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RESUMO X

Resumo

Neste trabalho, nanoparticulas magnéticas com nucleos de 6xidos de ferro
recobertos por polimero biodegradavel PLGA, contendo os antitumorais citrato de
rodio(Il) ou daunorrubicina foram obtidos, caracterizados e avaliados em linhagens de
células cancerosas e/ou modelo murino de implante de esponja para avaliagdo de
inflamacgao e angiogénese.

Os compostos magnéticos como os oxidos de ferro podem ser uma alternativa
ao tratamento convencional do cancer porque sao materiais biocompativeis que
podem ser utilizados como carreadores de um dispositivo antitumoral. Um campo
magnético externo pode ser aplicado, atraindo essas particulas, e diminuindo a sua
circulacao sistémica, o que favorece a acumulagao no local do tumor, aumentando a
sua eficacia e diminuindo os efeitos secundarios sistémicos. Exemplos sao
nanoparticulas (NPs) produzidas a partir de sais de ferro (ions Fe®* ou Fe**) ou desses
com outros metais de transicdo, como o niquel e o zinco, chamadas ferritas (FR).

Substancias com atividade antitumoral podem ser usadas com essas ferritas
para que possam ser guiadas até o local de ac&do através de um campo magnético.
Como exemplos, tem-se o citrato de rodio(ll), um complexo inorganico obtido de
RhCl;, muito eficaz em células cancerosas, e cloridrato de daunorrubicina (DNR), do
grupo das antraciclinas, farmaco quimioterapico muito utilizado para tratamento de
tumores, mas com efeitos citotéxicos em células normais, curto tempo de meia-vida e
ndo-seletividade para células cancerosas. Neste estudo, foram sintetizadas
nanossistema de citrato de rédio(ll) e daunorrubicina com ferrita de 6xidos de ferro
el/ou ferrita de 6xidos de niquel/zinco/ferro e acido poli-latico-co-glicolico (PLGA), que
foram testados em células cancerosas in vitro e/ou em modelo de angiogénese in vivo.

Ambos foram caracterizados por técnicas fisico-quimicas, tais como
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (IV), analise térmica (TG e
DTA), microscopias eletrbnicas (ME), magnetizagdo de saturacdo a temperatura
ambiente (Msa), entre outras, e as cinéticas de liberagédo in vitro foram avaliadas. A
sintese do citrato de rodio(ll) foi reproduzida segundo dados da literatura. A partir do
citrato de rdédio(ll) sintetizado, foram preparados nanossistemas com PLGA e ferritas,
que apresentaram didmetros de, aproximadamente, 250,0 a 300,0 nm, potencial zeta
de -24,7 mV e comportamento superparamagnético.

Nanossistemas de daunorrubicina foram preparados a partir do farmaco puro,
PLGA e ferrita, apresentaram didmetros de cerca de 160,0 a 200,0 nm, potencial zeta

de -32,4 mV e comportamento superparamagnético. Foram tracados os perfis
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cinéticos de liberagcdo dos farmacos, utilizando tampéao fostato (PBS) como meio e
temperatura de 37 °C, condicdes que mimetizam os fluidos bioldgicos. O citrato de
rédio(ll), a partir do nanossistema, mostrou um perfil de liberacdo controlada sem a
presenca de efeito explosdo e a liberagao se manteve por cerca de 70 h. A liberagao
de daunorrubicina a partir do nanossistema mostrou um efeito explosao nas primeiras
8 h e liberou o farmaco por até 350 h. Ambos os sistemas foram testados com um iméa
e visualmente atraidos pelo campo.

O nanossistema de citrato de rédio(ll) apresentou toxicidade semelhante a do
rédio(ll) livre nos ensaios in vitro em células tumorais e o de daunorrubicina exibiu
citotoxicidade cerca de 50 vezes maior, quando comparado com a daunorrubicina
livre. Os estudos in vivo demonstraram que o nanossistema contendo daunorrubicina
apresentou efeito antiangiogénico em modelo de implante de esponja, mensurado
através da dosagem de hemoglobina; bem como as citocinas inflamatérias agudas e
cronicas, VEGF e TNF-a foram inibidas sugerindo pouca inflamagéo. A partir desses
resultados, concluiu-se que os nanossistemas de liberacdo de daunorrubicina e citrato
de rodio(ll) foram caracterizados como dispositivos magneticamente dirigidos,
citotoxicos frente as células tumorais e se mostraram antiantigénicos.

Palavras-chave: Citrato de rodio(ll); daunorrubicina; nanoparticulas magnéticas;

nanossistemas poliméricos antitumorais; liberagdo de drogas.
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“Development and biological studies of drug delivery systems of anticancer

drugs using biodegradable polymers and magnetic materials.”

Abstract

In this work, magnetic nanosystems of iron oxide cores coated by the PLGA
biodegradable polymer containing the antitumor rhodium(ll) citrate or daunorubicin
hydrochloride obtained was characterized and evaluated in cancer cell lines and/or
murine sponge implant model for assessing inflammation and angiogenesis.

Magnetic iron oxides can offer particularly features as an alternative to
conventional cancer treatment because they are biocompatible materials that can be
used as the core of an antitumor device. An external magnetic field can be applied,
attracting these particles, and decreasing their circulation in the blood, which favors
the accumulation in the tumor site, increasing their efficacy and decreasing the
systemic side effects. Examples are nanoparticles (NPs) produced from iron salts
(Fe2+ or Fe3+) or salts of these chlorides with other transition metals such as nickel
and zinc, called ferrites (FR). These nanoparticles exhibit biocompatibility and can be
used in combination with magnetically carrier polymers for biomaterials.

Substances having antitumor activity can be used with these ferrites in order
to be guided to the site of action via a magnetic field. As examples, it has been
rhodium(Il) citrate, an inorganic compound obtained of RhCls, very effective in cancer
cells, daunorubicin hydrochloride (DNR), member of the group of anthracycline,
chemotherapeutic drug widely used for the treatment of tumors, but have cytotoxic
effects in normal cells, the short half-life and the non-selectivity for cancer cells. In
this study, rhodium(ll) citrate nanosystem was synthesized and daunorubicin with
ferrites and poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA), have been tested in cancer cells
and/or in vivo angiogenesis model.

These nanosystems were characterized by physicochemical techniques such
as absorption spectroscopy in the infrared (FTIR), thermal analysis (TG and DTA),
electronic microscopy (EM), saturation magnetization at room temperature (Msa),
among others, and the in vitro release kinetics was evaluated. The synthesis of
rhodium(ll) citrate was efficient according with the literature. The complex
synthesized nanosystem was prepared with PLGA and ferrites loaded with
rhodium(ll) had diameters of about 250.0 to 300.0 nm, surface charge (zeta
potential) of -24.7 mV and a paramagnetic behavior. Furthermore, the daunorubicin

nanosystem was prepared from the free drug, PLGA and ferrites, and had the same
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diameters of about 160.0 to 200.0 nm, zeta potential value of -32.4 mV and
superparamagnetic behavior.

Kinetics profiles plotted using phosphate buffered saline (PBS) as the middle
temperature of 37 °C, conditions that mimic the biological fluids. Rhodium(ll) citrate
from nanosystem showed a release profile controlled without the presence of burst
effect and the release is maintained for about 70 h. The release of daunorubicin
from the nanosystem showed a burst effect and acquired a controlled release profile
up to 350 h. Both systems were tested with a magnet and visually attracted to the
field.

The nanosystem containing rhodium(ll) citrate exhibited similar toxicity to free
rhodium(Il) in vitro assays with tumor cell lines and the daunorubicin nanosystem
exhibited cytotoxicity in vitro in cancer cells about 50 times greater, when compared
to free daunorubicin. In vivo studies of the daunorubicin nanosystem showed that the
system had antiangiogenic effect on sponge model, measured by hemoglobin; in
addition acute and chronic inflammatory responses based on levels of cytokines
such as VEGF and TNF-a were measured suggesting a nanosystem lower
inflammation. From these results, one could concluded that the release systems of
daunorubicin and rhodium(ll) citrate from the polymer matrix with the magnetic core,

were cytotoxic against cancer cells and shown antiangiogenic properties.

Keywords: Rhodium citrate (ll); daunorubicin; magnetic nanoparticles; anticancer

polymeric systems; drug delivery.
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1. Introdugao
1.1. Cancer

O cancer é o lider de causa de mortes no mundo e podera chegar a 14
milhdes em 2030, segundo a Organizagdo Mundial de Saude [1]. Cancer é o
nome dado a um conjunto de mais de 100 doencgas, caracterizado pelo
crescimento desordenado de varios tipos de células que tém a capacidade de
se desenvolver em ambientes com caracteristicas fisiologicas atipicas,
formando aglomerados em varios orgaos e tecidos. Essas células, que tém
seu metabolismo alterado, se dividem rapidamente, tornando-se aptas a
liberacdo de substancias que contribuem para a formagdo de vasos
sanguineos anormais, em um processo denominado angiogénese, como
ilustrado na Figura 1. Esses vasos sanguineos s&o essenciais para o
crescimento tumoral e um indicador de malignidade para as neoplasias [2, 3].

O desenvolvimento de diferentes tumores esta associado a ocorréncia
de mudangas genéticas e/ou ambientais sofridas pelas células. Essas
alteragdes consistem em desregulacdo das caracteristicas fisiologicas, como
mudanca de pH e secrecdo de substancias que causam modificacbes na
morfologia e metabolismo celular [4]. Além disso, essas células modificadas
apresentam velocidade de multiplicacdo alterada e capacidade de atingir
outros orgaos e tecidos através da corrente sanguinea, processo chamado
de metastase. Na metastase, algumas células se desprendem da massa
tumoral, sdo transportadas pela corrente sanguinea, atingindo outros tecidos
e orgados, originando formagdes tumorais secundarias. Esses tumores

secundarios formados n&o tém ligacéo direta com os tumores primarios [5, 6].
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Figura 1: Esquema simplificado ilustrativo de etapas de desenvolvimento tumoral
[4].

O crescimento dos tumores depende de nutrientes e oxigénio que séo
transportados pelo sangue. Como a massa tumoral se desenvolve em locais
em que Os vasos normais ndo suprem totalmente a necessidade de
nutrientes, novos vasos sao formados na angiogénese [7]. Esses vasos se
desenvolvem também em condicbes normais, através de substancias
produzidas pelo organismo e também por sinalizagdo celular. Porém, em
microambientes atipicos e condigbes fisioldgicas anormais, a producao
desses vasos nao acontece normalmente porque a velocidade de
crescimento e maturacdo das células endoteliais ndo € adequada,
ocasionando a formacao deficitaria de vasos que tém estrutura e funcdes
anormais. Destaca-se como caracteristica dessa ma formagao a maior
distancia intercelular durante a extensao do vaso sanguineo, o que modifica a
passagem de estruturas que atingem a regido tumoral.

O processo de passagem de estruturas e nutrientes para a regiao

tumoral é chamado de efeito EPR (Enhanced Permeability and Retention ou
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Efeito de Permeagdo e Retengdo), que é o efeito de permeabilidade e
retencdo aumentadas dos vasos sanguineos [8]. Na Figura 2 esta
representado o processo de formagdo desses vasos sanguineos em

condi¢cdes normais (A) e alteradas (B).

(o; ) = ,".‘,7‘ —
Normal Inicio > - ot — -
A xf o S 4
‘\ e |
N > =
Sinalizagdo célula- Z. & e
célula e célula-matriz  J .."‘ Matz;a:ga:i::oyaso
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Vasculogénese 4 Capilar (3 - estavel,
Angiogénese = : estrutura e funcao

\ / *ﬁ. _ normais
N\ -

Crescimento/ expansao/
Regressao ==
Proliferagao celular
Migracao
Apoptose

Diferenciacao
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Maturacgao do vaso

sanguineo:
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estrutura e funcao Regressdo
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Apoptose

Diferenciacao

Figura 2: Esquema de descricdo de etapas do processo de angiogénese em que
sdo exemplificadas algumas diferengas observadas na formagdo de um vaso
sanguineo normal (A) e de um vaso sanguineo na angiogénese tumoral (B) [8].

Analisando o processo desde o desenvolvimento de um tumor até o
aparecimento do cancer, conclui-se que € um processo complexo que
envolve varias etapas e ¢é influenciado por diferentes estimulos, o que torna o
cancer uma doenca multifatorial. Dentre estes fatores destacam-se os

genéticos, os ambientais, os habitos alimentares, o tabagismo e o abuso de
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alcool [2], colocando o cancer como uma das maiores causas de redugéo da
qualidade e expectativa de vida dos individuos [8, 9].

Verifica-se uma mudanga na epidemiologia da doenga nas ultimas
décadas quando era observado um maior numero de casos de cancer em
paises desenvolvidos com altos recursos financeiros, tornando-o um
problema de saude publica mundial [3]. No Brasil, as maiores incidéncias na
populagdo sao de cancer de mama, prostata, colo do utero e pulméo. Juntos,
sdo responsaveis por cerca de 200.000 novos casos todos os anos [2].
Atualmente, o pais sofre mudangas em seu perfil populacional, devido ao
processo de urbanizagdo e mudangas nos perfis e estilo de vida. Assim,
observa-se queda na incidéncia de doengas infectocontagiosas e aumento
das patologias crbénico-degenerativas [2]. Com o aumento de incidéncia,
tornam-se importantes a inser¢ao de politicas de informagao e intervencéao
por parte dos 6rgdos governamentais.

Considerando essa importancia do cancer no quadro de doencgas de
importadncia mundial, ha grandes investimentos por parte das industrias
farmacéuticas em pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, bem
como a busca por formulagdes farmacéuticas mais eficazes e seguras, mas
na maioria dos casos ainda sao tratados com os mesmos farmacos desde a

década de 1950 [10, 11].

1.2. Farmacos antitumorais e a evolugao da quimioterapia do cancer
Atualmente, os principais tratamentos para o cancer sdo a remogao

cirurgica, caracterizada pela retirada total ou parcial do 6rgdo acometido, a
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radioterapia e a quimioterapia [12], sendo que 90 % deles incluem o uso de
terapias combinadas e a quimioterapia € aplicada na maioria dos casos.

Quimioterapia é o uso de medicamentos com o objetivo de eliminar
e/ou interromper o crescimento e desenvolvimento de células tumorais e
foram utilizadas inicialmente na década de 1940, apds a observacao do efeito
das mostardas nitrogenadas em tumores. Posteriormente, na década de
1960, Rosenberg et al. identificaram a cisplatina como agente antitumoral,
juntamente com outras substancias do grupo, como a carboplatina e a
oxaliplatina [10]. As observagdes relativas aos compostos de platina foram
um marco na quimioterapia, constituindo um grupo de antitumorais usados
até hoje nos tratamentos convencionais de varios tumores [10, 11].

No entanto, os quimioterapicos convencionais tém varios problemas
que contribuem para trazer complicacdes a terapia do cancer, em relacdo a
eficacia e seguranga [13]. Esses farmacos apresentam alta toxicidade
sistémica, pois ndo tém acao seletiva sobre células tumorais, podendo afetar
as células normais. Além disso, eles possuem dificuldade de atingir o local do
tumor, sendo necessaria a administragao de altas concentragbes e dosagem,
0 que traz aos pacientes varios efeitos colaterais, diminuindo a adesao ao
tratamento [14].

Além disso, a multipla resisténcia de tumores aos quimioterapicos é
também um grande desafio para a terapia do cancer, pois causa a
superexpressao de transportadores de efluxo celular e mudangas na cinética
dos farmacos, favorecendo a progressdo do tumor e os processos de

metastase [4].
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Assim, a busca por novos tratamentos, mais eficazes e mais seguros,
se torna de extrema importancia para avancos no tratamento do cancer [8],
seja pelo uso de novas moléculas com potencial terapéutico ou pelo
desenvolvimento de sistemas inteligentes com os farmacos ja utilizados na

terapéutica, como os complexos de rédio(ll) e as antraciclinas [15,16, 17].

1.3. Complexos de rédio e o citrato de rédio(ll)

Desde a descoberta da atividade antineoplasica da cisplatina, ou seja,
na década de 1960, varios complexos metalicos passaram a ser testados
quanto a atividade antitumoral [18]. Compostos de platina e de outros metais
demonstraram ser eficazes contra tumores em humanos e em ratos, como,
por exemplo, compostos de ruténio conseguiram interromper o crescimento e
combater tumores micrometastaticos [19].

Na busca por substancias mais eficazes e menos téxicas para o
tratamento do cancer, os complexos de rodio(ll), que sdo compostos
quimicos com propriedades carcinostaticas, mostraram-se promissores para
o tratamento de diversos tumores, devido a suas propriedades quimicas e
atividade nos sistemas biologicos [20]. Seu mecanismo de agédo esta
relacionado a coordenacdo com as adeninas presentes no RNA ou DNA
polimerase, sendo substancias que ndo agem diretamente no DNA como a
cisplatina e seus derivados, além de possuirem alta toxicidade [16,18].

Katsaros et. al descreveram os efeitos antitumorais de varios
complexos de rédio(ll) como, por exemplo, acetato, propionato e citrato de

rédio(ll) e demonstraram atividade contra carcinomas na cavidade oral e
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tumores de Erhlich [21]. A estrutura quimica geral dos carboxilatos de

rédio(ll), Figura 3, L representa a posigao axial.

R= CH3; (acetato), C,Hs (propionato), CsH7 (butirato) e CgH;O- (citrato).

Figura 3: Estrutura quimica geral dos carboxilatos de rédio(ll) [20].

Dentre os complexos de rodio(ll) citados, o citrato de rodio(ll), € um

dos carboxilatos mais promissores para o tratamento de tumores. Porém, sua

alta hidrossolubilidade € uma desvantagem para o seu uso, uma vez que

torna a biodisponibilidade da molécula muito baixa apds sua administracao,

sendo necessaria a utilizagdo de doses elevadas para atingir o efeito

terapéutico desejado, Figura 4 [106].

HO

HO

[0)

OH

OH

Figura 4: Estrutura quimica do citrato de rodio(ll).
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Assim, no estado da arte tem sido propostas alternativas para
modificar as propriedades fisico-quimicas desses compostos com o intuito de
melhorar a atividade bioldgica e diminuir a toxicidade, bem como o uso de
nanoparticulas de polimeros biodegradaveis [16] ou nanocarreadores
magneéticos [22] que sirvam para o carregamento [23], vetorizagao e liberacao

[24] desses compostos [16, 23-26].

1.4. Daunorrubicina

A daunorrubicina (DNR), Figura 5, € uma molécula soluvel em agua
utilizada como agente quimioterapico, muito eficaz e utilizada clinicamente
para o tratamento de diversos tumores solidos e hematoldgicos. No entanto,
0 uso de daunorrubicina, como monoterapia ou em combinacdo com outros

agentes, resulta em toxicidade cardio- e hematoldgica nos pacientes [17, 27].

Figura 5: Estrutura quimica da daunorrubicina.

Sua acao terapéutica esta relacionada a intercalagcdo com as bases
nitrogenadas no processo de replicagdo do DNA, correspondente a fase S do
ciclo celular, Figura 6. Assim, a daunorrubicina ndo possui especificidade de

acgao, culminando em efeitos em células normais, o que leva a ocorréncia de
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efeitos colaterais inespecificos [28]. Além disso, as antraciclinas tém sido
descritas como substratos para a bomba de efluxo de celular, parte do
processo responsavel pela resisténcia das células a certos agentes
quimioterapicos [27]. A multipla resisténcia a farmacos, relacionada aos
quimioterapicos, esta ligada a cinco fatores principais: 1) a indugdo dos
transportadores desses farmacos, como a glicoproteina-P; 2) aos reparos do
DNA, que podem causar mudangas em substancias metabolizadoras das
drogas, como o citocromo P-450, diminuindo o tempo de agdo desses
farmacos no meio intracelular; 3) as mudancgas relacionadas ao metabolismo
dessas drogas; 4) a amplificagdo genética ou a mutagdes em proteinas alvo-
especificas, como a proteina BCRP no cancer de mama e 5) as mudangas
nos mecanismos de apoptose. Esses fatores podem agir de forma sinérgica,

dificultando a agao do farmaco quimioterapico [4].

IMPEDE A _— GO
DAUNORRUBICINA REPLICAGAO
Py e G N| ©
NITROGENADAS
2 9
S
l R
I l REPLICAGAO DO DNA l
RO~ R ‘
[ ACAO DAS ANTRACICLINAS |

Figura 6: Esquema de etapas do ciclo celular, destacando o mecanismo de acgao
das antraciclinas[29]. *G0, G1 e G2= gap 0, 1 e 2; S= sintese do DNA; M= fase
mitética; R= regulacéo.
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Algumas alternativas tém sido propostas para contornar os problemas
de resisténcia causados pela daunorrubicina. A primeira estratégia € a
sintese de novos derivados que sao melhor absorvidos pelas células e,
consequentemente, tém menos toxicidade sistémica [30]. Em segundo lugar,
o desenvolvimento de nanossistemas loco-especificos representa uma
alternativa para aumentar a seletividade desse farmaco aos tumores. Um
exemplo desses sistemas é o uso de nanoparticulas magnéticas e polimeros
biodegradaveis que possam ser guiados por um campo magnético externo

localizado préximo a area do tumor solido [31-33].

1.5. A nanotecnologia e os carreadores magnéticos de farmacos

A nanotecnologia é uma area de pesquisa e desenvolvimento muito
ampla e interdisciplinar, uma vez que pode ser usada em diferentes tipos de
materiais, tais como: polimeros, ceramicas, metais, semicondutores,
compositos, biomateriais e materiais magnéticos, estruturados em escala
nanomeétrica [34-38].

Os desafios desta area consistem na sintese controlada destas
estruturas nanométricas e subsequente arranjo para formar os materiais
nanoestruturados para as mais diversas aplicagdes [34].

A reducdo de tamanho para dimensbes em nanoescala faz com que
aparecam novos fendmenos que nao aparecem em macroescala. Particulas
com dimensdes nanométricas (na faixa de 1 a 1000 nm) apresentam
propriedades quimicas e fisicas diferentes das propriedades de volume

(macroscopicas) apresentadas pelos materiais de mesma composigdo. Na
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escala manométrica, surgem novos fendmenos intrinsecos relacionados com
as forgas naturais fundamentais como gravidade, atrito e eletrostatica,
ganham nova conotagdo quando a escala é reduzida [34]. Propriedades
fisicas e quimicas que surgem em nanoescala podem ser descritas por dois
efeitos principais que surgem pela formagdo de nanoestruturas: efeitos de
tamanho e efeitos relacionados a area superficial, respectivamente [34]. Os
efeitos de tamanho s&o descritos pelos efeitos quanticos que interferem
quando a escala é reduzida, a estrutura eletrébnica normal € substituida por
uma série de niveis eletronicos discretos. Com relagcdo as propriedades
magneéticas, na nanoescala as particulas magnéticas possuem um unico
dominio magnético, denominados monodominios. O comportamento
magnético apresentado por essas particulas denomina-se
superparamagnetismo, que se caracteriza pela auséncia de magnetizacao
remanescente quando o campo magnético é retirado e encontra aplicagdes
em diversos campos da ciéncia e da tecnologia [34].

Na area de farmacos e medicamentos, a nanotecnologia tem
contribuido muito para o avango da farmacologia, levando ao
desenvolvimento de sistemas mais eficazes e mais seguros para o0s
pacientes, visando a obtencao de dispositivos capazes de controlar a
liberacdo de substancias no organismo, modificando a entrega do farmaco
para locais especificos e aumentando a eficacia do tratamento [39].

Dentre os materiais utilizados para a obtencdo desses dispositivos
estdo as nanoparticulas magnéticas, que tém atraido muita atencédo de

pesquisadores pela possibilidade de seu uso amplo em areas como medicina
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diagnostica, ferrofluidos, catélise, liberagdo de farmacos, tratamento de
cancer, hipertermia e pigmentos [40]. Aplicagbes biomédicas mostram que
nanoparticulas magnéticas podem atuar simultaneamente como agentes de
diagnostico em imagem molecular e como transportadores de farmacos e
também podem ser empregados no tratamento por hipertermia que provoca a
morte de células cancerigenas por aquecimento local a partir de um campo
magneético alternado [41]. O uso clinico de algumas formulagbes com
nanoparticulas ja sdo aprovadas como agentes de contraste em ressonancia
magneética, como por exemplo, o agente de contraste para figado Resovist-
Ferucarbotran®, composto por nanoparticulas de éxidos de ferro [42)].

A busca por novas terapias para o cancer tem feito com que evolua o
desenvolvimento de biomateriais magneticamente vetorizados, nos quais um
campo magnético externo variavel é usado para direcionar materiais
magnéticos carreadores de farmacos antitumorais para locais onde estédo
tumores solidos, com o objetivo de liberar o farmaco localmente [31, 43].

Assim, é importante determinar as propriedades magnéticas dessas
nanoparticulas para aplicagdo biolégica. Segundo dados da literatura,
nanoparticulas magnéticas para uso biolégico devem apresentar
comportamento superparamagnético quando em contato com um campo
magneético externo porque ndo exibem remanescéncia ou coercividade por
causa da presenca de monodominios [44]. Segundo o FDA, nanoparticulas
magnéticas usadas em meios biologicos devem apresentar esse
comportamento magnético na presenga de um campo de intensidade

magnética de até oito teslas [31, 44].
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Os materiais magnéticos podem ser constituidos de diversos tipos de
metais, apresentando diferentes tipos de propriedades magnéticas, podendo
ser utilizados para diversas aplicagdes. Porém, materiais magnéticos
constituidos de alguns metais, como cromo e cobalto, sdo altamente toxicos
e ndo adequados para serem usados em sistemas bioldgicos [34]. Por outro
lado, outros metais, como ferro, niquel e zinco, produzem particulas
magnéticas compativeis com os sistemas biolégicos. Oxidos de ferro, como a
magnetita e a maghemita, s&o utilizados em exames de imagem por
ressonancia magnética, contribuindo, assim, para o diagnostico de diversas
doencas [34].

A magnetita, oxido de ferro de férmula Fe3zO4, € um mineral que
apresenta  propriedades ferrimagnéticas, possuindo  magnetizacao
espontanea a temperatura ambiente. Os materiais ferrimagnéticos exibem
dominios saturados magneticamente e exibem saturagdo magnética e
histerese. Essa magnetizagdo espontdnea desaparece acima de uma
temperatura T., chamada de temperatura de Curie e, acima desta
temperatura, se tornam materiais paramagnéticos [45]. Os atomos, em sua
estrutura, se organizam em forma de espinélio, onde estao presentes atomos
de ferro(ll) e ferro(lll). A maghemita, 6xido de formula y-Fe>Os, € um produto
da oxidagdo da magnetita. Sua estrutura quimica é semelhante a da
magnetita, mas apresenta somente atomos de ferro com estado de oxidac&o
lll, portanto, s&o os Oxidos de ferro mais usados em sistemas biologicos

devido a sua baixa toxicidade [31].
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A sintese de particulas magnéticas pode ser feita por varios métodos,
como, por exemplo, por condensagao de vapor quimico (método CVC), por
decomposicao térmica e por co-precipitagao, dentre outros. No método de co-
precipitagdo ocorre a precipitagdo de oxidos de ferro(ll) e ferro(lll) em solugao
aquosa, conforme a reacgao [34]:

Fe2+(aq) + Fe3+(aq) + SOH_(aq) —> Fe3O4(S) + 4H20(|)

Uma das aplicagdes dos materiais magnéticos na liberagao controlada
de farmacos € o seu uso como carreadores, na qual a particula magnética
permite a conducdo, acumulacao e liberagdo de substancias bioativas em
regides especificas do organismo humano [25].

Porém, para evitar rejeicdo e processos oxidativos dos materiais
magnéticos nos sistemas biologicos, € necessario isola-los através de
recobrimento ou inser¢gdo em matrizes biologicamente compativeis. Exemplos
dessas matrizes s&o os polimeros biodegradaveis, como alguns poliésteres
[46-49].

Muitas particulas utilizadas nos sistemas biolégicos séo feitas de
oxidos de ferro, pois esses Oxidos permitem a formacdo de diversos
complexos com propriedades magnéticas, e essas propriedades que podem
ser controladas de acordo com a aplicacdo do material obtido [36, 37, 46, 50].

Exemplos de 6xidos de ferro que possuem propriedades magnéticas
sdo chamados de ferritas. Como exemplo pode ser citada a ferrita de Ni-Zn,
que sao materiais ceramicos, contendo isomorficamente em sua estrutura
certa porcentagem de atomos de niquel e zinco, que auxiliam no controle de

suas propriedades magnéticas [51]. Sua sintese pode ser feita através dos
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oxidos dos metais e sua formula geral € representada por ZnyNiixFe2O4[25].
Outro tipo de ferrita € formada por éxidos de ferro(ll) e ferro(lll), que pode ser
utilizada como carreador magnético de farmacos [25].

Assim, como os materiais magnéticos nanoparticulados associados a
matrizes biologicamente compativeis, como polimeros e ceramicas, oferecem
a possibilidade de tratamentos direcionados a locais especificos do corpo,
sdo interessantes alternativas para o tratamento anticancer, pois permitem

maior eficacia e seguranga ao paciente [46].

1.6. Polimeros Biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis tem ampla utilizagcdo no desenvolvimento
de dispositivos terapéuticos inovadores, tais como proteses temporarias,
estruturas com poros tridimensionais como andaimes para medicina
regenerativa e como veiculos para o desenvolvimento de dispositivos de
liberacdo controlada de farmacos em escala nanométrica [52].

Varios tipos de polimeros biodegradaveis tém mostrado ser
alternativas para o desenvolvimento desses dispositivos, incluindo os de
origem natural e os biopolimeros sintéticos. Os biopolimeros naturais mais
abundantes no planeta sdo os polissacarideos de origem vegetal, que tém
como exemplos 0 amido e os alginatos [53].

Além dos biopolimeros naturais, existem outros exemplos de
polimeros biodegradaveis, que incluem poliamidas, polihidroxialcanoatos,
polialquilcianoacrilatos, poliuretanos, poliacrilamidas, policaprolactonas,

poliortoésteres e alguns poliésteres [54].
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Enquanto os usos dos polimeros naturais degradaveis por enzimas,
como o colageno, datam de milhares de anos atras, as aplicagbes dos
polimeros biodegradaveis sintéticos comegaram somente na segunda
metade da década de 1960 e, ainda hoje, sdo extensivamente utilizados em
varias areas [55].

Dentre os sintéticos, podem ser citados os poliésteres, que séao
polimeros que contém em seus esqueletos ligacdes alifaticas do tipo éster
que podem ser clivadas por hidrolise [55]. Os poliésteres mais utilizados na
area farmacéutica sado o acido poli- acido latico (PLA), o poli- acido glicélico
(PGA) e os copolimeros de ambos, os poli- acido latico-co-acido glicolico

(PLGA) [56], Figura 7.

PGA PLA PLGA
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Figura 7: Representacdo estrutural dos mondmeros do PLA, PGA e PLGA,
respectivamente [56].

O poli-acido glicélico pode ser considerado o primeiro polimero
biodegradavel utilizado na area biomédica. E altamente cristalino, apresenta
entre 45 e 55 % de cristalinidade possui baixa solubilidade em solventes
organicos e transigéo vitrea entre 35 e 40 OC. Este polimero é muito utilizado
na obtencdo de moldes e foi o primeiro polimero a ser utilizado em suturas

reabsorviveis [54].
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O poli-acido latico € uma molécula quiral e existe em duas formas
opticamente ativas. A polimerizacdo desses mondmeros leva a obtencéo de
uma estrutura polimérica semicristalina, entretanto, a polimerizagao do (D,L)-
lactico e mesolactico leva a obtencéo de polimeros amorfos [57]. Esse possui
cristalinidade em torno de 37 %, transicdo vitrea entre 60 e 65 °C e
temperatura de fusdo de aproximadamente 175 °C. Muito utilizado para a
fabricacdo de dispositivos ortopédicos e para sistemas de liberacao
controlada de farmacos [57].

O poli-acido (latico-co-glicélico) (PLGA) € um copolimero composto de
mondmeros de poli-acido-latico e poli-acido-glicélico, podendo conter
diferentes propor¢des de cada um desses polimeros, de acordo com o tempo

de degradacdo que se deseja. A temperatura de transigao vitrea depende da
proporgéo de cada polimero constituinte Tabela 1 [58].

Tabela 1: Temperatura de transicdo vitrea dos diferentes tipos de copolimeros,
considerando diferentes proporgdes de D, L-PLA, PGA [57].

Relagao entre mondmeros PLA/PGA Temperatura de transicéo vitrea ("C)
50/50 45-50
75/25 60
85/15 45

A biodegradacdo desses polimeros ocorre por erosdo, através de
hidrolise das ligagbes éster. A taxa de degradacdo depende de varios
parametros, incluindo a propor¢cdo PLA/PGA, a massa molar média
molecular, a forma e a estrutura da matriz polimérica [56]. Os produtos de
degradacgédo do PLGA sao os acidos lactico e glicélico, que se transformam,
posteriormente, no ciclo de Krebs, em CO, e agua, reagéo representada na

Figura 8.
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Figura 8: Representacdo da reacéo de hidrélise do PLGA, mostrando os produtos

de degradacéo [59].

1.7. Sistemas de Liberagcao Controlada

Conceitualmente, existem dois tipos gerais de sistemas de liberagao,
de acordo com a disposi¢ao da substancia na matriz polimérica, chamados

de sistema reservatorio e sistema matricial [60], Figura 9.
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Figura 9: llustragdo dos sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos, em forma
de microcapsulas (A) e microesferas (B).

O sistema reservatorio, representado por (A), é caracterizado por um
envoltorio polimérico que cobre o interior onde se encontra o farmaco ou
substancia que sera liberada. Por outro lado, o sistema matricial (B), é
caracterizado por uma esfera polimérica macica na qual se encontra

particulas do farmaco distribuidas por toda a sua extensdo. A medida que a
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matriz polimérica sofre degradagéo, por meio de erosao e clivagem da cadeia
polimérica por hidrélise, a substéncia ativa sera liberada no organismo [61].

A liberacdo controlada implica na associag¢ao, quimica ou fisica, dos
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que, quando
administrados in vivo, tenham a capacidade de controlar, de forma pré-
determinada, a taxa de liberagao/entrega do farmaco a partir desse mesmo
sistema, e/ou conduzir o farmaco até ao sitio especifico em que este deve
atuar [60]. A liberacdo da substancia ativa gradualmente no organismo
caracteriza o chamado sistema de liberagao controlada de farmacos, que se
diferencia dos tratamentos terapéuticos convencionais, tornando-se uma
importante ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos mais
eficazes e com menor numero de efeitos colaterais. Além disso, esses
sistemas podem reduzir o numero de administracdes feitas pelo paciente e
aumenta a adeséo ao tratamento [62].

A Figura 10 representa duas formas de liberagdo de farmacos, a
liberacdo convencional e a controlada. A obtencdo do efeito terapéutico
permanece por um longo periodo de tempo (B) quando comparado as
concentracdes obtidas por multiplas aplicagdes no tratamento convencional

(A) [55].
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Figura 10: Curvas de concentragdo plasmatica apdés ingestdo de doses
terapéuticas: (A) liberagado convencional; (B) liberagédo controlada.

Para o PLGA, varios fatores podem alterar o perfil de liberacdo dos
farmacos contidos na matriz polimérica, como o coeficiente de particéo,
amorficidade/cristalinidade e a massa molar média do polimero. Além disso,
a liberacdo do farmaco pode ocorrer de dois modos: (a) por difusdo do
farmaco através da matriz e (b) pela degradacao da matriz [63].

Em muitos casos, os dois mecanismos citados ocorrem
simultaneamente. No primeiro caso, a hidratagdo do dispositivo dentro do
organismo faz com que o farmaco se difunda ao longo da matriz polimérica e
seja liberado. No segundo, a biodegradagdo da matriz polimérica desfaz as
interagcdes existentes entre o polimero e o farmaco e entdo a droga ¢€ liberada
no organismo [63].

O presente trabalho propds o desenvolvimento de nanossistemas de
liberacdo controlada de citrato de rédio(ll) e de daunorrubicina através do uso
de nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro e do polimero PLGA. Esses
nanomateriais foram caracterizados por diversas técnicas fisico-quimicas,

que avaliaram a interagao entre os componentes da matriz e o farmaco. Além
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disso, foram feitos estudos bioldgicos para avaliar a eficacia desses sistemas
em modelos in vitro e em modelo murino in vivo, onde foram avaliadas a
citotoxicidade e a agéo deles no processo de angiogénese inflamatdria, pelo
meétodo de implante de esponja. Este modelo € muito importante para uma
melhor compreenséao das etapas iniciais do inicio do cancer [64].

A estreita ligagdo entre a inflamacéo e a angiogénese € reconhecido
pelo direcionamento da resposta inflamatoria, que tem a interacdo entre as
células malignas e progressao do cancer. Também foram feitos doseamentos
de citocinas e fatores de crescimento envolvidos nesses processos de
angiogénese [64].

O Capitulo 1 abordou uma introducédo geral sobre céancer, farmacos
antitumorais, materiais magnéticos, polimeros biodegradaveis e suas
aplicagcdes no tratamento do cancer. O Capitulo 2 mostrou a proposta e
objetivos deste trabalho e no Capitulo 3 foram descritos os procedimentos
experimentais do trabalho.

O Capitulo 4 mostrou os resultados fisico-quimicos obtidos para as
nanoparticulas sintetizadas, bem como as propriedades magnéticas das
mesmas. No Capitulo 5 foram apresentados e discutidos os resultados
obtidos, desde a sintese do citrato de rodio(ll) até a obtencdo de
nanossistema utilizando esse complexo, assim como os testes in vitro feitos.

No Capitulo 6 foram mostrados e discutidos detalhadamente os
nanossistemas preparados com o cloridrato de daunorrubicina, os testes in
vitro e in vivo feitos para avaliacdo de angiogénese, citocinas inflamatérias e

fatores de desenvolvimento tumorais. O Capitulo 7 mostrou as conclusdes
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gerais, as proximas etapas do trabalho (item 8) e as referéncias bibliograficas

foram enumeradas no Capitulo 9.



Capitulo 2: Objetivos
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2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais
A) Desenvolver nanossistemas para o controle da liberagcéo de citrato de
rodio(ll) e cloridrato de daunorrubicina, utilizando polimeros
biodegradaveis como matrizes e ferritas como carreadores
magnéticos.
B) Estudar os nanossistemas preparados em modelos celulares tumorais
in vitro e avaliagédo do efeito antitumoral no processo de angiogénese e

in vivo.
2.2, Objetivos especificos

* Preparar e caracterizar nanossistemas de liberagdo controlada de
citrato de rodio(ll) e cloridrato de daunorrubicina, com base em

matrizes poliméricas biodegradaveis (PLGA);

* Preparar ferrita de Oxidos de ferro nanoparticuladas por co-
precipitacdo e caracteriza-la por difracdo de raios X de po e

espectroscopia Mdssbauer;

* Preparar nanossistemas de liberacdo controlada magneticamente
dirigidos de citrato de rodio(ll) e cloridrato de daunorrubicina utilizando

ferrita nanoparticulada como carreadores magnéticos;

* Caracterizar os nanossistemas de liberagdo controlada contendo
citrato de rodio(ll) e cloridrato de daunorrubicina, utilizando as técnicas

de analise elementar, espalhamento de luz dinamico, microscopia
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eletrbnica de varredura, espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho, analise térmica, medidas magnéticas e levantamento do

perfil cinético de liberagao;

* Estudar a viabilidade celular in vitro dos nanossistemas contendo
citrato de rédio(ll) e cloridrato de daunorrubicina pelo método
colorimétrico de MTT, utilizando as linhagens celulares de Caco-2, A-

431 e fibroblastos;

* Executar estudos biologicos in vivo do nanossistema com cloridrato de
daunorrubicina em modelo de angiogénese para avaliagdo da
neovascularizagao atraves da dosagem de hemoglobina, dosagem de
citocinas inflamatérias, NAG e MPO, fator de crescimento (VEGF) e

fator de necrose tumoral (TNF-a);



Capitulo 3: Materiais e Metodos
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Principais reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho, Tabela

2. Todos os reagentes foram de grau analitico e usados sem nenhum

tratamento posterior.

Tabela 2: Principais reagentes utilizados.

Reagente Procedéncial/lote Propriedades Fisico-Quimicas
Cloreto de Fabricante: Merck Soélido esverdeado, tetrahidratado.
ferro(ll) CAS-N°: 13478-10-9 Massa molar:
FeCl,.4H,0 198,83 g.mol”
Solubilidade em H20:
685 g.L”"
Ponto de Fusdo: 674 °C
Cloreto de Fabricante: Synth Soélido vermelho-purpura,
ferro(lll) C1048.01.AH/ 79327 hexahidratado.
FeCls. 6H20 Massa molar:

270,30 g.mol”’
Solubilidade em H20:
9,20g.L"

Ponto de fusdo: 37 °C

Tri-Cloreto de rédio(lll)

RhCls. 3H20, 38-40 %
de Rh

Fabricante: Sigma-Aldrich
Lote: 206261

Soélido vermelho-escuro,
higroscopico.

Massa molar:

209,26 g.mol”’

Solubilidade em H20: Insoluvel
Ponto de Fusgo: 450 °C

Cloridrato de
daunorrubicina

Fabricante: Tecoland
Lote: 20130708

Solido vermelho, higroscopico.
Massa molar: 563,99 g.mol”
Solubilidade em HO:

39,2 mg.L”

Ponto de fusdo: 208 °C

Citrato de sodio

Fabricante: Sigma-Aldrich
Cddigo/Lote: 26125/ SZBB0110V

Sélido branco

Massa molar: 258,06 g.mol”
Solubilidade em H20:
425g.L"

Ponto de fuso: 300 °C

Alcool Polivinilico
(PVA)

Fabricante: Sigma-Aldrich
Lote: 1141-13MC/ EUA

Sélido branco
PF: 200 °C

PLGA

Fabricante: Lactel
Lote: D01093/ EUA

Sdlido translicido amarelado;
Proporgdo PLA/PGA: 50/50
Viscosidade: 0,82 dL.g"

Diclorometano

Fabricante: Carlo Erba
Lote: 463311/ Brasil

Liquido incolor; Volatil.

Acetato de Sodio

Fabricante: Merck
Lote: 935767203

Sélido branco, inodoro.

Hidréxido de sédio

Fabricante: Vetec
Cddigo/ Lote: 101/ 047313

Sdlido branco (pastilhas);
higroscopico.
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3.2. Equipamentos

A) Analise elementar (CHN)
A andlise de CHN foi realizada em equipamento Perkin Elmer®,

modelo CHN 2400 pertencente ao DQ-UFMG.

B) Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho foram obtidos na
regido de 4000-400 cm™, utilizando brometo de potassio (KBr) como diluente
para a confec¢cdo das pastilhas e registrados em espectrofotbmetro FT-IR
Mattson®, modelo Galaxy 3000 e espectrofotdmetro Perkin Elmer®, modelo

283B, ambos pertencentes ao DQ-UFMG.

C) Termogravimetria (TG), termogravimetria derivada (DTG) e analise
térmica diferencial (DTA)

As curvas TG/DTG foram obtidas em um aparelho TA Instruments®,
modelo SDT-Q600, equipado com uma termobalanga, sob atmosfera
dinamica de N,, com vazdo de aproximadamente 50 mL.min™, utilizando
cadinhos de alumina e taxa de aquecimento 10 °C.min™", na faixa de 25-1000

°C. Cerca de 5 mg foram utilizados para a realizagdo de cada analise.

As curvas de DTA também foram obtidas no equipamento TA
Instruments®, modelo SDT-Q600, sob atmosfera dinamica de Nz, com vazao
de aproximadamente 50 mL.min™", utilizando cadinho de alumina, razdo de

aquecimento de 10 °C.min™", na faixa 25-1000 °C. Cerca de 5 miligramas
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foram utilizados para a realizacdo de cada analise. O equipamento pertence

ao LEMB/ DQ-UFMG.
E) Difratometria de raios X em pé (DRX)

Os difratogramas das amostras foram obtidos em um aparelho
Rigaku®, modelo Geigerflex 2037, utilizando tubo de cobalto e radiagdo
CoK,=1,79026, na faixa de 4-60° 20 e velocidade de varredura 4° 26.min™".

As amostras finamente pulverizadas foram colocadas diretamente
sobre uma placa de vidro, sem tratamento prévio. A analise dos
difratogramas determinaram a intensidade relativa dos principais picos (I/lp),
bem como as distancias interplanares (d) - distédncia entre camadas atémicas
em um monocristal (n) - calculadas a partir da lei de Bragg. A equacao
utilizada foi - nKy = 2dsenB. Ky = 1,79026 A e 8 sdo os angulos de incidéncia

dos raios X. O equipamento pertence ao DQ-UFMG.
F) Liofilizacao

Todas as amostras preparadas para caracterizagao fisico-quimica no
estado solido e ensaios biologicos foram liofilizadas em um aparelho Thermo
Savant®, modelo ModulyOD. O tempo de liofilizagdo dependeu do volume de
agua contido em cada amostra. O equipamento pertence ao
LEMB/DQ/UFMG.

G) Sonicador
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As microesferas foram preparadas utilizando ultrassom de ponteira
Sonics®, modelo Vibra-Cell e sonda CV-33. O equipamento pertence ao

LEMB/DQ/UFMG.

H) Homogeneizador/dispersador

As amostras foram homogeneizadas durante a preparagdo dos
nanossistemas em um equipamento IKA Labortechnik®, modelo
Dispergierstation T8-10, conectado a um estabilizador de 12 V Netzgerat®,

modelo T810. O equipamento pertence ao LEMB/DQ/UFMG.
1) Ultra-centrifuga

Os nanossistemas foram centrifugadas em equipamento Thermo
Scientific®, modelo Sorvall RC6+. O equipamento pertence ao

LEMB/DQ/UFMG.
J) Agua ultrapura por osmose reversa — sistema Milli-Q®

A agua ultrapura utilizada foi coletada de um aparelho Millipore®,

modelo Simplicity 185. O equipamento pertence ao LEMB/ DQ-UFMG.
K) Manta aquecedora

A manta aquecedora utilizada na sintese do citrato de rodio(ll) foi

Fisatom®, modelo 52M. O equipamento pertence ao LEMB/DQ/UFMG.

L) Microscépio eletrénico de varredura (MEV).
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As micrografias de varredura foram feitas em dois microscopios, o
primeiro um microscépio eletrdnico de varredura JEOL JSM®, modelo 6360
LV, usando corrente 4-10 Kv, e o segundo um microscépio FEG®, modelo
Quanta 200 FEI. As amostras diamagnéticas foram impregnadas em fita de
carbono e metalizadas com 5 nm de ouro. As amostras magnéticas foram
depositadas em placas de silicio de 0,6 mm, apds dispersdo em etanol e
ultrassonicagcao. Os equipamentos pertencem ao Centro de Microscopia da

UFMG.
M) Microscopio de forga atomica (MFA)

As micrografias utilizando a técnica de forga atémica foram feitas em
um microscépio Asylum Research®, modelo MFP-3D-SA, com estilete
Olympus® AC240TS, constante (k) entre 0,5-4,4 (N.m?), 70 (kHz) de
frequéncia de ressonancia e ponteira com raio -9 £ 2 nm in “tapping mode”.
Uma amostra de nanossistema foi dispersa em agua, depositada em um
suporte de mica e seca a temperatura ambiente por 24 horas. O equipamento

pertence ao Centro de Microscopia da UFMG.
N) Microscépio eletronico de transmissao (MET)

As micrografias de transmissdo foram feitas em um microscépio
Tecnai®, modelo G2-12— Spirit Biotwin FEI-120 kV, usando corrente 60 kV.
As amostras foram preparadas usando 3-mm de Forman (0,5 % de po
plastico em acetato) e colocadas em uma grade de cobre de 300 mesh. O

aparelho pertence ao Centro de Microscopia da UFMG.
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O) Espalhamento de luz dinamico — Tamanho e Potencial zeta

As medidas de tamanho de particulas e potencial zeta das particulas
foram obtidas em um equipamento Malvern®, modelo Zetasizer Nanoseries -

Nano ZS. O equipamento pertence ao LEMB/DQ/UFMG.

P) Magnetometro (VSM)

Medidas de magnetizacdo de saturacdo (Msaf/intensidade do campo
magnético) foram feitas para as ferrita de Ni-Zn e para as de oxidos de ferro
em um magnetébmetro VSM (Vibrating Sample Magnetometer, a 25 °c,
gentilmente cedido pelo Dr. José Domingos Ardisson, do Centro de

Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN), da UFMG.
3.3 Métodos
3.3.1. Sintese da ferrita de Ni-Zn e ferrita de 6xidos de ferro

As nanoparticulas magnéticas utilizadas neste trabalho consistiram de
2 tipos de ferritas. A primeira ferrita foi preparada a partir de sais de niquel,
zinco e ferro e a segunda foi preparada a partir de cloretos de ferro(ll) e
ferro(lll). Ambas foram obtidas pelo método de co-precipitagdo hidrotérmica,

amplamente descrito na literatura [25].
3.3.1.1 Preparo de ferrita de niquel/ zinco

Cerca de 25 mL de solucdo aquosa formada por FeSO4.7H,0,

NiSO4.7H,O e ZnS04.7H,0, em proporgdes molares de 4:1:1, foram
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misturados a 10 mL de solugcdo de hidréxido de aménio 1 mol.L™!, sob
agitagdo continua, durante 2 horas, numa temperatura entre 80-90 °C.

As nanoparticulas de ferrita precipitaram durante o tempo de agitagao,
apresentando-se, inicialmente, como uma suspensao verde-escura e, apos 2
horas, tornou-se marrom, cor caracteristica da formacao de oxidos de ferro.
Essa suspensédo obtida foi separada magneticamente com um super-ima de
neodimio (Nd2Fe14B) e lavada exaustivamente com agua para retirar residuos
de materiais ndo-magnéticos e excesso de base até pH proximo da
neutralidade e o material foi, em parte, seco em estufa a vacuo a 60 °C e o

restante foi liofilizado. A féormula geral dessa ferrita € Ni(1.x)ZnxFe204.
3.3.1.2 Preparo de ferrita de éxidos de ferro

Misturaram-se 50 mL de solugdo aquosa de FeCl;.6H,O e FeCl,.
4H,0, em propor¢des molares de 1:1, com 10 mL de solugéo de hidréxido de
aménio 1 mol.L”", sob agitacdo continua, em temperatura de 80-90 °C,
durante 2 horas. Ao final da reacao foi obtida uma suspenséo de cor marrom-
escuro com caracteristicas magnéticas, que foi lavada exaustivamente com
agua até pH proximo da neutralidade, medido com fita propria, em seguida o
material foi liofilizado. A formula geral dessa ferrita € Fe.1)Ox.

3.3.2. Preparacao do citrato de rodio(ll)

A preparacao do citrato de rédio(ll) foi feita pelo método de sintese por
etapas previamente descrito na literatura [20]. A primeira etapa consistiu na
obtengao do acetato de rodio(ll) a partir do cloreto de rodio(ll) e de acetato de

sédio. Cerca de 1,00 g (3,8 mmol) de RhCl;.3H,0 foi dissolvido em 100 mL
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de etanol absoluto e 1,25 g (15,2 mmol) de acetato de sédio dissolvidos em
acido aceético glacial (10 mL). As duas solugdes foram misturadas e mantidas
sob refluxo durante 30-60 minutos numa temperatura de 70-75 °C, em
atmosfera de N». O sélido verde-escuro formado foi filtrado a quente em funil
de placa sinterizada. O filtrado foi refluxado em 200 mL de metanol por trés
horas. Apos este refluxo, a solugéo foi filtrada novamente a quente, em papel
de filtro e concentrada em banho-maria até que o volume fosse reduzido pela
metade. Resfriou-se a temperatura ambiente e levou-se ao congelador por
cerca de 72 horas. Os cristais verde-escuros formados foram filtrados e
lavados com duas por¢des de 10 mL de metanol gelado. O sdélido obtido foi
secado em dessecador, sob vacuo e cloreto de calcio anidro. Os cristais
verde-escuros foram recolhidos, triturados e, ao final, foi obtido um sdlido
verde-claro, caracterizado como acetato de rodio(ll).

Posteriormente, pesou-se 3,4 g (16 mmol) de acido citrico trildratado e
0,44 g (1 mmol) de acetato de rodio(ll) anidro. Os sélidos foram triturados até
homogeneidade. A mistura foi mantida sob fluxo de nitrogénio em banho-
maria de silicone a 150 °C, durante 2 horas. O produto da reacao foi obtido
na forma de uma pasta de cor verde. Em seguida, a mistura foi resfriada em
dessecador contendo cloreto de calcio anidro. O residuo foi purificado através
de 5 extragcdes de 15 mL cada usando 2,2 di-metdxipropano sob refluxo, a
120 °C, durante 30 minutos. Posteriormente o residuo foi mantido a 120 °C,
sob fluxo de nitrogénio por 2 horas, filtrado e recolhido em vidro de relégio,

onde foi colocado em dessecador e utilizado posteriormente para analise de
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pureza e demais experimentos. Este sdlido foi identificado como citrato de

rodio(ll) [20].

3.3.3. Preparacao de nanossistemas de PLGA, citrato de rédio(ll) e
ferrita de Ni-Zn ou ferrita de o6xidos de ferro/ ou nanossistemas de

daunorrubicina, PLGA e ferrita de 6xidos de ferro

A metodologia de emulsdo multipla foi utilizada para preparar os
nanossistemas desse trabalho e as preparagdes foram realizadas a
temperatura ambiente [57, 65, 66]. Por outro lado, muitas variaveis podem
influenciar o didametro das particulas por esse método, dentre elas a massa
molar e viscosidade do polimero, relagcdo entre o volume da fase aquosa
interna e fase organica, concentragédo de tensoativo na fase aquosa externa e
velocidade de agitagao/sonicagao durante a obtengao das emulsdes [67].

O nanossistema de PLGA, citrato de rodio(ll) e nanoparticulas
magneéticas e os nanossistemas com daunorrubicina foram preparados pelo
método de emulsificagdo com evaporacao de solvente, adaptado da literatura
[16]. Inicialmente, 100 mg de PLGA foram dissolvidos em 2 mL de
diclorometano, 20 mg de citrato de rodio(ll) foram dissolvidos em 1 mL de
agua e 5 mg de ferrita de Ni-Zn ou ferrita de 6xidos de ferro dispersados no
mesmo volume de agua. Os dois sistemas foram misturados e submetidos ao
processo de sonicacdo, em uma sonda de ponteira, a 30 % de amplitude, por

2 minutos. A emulsao formada foi adicionada sobre 50 mL de solugdo aquosa
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de alcool polivinilico (PVA) a 1 % p/v. O sistema formado foi agitado por 5
minutos em um dispersador, mantido sob agitagdo magnética durante 2 horas
a 25 °C, para evaporacdo do diclorometano. Em seguida, a suspenséao foi
centrifugada, a 20.000 rpm, por 10 minutos. O nanossistema foi lavado 3
vezes para a retirada do excesso de PVA e liofilizado. Foi determinado o teor
de encapsulamento do citrato de rédio(ll) a partir do nanossistema preparado
por espectroscopia na regido UV em 450 nm e o valor encontrado foi de 20
%. Esse mesmo procedimento foi usado para a preparagao de nanossistema
de PLGA com daunorrubicina e ferrita de 6xidos de ferro, sendo que o teor de
encapsulamento da daunorrubicina foi calculado por medidas de absorbancia
na regido do UV-Vis, no comprimento de onda de 485 nm e o valor

encontrado foi de 40 %.
3.3.4. Medidas de tamanho de particulas e potencial zeta

As medidas de tamanho de particulas dos nanossistemas preparados
foram calculadas através das técnicas de microscopia de for¢ca atdmica,
transmissdo e varredura, utilizando os equipamentos ja citados
anteriormente.

As medidas de potencial zeta foram realizadas dispersando 10 mg de
amostra em 10 mL de agua Milli-Q® e essa suspenséo foi colocada sob
agitacdo magnética a 5000 rpm durante 60 minutos. Apos agitacdo, foi
retirado 1 mL de suspensao de particulas e colocado diretamente na cubeta
de medicdo de potencial zeta. Entdo, foram realizadas 11 medidas

sequenciais com tempo de 30 segundos por medida, sendo as medidas de
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potencial representadas pela média de 7 replicatas. Nao foram utilizados
agentes surfactantes para a realizagdo dos testes e os experimentos foram
feitos de acordo com adaptag¢des de dados da literatura e com o manual do

equipamento.
3.3.5. Medidas de magnetizagao de saturacao

Medidas de magnetizacdo de saturagcdo (Msaf/intensidade do campo
magnético) das amostras de ferrita de Ni-Zn pura, da ferrita de Oxidos de
ferro e do nanossistema com daunorrubicina foi feita a 25 °C (298 K), sob
influéncia de um campo magnético variavel na faixa de -15.000 a +15.000 Oe

(-1,5/+1,5 tesla).
3.3.6. Perfil cinético de liberagcao do citrato de rédio(ll) e daunorrubicina

O delineamento dos perfis cinéticos de liberagéo do citrato de rodio(ll)
e do cloridrato de daunorrubicina, a partir dos nanossistemas foram feitos
usando cerca de 10,0 mg de cada amostra.

As amostras foram acondicionadas em tubos de plastico com tampa
de rosca e foram acrescentados 1,5 mL de tampéao fosfato pH=7,4 (PBS),
transferidas para uma incubadora de bancada a 37 °C e mantidas sob
agitagdo mecénica (40-50 rpm). Em intervalos de 1 hora foram coletadas
aliquotas de 0,5 mL, completando o volume para 1,5 mL com PBS a 37 °C.

As aliquotas foram retiradas a cada 15 minutos na 1° hora do
experimento, de hora em hora nas 7 horas subsequentes e a cada 24 horas
nas demais coletas até o final do experimento. As aliquotas foram

centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante recolhido para a
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quantificacdo dos farmacos por UV-visivel, usando os comprimentos de onda
220 nm e 580 nm, para quantificar o citrato de rédio(ll) e 485 nm para a
quantificacdo do cloridrato de daunorrubicina. As curvas de liberagcado (%
cumulativa de farmaco liberado/ tempo) foram feitas e foram determinados os
modelos cinéticos de cada substancia. A analise estatistica dos dados foi

feita por ANOVA, utilizando p<0,05 como intervalo de confianga.
3.3.7. Espectroscopia Mossbauer

As analises do estado de oxidacdo do ferro, bem como a estrutura
cristalina presente na ferrita de 6xidos de ferro, foi feitas em um aparelho
equipado com transdutor e gerador de fungao CMTE®, modelo MA250,
utilizando uma fonte de Co°’/Rh, com atividade da ordem de 20 mCi, &
temperatura de 25 °C e Fe® foi usado como padrdo. Os experimentos de
Mossbauer foram gentilmente feitos pelo Prof. José Domingos Fabris,

responsavel pelo equipamento do Departamento de Quimica da UFMG.
3.3.8. Testes biolégicos in vitro

Os estudos de citotoxicidade in vitro dos materiais preparados foram
feitos sob a supervisdo da co-orientadora deste trabalho, Profa. Dra. Maria
Esperanza Cortés, do Departamento de Odontologia Restauradora da
FO/UFMG, responsavel pelo laboratério de cultura celular do LEMB-
DQ/UFMG, foram feitos para verificar a efeito citotoxico dos nanossistemas
com citrato de rodio(ll) e cloridrato de daunorrubicina em modelos de células

tumorais Caco-2 e A-431 e linhagem normal de fibroblastos.
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3.3.8.1. Teste de citotoxicidade: Método MTT

O teste de MTT é um teste colorimétrico que avalia a atividade
mitocondrial indireta através da atividade enzimatica das redutases

mitocondriais. Durante o teste acontece a reagéo representada na Figura 11.
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Os testes foram feitos em linhagens celulares tumorais, uma de
carcinoma colon-retal (Caco-2) (ATCC HTB-37) e outra de carcinoma
epidermoide (A-431) (ATCC CRL-1555) e uma linhagem de células normais,
os fibroblastos (ATCC CRL-2014). As células foram cultivadas em garrafas
de 25 cm? até atingirem a confluéncia de cerca de 70 %. Ap6s confluentes,
as células foram transferidas para placas de 96 pog¢os, numa concentragao
de 1x10° células/poco, seguindo as seguintes etapas:

1) Preparagao do reagente: foi preparada uma solugéo estoque de MTT a

12 mM, adicionando 1 mL de solucdo de PBS estérii em um tubo
contendo 5 mg e agitado em até que todo o sélido se solubilizasse. A

solugédo de MTT foi protegida da luz até o momento do uso.
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2)

3)

4)

Preparagcdo da solugcdo detergente: foram adicionados 10 mL de
solucdo de HCI 0,01 mol.L" para cada tubo contendo 1 g de
dodecilsulfato de sodio (SDS). Agitou-se até completa solubilizagdo. O
frasco foi deixado em repouso até que a espuma desaparecesse.
Incubacdo dos compostos: os materiais foram testados em
concentracdes pre-definidas, em sixplicata e colocados em contato
com as células durante 48 horas;

ApoOs a preparagédo dos reagentes, o meio de cultura das placas foi
substituido por um meio de cultura fresco, sem vermelho de fenol e
sem soro fetal bovino. Foram adicionados 10 pyL de MTT em cada
pog¢o contendo as células e as placas foram incubadas a 37 °C
durante 4 horas. Apos este periodo, foram adicionados 100 pyL de SDS
em cada poc¢o e as placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas.
Entdo, seguiu-se para a leitura de absorbancia por ultravioleta a 570

nm. Todos os grupos controle necessarios foram feitos para o teste.

A analise estatistica dos experimentos in vitro foram feitas utilizando o

método ANOVA, utilizando intervalos de confianca de p<0,05.

3.3.9. Experimentos in vivo

Os experimentos in vivo foram feitos com a colaboragao da Profa. Dra.

Silvia Passos Andrade e Profa. Dra. Paula Peixoto Campos, responsaveis

pelo Laboratorio de Angiogénese e Laboratério de Apoptose do Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG (ICB/UFMG). Estes experimentos avaliaram a

acao do nanossistema com cloridrato de daunorrubicina nos processos de
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angiogénese inflamatoéria, através dos doseamentos de citocinas produzidas
por macréfagos e neutrofilos, NAG (N-acetil-glucosaminidase) e MPO
(mieloperoxidase), assim como do fator de necrose tumoral (TNF-a) e fator
de crescimento epidermoide (VEGF), de acordo com metodologias
previamente relatadas na literatura [68-70].

Os experimentos foram autorizados pelo Comité de Experimental
Animal Local da UFMG (CETEA-UFMG) sob o numero de protocolo 267/2014

(23/10/2014). A cépia do protocolo esta na sessdo de Anexos.
3.3.9.1. Animais

Camundongos machos Swiss de 7-8 semanas (25-30 g de peso
corporal) foram fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG. Os animais foram alojados individualmente e equipados
com ragédo granulada e agua. O ciclo claro/escuro foi 12:12 h com luzes
acesas as 7:00 da manha e as luzes apagadas as 7:00 pm. Foram feitos
esforcos para evitar qualquer sofrimento desnecessario aos animais.
Habitacao, anestesia e cuidados pds-operatérios estiveram de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA/JUFMG).
3.3.9.2. Implantes

Esponjas de poliéter-poliuretano foram utilizadas como implantes, em
forma de discos de 4 mm de espessura e 12 mm de didmetro. Para
esterilizacao, estes implantes foram colocados em alcool 70 % v/v durante 24

horas, seguido por fervura em agua destilada durante 15 minutos antes da
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cirurgia. Para o processo de implantagdo das esponjas, os animais foram
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol, os pelos da regido ventral foram
raspados e a pele limpa com alcool a 70 %.

Os discos de esponja foram assepticamente colocados numa bolsa
subcutanea, feita com forceps arterial curva através de incisao ventral de 1
cm de comprimento. No pds-operatorio, os animais foram monitorados para
detectar quaisquer sinais de infec¢do no local da operacéo, desconforto ou
sofrimento; animais que apresentaram algum destes sinais foram
imediatamente sacrificados. Foram feitas adapta¢cdes nos experimentos para
avaliagdo das particulas na presenca de um campo magnético.

A Figura 12 apresenta o desenho do experimento adaptado. Um
campo magnético externo foi utilizado para avaliar a atracdo das
nanoparticulas e nanossistema para o local do implante e o seu efeito no
processo de angiogénese. O campo magnético externo foi obtido pela fixagcao
de um disco magnético de NdFeB no dorso de cada animal (d =5 mm, h = 2
mm), utilizando uma fita adesiva, proximo ao local do implante. A adaptacao
da metodologia foi baseada em protocolos da OZ Biosciences®[71].

Apds a implantacdo da esponja e magneto, a suspensido de
nanoparticulas, nanossistema ou a droga livre foram administradas aos
animais por via intravenosa. A fungdo do campo magnético externo foi atrai-
las para o local do implante. Os discos de esponja foram removidos no 7° dia
pos-implantacdo para a avaliacdo da inflamag¢do pelo doseamento das

atividades de MPO e NAG, de neovascularizagao, através do doseamento de
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hemoglobina, fator de necrose tumoral (TNF-a) e fator de crescimento de

vasos (VEGF).
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Figura 12: Esquema simplificado do experimento in vivo utilizando o modelo de
angiogénese.

3.3.9.3. Quantificagao da angiogénese pela dosagem de hemoglobina

A quantificagdo dos vasos formados foi avaliada pela dosagem de
hemoglobina (Hb) detectada no tecido, utilizando o método de Drabkin [68,
69]. Em sete dias apds a implantagdo, os animais foram sacrificados e cada
esponja cuidadosamente removida e pesada. Cada fragmento foi
homogeneizado em 5 mL de reagente de Drabkin e centrifugado a 12.000 g
durante 20 min. Os sobrenadantes foram filtrados através de um filtro de 0,22
um Millipore®. A concentracdo de hemoglobina nas amostras foi determinada
por espectrofotometria, medindo a absorbancia a 540 nm utilizando um leitor
de placas de ELISA e comparada com uma curva padrao de hemoglobina. O

teor de hemoglobina no implante foi expressa ug por mg de tecido molhado.
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3.3.9.4. Extracao de tecidos e determinagao da atividade de MPO e NAG.

O numero de neutrofilos na esponja foi medida por ensaio de atividade
de mieloperoxidase (MPO), como descrito anteriormente [68, 69, 72, 73]. Os
implantes foram pesados, homogeneizados em tampao de pH 4,7 (NaCl 0,1
M, NaszPO4 0,02 M, 0,015 M de NaEDTA), centrifugados a 12.000 g por 10
min. Os pellets foram ressuspensos em tamp&o NazPO4 0,05 M (pH 5,4)
contendo 0,5 % de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) seguido por
trés ciclos de congelamento-descongelamento, utilizando nitrogénio liquido. A
atividade de MPO em amostras de sobrenadante foi testada medindo a
absorbancia (densidade optica - OD) em comprimento de onda de 450 nm,
utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H20, (0,3 mM), seguida pela adicdo
de 50 pl de H2SO4 (4 M). Os resultados foram expressos como alteragéo na
OD/ g de tecido umido.

A infiltracdo de células mononucleares na esponja foi quantificada
através da medig&o dos niveis da enzima lisossomal N-acetilglucosaminidase
(NAG), presente em niveis elevados em macrofagos ativados [68, 69, 72, 73].

Os discos de esponja foram colocados em soluc¢do salina (NaCl 0,9 %
p/v), contendo 0,1 % v/v de Triton® X-100 e centrifugados a 3.000 g por 10
min a 4 °C. Amostras de 100 pL dos sobrenadantes resultantes foram
incubadas durante 10 min com 100 pL de p-nitro-fenil-N-acetil-beta-D-

glucosamida, preparada em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M,
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NaHPO4 0,1 M; pH 4,5), de concentragao final igual a 2,24 mM. Em seguida,
foram adicionados 100 pl de tampéao de glicina 0,2 M (pH 10,6). A hidrolise do
substrato foi determinada por medicdo da absorbancia a 400 nm. Os

resultados foram expressos em nmol por mg de tecido molhado.
3.3.9.5. Dosagens de VEGF e TNF-a

Fragmentos de esponjas foram pesados e homogeneizados em PBS
(1 mL por 100 mg de tecido) a pH 7,4 contendo 0,05 % de Tween® e
centrifugado a 10.000 g durante 30 min. As citocinas VEGF e TNF-a, no
sobrenadante, foram medidas em 50 pL, utilizando kits de imunoensaio e
seguindo os protocolos da R&D Systems, EUA. Resumidamente, diluicbes de
sobrenadantes livres de células foram adicionadas em duplicata a placas de
ELISA revestidas com um anticorpo monoclonal murino especifico contra a
citocina, seguido pela adi¢do de um segundo anticorpo policlonal conjugado a
peroxidase contra a citocina. Apos lavagem para remover qualquer reagente
anticorpo-enzima n&o ligado, uma solugdo de substrato (60 pyL de uma
solugéo a 1:1 de peroxido de hidrogénio e 10 mg.mL'1 tetrametilbenzidina em
DMSO) foi adicionada aos pogos. Apos 20 minutos de incubagédo foram
adicionados 50 pL de acido sulfarico 2 mol.L™”" e a intensidade da cor foi
avaliada por medidas de absorbéncia a 450 nm em um espectrofotdmetro. Os

padroes de avaliagéo utilizados foram de 0,5.log,, diluicdes de citocinas

recombinantes de murinos, valores entre 7,5 e 1000 pg.mL™. Os resultados

foram expressos como pg de citocinas por mg de tecido umido.
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3.3.9.6. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como meédia + desvio padrdo. As
comparagdes entre os grupos foram feitas utilizando-se analise de variancia
ANOVA, seguido de fator de correcdo Newman-Keuls para comparagdes

multiplas como um pds-teste e p<0,05.
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4. Estudo fisico-quimico das ferritas

Dois tipos de ferritas foram preparados neste trabalho, ferrita de niquel
e zinco e ferrita de 6xidos de ferro . As nanoparticulas magnéticas foram
caracterizadas por técnicas fisico-quimicas de difracdo de raios X
magnetizagcdo de saturagdo e espectroscopia Mossbauer e a ferrita que
apresentou maior medida de magnetizacdo foi escolhida como opg¢éo para

prosseguir com os demais estudos.
4.1. Caracterizagao fisico-quimica das ferritas
4.1.1. Ferrita de ferro, niquel e zinco

A ferrita de niquel/ zinco, utilizada na preparagdo do nanossistema
com citrato de rodio(ll), foi caracterizada por difragdo de raios X, medidas de
magnetizagdo e microscopia eletrénica de varredura.

Essas particulas foram preparadas usando o método descrito na
literatura por Bocanegra-Diaz et al e a formula minima dessa ferrita de Ni-Zn
foi FeaNigsZnos04 [25]. Evidéncias experimentais sobre a composigdo das

ferritas foram obtidas usando a técnica de difracdo de raios X.
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4.1.1.1. Difracao de raios X em pé

O difratograma da ferrita de Ni-Zn esta representado pela Figura 13.
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Figura 13: Difratograma da ferrita de Ni-Zn.

Os angulos 208 e os calculos das intensidades relativas e distancias
interplanares da ferrita de Ni-Zn estdo representados na Tabela 3. A seguir,
serdo discutidos o perfil de difragéo.

Tabela 3: Medidas dos angulos de difragdo (28), intensidade relativa (I/lp) e

distancias interplanares (d) para a ferrita de Ni-Zn.
20 (°) Intensidade Relativa (I/lo) d A
30,14 40,91 2,96
35,00 100 2,56
43,08 45,45 2,10
53,18 36,36 1,72
57,04 50,00 1,61
62,90 77,27 1,48
75,00 31,82 1,10

A anadlise do difratograma e dos dados da Tabela 3 mostra que a

ferrita de niquel e zinco apresentou um perfil cristalografico policristalino, com
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um pequeno halo de amorficidade entre 10 e 25° 28. A intensidade dos
principais picos foi calculada, encontrando-se os valores de 30,14° 26 (40,91
%); 35,00° 28 (100 %); 43,08° 28 (45,45 %); 53,18° 26 (36,36 %); 57,04° 26
(50,00 %); 62,90° 26 (77,27 %); 75,00° 26 (31,82 %), concluindo que o perfil
de difragdo encontrado €& semelhante ao ja relatado na literatura por
Bocanegra-Diaz [22, 25].

De acordo com Debye-Scherrer, o difratograma de raios X € uma
ferramenta para a determinacdo do tamanho de cristalito como forma de
encontrar o tamanho médio das nanoparticulas. A férmula matematica de
determinagao do diametro médio das particulas é a seguinte:

D =K. A/B (cosB)
Onde:
D = diametro médio das particulas
K = constante que depende da forma das particulas — esfera (0,94)
A = comprimento de onda da radiagéo eletromagnética
0 = angulo de difracdo (em radianos)
B (20) = largura a meia altura do pico de difracédo
Os valores foram substituidos na formula matematica e o tamanho de

cristalito encontrado foi de, aproximadamente, 14,0 nm.
4.1.1.2. Medidas magnéticas da ferrita de Ni-Zn

Medidas de magnetizagcdo de saturagdo, a 298 K, em funcédo da
intensidade de um campo magnético que variou de -15.000 a +15.000 Oe,

foram feitas utilizando cerca de 0,05 g de cada amostra. A Figura 14
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apresenta as curvas de magnetizagdo para as amostras de ferrita de Ni-Zn
obtidas, as quais foram secas utilizando os métodos de secagem por

liofilizagao e estufa.

20 (Ni-Zn Est)
(Ni-Zn Liof)
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Figura 14: Curvas de magnetizacdo para a ferrita de Ni-Zn seca em estufa e
liofilizador utilizando VSM.

Analisando as curvas acima, nota-se que a ferrita de Ni-Zn exibe uma
magnetizagdo de saturacdo de 20 e 13 emu/g, respectivamente, para as
amostras secas em liofilizador e estufa. O valor de magnetizagdo menor para
a amostra seca em estufa estd relacionado a maior agregagao dessas
nanoparticulas quando se utiliza o método de secagem por estufa, onde ha
evaporagdo da agua presente, quando comparado a liofilizagdo, onde

acontece a sublimacgéo rapida desse veiculo [74].
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Esses valores sao pequenos quando comparados com a
magnetizagdo de saturagdo de 78 emu/g obtido por Kumar e colaboradores
para nanobastdes de 48 nm de comprimento [35, 75]. Por outro lado,
podemos perceber a desmagnetizagdo acentuada proximo do campo zero,
sem a presencga de histerese, sugerindo a presenca de associagbes de

particulas de comportamento superparamagnético no material [44, 74].
4.1.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu definir a
morfologia e o tamanho dessas particulas. As Figuras 15 e 16 mostram

imagens de MEV para a ferrita de Ni-Zn.

Mag Spot HV WD Det| HFW e—2] V1| — Mag [Spot HV WD | Det HFW 300.0nm:
25000x 3.0 30.0 kV.8.9 mm ETD 5.41 um CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG 200000x 3.0 30.0 kV'8.9 mm ETD 0.68 um! CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 15 (esquerda): Micrografia de ferrita de Ni-Zn pelo método de MEV.
Aumento de 25.000X; Figura 16 (direita): Micrografia de ferrita de Ni-Zn pelo
método de MEV. Aumento de 200.000 X.

Analisando as micrografias acima, podemos observar limites bem
definidos para a superficie das particulas e presenca de agregados. Para

diminuir essa agregagao poderiam ser utilizadas substancias antiagregantes
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como o citrato de sdédio [44]. O tamanho médio de particulas foi de 80-100

nm, calculado com o auxilio do software Image J.
4.1.2. Ferrita de 6xidos de ferro

A ferrita de oxidos de ferro também foi caracterizada por difracdo de
raios X em po, espectroscopia Mossbauer, microscopia eletrénica de

varredura e magnetizacao de saturagao.
4.1.2.1. Difracao de raios X de p6

A Figura 17 mostra o perfil de difragcdo de raios X de po6 para a ferrita
de oxidos de ferro e a Tabela 4 lista os angulos de difragédo (20) e os calculos
das intensidades relativas (I/lp) e disténcias interplanares para os principais

picos de difragao.
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Figura 17: Difratograma da ferrita obtida a partir de cloretos de ferro.
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Tabela 4: Medidas dos angulos de difragdo (28), intensidade relativa (I/lp) e

distancias interplanares (d) para a ferrita.
20 (°) Intensidade Relativa (I/lp) d A
30,2 48,8 2,95
35,6 100 2,52
43,2 42,2 2,09
53,6 35,5 1,71
57,2 51,1 1,61
62,80 75,50 1,48

Analisando o difratograma da ferrita verifica-se a presenga dos picos
em 30,2° 26 (48,8 %); 35,6° 26 (100 %); 43,2° 26 (42,2 %); 53,6° 26 (35,5 %);
57,2° 26 (51,1 %); 62,8° 28 (75,5 %). O perfil de difragdo de raios X é
semelhante ao ja relatado na literatura por Bocanegra-Diaz[22]. O tamanho
de cristalito foi calculado pela equacdo de Debye-Scherrer e o valor

encontrado foi cerca de 10 nm.
4.1.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 18 mostra micrografia de MEV para a ferrita de 6xidos de ferro.

18k

Figura 18: Micrografia de ferrita obtida a partir de cloretos de ferro utilizando MEV.
Aumento de 30.000X.
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Analisando a micrografia acima, observa-se que as nanoparticulas se
apresentaram como agregados com tamanho médio de 50-70 nm. A
micrografia eletrbnica de transmissao dessas nanoparticulas foi representada
no capitulo de resultados dos nanossistemas com daunorrubicina,
apresentando tamanho médio de 12 nm. Este resultado esta de acordo com o

encontrado na literatura [76].
4.1.2.3. Espectroscopia Mossbauer

A espectroscopia Mossbauer foi empregada na caracterizagdo da
ferrita de oxidos de ferro. Segundo a literatura, a técnica pode ser utilizada
para identificagdo de compostos ferruginosos, baseando-se no
comportamento magnético do ferro na estrutura cristalina do material, bem
como para determinar valores de carga e coordenacédo de compostos e pode
fornecer dados acerca do tamanho e substituicdes isomorficas dos materiais
contendo ferro [77].

A Figura 19 mostra o espectro da amostra da ferrita de 6xidos de ferro
a temperatura de 160K. Verifica-se um sexteto caracteristico de compostos
do tipo maghemita, e sdo observados picos largos condizentes com o
tamanho nanométrico das particulas. Inicialmente foi atribuido um sitio
cristalino referente @ maghemita (linha verde) com ponto isomérico igual a
0,38 mm s™' e Bhf em torno de 50 T (Tabela 5).

Apesar do objetivo de sintese ser a produgdo nanoparticulas de
magnetita, a analise do espectro indicou auséncia desse mineral, pois n&o foi

observado valor de ponto isomérico correspondente ao Fe?* (ISO ~ 0,67)
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contido no sitio octaédrico da magnetita, o que sugere que a amostra de
magnetita enviada para esta analise foi oxidada a maghemita, principalmente
na superficie do material, pelo fato da reacido de obtengdo n&o ter sido
conduzida em atmosfera inerte. Além disso, a presengca de maghemita
justificou a medida de magnetizagéo obtida para a amostra [78].

Como a amostra foi sintetizada em meio aquoso, a goethita também
pode existir no material. As inclinagdes observadas na parte interior dos picos
1 e 6 do espectro reforcam essa suposi¢cao. Foi feito uma distribuicido de
campo, fixando o valor de quadrupolo em -0,28 mm s™', correspondente a
esse mineral. Na distribuicdo foi observado um maximo de probabilidade em
torno de 48 T, a existéncia dos demais picos pode ser interpretada como
resultado da falta de homogeneidade no tamanho das particulas do material

(Figura 20).
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Figura 19: Espectro Mossbauer da amostra na temperatura de 160K.
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Além disso, para um melhor ajuste foi adicionado um largo dupleto
(linha alaranjada) representando algumas nanoparticulas com carater
superparamagnético que ainda nao atingiram sua temperatura de bloqueio.

Tabela 5: Dados dos parametros do espectro de Mdssbauer a 160K.

Parametros Dupleto Sexteto Distribuicao
Area 0,004(1) 0,527(3) -
Largura 1,8(9) 0,87(4) -
Quadrupolo 0 0 -0,28
Isomérico 0,3(1) 0,38(1) 0,11(1)
Bhf - 48,58(8) 20
DTB - - 0,3
DTI - - 0
16 -
14 -
‘”?o 124
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Figura 20: Distribuicdo de campo referente ao ajuste do espectro Mossbauer da
amostra a temperatura de 160K.

E importante ressaltar que tempos maiores de analise e/ou maior
quantidade de amostra podem oferecer resultados mais precisos. De acordo
com os resultados obtidos, concluiu-se que os dois tipos de ferritas
preparados possuem perfis de difracdo de raios X semelhantes, o que
permitiu usa-las para a obtencdo dos nanossistemas com os antitumorais e

os resultados foram apresentados nos capitulos posteriores.
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5. Nanossistema contendo citrato de rédio(ll)

5.1. Caracterizagao do citrato de rodio(ll)
A primeira evidéncia macroscopica da formagéo do citrato de rodio(ll)
é a cor verde do sélido formado, produto da reducdo do Rh** do reagente
RhCl;, de cor vermelha, para Rh?*. Como o acetato de rodio(ll) foi o
precursor na obtencéo do citrato de rodio(ll), os resultados obtidos a seguir
para o citrato de rodio(ll) foram comparados com os do acetato de rodio(ll).
Os dois complexos foram caracterizados por analise elementar (CHN)

e espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho (FTIR).
5.1.1. Analise Elementar

A composigdo quimica do acetato e citrato de rédio(ll) foram
determinadas por analise elementar (CHN), Tabela 6. A analise desses
resultados sugere formulas minimas correspondentes a RhyCgH1010 €

Rh,C24H3,030 para os compostos acetato e citrato, respectivamente.

Tabela 6: Teores (%) de carbono e hidrogénio para o acetato e citrato de rodio(ll).

Complexo/ Elemento quimico Teor (%)
Calculado Experimental
Acetato C 25,10 25,20
H 3,30 2,21
Citrato C 28,65 27,60
H 3,20 3,40
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5.1.2. Caracterizacao do citrato de rédio(ll) - FTIR

A Figura 21 apresenta o espectro de absorcdo na regido do
infravermelho para as amostras de acetato de sodio e rédio(ll). Estes
espectros foram feitos para acompanhar a formagéo do acetato de rédio(ll)

na primeira etapa da sintese.
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Figura 21: Espectro de |V do acetato de sédio e acetato de rodio(ll).

Analisando os espectros obtidos, o do acetato de sodio (CH3COzNa) e
rédio(ll) (CH3CO2Rh), verificam-se mudangas significativas entre eles. O
espectro do acetato de rodio(ll) apresenta uma banda larga em torno de 3420
cm™, correspondente & vibragdes de estiramento (von) de grupos OH, outras
duas bandas em 2900 cm™ e 2830 cm™, que correspondem a vibracdes de

estiramento de grupos —CH3; e —CH> (vchs € vch2), respectivamente.
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Além disso, observam-se também duas bandas intensas em torno de
1590 e 1410 cm™', correspondentes a estiramentos simétricos e assimétricos
de grupos —COO" de acidos carboxilicos, vasscoo” € Vvscoo - Observa-se uma
diferenca de 180 cm™ entre as vibracdes assimétricas e simétricas. Essa
diferenga descarta a possibilidade de uma ligacdo monodentada do ion COO"
ao centro metalico do rodio(l)[79, 80]. A banda referente a ligagdo Rh-O nao
pOode ser observada no espectro, uma vez que a frequéncia da mesma é

abaixo de 400 cm™ [20]. O espectro do citrato de rédio(ll) esta ilustrado na

Figura 22.
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Figura 22: Espectro de infravermelho do citrato de rédio(ll).

No espectro do citrato de rodio(ll) foi observada uma banda larga em
torno de 3500 cm™, caracteristica de estiramento de grupos OH (von), uma
banda em 1725 cm™, atribuida ao estiramento de grupos carbonila C=0O
(vc=0) do grupo acido carboxilico que n&o esta ligado ao centro metalico.
Observa-se também uma banda em 2975 cm™ caracteristica do estiramento

de grupos CH; (v.cr2). S&0 também observadas bandas em 1600 cm™ e 1412
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cm™' caracteristicas das vibragdes de estiramento simétricas e assimétricas,
respectivamente, de grupos carboxilicos (vcoo’). Verifica-se um A (vascoo -
vscoo) de 188 cm™, descartando, assim, uma coordenagdo monodentada do
ion RCOOQO" ligado ao centro metalico e confirmando a coordenagdo em ponte
dos sitios metalicos[79, 80]. Observa-se também banda em 1225 cm™,
caracteristica do estiramento (von) do alcool. Estes modos vibracionais estao
descritos na literatura [20].

Os modos vibracionais referentes ao estiramento das ligacées Rh-Rh
nao foram observadas, pois sdo modos inativos nos espectros de IV, devido
a presenga de um centro de inversdo nos carboxilatos de rédio(ll), o que
confere uma micro-simetria em torno do ion central, caracterizando esses
complexos nos grupos pontuais Dsn, ou D2p[20]. O composto foi sintetizado
conforme trabalhos da literatura e foi utilizado para a preparacdo do

nanossistema polimeérico-magnético caracterizado a seguir [20].

5.2. Caracterizacao de nanossistemas de liberagcao de PLGA, ferrita de

Ni-Zn ou ferrita de 6xidos de ferro e citrato de rédio(ll)

Os resultados da caracterizagdo dos nanossistemas com citrato de

rédio(ll) sdo apresentados a seguir.
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5.2.1. Difragao de raios X
Na Figura 23 estdo apresentados os difratogramas dos
nanossistemas de ferrita de Ni-Zn/PLGA, ferrita de 6xidos de ferro/PLGA e

ferrita de 6xidos de ferro/PLGA/ citrato de rodio(ll).
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Figura 23: Difratograma para nanossistemas de PLGA, ferrita de Ni-Zn ou ferrita de
oxido de ferro e citrato de rédio(ll).

As amostras nanoparticuladas apresentam um pico de difracdo em
torno de 27° 20, caracteristico da matriz polimérica. E verificado ainda o
alargamento desse pico em todas as amostras, por outro lado, ndo se

observa pico referente a ferrita pura uma vez que a quantidade presente
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nessas amostras é muito pequena. Além disso, ndo se observa diferenca

entre os difratogramas da ferrita de Ni-Zn e da ferrita de éxidos de ferro.
5.2.2. Medidas de potencial zeta por espalhamento de luz dindmico

A Tabela 7 apresenta os valores de potencial zeta para amostras de
ferritas e dos nanossistemas magnéticos.

Tabela 7: Valores de potencial zeta para amostras de nanoparticulas ferritas puras e
para os nanossistemas com citrato de rédio(ll).

Material Valor de potencial zeta (mV)
Ferrita de Ni-Zn +159+24

Ferrita de 6xidos de ferro +16,3+1,9

Nanossistema PLGA, Ni-Zn e citrato de | - 24,3 +4,2

rodio(ll)

Nanossistema PLGA, 6xidos de ferro e | -24,7 £ 3,4

citrato de rodio(ll)

Os valores encontrados mostram uma inversdo no valor de zeta
potencial apds o encapsulamento das ferritas e do citrato de rédio(ll) no
polimero de PLGA. Esse resultado sugere que parte da molécula do citrato
de rodio(ll) ficou no interior da particula e os grupos carboxila do lado de fora.

A Figura 24 mostra uma hipdtese ilustrativa da organizagdo dos
componentes no dispositivo preparado (desenho com apenas uma molécula
de citrato por nanossistema, para exemplificacdo). Vale a pena salientar aqui
a importancia de ter nanossistemas com cargas negativas para que a
suspensao seja estavel, essa estabilidade pode ser justificada pela presenca
de repulsdo entre as cargas negativas apresentadas por esses

nanossistemas [81, 82].
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Figura 24: Hipdtese ilustrativa para a organizacdo dos componentes no sistema
nanoparticulado.

5.2.3. Microscopia eletrénica de varredura das NP
Sistemas nanoparticulados foram avaliados quanto a morfologia e
reprodutibilidade de distribuigdo de tamanho [83]. A Figura 25 mostra a

micrografia para o PLGA, material de partida dos nanossistemas.

18k E H 5 CHM-UFMG

Figura 25: Micrografias das particulas de PLGA em sua forma natural, antes da
preparagao dos nanossistemas. Aumento de 150X.

As Figuras 26, 27 e 28 mostram as micrografias para o nanossistema

PLGA, ferrita Ni-Zn e citrato de rodio(ll), em diferentes aumentos.
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Figura 26 (esquerda) e 27 (direita): Micrografias de nanossistema de PLGA, ferrita
de Ni-Zn e citrato de rédio(ll). Aumento de 10.000X.

Figura 28: Micrografias de nanossistema de citrato de rodio(ll), ferrita de Ni-Zn e
PLGA em aumento de 33.000 e 30.000X, respectivamente.

Analisando as imagens acima, pode-se inferir que o processo de
emulsdo multipla € um método eficaz para a preparacdo de nanossistemas
polimérics, com morfologia esférica, visto que os materiais de partida ndo
apresentam essa morfologia. A partir do calculo feito para o tamanho de
particula feito com o auxilio do software Image J, os nanossistemas

preparados possuem diametro médio na faixa de 250 a 300 nm.
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5.2.4. Medidas de magnetizagao de saturacao

A magnetizacdo de saturagdo a temperatura ambiente das amostras
de nanossistemas foram medidas utilizando-se um magnetdmetro do tipo
VSM.

As medidas para ferrita de Ni-Zn pura, seca em liofilizador e estufa, e
do nanossistema com citrato de rodio(ll), PLGA e diferentes porcentagens de
ferrita (5, 10, 15, 20 e 25 % p/p) foram feitas a temperatura de 25 °Cea
intensidade do campo magnético variou entre -15.000 e +15.000 kOe.

Deve-se destacar que tais medidas podem fornecer informacdes
acerca das propriedades estruturais das amostras estudadas. Devido ao
efeito do tamanho nanométrico das particulas, elas se comportam como
monodominios  magnéticos e apresentam a  propriedade de
superparamagnetismo, ou seja, nao apresentam magnetizacdo
remanescente apds a retirada do campo [74]. A magnetizacdo de cada
amostra foi medida e curvas de magnetizagdo foram construidas de acordo

com a Figura 29.
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Figura 29: Valores de magnetizacado de saturagado de nanoparticulas magnéticas. 1)
NPs contendo 25 % p/p de ferrita Ni-Zn; 3) NPs contendo 10 % p/p de Ni-Zn; 4) NPs
contendo 5 % p/p de Ni-Zn; 5) ferrita Ni-Zn pura seca em estufa; 6) ferrita Ni-Zn pura
seca em liofilizador; 7) NPs contendo 20 % p/p de Ni-Zn e 8) NPs contendo 15 % p/p

de Ni-Zn.

A analise das curvas permite observar que a ferrita de niquel e zinco,
quando seca em liofilizador e estufa, apresenta valores de magnetizacao de
saturagao igual a 20 e 13 emu/g, respectivamente, concluindo que o método
utilizado interfere no valor da magnetizagdo. Segundo dados da literatura, as
propriedades magnéticas sao influenciadas pelo tamanho de particula, pela
distribuicdo dessas particulas e pelas interacdes interparticulas [31]. Além
disso, particulas maiores, como as supostamente formadas por secagem em
estufa, assim como agregados, exibem uma maior declividade nas curvas de

magnetizagdo porque saturam mais rapidamente, quando expostas a um

dado campo magnético [84].
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A medida que se formula os sistemas com quantidade crescente de
ferrita, a magnetizagdo aumenta. Os maiores valores de magnetizagédo
podem ser encontrados nas amostras contendo 20 e 25 % p/p de ferrita,
encontrando-se valores de 10 e 8 emu/g. Os valores de magnetizacao
encontrados sdo menores do que os encontrados na literatura para os oxidos
de ferro, em geral [44].

Por outro lado, foi preparado também nanossistema contendo ferrita
de 6xidos de ferro. Também foram feitas as medidas magnéticas para tais
amostras, a temperatura ambiente, com variagdo de intensidade de campo
magnético de -15.000 a +15.000 Oe, e as curvas sdo mostradas na Figura

30.
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Figura 30: Valores de magnetizagdo de saturacdo de nanoparticulas magnéticas.
Amostra 01: ferrita de 6xidos de ferro (FR); Amostra 02: nanossistema com 25 % p/p
de FR; Amostra 03: nanossistema com 20 % de FR; Amostra 07: nanossistema com
10 % de FR.

Comparando as curvas acima, podemos observar que a ferrita de
oxidos de ferro e o nanossistema preparado com essa ferrita possuem
valores de magnetizagdo maiores do que o mesmo preparado com ferrita de
Ni-Zn. Os valores encontrados s&o 69 emu/g para a ferrita pura, 46 emu/g
para o nanossistema com 25 % de ferrita e 12 emu/g para os nanossistemas
preparados com 20 e 10 % de ferrita. Segundo dados da literatura, ferrita de
oxidos de ferro possuem magnetizacdo maior do que a ferrita de niquel e
zinco, pela diferenga na organizagcdo dos dominios na estrutura do material
[44] e também pelo tamanho de particula. Foram encontrados os valores de

cerca de 10-20 nm para a ferrita de Ni-Zn [51] e 10-15 nm para a ferrita de
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oxidos de ferro [44, 82] por micrografias de varredura e transmissao e pelo
calculo utilizando a equagédo de Debye-Scherrer. Além disso, quando se
encapsula a particula magnética no polimero, a magnetizagdo também
diminui devido a maior dificuldade de organizacdo desses dominios. Essa
menor forca magnética torna o dispositivo um promissor candidato para a
liberacdo de farmacos [85, 86].

Concluiu-se, com os dados acima, que a ferrita de Oxidos de ferro,
compostas por uma mistura de magnetita e maghemita, tem um maior valor
de magnetizagdo de saturagdo quando comparada a de niquel e zinco. Como
para preparagao de dispositivos magneticamente dirigiveis, seria necessario
a aplicacédo de um campo magnético mais intenso para o uso de ferrita niquel
e zinco, escolheu-se a ferrita de Oxidos de ferro para ser usada na

preparacao dos demais sistemas deste trabalho.
5.2.5. Perfil de Liberagao

O estudo do perfil de liberacdo do citrato de rédio(ll) a partir do
nanossistema com ferrita de 6xidos de ferro, foi feito segundo a metodologia
descrita anteriormente, Figura 31. O citrato de rodio(ll) foi quantificado
usando uma curva de calibragdo. A porcentagem de encapsulamento do
citrato de rodio(ll) foi determinada também por UV/Visivel e o resultado
encontrado foi cerca de 20 %, baseado na massa adicionada no inicio da
preparagao (proporcdo molar de 1:5 de citrato de rédio em relagdo ao
polimero). A quantificagdo do citrato de rodio(ll) foi feita monitorando a

intensidade da banda de 450 nm por possuir maior absortividade [87].
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Figura 31: Perfil de liberagcdo de citrato de rodio(ll) a partir do nanossistema
magnético, cada ponto foi calculado pela média de trés medidas.

Analisando a curva acima, podemos concluir que o citrato de rodio(ll),
quando usado juntamente com a ferrita de 6xidos de ferro e apresenta um
perfil liberagdo controlada até cerca de 70 horas, sem a presencga de “burst
effect’ (efeito explosédo), uma vez que menos de 10 % da concentragéo inicial
€ liberada nas 10 primeiras horas de experimento. Esse resultado reforca a
hipétese de que o citrato de rodio(ll) esta interagindo com a matriz através de
interagdes nao-covalentes, de forma que sua liberagdo seja lenta. Observa-
se também que a maior quantidade do farmaco (cerca de 60 %) € liberada
até 40 horas do experimento.

Apos esse tempo, uma menor quantidade do citrato de rodio(ll) é

encontrada e n&o se observa a liberacédo 100 % do complexo encapsulado na
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matriz. Relatos da literatura mostram que o efeito explosdo pode ser
suprimido quando se utiliza algum tipo de material além do polimero que, no
caso desse trabalho, foi a ferrita de éxidos de ferro [66].

O modelo cinético de liberagao foi calculado a partir da curva de
concentracdo cumulativa em mg.mL™ X raiz quadrada do tempo e a cinética
de ordem zero foi encontrada para explicar a liberacdo dessa substancia,

concluindo que a liberagao é independente da concentragao.
5.3. Testes biolégicos in vitro

5.3.1. Testes de viabilidade celular pelo método de MTT

Os testes bioldgicos de citotoxicidade in vitro [88] foram realizados
para o nanossistema com citrato de rodio(ll), utilizando culturas de células de
Caco-2. As células foram cultivadas e, apds atingirem confluéncia, foram
transferidas para placas de 96 pocos para a realizacdo do teste. As
concentragbes testadas foram retiradas do trabalho de Souza e
colaboradores [18]. As concentragdes do citrato testadas foram 1000 (1), 800
(2), 600 (3), 400 (4), 300 (5), 200 (6) e 100 puM (7), calculadas a partir da
pesagem das particulas. As matrizes, PLGA e ferrita de 6xidos de ferro,

também foram testadas, Figura 32.
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Figura 32: Resultados de % de viabilidade celular em células de Caco-2.

Nota-se que, em todas as concentracdes testadas, o citrato de rédio(ll)
do nanossistema polimérico-magnético possui citotoxicidade semelhante ao
citrato de rédio(ll), concluindo que as matrizes utilizadas no preparo do
nanossistema libera o farmaco para exercer o efeito citotdxico.

Os grupos compostos de nanoparticulas de ferrita de niquel-zinco e
oxidos de ferro, nanossistema ferrita/PLGA e PLGA foram testados e nao
apresentaram niveis consideraveis de citotoxicidade quando expostas as
células.

Os resultados obtidos a partir da caracterizagcdo fisico-quimica e
avaliagdo in vitro dos sistemas nanoparticulados contendo citrato de rodio(ll)
possibilitaram concluir que o seu encapsulamento em matriz polimérica na
forma de nanoparticulas permite que o efeito antitumoral do composto seja

mantido.
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6. Nanossistemas contendo cloridrato de daunorrubicina

Os resultados fisico-quimicos e bioldgicos obtidos neste trabalho para
0os nhanossistemas com cloridrato de daunorrubicina sdo apresentados e
discutidos, de forma a enfatizar o seu conteudo inédito. Algumas técnicas
fisico-quimicas foram utilizadas para mostrar a interacdo entre os

componentes desses sistemas.
6.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho (IV)

A Figura 33 apresenta os espectros de absorgdo na regido do
infravermelho para o PLGA, a DNR, as nanoparticulas de ferrita de oxidos de
ferro (FR), e para os nanossistemas DNR-PLGA e DNR-FR-PLGA na faixa de

4000 a 500 cm™.
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Figura 33: Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho para o PLGA, DNR,
FR-citrato, para os nanossistemas DNR-PLGA e DNR-PLGA-FR, na faixa de
absorcdo entre 4000-500 cm™.

A técnica de IV foi usada para determinar as interagcdes existentes
entre os componentes da matriz e o farmaco [88]. De acordo com Xu e
colaboradores, o espectro da DNR exibe duas bandas fortes em 1617 e 1580
cm™, que correspondem, respectivamente, a vibracdes de estiramento de
grupos C=0 (vc=0) de grupos carbonilicos das quinonas e a vibragbes de

estiramento de grupos C=C (vc=c) do anel aromatico [89]. Haider e
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colaboradores descreveram as principais bandas presentes no espectro do
PLGA, destacando a banda presente na faixa de 1700-1850 cm™,
correspondente a vibragdes de estiramento de ligagbes C=0 (vc-0) € também
um conjunto de bandas na faixa de 1050-1250 cm” que corresponde a
vibragbes de estiramento de ligagdes C-O-C (vc.o.c) [90]. No espectro da
ferrita recoberta com citrato de sédio trés bandas podem ser citadas, a
primeira na regido de 3500 cm™, correspondente a vibragdes de estiramento
de ligagdes O-H (vo.n) presentes nos oxidos de ferro, a segunda em 1710 cm’
' que corresponde a vibragdes de estiramento assimétricas de ligagcdes C=0,
(Vc=0), presentes nos grupos COOH das moléculas de citrato que envolvem
as nanoparticulas de ferrita e a Ultima em 575 cm™, correspondente a
vibragcbes de estiramento de ligagdes Fe-O (vre0), segundo estudos

propostos por Nigam e colaboradores [91].

No espectro do nanossistema DNR-FR-PLGA, observa-se o
alargamento e aumento da intensidade da banda presente na faixa de 1700
cm’, a presenca de duas bandas pouco intensas na regiao de 1610 cm™,
que corresponde a vibragdes de estiramento de ligagbes C=0 de quinonas
(Vc=0), @ presenca da banda de estiramento O-H na regido de 3500 cm™,
além da presenca da banda em 575 cm™, menos intensa que na ferrita pura,

correspondente a vibragdes Fe-O.
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Essas evidéncias observadas confirmam a interacéo entre o farmaco e
os componentes da matriz através de interacbes nao-covalentes, como

ligagdes de hidrogénio e forgas dispersivas de London.

6.2 Analise Térmica: Analise Termogravimétrica (TGA) e Analise térmica

diferencial (DTA)

A analise TGA dos componentes do nanossistema com daunorrubicina

esta representada na Figura 34.
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Figura 34: Curvas termogravimétricas (TGA) para amostras de daunorrubicina
(DNR) pura, do copolimero PLGA, da ferrita de éxidos de ferro pura (FR) e do
nanossistema DNR-PLGA, na faixa de temperatura de 25 a 700 °C.
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Figura 35: Curva termogravimétrica (TGA), termogravimetria derivada (DTG) e
analise térmica diferencial (DTA) para o nanossistema DNR-FR-PLGA, na faixa de
temperatura de 25 a 700 °C.

A curva TG da DNR pura mostra um evento de perda de massa em
torno de 3 % até 100 °C, atribuido a perda de moléculas de agua de umidade
da matéria-prima, e perdas sucessivas de massa a partir de 200 °C, seguida
por decomposicéo da matéria-prima e, a 700 °C, observa-se a geragao de um
residuo de cerca de 45 % da massa inicial [92]. O perfil térmico do PLGA
mostra que o polimero sofre uma tnica perda de massa em cerca de 350 °C,
que corresponde a decomposicdo completa do material, sem geracédo de

residuos a 700 °C, devido & sua natureza organica [93].
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A curva TG das FR puras mostra uma grande estabilidade térmica do
material quando aquecido até 700 °C. Observa-se uma perda de cerca de 4
% de massa até 100 °C, atribuida & remocdo de moléculas de agua da
estrutura das nanoparticulas. Na faixa de 100-500 °C ocorre perdas de cerca
de 3 % de massa, que sdo atribuidas as moléculas de acido citrico presentes
na superficie das nanoparticulas e transi¢cao de fase de Fe;O4 para Fe;O3 por
volta de 400 °C [94]. Os perfis térmicos do nanossistema DNR-PLGA e DNR-
FR-PLGA diferem entre si e dos materiais de partida discutidos acima. O
nanossistema DNR-PLGA possui estabilidade térmica até aproximadamente
300 °C, onde ocorre uma Unica perda de massa, correspondente a fusao,
seguida de decomposicdo completa, destacando que a 700 °C ndo se
observa geracao de residuo devido a natureza organica do material. O perfil
dessa curva se difere do PLGA e DNR puros, confirmando a interagao entre o
polimero e o farmaco e a desorganizagao da rede cristalina e amorfizagao da
daunorrubicina apds a fabricacdo dos nanossistemas [65].

Na Figura 36, a curva TGA para o nanossistema DNR-FR-PLGA
mostra que ha duas perdas de massa, a primeira em torno de 250 °C,
correspondendo a 64 % da massa inicial, que pode ser atribuida a
decomposicédo da matriz polimérica e de todo o material organico presente, a
segunda perda em torno de 650 °C compreende cerca de 2,5 % da massa
inicial, e esta relacionada aos Oxidos de ferro presentes nos nanossistemas.
O residuo final de cerca de 33,5 % da massa inicial € composto

principalmente de material inorganico.
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A Figura 37 mostra as curvas de analise térmica diferencial (DTA)
para as amostras de DNR pura, PLGA, FR e para os nanossistemas DNR-

PLGA e DNR-FR-PLGA.
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Figura 37: Curvas de analise térmica diferencial (DTA) para as amostras de
daunorrubicina pura (DNR), do copolimero PLGA, da ferrita pura (FR) e dos
?Sgcissistemas de daunorrubicina-PLGA (DNR-PLGA) e daunorrubicina-ferrita-PLGA

As curvas DTA dos materiais de partida, DNR, PLGA e FR apresentam
perfis caracteristicos, segundo dados reportados na literatura. A DNR pura
apresenta um evento endotérmico em torno de 208 °C, o que corresponde ao
ponto de fusdo do farmaco [92]. Para a ferrita (FR), ndo foi possivel observar
nenhum evento significativo nessa faixa de temperatura para a curva DTA.
Na curva DTA do PLGA, observa-se em torno de 50-60 °C um evento

correspondente a transicio vitrea do polimero [95]. Outro evento observado

em torno de 400 °C que corresponde a sua decomposigao.
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Observa-se que os perfis das curvas DTA dos nanossistemas sio
similares entre si, mas diferentes dos materiais de partida. Em ambas, é
observado um evento comum em torno de 300 °C, que pode ser atribuido a
fusdo seguida de decomposi¢cao das amostras. Como a diferenga entre as
duas é a presenca da ferrita no nanossistema e nao se péde observar evento
relativo as FR, a similaridade é compativel com a presenca de PLGA e DNR.
Além disso, ndo é observado o ponto de fusdo da DNR nessas duas curvas,
0 que € uma importante evidéncia de que o farmaco se encontra distribuido
na matriz polimérica e que ocorreu um processo de amorfizacdo deste, como

reportado em outros trabalhos da literatura [65].
6.3 Potencial Zeta

A determinagédo do potencial zeta de sistemas nanoparticulados € um
importante parametro de avaliagdo que determina a estabilidade e a
agregacao, bem como o comportamento desses em sistemas bioldgicos [96].

Vale ressaltar que, como o potencial zeta € uma carga superficial,
seus valores dependem do pH do meio usado [97]. Neste trabalho, todas as
medidas foram feitas em pH do sangue, relativamente basico, préximo a 7,4.
Os valores de potencial zeta sao visualizados na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de potencial zeta para as amostras de copolimero PLGA puro,
ferrita pura (FR), daunorrubicina-PLGA (DNR-PLGA) e daunorrubicina-ferrita-PLGA
(DNR-FR-PLGA).

Amostra Potencial Zeta (mV)
PLGA puro -30,8 £ 2,0
FR pura -26,1 +4.1
DNR-PLGA -31,6+15
DNR-FR-PLGA -32,4+2,7
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A carga negativa apresentada pelas nanoparticulas de FR pura é
condizente com o descrito na literatura [31] e pode ser explicado pela
presencga de grupos OH" e de grupos citrato presentes na superficie em meio
aquoso. O valor de potencial zeta para o PLGA também é consistente com o
encontrado na literatura para este polimero, que € devido aos grupos COOH
presentes na estrutura polimérica [31]. Em relacdo aos nanossistemas DNR-
PLGA e DNR-FR-PLGA, observa-se que os valores de potencial zeta séo
maiores em modulo do que aqueles encontrados para os materiais de
partida. Tais valores podem ser explicados pela tendéncia de agregacao das
nanoparticulas quando presentes em um meio com eletrélitos presentes, e a
alta probabilidade de interagdo através de ligagdes ndo-covalentes [91].

Nos meios biolégicos, essas tendéncias a agregacédo podem ser
compensadas pelas repulsdes eletrostaticas entre as cargas superficiais,
pelas interagdes hidrofilicas entre as particulas, e pela natureza das cargas
superficiais que podem funcionar como barreiras [32]. Assim, valores de
potencial zeta negativos favorecem a interacdo das particulas com as
membranas celulares, que tém natureza positiva permitindo que a

daunorrubicina seja liberada.
6.4. Medidas de magnetizagao

Foi feita a medida de magnetizagdo de saturacdo do nanossistema

DNR-FR-PLGA e a curva esta representada na Figura 38.
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Figura 38: Medida de magnetizacado de saturagdo do nanossistema DNR-FR-PLGA
a 298 K.

Segundo dados da Figura 38, a magnetizacdo de saturacdo do
nanossistema DNR-FR-PLGA é de 63 emu/g, quando a intensidade do
campo magnético varia entre -1,5 e 1,5 Tesla (-15.000/+15.000 Oe). Esse
valor € menor do que o valor de magnetizacdo encontrado para as
nanoparticulas de oOxidos de ferro puras, que é de 95 emu/g [44], 0 que
sugere a presenga dos componentes DNR e PLGA, que sdo materiais
diamagnéticos e contribuem para a diminuigdo dessa magnetizagao.

A intensidade do campo magnético utilizada esta dentro da faixa
permitida pelo FDA para uso em sistemas biolégicos [31], confirmando o

potencial do material preparado neste trabalho.
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6.5. Microscopia eletronica de transmissao (MET) e Microscopia de

Forgca Atémica (MFA)

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e a microscopia de
forga atdbmica (MFA) foram utilizadas neste trabalho para avaliar a morfologia
e distribuicdo dos componentes no nanossistema. A Figura 39 e Figura 40
mostram a distribuicdo de tamanho de particulas da ferrita de 6xidos de ferro

e do nanossistema DNR-FR-PLGA.

—— 10 nm —— 10 nm

(A) (B) (®) (D)

Figura 39: Micrografias de FR pura - (A) e (B) micrografias apresentam
nanoparticulas com 12 nm de didmetro, em média. A barra de escala equivale a 10
e 100 nm. As micrografias (C) e (D) se referem ao nanossistema, em escalas de
aumento diferentes. As barras equivalem a 20 e 10 nm, respectivamente.

(A) (B) (C)

Figura 40: Micrografias de forga atdbmica de (A), (B) e (C) micrografias apresentam o
nanossistema com daunorrubicina (DNR-FR-PLGA) sintetizadas pelo método de
emulsdo multipla, em escalas de aumento diferentes.

A partir das micrografias, observa-se que as nanoparticulas de ferrita

de 6xidos de ferro tem um tamanho médio de cerca de 12 nm, e sdo notadas
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areas de agregacéo do material. Ao preparar o nanossistema com o polimero
e a daunorrubicina, a particula se torna esférica, com uma superficie esférica

e lisa e que o tamanho aumenta para cerca de 160-200 nm.

6.6. Perfil de liberagao controlada

O experimento de liberagdo controlada do nanossistema foi feito de

acordo com o descrito por Sinisterra e colaboradores, Figura 41.
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Figura 41: Curva de porcentagem cumulativa liberada de daunorrubicina a 37 °C.
Grafico menor: ajuste de modelo cinético para as primeiras 8 horas de experimento.

Analisando a Figura 41, podemos observar a liberagdo de cerca de 60

% da quantidade de DNR contida no nanossistema nas primeiras 24 horas de
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experimentos, o que confirma a presenca de efeito explosao para o sistema
preparado. Apos o periodo de 24 horas, o sistema apresenta um perfil de
liberacdo controlada de daunorrubicina que libera apdés 350 horas cerca de
80 % do farmaco contido na matriz de PLGA.

O coeficiente de regresséo da curva de liberagao até as primeiras 48
horas foi calculado utilizando o modelo de Higuchi (curva de concentragao
cumulativa em mg.mL'1 X raiz quadrada do tempo) [98] a partir da curva
representada também na Figura 41 (ampliacdo do grafico) e o valor deste
coeficiente foi igual a 0,8228, embora esse valor seja baixo foi a melhor
regresséo linear obtida para essa faixa de liberagcéo. Esse resultado pode ser
explicado pela mistura de mecanismos de liberacdo de ordem zero e ordem
um. Esta liberagdo inicial esta relacionada a difusdo do farmaco que esta
proximo a superficie do nanossistema.

Apos 48 horas, a cinética de liberagao proposta esta de acordo com o
modelo de Hixson-Crowell (concentragdo cumulativa em mg.mL" X raiz
cubica do tempo) [98] e o coeficiente de regressao é igual a 0,69. Este
segundo modelo de cinética esta relacionado a degradacé&o por erosao da
matriz polimérica. Durante o tempo do experimento nao foi observada a total
degradacgao da matriz e a quantidade total de daunorrubicina liberada foi igual

a 80 %.
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6.7 Estudos de viabilidade celular in vitro

A citotoxicidade da DNR, e nanossistemas DNR-PLGA e DNR-FR-
PLGA, nas concentragdes de 0,1, 0,05, 0,025 e 0,0125 uM foram testadas. A
concentracdo de DNR foi calculada com base no teor de encapsulamento
encontrado e a quantidade de amostra foi pesada de acordo com a
concentragcdo de daunorrubicina desejada. A Figura 42 apresenta os

resultados obtidos.
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Figura 42: Graficos de valores de porcentagem de viabilidade em células de Caco-2
ap6s exposicdo de 48 horas a diferentes concentracbes de DNR, livre ou
encapsulada em matrizes de PLGA e FR-PLGA, ANOVA, p<0,05.

Como observado na Figura 42, apés 48 horas de experimento, o
efeito da DNR livre foi significativamente menos citotoxica em todas as
concentracdes testadas quando comparada com a DNR encapsulada. Pode-
se inferir que a matriz polimérica de PLGA com ou sem o nucleo magnético

controla a liberagcdo de daunorrubicina e aumenta o tempo de agdo da droga
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em todas as concentragdes testadas, além do efeito do tamanho
nanoparticulado dos nanossistemas de farmaco fazendo com que o
nanossistema preparado seja mais eficaz no tempo testado do que o farmaco
livre [30, 99, 100]. Este experimento também foi realizado em mais duas
linhagens celulares, as células A-431, linhagem de carcinoma epidermoide
humano, e em fibroblastos, linhagem de células normais. A resposta obtida
para ambas foi diferente a das células Caco-2, e foram avaliadas pelo calculo
do ICso. Para confirmar essa agdo da daunorrubicina nos sistemas
preparados, foram feitos os calculos de ICso (concentracdo letal para 50 %

das células) e as curvas estdo na Figura 43 A, B e C e na Tabela 9.
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Figura 43: Curvas de IC5, de daunorrubicina livre e encapsulada em matriz de
PLGA e FR-PLGA no tempo de 48 horas de exposicao em células de Caco-2 (A),

em células A-431 (B) e em fibroblastos (C).

Tabela 9: Valores de IC5o para a daunorrubicina em células de Caco-2.

Caco-2 48 h DNR PLGA-DNR PLGA-DNR-FR
ICs0 (UM) 0,1110 0,0098 0,0023
r- 0,9980 0,9959 0,9369
A-43148h
ICs0 (UM) 0,1028 - 0,069
re 0,8946 - 0,6825
Fibroblastos
ICs0 (UM) 0,1525 - 0,2007
r° 0,6429 - 0,1943

Um valor de |

Cso de 0,0023 uM para a daunorrubicina no

nanossistema DNR-FR-PLGA foi observado com as células Caco-2, o que foi
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uma diminuigdo de 48 vezes em relagdo ao valor correspondente de 0,111
uM para DNR livre. Esses resultados foram atribuidos a degradagao da
matriz de PLGA durante os experimentos, o que produziu residuos acidos
que, combinadas com a DNR, aumentam da citotoxicidade desse
nanossistema.

Entre os grupos DNR-PLGA e DNR-FR-PLGA néo foi observada
diferenca estatistica para as células de Caco-2, mas a diferenca de atividade
pode indicar a influéncia de nucleo magnético na liberagdo da DNR,
internalizado nas células durante o tempo do experimento. O PLGA é
responsavel pela liberagdo da DNR, que é modulado devido a interacdo com
a parte hidrofilica do polimero e, consequentemente, a solubilidade em agua,
tornando-se menos soluveis em solugdo aquosa de PBS. Os grupos OH das
FR podem interagir através de ligagdes de hidrogénio com a droga e
melhorando esta agéo [91]. Os materiais de partida foram testados e todos
apresentam biocompatibilidade (dados n&o mostrados). O comportamento
das amostras em A-431 e fibroblastos foi diferente ao encontrado em células
Caco-2. Observam-se que 0s nanossistemas contendo as nanoparticulas
magneéticas sdo mais citotéxicos do que a droga livre nas trés linhagens
estudadas.

Tem sido bem estabelecido que drogas quimioterapicas, tais como
DNR, concentram em compartimentos mais acidos, aumentando assim sua
citotoxicidade [30, 101]. Estes resultados indicaram que o nanossistema

DNR-FR-PLGA é mais eficiente contra as células cancerosas Caco-2, A-431
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e fibroblastos do que a DNR livre. A partir dos dados mostrados nas curvas,
podemos concluir que, quando a DNR esta encapsulada na matriz de PLGA,
na presenga ou auséncia das nanoparticulas magnéticas, a citotoxicidade em
células de Caco-2, A-431 e fibroblastos é maior em todas as concentragdes
testadas e apresenta perfis citotoxicos dose-dependente.

Assim, estes sistemas que utilizam FR e PLGA para a liberagao de
DNR apresentam potencial para matrizes de liberagdo controlada e podem
servir para diminuir as concentracdes terapéuticas de DNR, diminuindo assim

os possiveis efeitos adversos em tumores sélidos [7].
6.8. Estudos bioldgicos in vivo

Estudos biolégicos em camundongos foram feitos para avaliar o efeito
da DNR nas amostras preparadas. O modelo de esponja foi utilizado para
avaliar parametros relacionados com o processo de angiogénese e a agao da
daunorrubicina no nanossistema preparado. As quantificagcdes de
hemoglobina (Hb), o fator de necrose tumoral (TNF-a) e o fator de
crescimento epidermal (VEGF) foram feitas para avaliar a extensdo de
neovascularizacdo no implante, e as citocinas inflamatérias, a N-acetil-
glucosaminidase (NAG) e a mieloperoxidase (MPO) para avaliar migragéao de
células imunoldégicas, neutréfilos e macrofagos para o local do implante. Este
modelo € bem estabelecido para estudos de angiogénese inflamatoéria e para
estudos de fatores de crescimento de vasos, importantes parametros a serem
avaliados em tumores e que estdo diretamente ligados com a agressividade

dos tumores [68, 69].
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6.8.1. Avaliacao de neovascularizagcao por quantificacdo de

hemoglobina

A Figura 44 mostra os niveis de Hb encontrados no local da esponja,

apo6s experimento feito como descrito na secao de Materiais e Métodos.
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Figura 44: Concentragdes de hemoglobina (Hb) nas amostras contendo
nanoparticulas de FR puras e no nanossistema DNR-FR-PLGA (representado por
NP) com (+M) ou sem (-M) a presenca do campo magnético externo (M), apds 7
dias de experimento. O grupo controle corresponde aos animais que receberam
apenas o implante; *p<0,05.

De acordo com os dados encontrados, pode-se observar que a
quantidade de vasos sanguineos encontrados no implante € menor no grupo

de animais no qual foi administrado o nanossistema DNR-FR-PLGA

(representado por NP) na presenga do campo magnético externo (+M),
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confirmando sua influéncia na formagao dos vasos e, consequentemente, na
acao da daunorrubicina.

Os animais que receberam o nanossistema DNR-FR-PLGA
(representado por NP) sem a presenga do campo (-M) e os que receberam
as FR puras na presenga do campo (+M) também apesentaram menor
doseamento de hemoglobina e formagéo de vasos, as FR por influéncia fisica
no local do implante e as DNR-FR-PLGA por permitir que a daunorrubicina
circule além do local do implante. Porém, estes dois grupos nao apresentam
diferenga estatistica se comparados ao controle. Os resultados do grupo de
animais que recebeu somente as FR puras na auséncia do campo (-M) ndo
foram mostrados, porque na regido estudada n&o foi observada presenga de

particulas.
6.8.2. Avaliacao dos niveis de citocina VEGF

A Figura 45 mostra os niveis de fator de crescimento epidermdide

(VEGF) para as amostras contendo daunorrubicina.
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Figura 45: Concentragbes de VEGF para amostras de FR puras, DNR-FR-PLGA
(representado por NP) com (+M) ou sem (-M) influéncia de campo magnético (M);
*p<0,05.

Segundo dados da literatura, o fator de crescimento epidermal é um
indicativo de desenvolvimento de vasos sanguineos. De acordo com a Figura
50, os niveis da citocina pré-angiogénica VEGF sdo menores para o
nanossistema DNR-FR-PLGA (representado por NP), indicando menor
formagdo de novos vasos sanguineos na presenga desse material e do ima
(+M), quando comparado com os outros grupos e com o controle, o que
sugere propriedade anti-angiogénica maior para DNR-FR-PLGA
(representado por NP) do que os outros.

Esses resultados podem ser explicados pela capacidade do campo

magneético externo de manter as nanoparticulas no local em que a esponja foi
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implantada e também pela influéncia da DNR na formagao de novos vasos.
As antraciclinas, tais como a DNR, inibem o fator de indug&o de hipéxia (HIF-
1), controlando a expressdo de genes codificadores de proteinas que
desempenham papéis-chave em etapas do desenvolvimento do cancer,
incluindo a imortalizagdo e a angiogénese [28]. O nanossistema DNR-PLGA
foi testado (dados ndo mostrados), mas este grupo n&o apresenta nenhum

efeito sob influéncia do campo magnético.
6.8.3. Avaliacao de niveis de citocina TNF-a

Os niveis de citocina TNF-a no grupo controle, no nanossistema DNR-
FR-PLGA (representado por NP), com e sem influéncia do campo magnético
externo, e FR puras com o campo magnético foram medidos apos 7 dias de

implantagcédo da esponja e os resultados estdo apresentados na Figura 46.
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Figura 46: Concentragdes de TNF-a nos implantes 7 dias apds a aplicagdo do
nanossistema DNR-FR-PLGA (representado por NP) com (+M) ou sem (-M)
influéncia do campo magnético (M) e também de ferrita pura (FR). *p<0,05;
***n<0,001

De acordo com dados da Figura 46, observou-se uma produgao
significativamente maior de TNF-a no grupo que recebeu o nanossistema
DNR-FR-PLGA (representado por NP) na auséncia de campo magnético,
quando comparado com todos os outros grupos. Entre os demais grupos,
observa-se que o grupo em que foi administrado o nanossistema na presenca
do campo magnético tem a menor producdo de TNF-a, quando comparado
com o controle. Esse resultado sugere a liberagdo do farmaco antitumoral e a
influéncia do campo diminua a produgcdo dessa citocina [28]. No entanto, a
ferrita também induz a diminuicdio do TNF-a, fato explicado pela

concentragédo das nanoparticulas no local, permitida pela presenga do campo
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magneético. A producdo de TNF-a poderia contribuir para o desenvolvimento e

remodelagao de tecidos necessaria para o crescimento tumoral [102].
6.8.4. Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima associada com processos
agudos de inflamacdo, onde estdo envolvidas migragcdes de células
imunoldgicas, na maioria das vezes, os neutrdfilos. As células produzem
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, e 0 seu papel na resposta
inflamatéria € relacionado ao recrutamento de neutrofilos presentes na
circulacdo sanguinea. Experimentos de doseamento de MPO foram

realizados e os resultados est&o ilustrados na Figura 47.
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Figura 47: Concentragdes de MPO 7 dias apds aplicagdo de nanossistema DNR-FR-PLGA
(representado por NP) e FR puras com (+M) ou sem (-M) influéncia de um campo magnético
externo (M). Nao ha diferenca estatistica significativa entre os grupos, método ANOVA.

Analisando os dados obtidos, observou-se que a concentracdo de
DNR no nanossistema, na presenga de um campo magnético externo, nao

influencia a migragao dessas células para o local do implante, sugerindo que



RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMAS NANOPARTICULADOS CONTENDO CLORIDRATO DE 124
DAUNORRUBICINA

estas amostras ndo induzem resposta inflamatoria aguda. Houve aumento
dos niveis de MPO nas amostras na auséncia de um campo magnético,
resultado que poderia explicar a influéncia dessas células quando o
nanossistema n&o esta somente no local do implante.

A aplicacédo desses nanossistemas néo esta relacionada a indugao de
inflamagédo aguda com, o que poderia ser explicado pela biocompatibilidade
do material e também pelo tempo que necessita para ser internalizado pelas
células [44, 103]. Esse tempo € necessario para que se iniciem o0s
mecanismos celulares de reconhecimento da natureza desse biomaterial e
recrutem as células do sistema imunoldgico, no entanto n&o ha diferenca

estatisticamente significativa dos grupos em relagao ao controle [104, 105].
6.8.5. Avaliagao da atividade da N-acetil-glucosaminidase (NAG)

O marcador de inflamagdo de n-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) é
correlacionada com a avaliagdo do recrutamento de macrofagos na resposta
inflamatoria cronica, segundo a literatura [68]. Foram medidas os niveis de

NAG nos implantes e os resultados estdo apresentados na Figura 48.



RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMAS NANOPARTICULADOS CONTENDO CLORIDRATO DE 125
DAUNORRUBICINA

NAG FR+M
° e Ferritas puras com magneto
0 0.9 —
) NP-M
-8 0.84 Nanoparticulas sem magneto
‘o 0.74
2 oed NP+M
% 0‘5 Nanoparticulas com magneto
m e
E 044
6 —
£ 0.3
£ 0.24
o | — =
< 0.1 l l
z OC 1 LS Ll Ll
Controle FR+M NP-M NP+M

Figura 48: Concentragbes de NAG 7 dias apds aplicagdo do nanossistema DNR-
FR-PLGA (representado por NP) e FR puras com (+M) ou sem (-M) influéncia de um
campo magnético externo (M). **p<0,01; ***p<0,001.

A resposta inflamatdria do grupo controle revelou maior invaséo de
macrofagos 7 dias apdés o implante. Nos grupos que receberam o
nanossistema DNR-FR-PLGA (representado por NP) na presencga ou néo de
um campo magnético externo, observam-se menor migracdo de células
imunologicas para o local do implante. Entdo, pode-se concluir que a
contribuicdo desse nanossistema, na presenga do campo magnético, foi
menor para o processo inflamatorio crénico, relacionado a migracéo de
macrofagos, em relagdo ao grupo controle, e que o grupo que recebeu o
nanossistema sem a presenca do campo também apresentou menor

migragao das células inflamatérias em relagédo ao controle [5, 102, 106].



RESULTADOS E DISCUSSAO: SISTEMAS NANOPARTICULADOS CONTENDO CLORIDRATO DE 126
DAUNORRUBICINA

Esse resultado mostra a influéncia das nanoparticulas magnéticas
presentes no nanossistema e a agdo do farmaco no processo inflamatério
envolvendo macrofagos.

Os diversos mecanismos celulares promovem a resisténcia aos
quimioterapicos, provocando sua expulsao e limitando sua agao [4, 107]. A
diminuigdo do tamanho das particulas e o aumento de permanéncia do
farmaco no local tem aumentado sua atividade. Sun e colaboradores
mostraram que nanossistemas de PLGA com nanoparticulas
superparamagnéticas em um modulo de terapia para o céncer tiveram alta
eficiéncia para a terapia n&o-invasiva com recursos da nanotecnologia [26].
Os desafios envolvendo a nanotecnologia e as perspectivas para outras

avaliagdes bioldgicas foram colocadas como perspectivas futuras.



Capitulo 7: Conclusées e

Perspectivas futuras
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7. Conclusoes

1. As nanoparticulas magnéticas sintetizadas a partir de sais de niquel, zinco
e ferro foram caracterizadas por difracdo de raios X, apresentando perfil
policristalino e tamanho de particula entre 10-100 nm. As microscopias
eletrénicas de transmissao confirmam o tamanho manométrico e mostram a
presenga de aglomerados. Essas nanoparticulas possuem comportamento
superparamagnético, sendo que a ferrita de oxidos de ferro apresentaram

magnetizagdo de saturagao superior as que se adicionaram niquel e zinco.

2. A caracterizagao fisico-quimica feita para os nanossistemas contendo
citrato de rodio(ll) e daunorrubicina, encapsulados em matriz polimérica de
PLGA, foi feita por IV e mostraram a presenga de bandas caracteristicas de
todos os componentes, a analise de tamanho confirmou valores em torno de
150-300 nm, potencial zeta negativo de -24,7 e -32,4 mV para o
nanossistema com citrato de rodio(ll) e daunorrubicina, respectivamente,
comportamento superparamagnético, concluindo que o complexo inorganico
e 0 quimioterapico interagiram com a matriz polimérica e se mostraram
estaveis devido a repulsdo de cargas negativas, como mostrado no potencial

zeta, formando sistemas de liberacdo controlada.

3. Os nanossistemas preparados apresentaram maior atividade citotoxica
quando testadas em linhagens de células cancerosas do tipo Caco-2 e A-431
do que os farmacos livres. Porém, apresentaram atividade citotoxica também

para linhagem de células fibroblasticas.
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4. O nanossistema polimérico-magnético com daunorrubicina apresentou
acao mais eficaz e duradoura sobre a neovascularizagdo e producido de
citocinas inflamatérias do que o farmaco livre em modelo in vivo de

angiogénese e ha influéncia do campo magnético externo em sua agao.

5. Os sistemas de liberacdo controlada preparados neste trabalho tém

potencial para serem usados como agentes antitumorais loco-especificos.

8. Perspectivas futuras
O trabalho desenvolvido traz uma série de questdes que devem ser
exploradas e abre caminho para outras abordagens quimicas e bioldgicas,
com o objetivo de entender melhor a estabilidade desses nanossistemas, sua
influéncia no aumento temperatura no local e a eficiéncia e os mecanismos
celulares envolvidos em modelos tumorais induzidos. Como acgbdes futuras,
sdo propostas as atividades seguintes:
A) Avaliar o comportamento desses nanossistemas em equipamento de
hipertermia para conhecer o seu potencial para essa aplicagao;
B) Avaliar o comportamento magnético dos nanossistemas em situag¢des
de abaixamento e elevagao em relagao a temperatura ambiente;
C) Executar experimentos de uptake celular e avaliar as células por
microscopias para avaliar as nanoparticulas internalizadas;
D) Realizar os experimentos de avaliacdo desses nanossistemas em

tumores induzidos in vivo;
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E) Dosagem de citocinas e marcadores celulares em diferentes tipos de

tumores, apos a aplicagao desses nanossistemas.
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