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RESUMO

Os materiais magnéticos nanoestruturados, constituidos por 6xidos de ferro, ja estéo
sendo utilizados em procedimentos de diagndsticos e tratamento de pacientes. Dentre
as utilizacdes estdo o diagndstico por ressonancia magnética nuclear, tratamento por
hipertermia magnética e carreamento de bioativos. Os nanossistemas magnéticos
podem ser utilizados em tratamento de hipertermia magnética mesmo sem a
incorporacdo do farmaco, pois o combate ao tumor é feito pelo acréscimo de
temperatura no local, um aumento de 5 °C acima da temperatura corpérea é suficiente
para matar um tumor sem afetar as células vizinhas. Realizou-se um procedimento de
fusdo-emulsificacdo para formular nanoparticula lipidica solida (NLS) e nanoparticula
lipidica sélida magnética (NLSM) a base de cera de carnalba e FesO4@AO em
diferentes concentracdes. Através do espalhamento de luz dindmico (DLS) foi possivel
obter o tamanho médio de particula que variou de 150,77 a 182,17 nm e o potencial
zeta que atingiu valores bastante negativos -53,35 a -59,75 mV, evidenciando uma
alta estabilidade fisica do sistema. A incorporacdo do oxido de ferro pela matriz lipidica
sélida, preferencialmente no nicleo das nanoparticulas, foi observada através das
micrografias da Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET). As imagens de MET e
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permitiram analisar morfologicamente
o material, revelando uma forma esférica adquirida pelas NLS e NLSMs. No ensaio
de Hipertermia Magnética (HM) as NLSMs 3%, 5% e 7% geraram um aumento de
temperatura satisfatério, uma vez que, em 10 minutos os sistemas atingiram um
acréscimo de 7,59, 9,18 e 13,4 °C, respectivamente. Observou-se que a liberacao do
farmaco por HM exibiu melhores resultados que o método sem aplicacdo do campo
magnético. A taxa de relaxacao transversal das NLSMs para um campo de 3T foram
de 864,18 a 930,35 mM(Fe)!s?, o que claramente traduz em um agente de contraste
escuro para serem usados em imagem por ressonancia magnética (IRM). Observa-se
gue a NLSM 7% traduz uma imagem mais escura que as demais NLSMs, devido sua
maior concentracao de Oxido de ferro. As NLSMs mostraram potencial aplicacdo em
hipertermia magnética e IRM. Os resultados s&o bastante promissores para o

desenvolvimento para fins terapéuticos.

Palavras-chaves: Cera de carnauba. Nanoparticula Lipidica Sdlida Magnética
(NLSM). Hipertermia magnética (HM). Imagem por ressonancia magnética (IRM).

Magnetita.



ABSTRACT

The nanostructured magnetic materials, made up of iron oxides, are already used in
procedures for the diagnosis and treatment of patients. Among the uses are the
diagnosis by nuclear magnetic resonance, treatment by magnetic hyperthermia and
bioactive loading.Magnetic nanosystems can be used in the treatment of magnetic
hyperthermia even without the incorporation of the drug, since the fight against the
tumor is done by increasing the temperature in the place, an increase of 5 °C above
the body temperature is sufficient to kill a tumor without affecting the Neighboring cells.
A melt-emulsification procedure was performed to formulate solid lipid nanoparticle
(SLN) and magneticsolid lipid nanoparticle (MSLN) based on carnauba wax and
Fes04@AO in different concentrations.Through the Dynamic Light Scattering (DLS) it
was possible to obtain the average particle size ranging from 150.77 to 182.17 nm and
the zeta potential that reached very negative values -53.35 to -59.75 mV, high physical
stability of the system. The incorporation of iron oxide by the solid lipid matrix,
Preferably in the nucleus of the nanoparticles, was observed through the
micrographies of the Transmission Electron Microscopy (TEM).The images of TEM
and Scanning Electron Microscopy (SEM) allowed analyzing the material
morphologically, revealing a spherical shape acquired by the SLN and MSLNs.In the
Magnetic Hyperthermia (HM) test as NLSMs 3%, 5% and 7% generated a satisfactory
temperature increase, since, in 10 minutes in the systems driven by an increase of
7.59, 9.18 and 13.4 °C, respectively. It was observed that the release of the drug by
HM showed better results than the method without application of the magnetic field.
The transverse relaxation rate of SLNMs for a 3T field was 864.18 to 930.35 mM (Fe)
sl which clearly translates into a dark contrast agent for use in Magnetic Resonance
Imaging (MRI). It should be noted that the MSLN 7% translates a darker image than
the other MSLNSs, due to its higher concentration of iron oxide. The MSLNs showed
potential application in magnetic hyperthermia and MRI. The results are quite

promising for development for therapeutic purposes.

Keywords: Carnauba wax. Magnetic Solid Lipid Nanoparticle (MSLN). Magnetic
Hyperthermia (MH). Magnetic Resonance Imaging (MRI). Magnetite.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia € a ciéncia que se refere a engenharia da matéria em
escala molecular. Especificamente ela lida com dimensées menores que 100
nandémetros, com isso é capaz de manipular moléculas ou &tomos individualmente
(GARIMELLA e ELTORAI, 2017).

O desenvolvimento da nanotecnologia contribui significativamente para
diversas areas (Figural), em especial medicina e biotecnologia (GARIMELLA e
ELTORAI, 2017). Aplicagbes de sistemas nanotecnoldgicos na area de ciéncias da
saude estdo em constante desenvolvimento e se tornando cada vez mais crescente.
Medicamentos nanoestruturados, sistemas de entrega e direcionamento de farmaco
até o local especifico para o tratamento, nanomateriais biocompativeis para substituir
partes lesionadas do corpo como 0ssos e tecidos, biossensores para diagnéstico do
cancer, esses sao alguns exemplos importantes onde a nanotecnologia é aplicada na
medicina (GLORIA et al., 2012; BANOBRE-LOPEZ et al., 2011; TAMPIERI et al.,
2012).

Figura 1- Areas de aplicagéo da nanotecnologia.

Nanotecnologia

Fonte: Autor.
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As nanoparticulas (NPs) sdo definidas como particulas que tem sua
dimensdo fisica abaixo de 1000 nm. Devido ao seu tamanho nanomeétrico as suas
propriedades (Optica, catalitica, eletrdbnica e magnética) diferirdo dos materiais com
maiores dimensdes (HERVAULT e THANH, 2014; FONTANIVE et al., 2014), ou seja,
as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas sao influenciadas pelo seu
tamanho. As NPs de maiores dimensdes sao utilizadas como agentes de contraste
em imagem por ressonancia magnética do trato gastrointestinal, por outro lado NPs
menores (~20 nm) sdo usadas como carreadores de drogas para tratamento de
tumores (FONTANIVE et al., 2014; VO-DINH, 2007).

O uso de materiais em tamanho nanométrico, em especial nanoparticulas
magnéticas (NPMs), € atualmente um assunto que desperta grande interesse em
ciéncias da saude. Devido as suas propriedades fisico-quimicas e seu tamanho, as
NPMs demonstram um grande numero de aplica¢cdes que vao desde o diagndstico
médico a tratamento de pacientes (Figura 2).

Figura 2- Imagem ilustrativa das NPMs em diagndstico e tratamento.

Nanoparticulas

Magnéticas . / ;
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ll . ‘I 55@;{ /
/
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Terapia

Diagnéstico

Fonte: http://trialx.com, 2017.

As NPs de o6xidos magnéticos possuem vantagens para 0 usO na
biomedicina por conseguirem controlar o seu tamanho na escala nanométrica, e assim
ficarem em dimensdes semelhantes a virus, proteinas e genes (Figura 3)
(FONTANIVE et al., 2014; VO-DINH, 2007).
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Figura 3- Escala nanométrica
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Fonte: http://justoginer.com, 2017.

As nanoparticulas de oOxido de ferro, em particular, estdo sendo
investigadas para ajudar no tratamento do cancer, localizando e destruindo as células
doentes, através de um tratamento eficiente que é a hipertermia magnética. A
hipertermia tem sido utilizada em paralelo com a radioterapia, durante as Ultimas
décadas, entretanto foram relatados efeitos altamente prejudiciais aos tecidos
saudaveis associados a esses tratamentos. Com isso a nanotecnologia proporciona
uma nova solugdo com a magnetohipertermia (ou hipertermia magnética) que se
baseia na utilizacdo de nanoparticulas magnéticas para induzir calor no local do
tratamento, quando um campo magnético por radiofrequéncia é aplicado provocando
um aumento de temperatura nos tecidos e 6rgaos, onde as células tumorais estéao
presentes. Portanto, um fator importante que determina a eficacia dessa técnica € a
capacidade das nanoparticulas magnéticas de serem direcionadas e acumuladas na
area desejada. Dessa forma, NPMs devem ter sua superficie funcionalizada
estrategicamente para que sejam seletivas as células e tecidos lesionados
(BANOBRE-LOPEZ, TEIJEIRO E RIVAS, 2013).

Estudos recentes mostraram que as NPs de oOxido de ferro quando
revestidas adequadamente podem proporcionar maiores beneficios quando usadas

em hipertermia magnética contra neoplasia maligna (ESCALONA et al., 2016; DUTZ
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e HERGT, 2014; FANTECHI et al., 2014; KHANDHAR et al., 2012; KRUSE et al.,2014;
QUINTO et al., 2015; SADHASIVAM et al., 2015), prevencdo de aglomeracdo /
sedimentacao in vitro e in vivo, biocompatibilidade e a possibilidade de introduzir
novas funcionalidades terapéuticas (carrear moléculas terapéuticas / drogas e genes)
(ESCALONA et al., 2016).

O recobrimento biocompativel e biodegradavel nestes sistemas de
nanoparticulas de nucleo / casca é geralmente feito por um material polimérico ou
lipidico (REDDY et al., 2012). Neste ultimo caso, a associacdo de lipideos solidos a
NPMs pode possibilitar resultados biomédicos promissores (ROSTAMI et al., 2014;
PURI et al., 2009;). Tais matrizes (nanoparticulas lipidicas sélidas, NLSs) tém sido
relatadas como biocompativeis, biodegradaveis e materiais bem tolerados
(DOKTOROVOVA et al., 2014), encontrando aplicacbes promissoras como
carreamento de drogas e &cidos nucleicos até o local de acdo (ESCALONA at al.,
2016; DE JESUS e ZUHORN, 2015; GASTALDI et al., 2014; ROSTAMI et al., 2014;
UNER e YENER, 2007).

1.2 Nanoparticula Lipidica Sélida (NLS)

Os lipideos sdo compostos de origem biolégica que se dissolvem em
solventes apolares, tais como: cloroférmio e éter dietilico. O nome lipideo vem da
palavra grega, lipos, que significa gordura. Eles sao definidos pela operacgéo fisica que
se usa para isola-los e nao por suas estruturas, como é o caso dos carboidratos e das
proteinas, portanto € comum que os lipideos incluam uma variedade de tipos
estruturais (SOLOMONS e FRYHLE, 2002), dentre eles 6leos, gorduras, ceras e
acidos graxos.

A maioria dos excipientes farmacéuticos sado originarios de outras
industrias: os polimeros de grau farmacéutico evoluiram da industria quimica
doméstica e da industria alimentar. Os excipientes lipidicos s&o derivados
predominantemente da industria alimenticia onde foram utilizados como aditivos para
emulsificacdo, solubilizacdo, estabilizacdo e lubrificacdo. Os excipientes lipidicos
foram refinados e aperfeicoados para que a industria farmacéutica pudesse solucionar
os desafios da administragcdo de farmacos, incluindo a solubilidade, propriedades de

dissolugao e também na producao (ROSIAUX et al., 2014).
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As NLSs apresentam uma alternativa muito interessante frente a algumas
nanoparticulas poliméricas, que foram frequentemente citadas como citotdxicas e
relativamente dificeis de fabricar em larga escala (ROSIAUX et al., 2014; SINGH e
RAMARAO, 2013; JONG e BORM, 2008).

As matrizes lipidicas sdo usadas em nanossistemas e vém sendo
amplamente pesquisadas por possuirem excelentes caracteristicas, tais como;
biocompatibilidade e versatilidade na utilizacdo desse sistema para entrega de
farmaco por via oral, pulmonar, tépica e parenteral (AMARAL et al., 2014; SEVERINO
et al., 2012; UNER e YENER, 2007; WISSING et al., 2004).

Para aplicacdo na area da saude um nanossistema ideal deve ser menor
que 1000 nm e apresentar vantagens superiores do material quando nao esta
particulado. Com o avango na area de nanotecnologia é possivel desenvolver
sistemas carreadores de farmaco com uma grande diversidade de constituintes e
técnicas de obtengéo (AMARALet al., 2014; FANTHI, MOZAFARI e MOHEBBI, 2012;
GUPTA e KOMPELLA, 2006).

A nanoparticula lipidica sélida (NLS) (Figura 4) foi introduzida em 1991 e
tem atraido cada vez mais atencdo por ser um sistema alternativo para entrega
controlada de farmaco (KHERADMANDNIA et al., 2010; MULLER et al., 2000;
WESTESEN, 2000; VRINGER, 1999), devido a sua boa tolerabilidade,
biodegradabilidade, estabilidade fisica, possibilidade de producdo em larga escala e
a incorporagao eficaz das drogas hidrofébicas em seu nuacleo lipidico
(KHERADMANDNIAet al., 2010; MULLER e KECK, 2004; MUHLEN et al., 1997).

NLSs sao sistemas de liberagdo de ativos que agrupam as melhores
caracteristicas encontradas nos sistemas convencionais como: Lipossomais
(inocuidade dos constituintes), micro e nanoparticulas poliméricas (matriz sélida)
(TAVEIRA, NOMIZO e LOPEZ, 2009; LACERDA, 2006; OLBRICH et al., 2001). Elas
sdo compostas de lipideos que sao compativeis fisiologicamente, possuem alto ponto
de fuséo (PF) e nucleo sdlido o qual é revestido por surfactantes anfifilicos atoxicos
(MEHNERT e MADER, 2001). As nanoparticulas estdo no estado sélido, tanto na
temperatura corpérea quanto na ambiente e possuem tamanho nanométrico que varia
entre 50 a 1000 nm (MUHLEN et al., 1997).
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Figura 4- Nanoparticula Lipidica Soélida (NLS)

??%
‘."\:\ estado s J"‘“
(NLS) \A‘

o
% s o0°

Fonte: Autor

Estruturalmente as NLSs sao bastante parecidas com as nanoemulsées, a
diferencga entre elas € a composicao nuclear, pois as NLSs sdo compostas por lipideos
solidos a temperatura ambiente, enquanto as nanoemulsdes sao Oleos liquidos
(MULLER et al., 2000a). O estado fisico desses lipideos é responsavel por tornar a
mobilidade dos bioativos menor nas NLS, podendo sustentar ou controlar a taxa de
liberagdo desses ativos (TAVEIRA, NOMIZO e LOPEZ,2009; MEHNERT e MADER,
2001).

Estudos tém demonstrado que as caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade das NLSs com farmaco dependera das propriedades da droga e dos
outros componentes (LIM e KIM, 2002). A escolha adequada dos lipideos e
surfactantes, sua composicao, afetam o tamanho das particulas, a estabilidade a
longo prazo (durante o armazenamento), o transporte e a liberagédo da droga (KIM et
al, 2005). Logo, observa-se que existe uma formulacéo ideal da NLS para cada ativo
e que pode ser obtido através da investigagdo dos efeitos das variaveis no processo
e nas caracteristicas desejaveis dos transportadores (sistemas) (KHERADMANDNIA
et al., 2010).

Os lipideos mais utilizados na sintese das NLS séo os triglicerideos
(triestearina), glicideos parciais (monoestearato de gliceril), acidos graxos (acido
estearico), esterois (colesterol) e ceras (cetilpalmitato). Sa&o usados varios
emulsificantes e polimeros para evitar a agregacao das particulas e estabiliza-las. Os
mais usados sdo sais biliares (taurodeoxicolato), lecitinas e copolimeros de
polidxidoetileno e poliéxidopropileno (Poloxamer) (TAVEIRA, NOMIZO e LOPEZ,
2009; MEHNERT e MADER, 2001).
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1.3 Nanoparticula Magnética

As nanoparticulas magnéticas podem ser definidas como a classe de
nanoparticulas que podem ser manipuladas usando um campo magnético, e que
normalmente sdo constituidas de elementos magnéticos, como ferro, niquel, cobalto
e seus compostos (BEDE, 2010).

Os materiais podem ser organizados em diferentes tipos, como
ferromagnético, diamagnético, paramagnético, ferrimagnético, antiferromagnético,
entre outros, dependendo da sua resposta a um campo magnético externo aplicado.
Os materiais diamagnéticos (quando submetidos a um campo magnético externo, a
magnitude do momento magnético induzido é baixa e oposta ao sentido do campo),
paramagnético (0 campo magnético induzido é de maior magnitude e no mesmo
sentido do campo externo aplicado), ferromagnético (0 momento magnético é intenso
e permanente, mesmo com auséncia de campo externo) (SOUZA, BECK e
VARANDA, 2013), antiferromagnético (com a presenca do campo externo 0 momento
magnético € quase nulo devido ao alinhamento dos spins ocorrerem
antiparalelamente) e o ferrimagnetismo (0 momento magnético € menor que o do
ferromagnético, por esse material ser composto por dois ou mais ions diferentes e
ainda possuem spins antiparalelos acabam possuindo momentos magnéticos que se

cancelam mas nédo completamente) (Figura 5) (JUNIOR et al., 2011).
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Figura 5- Imagem ilustrativa do comportamento dos materiais magnéticos:
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Existem também  materiais magnéticos  classificados como
superparamagnéticos que comportam-se de maneira semelhante aos materiais
paramagnéticos (mas em vez de cada atomo ser afetado individualmente pelo campo
magneético externo, 0 momento magnético de todo o material tende a alinhar-se com
0 campo magnético) e ao mesmo tempo mostra uma alta susceptibilidade magnética
como em um ferromagnético (OLIVEIRA, 2012). Assim os momentos magnéticos de
varios ions nao se cancelam mutuamente, alinhando-se em conjunto, fazendo com

que estes materiais tenham um momento magnético permanente, muito superior na
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presenga de um campo magnético externo (CARVALHO, 2011). O
superparamagnetismo permite o alinhamento magnético instantdneo da NP em
relagdo a um campo magnético externo aplicado, mesmo em valores muito baixo de
campo, mas na sua auséncia nenhuma magnetizagcédo € encontrada (SOUZA, BECK
e VARANDA, 2013). Por causa dessa propriedade esses materiais despertam
interessenas ciéncias da saude.

Os nanossistemas magnéticos estdo sendo usados em diversas aplicagoes
bioldgicas. A utilizagao de distintas formas de 6xido de ferro para procedimentos de
diagnosticos como agente de contraste em imagem por ressonéncia magnética (IRM),
carreador magnético de ativos e magnetohipertermia tem conquistado grande
aceitacdo em diversas praticas, embora as aplicagdes terapéuticas ainda estejam sob
investigacao. Tais aplicagdes exploram, dos 6xidos de ferro, suas duas maiores
vantagens: sua baixa toxicidade em seres humanos e a possibilidade de controlar sua
magnetizacdo (SOUZA e MOHALLEM, 2011; CHASTELLAIN et al., 2004; RACUCIU,
2006).

Provavelmente a via quimica mais simples e eficiente para a obtencao de
particulas magnéticas é a coprecipitacdo. Oxidos de ferro (FesOs ou y-Fe203) sdo
geralmente preparados por uma mistura estequiométrica de sais ferrosos e férricos
em meio aquoso com a adicdo de uma base em atmosfera inerte a temperatura
ambiente ou temperatura elevada. O tamanho, a forma e a composi¢cdo das
nanoparticulas magnéticas dependem do tipo de sais utilizados (por exemplo,
cloretos, sulfatos e nitratos), da raz&o entre os sais, da temperatura, do valor do pH e
da forga ibnica dos meios. A reacado quimica de formacao da Fe30O4 pode ser escrita
como na equacao (1) (FRANCISQUINI, SCHOENMAKER E SOUZA, 2015):

Fe2*@aq) + 2Fe3*(aq) + 80H (aq)> Fe3Oae)+ 4H20) Equacéo 1

A magnetita € um éxido de ferro que possui estrutura de espinélio invertido
(Figura 6), podendo ser representada pela féormula FeOFe203(Fe304). A célula unitaria
([Fe3*]e[Fed3*s Fe?*s] O32) possui 56 ions, dentre eles 32 0%, 8 Fe?* e 16 Fe3*. Os ions
do oxigénio formam uma estrutura clbica de face centrada (cfc). Os ions do Fe?*
ocupam os buracos octaédricos juntamente com 8 ions do Fe®*, ficando assim com 6

atomos de O% como 1° vizinhos. O restante dos ions de Fe3* ocupam o0s buracos
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tetraédricos e ficam circundados por quatro ions de oxigénio (KORELEVE, AREFYEV,
e RAMAZANOVA, 2008).

Figura 6- Estrutura cristalina da magnetita (cubica de espinélio invertido).
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Fonte: Silva, 2013.

As nanoparticulas de magnetita (FesOs4) apresentam carater
superparamagnético. A principal caracteristica dessa propriedade magnética consiste
na magnetizacdo das nanoparticulas apenas na presenca de um campo magnético
externo. Assim, quando se retira o campo magnético externo, nenhum comportamento
magnético, magnetizacdo remanescente e coercividade (campo magnético aplicado
para que a magnetizacdo do material seja igual a zero) sédo verificados (Figura 7)
(FREY et al.,2009), podendo ser utilizadas como agentes de contraste em imagem
por ressonancia magnética para diagnosticar tumores e doencas cardiovasculares,
hipertermia na terapia do cancer e separacdo magnética de células e biomoléculas
(BINI, et al., 2011).

Figura 7- llustracdo de uma curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado para
materiais superparamagneéticos.
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As curvas de magnetizacdo variam de acordo com o material magnético.
Para materiais diamagnético e paramagnético, a magnetizacdo observada, a baixo
campo, € linear e retorna a zero quando o campo € removido. Comparando-se estes
dois comportamentos, observa-se que a inclinacdo da curva para um material
diamagnético é pequena e negativa, enquanto que para um material paramagnético
maior e positiva. Materiais ferromagnéticos séo facilmente identificados pela histerese
presente no gréafico de magnetizagédo versus campo magnético (Figura 8). Quando a
area da curva de histerese € grande o material é dito duro, enquanto materiais moles

produzem curvas de histerese com pequenas areas (FERRI, 2010).

Figura 8- llustracdo de uma curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado para
materiais: diamagnético, paramagnético, antiferromagnético e ferromagnético.
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Fonte: Ferri, 2010.

Aplicando-se um campo magnético no material inicialmente
desmagnetizado (ver Figura 9), este seguira a curva até atingir um patamar estavel
chamado de magnetizacdo de saturacdo (Ms). Através da reducdo do campo
magnético a partir deste valor, M decresce mais lentamente até um valor residual da
magnetizagdo para um campo nulo chamado de magnetizacdo remanescente (M),
onde o material fica magnetizado sem aplicagdo de campo. Trocando o sentido do
campo a magnetizacao segue no mesmo sentido da curva para valores de M menores
que M até que a magnetizacdo se anule para um determinado valor de campo
chamado de campo coercivo (Hc). Com o prosseguimento da variacdo do modulo do

campo magnético, adquire-se novamente uma regido de saturagéo e repetindo o ciclo
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no sentido inverso ocorre uma curva fechada que é o chamado ciclo de histerese
(CUNHA, 2014).

Figura 9- llustracdo de uma curva de magnetizacdo em funcédo do campo magnético aplicado para
materiais ferromagnéticos.
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Essas particulas magnéticas sao capazes de responder a um gradiente de
campo magnético externo. Os tecidos humanos apresentam penetrabilidade ao
campo magnético, desta forma as NPMs podem ser conduzidas para tecidos de
interesse, como células tumorais, por exemplo, e apresentar acdo especifica
(FONTANIVE et al., 2014).

1.4 Nanoparticula Lipidica Solida Magnética (NLSM)

Para agregar ainda mais valores aos sistemas de NLSs foram adicionadas
nanoparticulas magnéticas, logo surgiram as NLSMs. Elas apresentam as mesmas
caracteristicas das NLSs tais como compatibilidade fisiolégica, alto ponto de fusao
(PF) da matriz lipidica e nucleo sélido o qual é revestido por surfactantes anfifilicos
atoxicos (MEHNERT e MADER, 2001).

A incorporagéo das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro a esse
sistema foi devido principalmente a sua baixa toxicidade em seres humanos e a
possibilidade de se controlar sua magnetizagdo (SOUZA e MOHALLEM, 2011;
RACUCIU, 2006; CHASTELLAIN et al., 2004). Particulas de magnetita [s&o

compostas de ferro (Il e Ill) e oxigénio, possui formula quimica Fe3O4 (FeO.Fe20s3)]
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que vao desde micrometros a nanometros de didametros estdo atualmente em estudo
para diversas aplicagdes medicas, tais como a separagdo magnética de células (SON
et al., 2005; BRUCE et al., 2004; SAFARIKOVA et al., 2003; WEETALL e LEE, 1989),
entrega de farmaco (SON et al., 2005; GUPTA e GUPTA, 2005; FINOTELLY et al.,
2004; ATTWOOD, 1994), agente de contraste de IRM (SON et al., 2005; GUPTA e
GUPTA, 2005; PARDOE et al., 2003) e hipertermia (SON et al., 2005; GUPTA e
GUPTA, 2005; JORDAN et al., 1999; KAWASHITA et al., 2005; HERGT et al., 1998).
Suas propriedades unicas em termos de estabilidade quimica, biocompatibilidade,
baixo prego e boa resposta magnética fazem desse material ideal para tais aplicagbes
(VERGES et al., 2008).

As NLSMs tém sido descritas, em alguns artigos, como um sistema em
potencial para carreamento e liberagdo controlada de drogas. Pang et al., (2007)
obtiveram NLSM utilizando o acido estearico, 1-octadecanol e lecitina para constituir
a matriz lipidica e FesO4 como nanoparticulas magnéticas. A droga incorporada nas
NLSMs foi o ibuprofeno. Os resultados de Raios-X e MET mostraram uma
incorporagao bem sucedida do 6xido de ferro pela matriz lipidica e a eficiéncia de
encapsulagcado do ibuprofeno foi medida por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Segundo Pang et al., (2007) as NLSMs mostraram potencial para serem
utilizadas na liberagdo controlada de farmacos. Trabalho semelhante foi desenvolvido
por Hsu e Su (2008) onde também desenvolveram NLSMs para serem utilizadas na
liberacao de farmaco por hipertermia magnética.

Escalona et al., (2016) realizaram um procedimento de dupla emulsdo e
evaporagao do solvente para obter NLSMs com o gliceril trimiristato como matriz
lipidica e no seu nucleo nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro. As propriedades
da superficie (eletrocinética e dados termodinamicos) foram quase indistinguiveis
daqueles da nanomatriz lipidica soélida, enquanto que as caracterizacdes de
microscopia eletrbnica e os padroes de difracdo de raios-X confirmaram o
recobrimento satisfatério da magnetita. Determinag¢des do ciclo de histerese foram
importantes para definir a capacidade de resposta magnética adequada dos
nanocompdsitos, e sua caracteristica de aquecimento foi investigada em um campo
magnético alternado de alta frequéncia, uma temperatura maxima e constante de
46 °C foi obtida no periodo de 40 min. Testes in vitro foram realizados em células
humanas de adenocarcinoma do colon HT29 e demonstraram uma diminuigao

promissora da viabilidade celular depois do tratamento com os nanocompdésitos, apos
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a exposi¢cdo ao campo eletromagnético alternado. Esta foi a primeira vez que esse
tipo de nanoformulagdes, com caracteristicas muito promissoras para aplicacdo em

hipertermia, foi desenvolvida para fins terapéuticos.

1.5 Aplicagoées das NLSMs

1.5.1 Hipertermia Magnética (HM)

O significado etimoldgico da palavra "Hipertermia" € a geracéo de calor. E
em relacao a terapia do cancer, esse termo é usado para implicar no tratamento com
base na geracdo de calor no local especifico (NAGARAJAN e YONG, 2008). A
abordagem envolve elevar a temperatura no ambiente, onde o tumor encontra-se,
resultando em mudancga na fisiologia das células doentes finalmente levando-as a
apoptose (LOO et al., 2002). As células tumorais s&do mais sensiveis a temperatura
elevada do que as células normais, portanto, a hipertermia nado afeta as células
normais. E uma terapia de cancer adjuvante usada para aumentar a eficacia de
terapias tradicionais, como radioterapia e quimioterapia, cirurgia, terapia genética e
imunoterapia para o cancro (KUMAR e MOHAMMAD, 2011).

Dependendo do aumento da temperatura, o tratamento de hipertermia
magnética pode ser classificado em trés diferentes tipos. Na ablagcao térmica, um
tumor é submetido a altas temperaturas de aquecimento, (46 °C < T <56 °C), fazendo
com que as ceélulas sofram necrose direta do tecido, coagulagdo ou carbonizagédo. A
hipertermia moderada (41 °C < T < 46 °C) tem varios efeitos tanto ao nivel celular
como tecidual. A diatermia utiliza temperaturas mais baixas (T <41 °C) para o
tratamento de doencas reumaticas em fisioterapia (KUMAR e MOHAMMAD, 2011).

A hipertermia magnética moderada tem atraido significativamente a
atengcdo como um método seguro para terapia do cancer. Essa técnica pode permitir
um acréscimo de temperatura no local especifico, matando assim as células tumorais
causando o minimo de danos ao tecido normal. Este método envolve a introducao de
particulas ferromagnéticas ou superparamagnéticas no tecido tumoral, seguido por
irradiagdo do campo magnético de corrente alternada (CA). Em geral, particulas
magnéticas geram calor em um campo magnético externo de CA, devido a rotagao
dos momentos magnéticos causada pela aplicacdo do campo, a partir de varios

mecanismos fisicos. Esses incluem perda por relaxagédo (mecanismo dominante em
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materiais magnéticos superparamagnéticos de monodominio) ou perda por histerese
(materiais de multidominio), que depende fortemente da frequéncia do campo externo,
bem como da natureza das particulas, tais como o tamanho da particula e
modificagdes na superficie (SOUZA e MOHALLEN, 2011; Llet al., 2010; JOZEFCZAK
e SKUMIEL, 2007; SHINKAI et al., 1994).

A perda de energia por relaxagdo (processo através do qual os spins
retornam ao equilibrio) em nanoparticulas magnéticas de monodominio acontece
principalmente de dois modos: O relaxamento magnético (Relaxagdo de Néel) e de
movimento (Relaxagao de Brown), e sdo responsaveis pelo aquecimento em sistemas
superparamagnéticos (SOUZA e MOHALLEN, 2011). Na relaxagdo de Néel, o
momento magnético da particula gira internamente para se alinhar com o campo
(rotacdo dos momentos magnéticos atdomicos de cada particula), enquanto na
relaxagado Browniana, a particula gira fisicamente para alinhar o momento magnético

com o campo (rotagdo fisica das particulas no fluido) (Figura 10) (SILVA, 2012).

Figura 10- llustracéo da relaxacao de Néel e Brown.
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Fonte: Silva, 2012

No que diz respeito a aplicagbes na hipertermia, as propriedades
importantes de particulas magnéticas s&do biocompatibilidade, atoxicidade,
injetabilidade, possibilidade de conduzi-las e manté-las em local desejado dentro do
corpo, alta capacidade de se acumular no tumor alvo e taxa de absorcao especifica
de energia eficaz (SAR), que indica a taxa de evolugao do calor em hipertermia
(VERGES et al., 2008).

Outro motivo pelo qual os materiais superparamagnéticos sao preferiveis é

o fato de possuirem uma alta taxa de absorgéo especifica (SAR —SpecificAbsorption
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Rate). Ou seja, tendo fundamento na relaxagdo Browniana e de Néel, demonstrou-se
que as nanoparticulas superparamagnéticas, ou particulas monodominio, absorvem
muito mais energia quando expostas a um campo magnético de corrente alternada
em comparagao com o obtido por histerese aquecendo microparticulas, ou particulas
multidominio (OLIVEIRA, 2012).

A taxa de absorcdo especifica € uma medida da quantidade de energia
convertida em calor, por unidade de tempo e massa, a partir de um campo magneético
aplicado em particulas magnéticas (SILVA, 2012; WIJAY et al., 2007).

O SAR em W.g ' pode ser calculado através da equagéo 2 (THOMAS et al.,
2015):

SAR=C|AT | 1 Equacdo (2)
At | m

onde: C é a capacidade calorifica (J/g.k) do material, m € a massa total (g) das
nanoparticulas magnéticas e AT (k) é a variagdo da temperatura em um intevalo de
tempo At (s).

Alguns estudos sobre hipertermia no tratamento do cancer focaram no
desenvolvimento de sistemas intracelulares para hipertermia. Nestes estudos,
nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita (com tamanho aproximadamente
de 10 nm) sdo normalmente modificados utilizando dextrano ou &cido oleico, sdo
funcionalizadas com um polimero ou lipossomas, e / ou sdo associadas a um farmaco
terapéutico anticancerigeno para tentar melhorar a estabilidade coloidal do fluido
magnético, afinidade com célula de carcinoma ou conferir capacidade de
direcionamento especifico até o tumor (LI et al., 2010; ITO et al., 2003; MITSUMORI
et al., 2001; YANASE et al., 1998; MITSUMORI et al., 1996).

No caso particular de nanoparticulas magnéticas, uma das vias de
administracdo mais desejavel é através da injecao intravenosa (Figura 11) de modo
que a criagao adicional de forgas magnéticas suficientemente fortes por meio de imas
permanentes poderia orienta-las para o tecido alvo, superando as forcas de fluxo
sanguineo geradas naturalmente no sistema de circulagédo sanguinea (BANOBRE,
TEIJEIRO E RIVAS, 2013).
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Figura 11- Imagem ilustrativa do procedimento em hipertermia magnética. As nanoparticulas séo
injetadas via intravenosa e entéo é aplicado um campo magnético alternado na regiao de tumor,

para gerar o aquecimento.
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Fonte: Andrade et al., 2011.

As células carcinomatosas, como qualquer outra célula existente, quando
submetidas a um determinado tratamento, ndo sao completamente suprimidas, parte
delas sao eliminadas e a outra parte fica mais resistente a esse tratamento. Por isso
a importancia no desenvolvimento de novas terapias para o combate da neoplasia
maligna. Observa-se também a necessidade de especificidade do local onde sera
aplicado o tratamento para que se possa reduzir os efeitos colaterais e, desse modo,
proporcionar ao paciente sintomas menos incémodos e prejudiciais (OLIVEIRA,
2012).

Um dos trabalhos mais importantes voltados para tratamento da neoplasia
maligna em humanos por Hipertermia magnética foi desenvolvido a partir da década
de 90, por pesquisadores no hospital Charité na Alemanha, durante um tratamento de
cancer de préstata (JOHANNSEN et al., 2005). Neste estudo, a viabilidade da terapia
foi avaliada utilizando um aparelho de hipertermia com campo magnético (MFH®-
300F, operando em 100 kHz, com uma intensidade de campo variando de 0-226 Oe)
e as nanoparticulas FesO4 eram revestidas por aminosilana. As nanoparticulas foram
administradas através de uma injecdo transperineal e o material ficou retido na
préstata pelo intervalo de 6 semanas do tratamento, fazendo com que apenas uma

aplicacdo fosse neceséria, porém sem apresentar toxicidade sistémica pelo
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acompanhamento até 1 ano, 5 meses e 15 dias. Foi observada a diminui¢cdo dos niveis
do antigeno prostatico especifico (PSA) em oito, dos dez pacientes que se
submeteram ao tratamento (LI et al., 2010; JOHANNSEN et al., 2005).

Figura 12- Imagem do equipamento de hipertermia magnética.

Fonte:http://www.agenciasinc.es, 2016.

1.5.2 Imagem por Ressonéncia Magnética (IRM)

A Imagem por Ressonancia Magnética (IRM) é uma técnica de imagiologia
fundamentada nos principios da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

A IRM é um método de diagndstico por imagem, muito utilizado e esta em
crescente desenvolvimento. Devido a alta capacidade de diferenciar tecidos e coletar
informacdes bioquimicas, a diversidade de aplicagcdes se estende a todas as partes
do corpo humano e explora aspectos anatémicos e funcionais. Os principais atomos
que estado presentes no tecido humano sdo o oxigénio, carbono, nitrogénio, calcio,
fésforo, hidrogénio, mas nem todos estes nucleos possuem propriedades que
possibilitem seu uso em IRM. Utiliza-se o hidrogénio por ter o maior momento
magnético nuclear, possuir diferenciagcdo em IRM quando esta presente no tecido
normal e no tecido patoldgico e ser um elemento quimico abundante no corpo humano
(MAZZOLA, 2009).

A IRM é, resumidamente, o resultado da interacdo do forte campo
magneético produzido pelo equipamento com os hidrogénios do tecido humano,
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criando uma condigao para que se possa enviar um pulso de radiofrequéncia (RF) e,
depois coletar a RF modificada, através de uma bobina ou antena receptora. Este
sinal codificado espacialmente por gradientes de campo magnético é coletado,
processado e convertido numa imagem ou informagao (MAZZOLA, 2009). Ao aplicar
um pulso de radiofrequéncia (RF) ressonante com a transigao de spin, os hidrogénios
mudam seu nivel de spin. A partir do instante em que o pulso de RF é desligado, o
sistema excitado dos spins relaxa e volta ao seu estado de equilibrio reemitindo a RF
que é captada através de correntes induzidas em bobinas receptoras no equipamento.
O processo através do qual os spins dos prétons voltam para o seu estado original, €
referido como relaxagéo (OLIVEIRA, 2014).

O efeito de relaxagao dos spins € devido a trocas de energia entre spins e
entre os spins e suas vizinhancas (rede), estas interacbes sao denominadas de
relaxacdo spin-spin e spin-rede, respectivamente. Os tempos de relaxacdo foram
denominados de T1 e T2. A constante T1 representa o tempo de retorno da
magnetizacado para o eixo longitudinal e é influenciada pela interagao dos spins com
arede. A constante T2 faz referéncia a redugao da magnetizagao no plano transversal
e é influenciada pela interagao spin-spin (MAZZOLA, 2009). As imagens ponderadas
em T1 e T2 sdo sequéncias de contraste que medem as diferengas dos parametros T+
e T2 de cada tecido (intrinsecos ao tecido em estudo). O tempo de relaxagao T+
corresponde as trocas de energia do nucleo de hidrogénio com seu meio ambiente e
o tempo de relaxagcédo T2 representa as trocas de energia entre nucleos vizinhos
(FERNANDES, DIAS E MARQUES, 2011). AFigura 13 exibe os eixos de coordenadas
(x, y e z) e o vetor que representa 0 momento magnético (u) de um hidrogénio
realizando o movimento de precessao em torno do eixo z, assim como as mesmas
coordenadas num tipico magneto supercondutor. O eixo z, ou longitudinal, representa
a direcao de aplicagdo do campo magnético principal (Bo). O plano xy é chamado de
plano transversal (MAZZOLA, 2009).
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Figura 13- Eixos de coordenadas usadas em IRM e o vetor momento magnético (u) associado

Fonte: Mazzola, 2009.

O contraste por IRM em diferentes tecidos pode ser modificado por agentes
de contraste que encurtam o tempo de relaxagcdo longitudinal e transversal. Esta
capacidade de alterar os tempos T1 e T2 é frequentemente usada para aumentar a
sensibilidade e especificidade de deteccdo de certas patologias (OLIVEIRA, 2014;
AGRAWAL, STRIJKERS e NICOLAY, 2010).

A IRM é uma excelente modalidade de imagem. No entanto, a baixa
sensibilidade da técnica representa um desafio para conseguir uma imagem precisa
a nivel molecular. Para superar isso, os agentes de contraste sio utilizados
(KEASBERRYet al., 2015). Um dos principais objetivos na elaboragao de agentes de
contraste em IRM envolve a sintese e caracterizagdo de novos materiais poliméricos
que auxiliam na imagem nitida de tecidos e células especificas (HUFFSTETLER,
2009).

Os agentes de contraste, atualmente em uso clinico ou laboratorial, podem
ser relativamente divididos em dois tipos: os que incorporam ions paramagnéticos,
tais como gadolinio ou manganés para imagem ponderada em T1, € as que contém
nanoparticulas superparamagneticas de 6xido de ferro (SPIONs-Superparamagnetic
Iron Oxides) para imagem ponderada em T2 (PRASAD, 2006).

Nanoparticulas de 6xido de ferro tém sido utilizadas como agentes de
contraste em IRM devido as suas propriedades de encurtamento de T2 e T2*, que séo
o tempo de relaxagdo transversal (spin-spin), referente a componente do vetor
magnetizagdo, perpendicular ao campo magnético aplicado, e curto tempo de
relaxagao transversal, respectivamente. Em uma analise de IRM, quando o nucleo do

atomo absorve energia pelas ondas de radiofrequéncia, aplicadas externamente,
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libera a energia em forma de sinal ao retornar ao seu estado de menor energia. A
velocidade com que a amostra volta ao seu estado de mais baixa energia € chamada
de relaxacao. As nanoparticulas distorcem o campo magnético local e modificam T2 e
T2* dos prétons da agua nas moléculas de agua circunvizinhas. Por isso os 6xidos de
ferro servem como um agente de contraste negativo em IRM para aplicagdes
biolégicas.

NPs superparamagnética de o6xido de ferro desempenham um papel
importante como agentes de contraste para ressonancia magnética, para melhor
diferenciar os tecidos saudaveis dos patoldgicos. A inclusdo de particulas magnéticas
no interior do tecido permite um sinal muito grande para ser obtido a partir de um
scanner de ressonancia magnética (FONTANIVE et al., 2014).

Agentes de contraste do tipo T1, contendo gadolinio, sdo os usados
convencionalmente em clinicas, por produzir um aumento no sinal e dessa forma é
mais favoravel e mais facil de distinguir as imagens, embora haja inconveniéncias no
seu uso devido a interferéncia no tecido adiposo, seu potencial de toxicidade e um
curto tempo de permanéncia no corpo, pois sao rapidamente excretados
(KEASBERRY et al., 2015). Por isso as nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro
tém sido propostas para ser usadas como agentes de contraste (do tipo T2) mais
seguros devido a sua biocompatibilidade e capacidade de aumentar o contraste
escuro nas imagens.

Dizem-se agentes de contraste positivos, os que possibilitam tornar a
imagem mais clara afetando predominantemente o valor de tempo de relaxagao
longitudinal (T1). Contrariamente, agentes de contraste negativos tém um efeito
predominante no valor do tempo de relaxagao transversal (T2) e, portanto levam ao
escurecimento da imagem. Imagens por ressonancia magnética em que € evidenciado
o efeito no T1 dizem-se imagens ponderadas em T4, no caso do efeito evidenciado em
T2 estas se dizem ponderadas em T2 (Figura 14) (CARVALHO, 2011).
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Figura 14-a) imagem ponderada em T2 e b) imagem ponderada em Ti.

Fonte: Carvalho, 2011.

A técnica de IRM se apresenta vantajosa por ser ndo invasiva e nao
depositar energia ionizante, sendo ideal para estudos da marcagéao celular mediante
analise dos tempos de relaxagao caracteristicos: tempo de relaxacdo longitudinal (T+1)

etempo de relaxacéo transversal (T2) (MAMANI, 2012).

1.6 Oncocalyxone A

Muitas plantas sao repositorios de compostos organicos, que podem conter
substancias farmacologicamente ativas que serveriam como drogas ou moléculas
para o desenvolvimento de farmacos (JOSHI et al., 2013). A Auxemma oncocalyx Taub
(A. oncocalyx) seria uma delas. Ela pertence a familia Boraginaceae e € uma planta
endémica da regiao do nordeste brasileiro, comumente encontrada no Rio Grande do
Norte e Ceara, particularmente da caatinga, um bioma exclusivo dessa regiao
(BARRETO et al., 2013).

A. oncocalyx € uma arvore que tem entre 6 a 8 metros de altura e seu tronco
possui diametrode 30 a 40 cm. Possui flores pequenas, densas e brancas e esta é
uma particularidade que atribui ao seu nome popular “pau branco”. As folhas sao
simples, alternadas, elipticas, serriihadas do meio ao apice e com consisténcia
membranosa. Seus frutos sdo drupas glabrosas de 2,5 cm (Figura15) (REVILLA,
2016).
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Figural5-Auxemma oncocalyx Taub (pau branco). a) Arvore, b) Flor e c) Fruto.

Fonte:http://www.cnip.org.br, 2017.

Pessoa et al.,, (1995) e Marques et al., (2000) afirmam que o extrato
extraido do cerne da A. oncocalyx teve como resultado da sua analise fitoquimica
varias quinonas, terpenoides e hidroquinonas com esqueleto C16. Dois destes
metabdlitos secundarios, denominados oncocalyxona A (oncoA) e C foram obtidos em
quantidades significativas. Ambos os compostos demonstraram atividade antitumoral
(PESSOA et al., 2000), possivelmente relacionado com seus efeitos antimitéticos e
posteriormente foi demonstrado que em culturas primarias de linfécitos humanos a
onco A é desprovida de genotoxicidade (FERREIRA et al, 2008; PESSOA et al., 2003).

A oncocalyxona A (C17H180Os) € o principal metabolito secundario isolado a
partir do extrato etandlico extraido do cerne de Auxemma oncocalyx Taub. A onco A
(Figura 16) tem muitos usos farmacéuticos tais como: antitumoral, analgésico,
antioxidante e inibidor de agregacgao plaquetaria (JOSHI et al., 2013; COSTA et al.,
2012).
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Figura 16- Estrutura quimica da oncocalyxona A.
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Fonte: Autor.

1.7 Cera de Carnauba

A Copernicia Cerifera, conhecida popularmente como carnaubeira,
pertence a familia Palmae. E uma palmeira nativa do Brasil, mas também se desenvolve
com facilidade em qualquer pais com clima tropical. A carnaubeira existe em paises
como; Africa Equatorial, Ceildo, Equador, Tailandia e na Colémbia, mas apenas no
ambiente seco das caatingas do Nordeste Brasileiro, especialmente nos estados do
Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte, que ela se encontra em condi¢des de exploracédo
econdmica e apenas no Brasil essa palmeira é capaz de produzir cera (CARVALHO
e GOMES, 2004) (Tabela 1).

Tabela 1- Informacdes boténicas da carnaubeira.

Dados Botanicos
Nome popular: carnauba, carnaubeira, caranda;
Familia Botanica: Palmae;
Nome Cientifico: Copernicia cerifera Mart.;
Sinonimias: C. prunifera Miller, Corypha cerifera Arruda.
Origem: Nordeste do Brasil e Pantanal

Fonte: Rodrigues, 2004

A carnaubeira € conhecida como arvore da vida, devido sua quantidade de
aplicacoes. Os frutos servem para alimentacéo, os caules no mercado de construcao
civil, as folhas servem para cobrir casas e fazer artesanato, as raizes sao fontes de

fitoterapicos (Figural?).
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Figura 17- As diversas aplicacbesdas partes constituintes da carnaubeira. a) Caule; b) Fruto; c) Raiz e
d) Folha.

Fonte: Autor

A cera produzida a partir do pé de suas folhas tem inlmeras aplica¢des nas
areas de cosmeético, eletrdnica, alimenticia e nanomedicina (Figural8). A exploracéo
dessa palmeira representa uma atividade economicamente viavel, pois ndo € nociva
ao meio ambiente, visto que, as folhas retiradas sdo espontaneamente repostas
depois de algum tempo (GOES e BEZERRA, 2016; CARVALHO e GOMES, 2004).

Figura 18- Produtos que contém cera de carnauba. a) Eletrénicos, b) Maquiagens, c) Ceras para carros,
d) Polidores de frutas,e) Embalagens de alimentos e f) Entrega de farmaco.
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Fonte: Autor
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As ceras sao solidos que repelem agua e fazem parte do revestimento de
protecao de varios seres vivos, incluindo as folhas de plantas, a pele dos animais e as
penas de passaros. Em geral, elas sdo misturas de ésteres formadas por acidos
carboxilicos e alcoois de cadeia longa (ANZENBERGER, 2016). A cera de carnauba
€ uma cera natural e € um exsudato vegetal brasileiro da Copernica cerifera, composta
majoritariamente de ésteres de acidos carboxilicos C24 e C28 e alcoois primarios de
cadeia linear C32 e C34 (Figura 19) (LOZHECHNIKOVA et al., 2017; MILANOVIC et
al., 2010).

Figura 19-Composi¢édo quimica majoritaria da cera de carnauba.
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Fonte: Autor

Devido seu alto ponto de fusao (83-86 °C) € amplamente utilizada como um
aditivo em polimentos para carros, couro, pisos, vidros, papéis, alimentos
(LOZHECHNIKOVA et al., 2017) e também em uma variedade de produtos, tais como;
materiais eletronicos, maquiagens, polidores de frutas, embalagens de alimentos e na
entrega de farmaco. Alguns paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, ndo tem
nenhuma fonte doméstica de cera de carnauba e importa 100% dessa matéria-prima
(HARRON et al., 2017).

O que define em qual area comercial a cera de carnauba vai ser utilizada
sdo suas caracteristicas, para isso existem qualificacbes de acordo com as suas
propriedades fisicas. A cera tem diversas classificagdes, contudo a mais conhecida e
validada internacionalmente desde 1980 relaciona os tipos 1, 3 e 4 (Tabela 2). O tipo
2 ndo € mais comumentecomercializado devido se tratar de uma mistura das matérias-
primas originarias (OLIVEIRA e GOMES, 2006).



Tabela 2- Descricdo dos tipos de cera de carnauba.
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Cera de Carnauba

é extraida a cera

Tipo 1 Tipo 3 Tipo 4
(Prime Yellow) (Light Fatty Grey) (Fatty Grey)
Nome popular “Flor” “Cauipe” ou “Gorda escura” ou
“Gorda clara” “gorda batida”
Parte da P6 do “Olho”
canaubeira onde Folha P6 de “Palha” P6 de “Palha”

Castanha ou

Marrom-escuro ou

Aspectos fisicos Amarelo-clara amarelo escuro marrom-
(cor e formato) Escama Escama ou esverdeado
pedacgos Escama ou

pedacos

Area comercial

Industriascosmeética,
farmacéutica,
alimenticia e em
emulsoes

IndUstrias quimicas
e de informéatica

Polidor para piso e
fabricacéo de papel
carbono

Imagens

Fonte: Alves e Coelho, 2006; Oliveira e Gomes, 2006.

A carnaubeira ndo desperta apenas interesses econémicos, mas cientificos

também. Rodrigues, (2004) desenvolveu uma andlise fotoquimica das folhas da

carnauba e encontrou acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeia longa. Ele também

detectou a presenca de substancias com efeito antibacteriano, atividade antioxidante,

analgésica e anti-inflamatéria.

Fonte: http://veravidalpaisagismo.blogspot.com.br, 2016.

Figura 20- Imagens da Copernicia Cerifera (carnaubeira).
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Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas no campo da quimica fina com
cera de carnauba. Dentre elas a utilizagdo da cera para sintetizar nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLSs) com diversas aplicagdes.

Uma revisao recente destacou a importancia da cera de carnauba como
excipiente lipidico em sistemas de administracdo de farmacos (NART et al., 2017,
ROSIAUX et al., 2014).

NLSs tém sido propostas como veiculos coloidais adequados para
administracdo de drogas com baixa solubilidade. O cetoprofeno € uma droga modelo
e foi incorporado as NLSs, preparadas a partir de uma mistura de cera de abelha e
cera de carnauba, usando Tween 80 e lecitina de ovo como emulsificantes. Uma alta
eficacia de encapsulacdo da droga (97%) revelou a capacidade de NLS para
incorporar um farmaco com baixa solubilidade em agua, tais como o cetoprofeno. As
andlises realizadas indicaram estabilidade das nanoparticulas em relacdo a
quantidade do bioativo, pois a “liberagdo” do ativo foi insignificante apds 45 dias de
armazenamento (KHERADMANDNIA et al., 2010). Madureira et al., (2015)
desenvolveram um trabalho semelhante, onde o objetivo foi produzir nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLSs) estaveis usando cera de carnaiba como matriz lipidica solida,
para entrega do acido rosmarinico, e posteriormente ser incorporado em matrizes
alimentares. Obteve-se também uma alta eficiéncia de associacao (aproximadamente
99%). As propriedades fisico-quimicas foram mantidas durante 28 dias de
armazenamento sob-refrigeracdo e nenhum acido rosmarinico migrou das
nanoparticulas para o meio aquoso durante esse periodo, indicando uma boa
compatibilidade entre o &cido rosmarinico e o nucleo das NLSs de cera de carnauba.

Em um trabalho desenvolvido por Arias et al.,, (2011) desenvolveu-se
nanoparticulas de cera de carnalba para serem usadas para transportar o antigeno
proteico HIV-gp 140. Os resultados mostraram que sdo capazes de induzir fortes
respostas celulares imunitarias humorais / sem inflamacao nas mucosas e possuem
potencial para serem usados como vacinas anti-HIV.

As NLSs de cera de carnauba também estdo sendo usadas para
desenvolver filtros solares mais eficazes. Um estudo desenvolvido por Hernandez e
Goymann (2005), caracterizou o0s sistemas transportadores de filtros solares
inorganicos com base em uma matriz composta de cera de carnauba e oleato de
decila. Houve um aumento significativo no Fator de Protecdo Solar (FPS),

aproximadamente 50, relatado apds a encapsulacao do dioxido de titanio.



43

1.8 Liberacao controlada de Farmaco

A ideia da liberacdo controlada de compostos biologicamente ativos
comecou a ser empregada nos anos 50 com a chegada dos materiais poliméricos
(SOUZA e MOHALLEM, 2011).

Um dos grandes problemas encontrados pelas ciéncias da salde e pelas
industrias farmacéuticas sédo a baixa solubilidade da maioria dos farmacos em agua e
os efeitos colaterais causados pela liberacdo desordenada desses farmacos no
organismo. E aperfeigoar esses pardmetros, como reduzir as doses de administragéo,
o nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, esta sendo objeto de estudo continuo de
grandes pesquisas. Os aspectos mais estudados nos farmacos sao a solubilidade em
agua, a liberacéao e a distribuicao biolégica no organismo (MOURA, 2013).

Estima-se que quase metade dos farmacos falha em suas formulacdes
farmacéuticas devido a sua baixa solubilidade em &gua (PATRAVALE, 2004). Um
fator limitante para o desempenho in vivo de farmacos pouco sollveis em agua é a
sua resisténcia em ser umedecido e dissolvido nos fluidos do trato gastrointestinal. O
aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua é, portanto, muito
importante para incrementar sua taxa de absor¢ao no organismo (biodisponibilidade).

Na liberagdo existe um conceito farmacoldégico chamado de faixa
terapéutica, que € a faixa de concentracdo do farmaco no organismo na qual ele
exerce sua atividade com eficiéncia e sem causar danos ao paciente. Muitas vezes,
ao se administrar um medicamento a um paciente, a sua concentracao inicial é alta,
podendo até ultrapassar a concentracdo maxima da dose terapéutica, e apds um curto
tempo fica abaixo da concentracdo minima, seguindo um ciclo como mostra a Figura
21. Visando estabilizar a concentracdo do farmaco dentro dessa faixa terapéutica
apos sua administracéo e, assim, diminuir as doses do medicamento e seus efeitos
colaterais, tem-se desenvolvido sistemas de encapsulacdo de farmacos para
liberacdo controlada. Tais sistemas também possuem a vantagem de conferir uma
maior estabilidade quimica ao farmaco, ao protegé-lo de fatores externos tais como o

pH gastrico e o calor no ambiente de armazenagem do farmaco (MOURA, 2013).
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Figura 21- Grafico da concentracéo do farmaco na corrente sanguinea versus tempo de administracéo:
curva A, uma formulagéo convencional, e curva B, uma formulacéo ideal de liberacédo controlada.
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B- Liberacao sustentada

Fonte:Adaptado de Peppas(1997).

Outro aspecto muito estudado é a distribuicdo do farmaco até o alvo do
tratamento. Quando um farmaco entra no organismo, ele € distribuido pela corrente
sanguinea e atingem tecidos e 6rgaos que ndo séo o alvo do tratamento, podendo
causar varios efeitos colaterais e assim comprometer a seguranca ou agregar
desvantagem terapéutica. Com isso, nos Ultimos anos, investiga-se sistemas
“‘inteligentes” que direcionem o farmaco até o alvo especifico (por exemplo, tecidos
tumorais), onde seréo liberados.

Os sistemas magnéticos mostram uma vantagem por unir as caracteristicas
de polimeros termossensiveis com 0 campo magnético externo para permitir uma
forma adicional de controle da liberagédo de farmacos (SOUZA e MOHALLEM, 2011).

Um exemplo € a entrega de farmaco induzida magneticamente. O design
de sistemas inteligentes para a administragdo de farmacos é um desafio na
biomedicina, devido a sua capacidade de proporcionar um tratamento terapéutico
adicional na area desejada através da liberacao controlada de drogas. Uma estratégia
para conseguir isto é incorporar NPs magnéticas em polimeros termoativos ou
hidrogéis, 0s quais possam contrair e expandir de forma reversivel como

consequéncia do aumento da temperatura induzida magneticamente pelo efeito da
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hipertermia, de tal modo que possam entregar a quantidade de agentes terapéuticos
necessarios de forma controlada (BANOBREket al., 2013).

Quando NPs estdo dispersas homogeneamente em uma matriz polimérica
e entram em contato com o sistema bioldgico, acontece a difusdo normal do farmaco,
por causa do gradiente de concentracdo. No entanto, a aplicacdo de um campo
magnético externo alternado, poderd liberar mais rapidamente uma maior quantidade
de farmaco. Os parametros criticos para a regulacdo da liberacdo compreendem a
posicdo, orientacdo e forca magnética das particulas incorporadas no polimero e
ainda a frequéncia e a amplitude do campo magnético aplicado. Além dos parametros
existentes das particulas magnéticas e do campo magnético, a natureza do polimero
precisa ser levada em consideracédo. Caso a matriz polimérica ndo seja biodegradavel,
ela tera que ser removida do corpo humano através de cirurgia, 0 que ocasionaria um
elevado custo e risco para o paciente. Por isso a imprescindibilidade do uso de
polimeros biodegradaveis, que se fragmentam em pedacos menores, ndo téxicos e
gue possam ser excretados facilmente pelo corpo (CUNHA, 2014).

Apoés a administracdo das NPs, as que possuem um diametro acima de 200
nm, sado simplesmente isoladas pelo baco e fagocitadas, ocasionando uma diminui¢cao
do tempo de circulacdo no sangue. Em contrapartida, as particulas com diametros
menores que 10 nm séo rapidamente removidas pelos rins. Particulas com diametro
gue variam entre 10 a 100 nm sao eficazes para a injecao intravenosa e possuem um
maior tempo de circulacédo na corrente sanguinea. Essas NPs sédo consideravelmente
pequenas para evitar a eliminagdo pelo sistema reticuloendotelial (RES) do corpo
(OLIVEIRA, 2014; LAURENT et al., 2008; LU, SALABAS e SCHUTH, 2007).
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JUSTIFICATIVA

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém sido amplamente investigadas
pelo seu grande potencial como mediadores de calor em Hipertermia magnética (HM).
A apoptose de células tumorais, em HM, ocorre através do calor gerado pelas NPMs,
uma consequéncia direta das suas propriedades de aquecimento sob um campo
magnético alternado aplicado. No entanto, a HM poderia permitir outras acdes
sinergisticas além da morte de células cancerigenas.

Estes nanocarreadores também tém atraido muita atencdo devido a
possibilidade de direcionamento do farmaco em locais especificos, limitando assim os
efeitos sistematicos. O aumento do efeito anticancerigeno da quimioterapia
concomitante com Hipertermia foi observado ha mais de trinta anos. Contudo,
combinar NPMs com moléculas de drogas na mesma nanoformulagédo, surgiu a
poucos anos, como uma ferramenta promissora para a aplicacdo de HM com
quimioterapia ou radioterapia para o tratamento da neoplasia maligna.

Outra grande contribuicdo das nanoparticulas magnéticas tem sido em
imagem por ressonancia magnética (IRM). As NPs de o6xido de ferro (Fes0a4) tém sido
utilizadas como agentes de contraste em IRM, para diagnosticar tumores e doencas
cardiovasculares, isso se deve principalmente a sua baixa toxicidade em seres
humanos e a possibilidade de se controlar sua magnetizacéo.

No presente trabalho foi desenvolvido pela primeira vez nanossistemas
magnéticos com matriz lipidica de cera de carnauba com potencial aplicacao
teragndstica. Os resultados sdo bastante promissores para o desenvolvimento para
fins terapéuticos.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Sintetizar nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS) e nanoparticulas lipidicas solidas
magneéticas (NLSMs) a base de cera de carnalba e FesO4@AO para aplicacdo em

Hipertermia Magnética (HM) e Imagem por Ressonancia Magnética (IRM).

2.2 Especifico

. Sintetizar nanoparticulas hidrofobicas de magnetita (FesO4s@AO);

. Preparar formulagcbes de Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) e
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas Magnéticas (NLSM);

. Determinar a concentracao de ferro nas emulsdes e no ferrofluido, através da
andlise de Espectrometria de emisséo Optica com plasma (ICP-OES).

. Determinar o tamanho, a polidisperséo e o potencial zeta das NLSMs e NLS;

. Avaliar a morfologia e estrutura das NLSMse NLS por Microscopia Eletrénica

de Transmissédo (MET) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

. Caracterizar as NLSM, NLS e Fe3Os@AO por Anadlise térmica

(Termogravimétrica) e por Difracdo de Raio-X (DRX);

. Avaliar por relaxometria magnética o pontencial das NLSM para o uso em

Imagem por Ressonancia Magnética (IRM);

. Investigar acaracteristica de aquecimento das NLSMs em hipertermia

magnética;

. Determinar a capacidade das NLSMs como agente de contraste nos ensaios
de IRM.

. Analisar a liberacéo in vitro do farmaco oncocalyxona A nas NLS e NLSM com
e sem Hipertermia Magnética.

. Determinar através do SQUID o comportamento magnético das NLSMs, NLS e

FesO4@AO em fungéo do campo magnético e da temperatura.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Lipideos e Ativo

Para fazer as NLSMse NLS utilizou-se os lipideos &cido oleico (C1sHz402)
da Sigma-Aldrich (=85% Pureza) e cera de carnauba [H3C(CH2)30COO(CH2)33CHs] do
tipo 1 fornecido gentilmente pela Empresa Pontes, Ltda.

O ativo oncocalyxona A foi cedido pelo Laboratério de Andlise Fitoquimica
de Plantas Medicinais Il (LAFIPLAM II) da Universidade Federal do Ceara.

3.2Sintese de nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas hidrofébicas de magnetita (FesO4@AO) foram sintetizadas
pelo método de coprecipitacdo, segundo Kolen’ko et al., 2014.

Resumidamente, 9,2 g de FeCl2 4H20 (99%, Sigma-Aldrich®) e 15 g de
FeCls 6H20 (99%, Sigma-Aldrich®) foram dissolvidos em um béquer de 500 mL
contendo 250 mL de agua deionizada (produzido por Milli-Q Advantage A10 system,
Millipore®), obtendo-se uma solucéo limpida de cor laranja. Quando o sistema atingiu
50 °C, adicionou-se 30 mL de solucéo aquosa de amoniaco (28-30%, Sigma-Aldrich®).
Na sequéncia, obteve-se uma suspensao de cor preta, na qual foram adicionados 2,5
mL de acido oleico.

O sistema foi mantido a 50 °C por 30 min e, posteriormente, aquecido a 80
°C por mais 1 h. Em seguida, as FesOs@AO foram coletadas com o auxilio de um ima
e dispersas em 500 mL de &gua com o auxilio de um agitador mecanico. Este
processo foi repetido 5 vezes. Todos os procedimentos supracitados foram realizados

sob agitacao constante a 400 rpm e estao ilustrados na Figura 22.
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Figura 22- Esquema do processo de obtencéo de FesOs@AO.
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(80°C por 1h) (500 mL)

Fonte: Almeida, 2016.

Para remover o excesso de acido oleico, as Fe3O4s@AO foram dispersas
em 200 mL de hexano. Posteriormente, estas foram precipitadas pela adicdo de 300
mL de etanol e coletadas com o auxilio de um ima. ApGs repetir este processo por 4
vezes, as Fe304@AO foram secas a vacuo por 6 h a temperatura ambiente, para total
remocao do etanol.

O produto resultante foi, entdo, redisperso em cloroférmio (Sigma-Aldrich®)
e centrifugado a 3000 rpm durante 10 min (centrifuga universal 320, Hettich®) para a
remocao de quaisquer soélidos insolaveis. Na sequéncia, obteve-se as FesO4@AO na

forma de ferrofluido (Figura 23).



Figura 23- Esquema do processo de remocédo do excesso de acido oleico das FesOs@AO.
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Fonte: Almeida, 2016.

3.3 Sintese de Nanoparticulas Lipidicas Sélidas Magnéticas (NLSMs)

3.3.1 Método fusdo-emulsificacao

A fase organica (FO) foi preparada a partir de 400 mg da cera de carnauba

50

(200 mL)@ i (Eﬁin;b
E i =)

e diferentes proporc¢des de FesOs@AO (Tabela 3), onde a porcentagem no nome das

NLSM é a massa de Fe em relacdo a massa da cera de carnauba. No preparo da FO,

o lipideo foi previamente fundido a uma temperatura de 85 - 90 °C, para posterior
adicao das particulas de Fe3O4@AO. Na sequéncia, a fase aquosa (FA) foi preparada

dissolvendo-se 50 mg de Tween® 80 em 10 mL de agua deionizada e, em seguida,

aquecida a mesma temperatura da FO.

Mantendo-se a temperatura, a FA foi vertida sobre a FO. Em seguida, a

emulsdo foi sonicada em um ultrassom (modelo W-450D Branson Sonifier®) com

amplitude de 50% por 2 min (Figura 24).



Fonte: Autor
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Figura 24- Imagem do ultrassom utilizado para fazer as NLSMs.

Em seguida, a disperséo foi resfriada, seguindo-se a solidificacdo do lipideo

e obtencéo das dispersdes de NLSM. Na sequéncia, o material foi centrifugado a 4000

rom durante 15 min (centrifuga universal 320, Hettich®), para remover quaisquer

sélidos insoluveis (Figura25s).

Tabela 3- Composicéo lipidica das formulagdes de NLSM obtidas pelo método de fusdo-emulsificagédo.

Composicao lipidica Composicao aquosa
~ Cerade FesO4s@AO i
Formulacdo ) Tween®80 | Agua deionizada
carnauba [Fe]=39,2 g/L
(mg) (9)
(mg) (mg)

NLS 400 0 50 10
NLSM 1% 400 4 50 10
NLSM 3% 400 12 50 10
NLSM 5% 400 20 50 10
NLSM 7% 400 28 50 10

Fonte: Autor
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Figura 25- Esquema do processo de obtencdo das Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas Magnéticas

(NLSMs) pelo método de fuséo-emulsificagao.
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Fonte:Autor.

A NLS foi obtido através do mesmo experimento citado anteriormente para as
NLSMs, a unica diferenca € a auséncia de Fe3sOs@AO na fase organica.

3.4 Tamanho de Particula

A andlise foi realizada utilizando-se um ZS-100 nanopartica (Horiba®). As
dispersdes de NLSM e NLS foram diluidas em agua deionizada na propor¢ao 1:1000
(v/v) (NLSM: H20) e analisadas a um angulo fixo de 90 °C a 25 °C. O tamanho médio
e a distribuicdo de tamanho (polidispersao) das NLSM foram expressos como média
de trés determinacoes.
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3.5 Potencial Zeta

A carga de superficie das NLSM e NLS foi avaliada através da
determinacdo do potencial zeta utilizando-se um ZS-100 nanopatrtica (Horiba®). As
analises foram realizadas diluindo-se as dispersdes de NLSM em agua deionizada na
proporcao 1:1000 (v/v) (NLSM:H20) e os resultados foram expressos como média de

treze determinacdes.

3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As imagens microscopicas, bem como dados sobre a composi¢cédo quimica
das NLSM e NLS, foram analisadas por meio Titan ChemSTEM 80-200 kV, probe
corrected, equipado com espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDX). As
NLSM foram diluidas em agua deionizada na proporc¢ao 1:1000 (v/v) (NLSM: H20) e
depois depositadas diretamente numa grade de cobre revestida com carbono e secas

a vacuo.

3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens foram obtidas por MEV através de um Quanta 650 FEG ESEM
(FEI Company). As dispersdes aquosas de NLSM e NLS foram diluidas em agua
deionizada na proporgéao 1:1000 (v/v) (NLSM: H20), depositada sobre um substrato

de silicio e secas a vacuo.

3.8 Hipertermia Magnética (HM)

As medidas de HM foram realizadas em um instrumento DM100
(nanoScale Biomagnetics®), ilustrado na Figura 26. As amostras foram colocadas em
frascos de 1,5 mL e medidas sob a forma de dispersdo aquosa em um campo

magneético de 200 G e uma frequéncia de 869 kHz.
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Figura 26- Imagem do equipamento utilizado nos ensaios de hipertermia.

Fonte: Autor

3.9 Andlise Térmica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada em um Mettler-Toledo®
TGA / DSC em atmosfera de ar sintético. Para a andlise, as amostras foram aquecidas
de 25 a 120 °C (5 °C min‘t), permaneceram 120 °C por 10 min e 120 a 700 °C (10 °C

mint).

3.10 Relaxometria Magnética

As amostras foram medidas em um relaxometro Bruker Minispec (Figura
27) de 1,41T a 37 °C para obter os valores dotempo de relaxacéo longitudinal (T1) e
transversal T2. As NLSMs e NLS foram diluidas, em agua deionizada, em 3 diferentes
concentracdes: 1°) 5 uL da NLSM - 500 pL de solugéo, 2°) 10 uL da NLSM - 500
uL de solucdo e 3°) 15 uL da NLSM - 500 pL de solucdo. Os resultados foram
expressos como média de trés determinacbes. Os valores obtidos qualificaram a

amostra para a andlise de IRM.
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Figura 27- Equipamento usado em Relaxometria magnética.

Fonte: Autor

3.11 Imagem por Ressonancia Magnética (IRM)

Foi utilizado um espectrometro de RMN Bruker DRX400 de 9,4T (Figura
28). As imagens foram obtidas em um MR Solutions (Guildford, UK) de bancada
horizontal em um campo de 3T para uma imagem ponderada em Tz, spin eco rapida
(FSE) com um tempo de repeticdo TR =12000 ms e o tempo de eco TE = 11 ms.
Utilizou-se uma gaiola com didametro de 56 mm e uma bobina para transmitir e receber
o sinal. As NLSMs e NLS foram medidas em diferentes concentragdes (1,34 a 205,48

uM de Fe) e colocadas em tubos de eppendorf com capacidade de 300 pL.

Figura 28- Equipamento de imagem por ressonancia magnética.
¥

Fonte: Autor
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3.12 Espectrometria de emissao 6ptica com plasma (ICP-OES)

A concentracao de ferro nas emulsdes e na magnetita foi determinada pela
analise de ICP-OES, em um equipamento ICPE-9000 Shimadzu. Foi utilizado acido
cloridrico ou acido nitrico para degradar as amostras. As soluc¢des foram filtradas em
membrana Millipore 0,45 pm.

3.13 Difracao de Raios-X

Os dados de difracédo de raios-X (DRX) foram obtidos em um difratdmetro
X'Pert PRO (PANalytical®) regulado a 45 kV e 40 mA e equipado com radiagdo Cu K
(A = 1,541 874 A), usando geometria Bragg- Brentano em intervalo 26 de 10 a 80 °
com uma velocidade de digitalizacdo de 0,006 ° s™.

3.14 Magnetometria SQUID

As medidas foram realizadas em equipamento Quantum Design
SQUID/VSM. Para determinar a magnetizacao de saturacado e o perfil magnético das
nanoparticulas em funcdo de um campo magnético externo de corrente direta, foram
realizadas medidas as temperaturas fixas de 300 K e 2 K, variando o campo de -20
KOe até +20 KOe (Oersted, unidade eletromagnética em sistemas CGS, usadas para

campos magnéticos auxiliares).

3.15 Liberacéao in vitro

O estudo de liberagéo in vitro da oncocalyxona A (onco A) nos sistemas
NLS e NLSM foi realizado através da técnica de didlise com e sem Hipertermia
Magnética. Utilizou-se uma membrana de dialise de celulose com massa molecular
de corte (MWCO) de 3500 g/mol, da Sigma-Aldrich.

O material utilizado na liberacao foi preparado da seguinte forma: a onco A
foi dispersa nas nanofurmulagdes a 0,05% do volume total da emulsdo. Pegou-se 1,5
mL da emulséo e centrifugou-se a 2000 rpm por 40 min dentro de um eppendorf com
um filtro (30 kDa), mediu-se o volume do centrifugado (farmaco livre). O que ficou no

filtro (farmaco encapsulado) foi invertido em outro eppendorf e novamente
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centrifugado a 2000 rpm por 5 min, para que toda a emulsdo saisse do filtro.
Reconstituiu-se 0 volume do recuperado com agua deionizada. Em seguida, foi
inserido na membrana de dialise (MWCO= 3500 g/mol) e imerso em 25 mL de agua
deionizada a 37 °C (x 0,2 °C) (Figura 29). Em intervalos de tempo determinados,
aliquotas de 1 mL do meio de liberacé@o foram retiradas e o volume foi reconstituido
com 1 mL de &4gua deionizada a mesma temperatura.

Para fazer a quantificacdo das amostras foi preciso dilui-las em cloroférmio
para a quantificacdo do bioativo encapsulado e em agua para a quantificacdo do
bioativo liberado. Em seguida as amostras foram quantificadas por espectroscopia de
Fluorescéncia (encapsulado) no comprimento de onda de 663 nm ede UV/Vis (Livre)
no comprimento de onda do bioativo (490 nm).

O mesmo procedimento citado acima foi realizado para a liberacdo com
Hipertermia magnética. Utilizou-se uma frequéncia de 560 kHz e um campo de 190
Oe.

Figura 29- Imagem do sistema de liberacdo sem aplicagdo do campo magnético.

Fonte: Autor
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Sintese do ferrofluido FesOs@AO

A reacdo quimica que descreve o processo de obtencdo da magnetita
(FesOa) esta representada na Equacao 1. A Figura 30 ilustra a resposta do ferrofluido
ao campo magnético externo, evidenciando-se a presenca de propriedades

magnéticas.

Fe?*aq+ 2 Fe*@ag + 8 OHay ——> Fe30as) + 4H20q) Equacdo 1

Figura 30- Caracteristica macroscopica do ferrofluido FesOs@AO.

Para determinar a concentracdo de Fe no ferrofluido, realizou-se uma
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP OES), na qual se obteve um
valor de concentracdo média de 39,2 g/L de Fe ou 54,18 g/L Fe3Oa.

Devido a atracao dipolar anisotropica as nanoparticulas de 6xidos de ferro
tendem a se agregar em grandes grupos e, assim, perder as propriedades especificas
associadas a nanoestruturas magnéticas de monodominio (SUN et al., 2006).
Portanto, a modificacdo superficial das nanoparticulas magnéticas (NPMs) com &cido
oleico é essencial para sua estabilidade.

Como intuito de avaliar o teor de acido oleico nas particulas de FesOs@AO,
realizou-se uma analise termogravimeétrica (TGA). Para isso, utilizou-se particulas de
Fes04@AO na forma de po (secas em estufa a 60 °C por 1h, até total evaporacéo do

solvente). Nas curvas de TGA/DTG (Figura 31), observou-se 4 eventos de perda de
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massa no intervalo de 25 a 900 °C. Uma ligeira perda de massa observada entre 35-
120 °C é referente a moléculas de H20 adsorvidas na superficie da amostra
Fes04@AO. Os 3 eventos no intervalo de 160-760 °C s&o atribuidos a degradagéo
das moléculas de acido oleico. No entanto, a degradacdo em 3 etapas indica a
presenca de interagfes distintas entre as moléculas de oleico e os atomos metalicos
superficiais. Segundo Viali et al., (2010) as liga¢des do &cido oleico e os ions de ferro
da superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro podem ser do tipo: monodentada,
bidentada ou ponte, explicando assim a ocorréncia de degradacdo em trés etapas.
Desta forma, o percentual de perda de massa oriundo das moléculas de oleico

abrange um total de 19,5%.

Figura 31- Curvas de TGA/DTG para amostra FesOs@AOem po.
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Por difracdo de raios-X, avaliou-se a estrutura do po de FesO4s@AO. Nao
detectou-se nenhum pico DRX relacionado a outras fases cristalinas, incluindo as
misturas mais provaveis, como maghemita (y-Fe203), hematita (a-Fe203) ou goethita
(a-FeOOH) (KOLEN’KO et al., 2014). A Figura 32 mostra os padrdes de difracdo de
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raios-X das NPs de magnetita sintetizada e o padrao ASTM (Sociedade Americana de
Testes e Materiais) para FesOs4. Comparando o DRX da mesma com 0 espectro de
difracdo padrdo dos ndcleos puros de Oxido de ferro confirmou-se a pureza
mineralogica dos nucleos FesOs4 e sua alta cristalinidade (responsavel pelo
comportamento superparamagnético e excelente capacidade de resposta ao campo
magneético) (ESCALONA et al., 2016; REDDY et al.,2012). Os picos de difracdo em 26
(30,1; 35,5; 43,1; 53,75; 57,2 e 62,85) correspondem, respectivamente, aos planos
cristalinos (220),(311),(400),(422),(511)e (4 40) caracteristicos da estrutura
de Fes3O4 (BEIRAGHI, POURGHAZI e AMOLI-DIVA, 2014; TAN e BAKAR, 2013;
LEON et al., 2011). Na estrutura de espinélio inverso os ions Fe3* ocupam 8 sitios
tetraédricos e 8 sitios octaédricos, totalizando 16 sitios, e os ions Fe?* ocupam 8 sitios
octaédricos, resultando na célula unitaria de formula [Fe3*]s[Fe3*s Fe2*s] Os2 (LEON et
al., 2011).

Figura 32-Difratograma da amostra FesO4@AO (Inser¢éo: Sociedade Americana de Testes e
Materiais, ASTM, padrédo para FesOa).
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A partir da curva de magnetizacdo obtida através do Dispositivo
Supercondutor de Interferéncia Quantica (SQUID-Superconducting Quantum
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Interference Device), foi possivel determinar as propriedades magnéticas da
Fe3z0s@AO.

A magnetizacdo de saturacdo (Ms), magnetizacdo remanescente (Hr),
histerese e coercividade (Hc) podem ser vistas na Figura 33. O grafico exibe curvas
de magnetizacao versus o campo magnético, com dependéncia da temperatura (300
K e 2 K). A Figura 33 mostra um perfil de curva de NPs muito semelhante ao
comportamento superparamagnético (SPM), o mesmo foi observado por Kolen’ko et
al., (2014), em particulas semelhantes ao desse trabalho. A magnetita, tanto a 300 K
quanto a 2 K, praticamente nao apresentou histerese e sua coersividade e
magnetizagdo remanescente exibiram baixos valores. A FesO4@AO exibiu elevados
valores de magnetizacdo de saturacdo, bem préximos aos encontrados por Kolen’ko
et al., (2014) (70-85 emu/g), sendo de 74,24 emu/g e 66,06 emu/g para 2 K e 300 K,
respectivamente. Essas caracteristicas podem confirmar um carater muito préximo ao
superparamagnetismo das NPMs.

Esse comportamento SPM permite que a magnetizacao das nanoparticulas
aconteca apenas na presenca de um campo magnético externo, ou seja, nao retém
magnetizacdo na auséncia de campo. Assim, quando se retira 0 campo magnético
externo, nenhum comportamento magnético, magnetizacdo remanescente e
coercividade séo encontrados.

Esta caracteristica de NPs superparamagnéticas torna-se muito vantajosa
para utilizac6es biomédicas visto que, na auséncia do campo magnético, as particulas
deixardo de ser atraidas umas pelas outras, diminuindo consideravelmente o efeito de
agregacao, indesejavel para este tipo de aplicacdo (KOLHATKAR et al., 2013).

As nanoparticulas magnéticas sintetizadas n&o s6é mostraram
comportamento semelhante ao superparamagnetismo, mas também exibiram uma

alta magnetizacéo de saturacéao.
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Figura 33- Curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado para a FesOs@AO.
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A partir da imagem de MET (Figura 34b), foi possivel inferir o tamanho de
particula para a amostra FesO4@AO variando de 4 a 12 nm obtendo-se um diametro
médio de 7,62 nm. Foi calculado através do programa Fiji (Image J), a partir da
medicao de aproximadamente 120 particulas, para isso utilizou-se varias micrografias
obtidas por MET incluindo a apresentada na Figura 34. Esse tamanho permite a essas
nanoparticulas apresentarem comportamento superparamagnético (< 20 nm) (LU et
al., 2007).

Foi possivel avaliar a morfologia, relativamente, esférica adquirida pelas
particulas de FesOs@AO. Esse fato decorre da presenca de uma camada de &cido
oleico revestindo as Fe3Os (PANG et al., 2007). Além disso foi possivel observar a
cristalinidade da amostra. A Figura 34a (ampliada) fornece evidéncias de que as
nanoparticulas séo cristalinas, corroborando com os dados obtidos por DRX. Esta
imagem apresenta regides seguindo um ordenamento atbmico de planos cristalinos
nas nanoparticulas (KOLEN'KO et al., 2014; OLIVEIRA, 2014, SILVA, 2012).

Atraves do resultado de energia dispersiva de Raios-X (EDX) foi possivel
fazer uma andlise semi-quantitativa dos elementos quimicos na superficie dos

materiais. Através da Figura 34c observou-se a presenca de um pico intenso de Cu,
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C e picos mais discretos de Fe. A presenca do Cu € devido ao suporte (grid) onde a
amostra é deposita, pois a mesma tem na sua composi¢do Cu, C e polimero, ja a
existéncia do Fe é justificada pela composicdo quimica das NPMs. Com isso foi

possivel confirmar a presenca desse metal nas particulas.

Figura 34- (a) Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo da amostra FesOs@AO, (b)

Histograma de distribuicdo de tamanho e (c) EDX.
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4.2Sintese das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas Magnéticas (NLSMs) e
Nanoparticula Lipidica Sélida (NLS).

Na NLS o tamanho médio varia conforme a concentracdo lipidica da
emulsdo e isso € diretamente proporcional a viscosidade da fase interna. Logo um
aumento da concentragdo lipidica, aumenta a viscosidade e assim o tamanho das
NLSs. Normalmente essa concentragdo varia de 5-10% (m/v), mas pode chegar a
valores entre 30-50% (SEVERINO et al., 2012). Objetivando a obtencédo de particulas
de tamanho nanomeétrico, utilizou-se 4% do lipideo (m/v), 0,5% de Tween 80, 1%, 3%,
5% e 7% (m/m) de FesO4@AO (massa de Fe em relagdo a massa do lipideo) e 10 mL
de &gua deionizada para compor as emulsées.

A obtenc&o das NLSMs por fusado-emulsificagéo consistiu, inicialmente, na
fusdo de 400 mg de cera de carnauba, para posterior adicdo das nanoparticulas de
FesO04@AOQ. Esta ordem de adicao favoreceu a estabilidade das FesO4@AO na fase
organica. Apos a dispersao da fase aquosa (FA) na fase orgéanica (FO), a amostra foi
sonicada. Durante a sonica¢do, a amostra foi mantida em banho de agua a 90 °C,
afim de evitar a solidificacdo da cera. Na sintese da NLS apenas a etapa da adicao
das nanoparticulas de Fe3Os@AO ndo ocorreu. O aspecto macroscopico das

dispersdes coloidais obtidas pode ser visualizado na Figura 35.

Figura 35- Caracteristica macroscépica das formulagdes com (Il) e sem (l) a presenca do campo
magnético: (a) NLS, (b) NLSM 1%, (c) NLSM 3%, (d) NLSM 5%, (e) NLSM 7%.
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4.3 CaracterizacOes das NLS e NLSMs.

4.3.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Para a determinacéo do diametro medio, indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial zeta das particulas de NLSM e NLS, fez-se uso da técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).

As formulacdes de NLS e NLSMs apresentaram valores de indice de
polidispersdo compreendidos entre 0,298 e 0,427 (Tabela 4). O Pdl para todas as
amostras nao ultrapassou o valor de 0,4, denotando assim uma distribuicdo de
tamanho de particula moderadamente polidispersa (ZHAO et al., 2015) e unimodal
(Figura 36). Enquanto que o diametro médio das NPs variou entre 150,77 + 8,27 e
182,17 = 8,11 nm (Tabela 4). Observou-se que as NLSMs tiveram tamanhos de
particulas semelhantes a NLS. Com esses resultados, foi possivel observar que nao
houve uma diferenca significativa entre o tamanho médio de particula das
formulacbes, revelando a baixa influéncia exercida pelas nanoparticulas de
Fe3O0s@AO no diametro médio das NLSMs. Tamanho de particula semelhante foi
obtido por Escalona et al., (2016) (tamanho médio de 180 nm). Eles obtiveram NLSM
por dupla emulsdo e evaporacéo do solvente, com o gliceril trimiristato como matriz
lipidica sdlida e 6xido de ferro como particula magnética.

A magnitude do potencial zeta € muito importante para estimar a
estabilidade desses sistemas. Caso as particulas em suspensao, em sua totalidade,
possuirem valores relativamente elevados de potencial zeta, positivo ou negativo,
terdo a tendéncia de se repelirem mutuamente, ndo causando agregacao. Entretanto,
se as particulas possuirem baixos valores de potencial zeta, ndo havera forca
respulsiva forte o suficiente para evitar a agregacao das particulas, nesse caso as
forcas atrativas serdo superiores, favorecendo a aproximacédo das mesmas. Zhao et
al., (2015) admitiram que eram necessarios potenciais zeta 2 30 mV ou < -30 mV para
estabilizacdo eletrostéatica do sistema, devido a repulséo elétrica entre particulas. Eles
também afirmaram que um potencial zeta negativo revela que o agente tensoativo,
com a porcao polar carregada negativamente, estabiliza o lipideo através da adsorcéo
na superficie, proporcionando uma forca eletrostatica.

As medidas foram realizadas para analisar se as NLS e NLSMs apresentam

boa estabilidade eletrostatica quando em suspensao. Sendo assim, as NLS e NLSMs
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apresentaram uma alta estabilidade fisica, haja vista, que assumiram valores elevados

de pontenciais zeta, compreendidos no intervalo de -53,35 + 1,01 a -59,75 + 1,30 (mV)

(Tabela 4).

Tabela 4- Valores de diametro médio de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta das

formulacfes de NLS e NLSMs.

Amostra Diametro médio Pdl médio Potencial Zeta
(nm) (mV)
NLS 182,2 +8,11 0,427+0,040 -53,35+1,01
NLSM 1% 173,5 £3,91 0,424+0,041 -58,36 +1,63
NLSM 3% 181,5 £9,30 0,382+0,026 -57,83 £1,30
NLSM 5% 150,8 £8,27 0,298+0,060 -59,75 +1,30
NLSM 7% 160,2 £7,41 0,322+0,058 -59,20 +1,95

Figura 36: Curvas de distribuicdo de tamanho de particula unimodal das NLS e NLSMs.
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Apods 120 dias as NLSMse NLS foram analisadas novamente por DLS e
mostraram-se estaveis a temperatura ambiente apds esse periodo. As formulacdes
apresentaram valores de indice de polidispersdo compreendidos entre 0,295 e 0,506,

enguanto que o didametro médio variou entre 169,97+5,00 e 202,47+5,32 nm (Tabela
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5). Foi possivel observar que ndo houve uma grande diferenca entre o tamanho médio
das particulasmedidas com as formula¢des novas e ap0s 4 meses de preparo.

As nanoparticulas permaneceram com uma grande estabilidade fisica, pois
exibiram elevados potencias zeta, assumindo valores no intervalo de -55,14 + 2,52 a

-65,73+1,80 (mV) (Tabela 5). Observou-se que as formula¢des continuaram estaveis.

Tabela 5- Valores de diametro médio de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta

dasformulagdes de NLSM e NLS apo6s 120 dias de preparo.

Amostra Diametro médio Pdl médio Potencial Zeta
(nm) (mV)
NLS 181,7+£7,17 0,506 -57,16+1,48
NLSM 1% 189,9+6,66 0,450 -55,1442,52
NLSM 3% 202,5+5,32 0,362 -64,85+1,33
NLSM 5% 170,0£5,00 0,295 -63,45+1,32
NLSM 7% 175,3+3,93 0,343 -65,73+1,80

Para a remocdo de possiveis nanoparticulas de Fe3O0s@AO néo
associadas aos sistemas de NLSM, recorreu-se ao procedimento de centrifugacéo.
Posteriormente, as amostras foram analisadas por ICP OES para a determinacao da
concentracéo real de FesO4 nas formulagbes (Tabela 6). A reducéo da concentracao
de FesO4 nas formulac¢des corrobora com a hipotese da presenca de aglomerados de
magnetita ndo associados as nanoparticulas lipidicas, as quais precipitaram durante

a centrifugagéo.

Tabela 6- Valores das concentra¢des de FezO4 nas formulacdes de NLSM e NLS.

Amostra [Fe3Oa]tesrica (MQ/L) [Fe]rea(mg/L) [Fe30a4] real(mg/L)
NLS 0 7,5* 0

NLSM 1% 400 55* 76

NLSM 3% 1200 188* 260

NLSM 5% 2000 215,5* 298

NLSM 7% 2800 382,5* 528

*Valores determinados por ICP OES
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4.3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria é uma analise térmica que determina a alteracdo da
massa da amostra em funcdo da temperatura, quando a mesma € submetida a uma
programacao controlada de temperatura (CANEVAROLO, 2004).

Utilizou-se a andlise termogravimétrica (TGA) para observar a estabilidade
térmica das nanoparticulas. As NLS e NLSMs apresentaram termogramas de
decomposicado térmica que ocorre em uma Unica etapa.

A partir do evento de perda de massa e do residuo obtido no final do
experimento, pdde-se observar na curva de TGA/DTG para a NLS (Figura 37a) uma
perda de massa de 97,48 % no intervalo de 262,17 - 498,67 °C, referente a perda de
massa da matéria organica (lipideo e tensoativo). Ao final da andlise, o residuo de
2,52% foi atribuido ao teor de Fe presente (Tabela 7). Esse ferro encontrado é
proveniente da composi¢cdo da cera de carnauba, pois a essa amostra nado foi
adicionada a FesO4@AO, portanto os dados apresentados estdo de acordo com 0s
resultados da analise de ICP OES.

O perfil termogravimeétrico e a faixa de temperatura de degradacéao (262,33
— 500,67 °C) das NLSMs foram semelhantes. No Unico evento de degradacéo
verificou-se a perda de massa de 91,2 a 92,9% referente & matéria organica (lipideo
e tensoativo). A porcentagem residual encontrada em todos os termogramas das
amostras é relativa a presenca de Fe nas NLSMs (Tabela 7).

Observou-se também que as NLS e NLSMs possuem perfis
termogravimétricos semelhantes, haja vista que todas as nanoparticulas possuem o
mesmo teor de matéria organica. Contudo, diferenciam-se no teor residual encontrado
nas amostras, visto que nas NLSMs foram adicionadas Fe3sO4s@AO.

Observou-se através dos termogramas que a degradacgéo térmica ocorreu
acima de 260 °C. Pdde-se inferir, portanto, que as NLSMs sao estaveis a aplicacéo
em tratamentos com Hipertermia magnética moderada, haja vista que serdo

submetidas a temperatura de no maximo 44 °C.



Figura 37- Curvas de TGA/DTG para as amostras; (a) NLS, (b) NLSM 1%, 3%, 5% e 7%.
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Tabela 7- Valores de perda de massa das NLS e NLSMs.

Amostra Massa Intervalo de Perda de Residuo
inicial (mg) temperatura (°C) massa (%) (%)
NLS 6,11 262,17-498,67 97,48 2,52
NLSM 1% 4,77 268,17-495,67 92,88 7,12
NLSM 3% 5,55 268,17-494,17 91,16 8,84
NLSM 5% 6,37 262,33-489,50 92,46 7,54
NLSM 7% 9,33 262,50-500,67 91,15 8,85

4.3.3 Microscopia eletrénica de transmissao e de varredura (MET e MEV)

A microscopia eletrbnica de transmissao e de varredura (MET e MEV) séo
importantes técnicas que permitem a observacdo e andlise das propriedades
morfolégicas de materiais em escala muito pequena. Outra caracteristica importante
€ a aparéncia tridimensional que o microscopio oferece da imagem das amostras,
resultado direto da grande profundidade de campo. Essas técnicas possuem poder de
alta resolugcédo, onde valores na ordem de dois a cinco nandmetros podem ser
alcancados (FRANCISQUINI, SCHOENMAKER E SOUZA, 2015).

A MET fornece dados tais como: morfologia, estrutura cristalina,
composicdo quimica e natureza das interfaces e superficies.

Através das imagens por MET, observou-se a estrutura morfolégica
adquirida pelas NLS e NLSMs. Através da Figura 38a € possivel observar amorfologia
predominantemente esférica da NLS possuindo diametro médio de 189,05+5,07 nm.
A mesma estrutura morfolégica foi observada para todas as NLSMs (1%, 3%, 5% e
7%). Zhao et al., (2015) também sintetizaram NLSMs e a mesma estrutura foi
observada.

Para as NLSMs obteve-se um tamanho médio de particula de 162,84 +7,00
a 195,79+10,68 nm. Foi calculado utilizando-se o programa Fiji (Image J), a partir da
contagem de 50-100 NPs, para isso utilizou-se varias micrografias obtidas por MET.
A Figura 38 mostra as imagens e a distribuicdo do tamanho das NPs determinadas a
partir das micrografias adquiridas pelo microscépio. Os valores do tamanho médio

dessas particulas encontram-se expressos na Tabela 8.
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As Figuras 38b, c, d, e revelam que as nanoparticulas magnéticas (FesOa)
tiveram uma incorporacdo bem sucedida, os resultados mostraram que elas se
acumulam preferencialmente no interior do ndcleo lipidico. Nas imagens ndo séo
visualizadas nanoparticulas com tamanhos inferiores a 8 nm, com aspecto de
contraste escuro da imagem fora das esferas, o que evidenciaria nanoparticulas
magnéticas ndo encapsuladas (PERCIN, 2016). Escalona et al., (2016), observou que
nao houve mudanca na forma e superficie das NLSMs quando comparadas as NLS.
O mesmo comportamento foi observado com as NLSMs (1%, 3%, 5% e 7%) e NLS
nesse trabalho.

Através da energia dispersiva de Raios-X (EDX) da amostra NLSM 7%
(Figura 39) foi possivel observar a presenca do ferro dentro das nanoparticulas de

cera.

Figura 38- Imagem de Microscopia Eletrbnica de Transmissdo e sua distribuicdo de tamanho das
amostras: (a) NLS, (b) NLSM 1%, (c) NLSM 3%, (d) NLSM 5%, (e) NLSM 7%.
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Figura 39-(a) EDX da NLSM 7% e (b) micrografia onde o EDX foi realizado.

Observou-se também que os valores obtidos do diametro médio das

particulas por MET s@o semelhantes aos relatados no DLS (Tabela 8).

Tabela 8- Valores de didmetro médio de particula das formula¢des de NLSMs e NLS por MET e DLS.

Amostra Diametro médio(nm) Diametro médio (nm)
MET DLS
NLS 189,1+5,07 181,7+7,17
NLSM 1% 195,8+10,68 189,9+6,66
NLSM 3% 162,8 +7,00 202,5+5,32
NLSM 5% 174,5 +4,62 170,0+5,00
NLSM 7% 189,0+10,85 175,3+3,93

As amostras foram submetidas a microscopia eletrénica de varredura para

verificagdo da morfologia das nanoparticulas. Foram analisadas as NPs lipidicas com
e sem a presenca das particulas magnéticas.

Através das imagens da NLS e NLSMs, apresentadas na Figura 40,
observou-se uma morfologia predominantemente esférica, o que corrobora com os
resultados obtidos pelas micrografias da MET. O mesmo foi observado por Escalona
et al., (2016) em um sistema semelhante aos obtidos nesse trabalho, tanto para a

NLS, quanto para as NLSMs.
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Figura 40- Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura das amostras: (a) NLS, (b) NLSM 1%,
(c) NLSM 3%, (d) NLSM 5%, (e) NLSM 7%.
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4.3.4 Difrac&o de Raios-X

A analise por difracdo de raios-X das NPs com e sem a presenca do ferro
foi realizada em um difratdmetro X'Pert PRO (PANalytical®), com angulo 26 de 10-80°.
A Figura 41 mostra os padrdes de difracéo de raios-X das NPs Fe304, NLS e NLSMs
(na mesma escala).

Considerou-se a hipotese que a concentracdo de magnetita presente nas
nanoemulsdes seja suficientemente baixa, ndo sendo possivel o aparecimento nitido
dos picos cristalinos caracteristicos da Fe3O4 nos difratogramas das NLSMs.

Na Figura 41, observou-se apenas o surgimento de um Unico pico de
difracdo em 26 em 35,5 nas NLSMs, correspondente a Fe3O4. Nessa regido encontra-
se 0 pico mais intenso no difratograma padrdo da mesma. Logo, através da ampliacédo
dos difratogramas nessa regiao, foi possivel analisar a discreta presenca de Fe3Os em
todas as NLSMs. A NLSM 7% exibe o pico em 35,5° mais evidente, devido ser a NP
com maior teor de ferro. A comparacao do difratograma das NLSMs (Figura 41b, c, d,
e) com a dos nucleos puros de oxido de ferro (Figura 41f) confirmou a cristalinidade
dos nucleos Fes3Os (responsavel pelo comportamento superparamagnético e
capacidade de resposta ao campo magnético) (ESCALONA et al., 2016; REDDY et
al., 2012), mesmo quando incorporado pela matriz lipidica sélida.

O difratograma da nanoparticula lipidica sélida apresenta alguns picos de
difracdo em 20, mas dois sdo bastante intensos em 21,46 e 23,84, caracteristicos
desta nanomatriz de cera de carnauba (Figura 41a). Os mesmos picos também foram
exibidos pelas NLSMs 1%, 3%, 5% e 7% (Figura 41b,c,d,e).
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Figura 41- Difratograma das NPs e suas respectivas amplia¢des: a) NLS, b) NLSM 1%, c) NLSM 3%,

d) NLSM 5%, €) NLSM 7% e f) padrdo da FezOa.
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4.4 Ensaios de hipertermia magnética

Foram realizados testes preliminares de magnetohipertermia, necessarios
para ajustes de parametros, tais como: frequéncia, campo magnético e concentracao

das nanoparticulas magnéticas, que serao utilizados em futuros ensaios de liberacao
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controlada de farmaco. Tais parametros devem ser ajustados para conduzir a geragado

de calor em uma faixa de 41,8 a 44 °C (Hipertermia clinica) (LI et al., 2010).

Sendo assim, 0 aumento de temperatura nos centros de calor (FesOa4), que

compdem 0 nanossistema, provocado pela acdo do campo magnético alternado

externo, podera matar as células tumorais ou danifica-las, tornando-as mais sensiveis

aos efeitos de outras terapias, tais como: radioterapia ou utilizacdo de farmacos

antitumorais, também podera influenciar a modulacéo da liberacdo do farmaco pelo
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provavel aumento de mobilidade e difusibilidade do farmaco para meio receptor
(PERECIN, 2016; SALUNKHE et al., 2014).

Os testes de magnetohipertermia foram realizados com as seguintes
concentragdes de FesOa: [0 g/L], [76 mg/L], [260mg/L], [298mg/L] e [528mg/L]. Nos
ensaios foram utilizados uma frequéncia de 869,00 KHz e campo magnético de 200
G (Figura 42). A radiacao eletromagnética utilizada na hipertermia magnética esta no
intervalo de radiofrequéncia (kHz a 1 MHz). Esta radiacao € completamente saudavel
e mostra a profundidade de penetracéo suficiente para acender a 6rgaos ou tecidos
internos do corpo (BANOBRE-LOPEZ, TEIJEIRO eRIVAS, 2013).

Figura 42- Curvas de aquecimento obtidas dos ensaios de magnetohipertermia das formulacdes de
NLSM e NLS.
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Com a frequéncia de 869 KHz e amplitude de 200 G, p6de-se afirmar que
a concentracdo de 260 mg/L de FesOs, ja & suficiente para gerar um aumento
satisfatorio de temperatura, uma vez que em 10 min, atingiu-se um acréscimo de 7,59
°C. Essa, somada a temperatura corpérea interna de 37 °C chegara a 44,59 °C, faixa
ideal para a aplicacdo de uma hipertermia moderada condizente a aplicada em

tratamentos clinicos.
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A partir dos resultados, estima-se que o aquecimento produzido pelos
nanocarreadores magnéticos pode representar um mecanismo desencadeador do
processo de liberacdo do farmaco, possibilitando a obtencao de sistemas de liberagéo
controlada por magnetohipertermia. Porém, mostraram também potencial para serem
utilizados em tratamento de cancer por HM sem a incorporagédo de drogas, pois 0
combate ao tumor pode ser feito apenas pelo aumento de temperatura.

4.4.1 Liberagéo in vitro

Uma recente revisdo destacou a importancia da cera de carnauba como
um excipiente lipidico em sistemas de administracdo de farmacos (NART et al., 2017;
ROSIAUX et al.,, 2014). A cera de carnauba foi estudada como excipiente para
modificar a liberacdo de farmaco em comprimidos preparados pela compressao direta
(EL-BAGORY et al.,, 2012), bem como para produzir comprimidos com retencao
gastrica (PAWAR e DHAVALE, 2014). Também foi alvo de estudo para revestir
produtos, formando uma pelicula protetora (RODRIGUES et al., 2014) e seu uso em
nanoparticulas lipidicas (ARIAS et al., 2011; HERNANDEZ e GOYMANN, 2005).

A Figura 43 mostra o estudo preliminar da liberacdo in vitro. Nela
encontram-se os perfis de liberacdo das NLS e NLSM 3%, 5% e 7%, sem aplicacéo
do campo magnético alternado, nos quais se estuda a variacdo de liberacdo do
farmaco com o tempo de liberacéo gasto pelo sistema em meio aquoso.

As curvas de calibragdo para o bioativo onco A, em cloroférmio e em agua,
sdo mostradas na Figura 44. A partir das curvas de calibracdo foram obtidas as
equacOes que relacionam a absorcdo e concentracdo (ug/mL) (Figura 44b), e
intensidade e concentracdo (ug/mL) (Figura 44a). A Equacédo 3 foi adquirida, para a
onco A, através da espectroscopia de fluorescéncia no comprimento de onda 663 nm
e a Equacao 4 foi obtida através da espectroscopiade UV/Vis no comprimento de onda
de 490 nm.
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Figura 43- Cinética de liberacéo in vitro da oncocalyxona A incorporada nas NLS e NLSM 3%, 5% e

7%, sob dialise a 37 °C.
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Figura 44-Curvas de calibracdo para o bioativo oncocalyxona A:
fluorescéncia (663 nm) e b) em agua, obtida por UV/Vis (490 nm).
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Observou-se que as NLS e NLSMs possuem o mesmo perfil de liberagéo,
com isso foi possivel verificar que ndo houve uma diferenca significativa na liberacao
entre as formulagcbes, revelando a baixa ou nenhuma influéncia exercida pelas
nanoparticulas de Fe3O4@AO na liberacdo in vitro sem a presenca do campo
magnético alternado.

A liberacdo ocorreu através do mecanismo de difusdo durante as 24 h, o
que € condizente com o tipo de interacdo ndo-covalente entre a onco A e as
nanoparticulas (MISSIRLIS et al., 2006).

4.4.2 Liberacgdo in vitro por hipertermia magnética

Recentemente, as nanoparticulas lipidicas soélidas organicas-inorganicas
hibridas foram exploradas como uma abordagem sinérgica que combina a liberacéo
modificada do bioativo induzida pelo encapsulamento lipidico e as propriedades fisico-
quimicas intrinsecas da contraparte inorganica (OUMZIL et al., 2016).

Neste contexto, foram obtidas nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas
(NLSMs) carregadas com o bioativo oncocalyxona A e nanoparticulas de 6xido de
ferro como fontes geradoras de calor em Hipertermia magnética (HM).

Com base nos resultados preliminares de HM e liberacdo in vitro,
determinou-se a NLSM 7% com o bioativo oncocalyxona A para fazer a liberag&o por
Hipertermia magnética a uma frequéncia de 560 kHz e um campo de 190 Oe (Figura
45). A escolha desse sistema foi determinada por possuir a maior concentracédo de
Fes04@AO e ndo apresentar um perfil diferenciado das outras NPs na liberacdo in

vitro.
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Figura 45- Liberacdo da oncocalyxona A através da NLSM 7% com (a) e sem (b) a presenca de um

campo magnético oscilante.
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O mecanismo de entrega de farmaco do tipo “open loop” exige mudancgas
ambientais ocasionadas externamente para dar inicio a entrega de medicamentos.
Estas mudancas compreendem campos magnéticos, campos elétricos, ultrassom,
temperatura, luz e forcas mecéanicas (SERSHEN e WEST et al., 2002).

Observou-se que a liberagdo in vitro induzida pelo campo magnético
alternado (Figura 45a) permitiu uma maior liberac&o do bioativo. Apés 3h do inicio do
experimento foi possivel analisar que a curva (b) liberou 199,24 ng de onco A,
enquanto que a curva (@) liberou 360,73 pg. Observou-se que através da HM foi
possivel induzir quase o dobro da liberagcdo do ativo que o sistema sem a presenca
do campo magnético. Quando nanoparticulas magnéticas estdo uniformemente
dispersas em uma matriz polimérica e entra em contato com o sistema bioldgico,
ocorre a difusdo normal do farmaco devido ao gradiente de concentragdo. Porém,
aplicando-se um campo magnético externo oscilante, uma maior quantidade de
farmaco podera ser liberada mais rapidamente (CUNHA, 2014; DASH e CUDWORTH,
1998).

Observou-se que a NLSM 7%, através da HM, resultou ser eficiente para

induzir externamente um aumento de liberagéo do bioativo.
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4.5 Caracterizacbes magnéticas

4.5.1Magnetometria SQUID

A magnetizacdo versus 0 campo magnético, com dependéncia da
temperatura (300 K e 2 K), esta mostrada na Figura 46. Foram realizadas medidas de
magnetizagdo em um equipamento Quantum Design SQUID/VSM para constatar se

as NPs possuem um comportamento magnético em funcéo do campo aplicado.

Figura 46- Curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado para a NLS e NLSM 1%,
3%, 5% e 7%.
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Observou-se que todas as curvas de magnetizacdo das NLSMs
demonstram que as NPs possuem um comportamento muito semelhante ao
superparamagnetismo (KOLEN'KO et al.,, 2014), mas jaA para a NLS esse
comportamento magnético ndo é observado, o que ja era esperado, pois as NPMs
estdo ausentes nessas nanoemulsoes.

Observou-se que as NLSMs, diferentemente das NLS, apresentam
discretamente um laco de histerese, que € semelhante para as amostras NLSM 1%,
3%, 5% e 7%. Verificando a ampliacdo da regido central das curvas apresentadas na
Figura 46, é possivel notar uma area de histerese muito pequena para todas as
NLSMs, o que indica um comportamento bastante proximo ao superparamagnetismo,
visto que ndo é observada uma expressiva magnetizacdo remanente (Mr) e nem
campo coercitivo (Hc) nas NLSMs.

De acordo com os valores de Ms, pode-se concluir que a NLSM 7% obteve
a maior resposta ao campo magnético aplicado, exibindo os maiores valores de
magnetizacdo de saturacdo nas duas temperaturas, 0 que ja era previsto devido

possuir maior concentragdo de FesO4em sua composigao.

4.5.2 Relaxometria Magnética e Imagem por Ressonancia Magnética (IRM)

Nanoparticulas superparamagnéticas sdo de grande interesse para
imagem em ressonancia magnética (IRM). Observou-se que estas particulas tém
grande potencial como agente de contraste para IRM.

As nanoparticulas magnéticas, recobertas com &cido oleico e
encapsuladas pela cera de carnaiba com o diametro hidrodindmico das NLSMs
aproximadamente 170 nm, exibiram uma relaxatividadede 864,18 a 930,35 mM (Fe)

sl para um campo de 3T (Figura 47).



Figura 47- Grafico de Relaxometria magnética das amostras: (a) NLS, (b) NLSM 1%, (c) NLSM 3%, (d)

NLSM 5%, (e) NLSM 7%.
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Observou-se que os tempos de relaxacdes transversais destas NLSMs
possuem valores muito mais elevados do que outros agentes de contraste existentes
na literatura (Tabela 9) (CARVALHO, 2011; HUFFSTETLER, 2009).

Tabela 9- Relaxatividade dos agentes de contraste T2compostos por 6xidos de ferro.

Agentes de contraste Relaxatividade (r2) [mnM(Fe)'s]
Ferumoxides (Feridex®)? 107,00
Comerciais Ferumoxtran (Combidex®)2 53,10
Ferumoxsil (Lumirem®)2 72,00
Ferucarbotran (Resovist®)?2 186,00
NLSM 1% 871,63
Sintetizadas NLSM 3% 864,18
nesse trabalho NLSM 5% 895,00
NLSM 7% 930,35

aFonte:CARVALHO, 2011; HUFFSTETLER, 2009.

Souza e Mohallem (2011) relataram que o Feridex® é usado em imagiologia
do figado em IRM e possui um tamanho hidrodindmico de 120 a 180 nm. Na Tabela 9
observa-se o valor da relaxatividade desse agente de contraste comercial [107
mM(Fe)1sl]. As NLSMs presentes nesse trabalho exibiram um tamanho médio de
particula (170 nm) semelhante ao Feridex® mas com relaxatividades transversais de
até 8,7 vezes maiores.

Os agentes de contraste comerciais, mostrados na Tabela 9, obtiveram
destaque devido ao fato de encurtarem significativamente os tempos de relaxacéo
transversal (T2) no baco, figado e medula 0ssea devido a sua incorporacdo e
acumulacao seletivo pelas células do sistema reticuloendotelial (RE). Um exemplo
disso, € o uso clinico de nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de ferro
(SPIOs) para visualizar o figado, as particulas sdo internalizadas pelas células de
Kupffer (NA, SONG e HYEON, 2009).

Enquanto as SPIO (> 30 nm) e nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro ultra pequenas (USPIO) (< 30 nm) permitem uma administracéo
intravenosa, as particulas volumosas, com tamanhos maiores, somente conseguem

ser administradas oralmente de forma a analisar o trato gastrointestinal, pois de outro
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modo podem ficar retidas nos alvéolos pulmonares (SOUZA e MOHALLEM, 2011;
GERALDES e LAURENT, 2009).

Observou-se que as NLSMs mostraram valores de relaxatividade (r2)
superiores a 850 mM(Fe)'s?, o que claramente traduz para efeitos de contraste

escuros quando as amostras foram fotografadas em 3T em IRM (Figura 48).

Figura 48- Imagem por ressonancia magnética ponderada em T2das NLS e NLSMs.
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Apenas a NLS néo atingiu valores altos de relaxatividade (r2), o que ja era
esperado, pois esse sistema ndo possui as nanoparticulas magnéticas. Entretanto,
todas as outras amostras mostraram valores semelhantes, crescentes de acordo com
a quantidade de nanoparticulas de FesO4@AO dentro das NLSMs. Observou-se que
a NLSM 7% traduz uma imagem mais escura que as demais NLSMs, devido sua maior

concentracéo de oxido de ferro (Figura 48).
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As nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas mostraram potencial para
serem usadas como agentes de contraste para auxiliar no diagnéstico por imagem por
ressonancia magnética com técnica de imagem ponderadas em T2 (MAMANI et al.,
2012; KEASBERRY et al., 2015).
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5 CONCLUSAO

O procedimento de fusdo-emulsificagdo para formular nanoparticula
lipidica sélida (NLS) e nanoparticula lipidica sélida magnética (NLSM) a base de cera
de carnauba foi realizado com éxito e a obtencdo das nanoparticulas de FesOs@AQO
pelo método de coprecipitacdo, obteve-se um ferrofluido com boas propriedades
magnéticas, pois mostraram comportamento semelhante ao superparamagnétismo
com alta magnetizacdo de saturacdo. Através da andlise de ICP OES foi possivel
determinar a concentragao de ferro nas emulsdes e no ferrofluido.

As NLS e NLSMs apresentaram-se estaveis, devido seu elevado potencial
zeta, e dimensdes nanométricas de 150,77 a 182,17 nm. A partir das micrografias de
MET e de MEV foi possivel avaliar a morfologia esférica das nanoparticulas e a
incorporacdo bem sucedida do éxido de ferro pela matriz lipidica sélida, que ocorreu
preferencialmente no nucleo da nanoparticula lipidica.

As NLSM 3%, NLSM 5% e NLSM 7% apresentaram um perfil de
aquecimento por hipertermia magnética capaz de chegar a uma faixa ideal para a
aplicacédo de uma hipertermia moderada condizente a aplicada em tratamentos
clinicos. As NLSMs e NLS mostraram um mesmo perfil de liberagao in vitro. Observou-
se que a NLSM 7% na liberagédo do bioativo por Hipertermia Magnética exibiu
melhores resultados que o método sem aplicagdo do campo magnético. Através dos
resultados obtidos por relaxometria magnética as NLSMs foram qualificadas como
excelentes agentes de contraste escuro para serem usados em imagem por
ressonancia magnética (IRM). As nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro sao
usadas como agentes de contraste (tipo T2) mais seguros devido a sua baixa
toxicidade em seres humanos e a possibilidade de ser controlada sua magnetizag&o.
Nesse trabalho a NLSM 7% apresentou um maior contraste escuro que as demais
NLSMs, devido sua maior concentragao de nanoparticulas de 6xido de ferro.

No presente trabalho foi desenvolvido pela primeira vez nanossistemas
magnéticos com cera de carnauba e FesOs@AO sendo possiveis candidatos em

potencial para aplicacdes terapéuticas.
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Abstract

Magnetic hybrid self-assemblies have been found to open new perspectives for
biomedical and environmental applications [1]. In particular, solid lipid nanoparticles
(SLNs) have received great interest as suitable bioactive encapsulating agents and
carriers due to their biocompatibility, low toxicity and ability to influence the bioactive
delivery profile [2,3]. Recently, hybrid organic-inorganic solid lipid nanocomposites
have been explored as a synergistic approach that combines the modified bioactive
release induced by the lipidic encapsulation and the intrinsic physico-chemical
properties from the inorganic counterpart [4]. In this context, magnetic solid lipid
nanocomposites (MSLNs) dual loaded with a bioactive compound and
superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) were obtained showing good
multifunctional performance as improved T2-contrast agents and heat generating
sources in magnetic resonance imaging (MRI) and magnetic hyperthermia (MH),
respectively.

A method based on oil-in-water emulsions was employed to prepare SLNs from
carnauba wax containing different concentration of ~10 nm superparamagnetic oleic
acid coated magnetite (FesO4@OA) nanoparticles. Successful incorporation of the
magnetic nanoparticles was confirmed by transmission electron microscopy (TEM),
and the results showed that they accumulate preferentially inside the organic lipidic
core. Dynamic light scattering (DLS) and C-potential measurements showed a
relatively narrow size distribution of spherical-shaped magnetic hanocomposites with
an average particle size of ~180 nm and a surface charge around -60 mV. In terms of
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magnetic characterization, hysteresis loops showed MSLNs to behave as
superparamagnetic particles. Interestingly, MSLNs showed an anomalous ultra-high
transversal relaxivity (r2) with values higher than 900 mM(Fe)'s?, what clearly
translated into dark contrast effects when sample phantoms were imaged at 3 T. On
the other hand, an anticancer drug was encapsulated and its delivery profile assessed
without and with the application of an oscillating magnetic field (MH). MH resulted to
be efficient to externally induce a drug release increase. In vitro results will be also
shown and discussed.

References

[1] C. Sanson , O. Diou, J. Thévenot, E. Ibarboure, A. Soum, A. Brdlet, S. Miraux, E.
Thiaudiére, S. Tan, A. Brisson, V. Dupuis, O. Sandre and S. Lecommandoux. ACS
Nano , 5 (2011), 1122.

[2] W. Mehnert and K. Mader., Adv. Drug Delivery Rev. 47 (2001), 165.

[3] E. Andreozzi, P. Wang, A. Valenzuela, C. Tu, F. Gorin, M. Dhenain and A. Louie,
Bioconjugate Chem., 24 (2013), 1455.

[4] K. Oumzil, M. A. Ramin, C. Lorenzato, A. Hemadou, J. Laroche, M. J. Jacobin-
Valat, S. Mornet, C.-E. Roy, T. Kauss, K. Gaudin, G. Clofent-Sanchez and P.
Barthelemy, Bioconjugate Chem., 27 (2016), 569.

Acknowledgment: Edital CAPES/INL.

[Fe] in the MSLNs

e MH

Figure 1: (left) TEM image of MSLNSs; (middle) T2-weighted MRI image of MSLNs; (right) Drug delivery
profiles without and with applying MH.
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Abstract

Magnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) have become key elements in the design
of functional nanostructures able to play an active role in different biomedical
applications, e. g. as heat generating nanosources in magnetic hyperthermia, as
contrast agents in magnetic resonance imaging (MRI), in drug delivery and cell
separation, and in biosensing. On the other hand, polymeric nanostructures have
received great interest as suitable bioactive encapsulating agents and carriers due to
their biocompatibility, low toxicity and ability to influence the bioactive delivery profile
[1]. In a further step, hybrid organic-inorganic nanocomposites have been explored as
a synergistic approach that combines the modified bioactive release induced by the
polymer/lipid encapsulation and the intrinsic physico-chemical properties from the
inorganic counterpart [2]. In particular, magnetic hybrid self-assemblies have been
found to open new perspectives for biomedical and environmental applications [3, 4].

Here, | will discuss about the synthesis and properties of unconventional organic-
inorganic magnetic hybrids as an approach towards an earlier and more accurate
diagnosis and therapy of disease. On one hand, relevant results will be presented on
the rational design of the ideal dual-mode T1/T> MRI system, involving the covalent
organic attachment of aT. (magnetic nanoparticle) and a T: (paramagnetic ion)
moieties [5]. On the other, the multifunctional performance of magnetic hybrid solid
lipid nanocomposites (MSLNs) dual loaded with a bioactive compound and SPIONSs,
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as ultra-high T>-MRI contrast agents and heat generating sources through magnetic
hyperthermia, will be also discussed. Interestingly, the incorporation of SPIONs into
these hybrid nanocomposites results in a very significant enhancement of their T>-MRI
imaging capabilities, with transversal relaxivity (r2) values above 900 mM(Fe)*s, and
enables the generation of modified drug release profiles through the application of
oscillating magnetic fields.

Drug
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Figure 1. (Left) Organic-inorganic magnetic solid lipid nanoparticles. (Right) Drug delivery profiles
without and with applying magnetic hyperthermia.
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