termogravimetria para a amostra de SMGNGLU

(Figura 5.10) uma perda total de 28%, apresentando dois estagios de
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decomposigao, cujos dados encontram-se listados na Tabela 5.7. Durante o primeiro
estagio, na faixa de temperatura entre 30 a 170°C, a perda de 7% pode ser atribuida
a perda de agua remanescente na amostra, enquanto para o segundo estagio (170 a

440°C) a perda de 21%, pode ser atribuida a decomposigao térmica da cobertura.

Tabela 5.7 — Estagios de decomposigao térmica das amostras de magnetita (SMGN), magnetita
funcionalizada com cloridrato de glucosamina (SMGNGLU) e do cloridrato de glucosamina.

Estagio
Amostra | Il
Perda (%) Posicao (°C) Atribuicao Perda (%) Posicao (°C) Atribuicdo
SMGN 2,97 25~170 Agua 0,75 170~360 Agua
adsorvida
SMGNGLU 7,00 30~170 Agua 21,00 170~440 Cobertura
adsorivda

Por meio das curvas de termogravimetria foi possivel estimar a massa da
cobertura associada as nanoparticulas, tendo sido considerada majoritariamente
como a massa do cloridrato de glucosamina adsorvido, resultando em uma

concentragao aproximada de 20% (p/p).

5.3 ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES COLOIDAIS EM MEIO BIOLOGICO

Considerando-se as possiveis aplicagbes do complexo magnético sintetizado
para o transporte e liberagado de farmaco, foi realizado o estudo da estabilidade das
suspensdes em meio biolégico (meio de cultura — DMEM - e tampéo — PBS). O
monitoramento da estabilidade das suspensdes nesses meios foi realizado em
intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas apds a sintese, por meio de medidas do
didmetro hidrodindmico e inspegao visual, a partir de imagens dos fluidos puros e

diluidos nos respectivos meios, a cada intervalo de tempo.
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O meio de cultura DMEM foi escolhido devido ao fato que as culturas de
fibroblastos, linhagem paralelas aos condrécitos e condroblastos, células de
interesse do tecido cartilaginoso, séo realizadas neste meio. Enquanto o tampao
PBS foi escolhido por ser utilizado como solvente e tampao na formulagdo do
DMEM. A Figura 5.11 apresenta as imagens adquiridas das suspensdes, assim
como de suas diluicdbes em DMEM e PBS em fung¢do do tempo decorrido apds a

preparagao das suspensoes.

Observa-se nas imagens (Figura 5.11) e nos valores do Dy, apresentados na
Tabela 5.8, que os fluidos magnéticos apresentaram diferentes periodos de

estabilidade.

FMGN FMGNGLU

T=72h

Figura 5.11 — Imagens obtidas dos fluidos magnéticos FMGN e FMGNGLU para os tempos de 24, 48
e 72 horas. Para cada amostra, o tubo a esquerda é o fluido puro, o tubo do centro é o fluido diluido
em DMEM e o tubo a direita é o fluido diluido em PBS.

As suspensdes FMGN e FMGNGLU se mantiveram estaveis durante todo o

tempo de monitoramento (72 horas), ndo sendo possivel observar sedimentos. Em
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adicdo, a amostra FMGN apresentou valores do Dy variando de 54 a 62 nm,
enquanto FMGNGLU mostrou maior flutuagao nos valores de Dy, variando de 33 a
633 nm. Quando diluida com DMEM, na propor¢éo de 1:3, a amostra de FMGN
apresentou inicio de sedimentacdo apods 24 horas do inicio do monitoramento e
sedimentou apos 48 horas. Em adi¢ao, quando diluida em PBS, sedimentou apds 24
horas. A amostra de FMGNGLU, quando diluida em DMEM, iniciou o processo de
sedimentacdo apds 24 horas do monitoramento e sedimentou apds 48 horas.
Quando diluida em PBS, por sua vez, manteve-se estavel durante todo o periodo de

monitoramento (72 horas), ndo sendo possivel observar sedimentos.

A falta de estabilidade da amostra FMGN, quando diluida em DMEN ou PBS,
ocorre devido a alteragcdo do pH no meio, uma vez que a amostra é estavel em pH
acido devido a repulsao eletrostatica entre as particulas. A adicdo do tampéao PBS,
assim como do meio de cultura DMEM, levam a uma alteragado do pH do meio (pH

7,2), levando a precipitagao.

A amostra de FMGNGLU diluida em PBS apresentou um comportamento
esperado uma vez que a sua sintese foi realizada em meio PBS/Tween 20.
Entretanto, para a amostra diluida em DMEN, embora o pH seja 0 mesmo do PBS,
nao houve estabilidade pois a adicdo de radicais fez com que ocorra um
deslocamento do equilibrio, levando a neutralizacdo dos terminais livres da molécula

de glucosamina, gerando a floculagao.

Pode-se observar pela Tabela 5.8 que a adicao do tampao PBS, assim como
do meio DMEM, levou a um aumento do didmetro hidrodindmico,

independentemente do tipo do coloide.
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Tabela 5.8 — Diametro hidrodinamico (nm) obtidos em fungéo do tempo apds a preparagao das
amostras FMGN e FMGNGLU para os tempos de 24, 48 e 72 horas ap0s a sintese

Amostra FMGN FMGNGLU

Tempo Puro DMEM PBS Puro DMEM PBS
0 50,8 206,2 283,7 34,3 465,9 33,1
24 59,3 - - 86,2 - 266,0
48 34,8 - - 122,4 - 416,0
72 62,5 - - 220,2 - 633,0

5.4 ANALISE DA CITOTOXICIDADE

As Figuras 5.12 e 5.13 apresentam a viabilidade celular para o grupo controle
(CTRL), células tratadas com cloridrato de glucosamina (GLU) e células tratadas
com o fluido de nanoparticulas de magnetita cobertas com cloridrato de glucosamina
(FMGNGLU), durante 24, 48 e 72 horas de tratamento em duas concentragdes de

cloridrato de glucosamina (0,125 mg/mL e 0,250 mg/mL), respectivamente.

Observa-se que o grupo FMGNGLU, bem como o GLU, apresentaram
viabilidade celular comparaveis ao controle para ambas as concentragdes durante
todo o tempo de estudo. Para o grupo FMGNGLU, em ambas as concentragdes, a
viabilidade celular manteve-se acima do controle durante todo o tempo observado,
sendo que a menor concentragao ficou em torno de 50% maior do que o controle,
para o periodo de 48 horas, e aumentou ainda mais para 72 horas. A viabilidade
celular para o grupo de maior concentragao apresentou o mesmo comportamento,
entretanto com viabilidade celular menor do que a apresentada pelo grupo de menor
concentragado. No caso do grupo GLU, decorridos 48 horas observa-se que, para a
menor concentracdo, manteve-se o aumento observado em 24 horas, porém para a
maior concentragdo houve um aumento significativo (p<0,05) quando comparado ao

controle. Esse aumento manteve-se para essa amostra em 72 horas.
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Figura 5.12 — Viabilidade celular dos grupos CTRL, GLU e FMGNGLU com a concentragao de
glucosamina igual a 0,125 mg/mL para os tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 5.13 — Viabilidade celular dos grupos CTRL, GLU e FMGNGLU com a concentragéo de
glucosamina igual a 0,250 mg/mL para os tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas.
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O crescimento celular, estimulado pela presenga da glucosamina no meio,
pode ser explicado uma vez que esta inibe a acdo de enzimas catabdlicas e reduz
os niveis de interleucinas (HUA, et al., 2002). O aumento significativo da viabilidade
celular observado para a menor concentracdo de glucosamina (Figura 5.12) no
grupo GLU, quando comparado ao grupo FMGNGLU, pode ser explicado pelo fato
de que no grupo GLU, a glucosamina encontra-se livre no meio, enquanto que no
grupo FMGNGLU a glucosamina teria que ser primeiramente separada do complexo
para entdo ser utilizada pelas células. Essa liberagcdo da glucosamina ocorre de
duas formas, uma lenta e outra rapida, ja que a glucosamina interage de formas
diferentes com as nanoparticulas. Na primeira forma, a glucosamina encontra-se
ligada as nanoparticulas através da ligagdo -NCOOH, portanto, a liberagdo da
glucosamina é mais lenta nesta forma uma vez que as ligacbes devem ser
primeiramente quebradas. Na segunda forma, ocorre interagao eletrostatica entre a
glucosamina e as nanoparticulas, portanto, por se tratar de uma interagao fraca,
quando em contato com o meio, a interacao € diminuida e ha liberacéo do cloridrato

e glucosamina.

Dessa forma, os resultados obtidos através do ensaio do MTT demonstram

que o nanocomposto produzido possui alta biocompatibilidade.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um processo de sintese para obtencido de
complexos nanoestruturados coloidais compostos por nanoparticulas de 6xido de
ferro funcionalizadas com cloridrato de glucosamina. As nanoparticulas de éxido de
ferro foram sintetizadas por meio da técnica de coprecipitagdo em meio aquoso e
posteriormente funcionalizada. A caracterizacdo dos nanomateriais produzidos foi
realizada empregando as técnicas de espectroscopia Raman, infravermelho,
termogravimetria, microscopia eletrénica de transmissao e espalhamento dindmico
de luz. Em seguida a estabilidade das suspensdes coloidais produzidas foi
monitorada em funcdo do tempo de armazenamento por um periodo de 72 horas
apos a sintese. Em adicao, a viabilidade celular de células fibroblastos foi realizada

empregando-se o ensaio de MTT.

Os resultados da caracterizagdo dos fluidos magnéticos sintetizados
mostraram a presenca de interacdo entre a superficie da nanoparticulas e a
cobertura, bem como funcionalizagdo com cloridrato de glucosamina. Por meio da
estabilidade coloidal, foi possivel observar que a amostra FMGNGLU quando
adicionada ao PBS, manteve-se estavel, tornando viavel sua aplicagao bioldgica,
uma vez que o PBS apresenta o pH idéntico ao meio bioldgico. Por das analises dos
resultados do ensaio de MTT, foi possivel observar que a amostra de FMGNGLU,
assim como a amostra de GLU, nao apresentaram citotoxicidade. Essas
apresentaram um aumento na viabilidade celular, fator desejavel no tratamento da

osteoartrite.

Assim os resultados obtidos demonstram que o nanocomposto produzido a

base de nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas com glucosamina possui alta
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biocompatibilidade e grande potencial como sistema de liberacdo de glucosamina

para o tratamento da osteoartrite.

Como perspectivas futuras, pode-se sugerir o estudo da citotoxicidade do
coloide in vivo, assim como a eficacia terapéutica dos complexos nanoestruturados

produzidos para o tratamento da osteoartrite.
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