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Resumo

As nanoparticulas magnéticas sdo um material promissor para 0 avanco dos
tratamentos contra o cancer. Técnicas convencionais tém limitacdes importantes
porque expdem todo o organismo a condigBes agressivas. A técnica de hipertermia
magnética € uma alternativa aos tratamentos oncoldgicos convencionais e consiste
na aplicacdo de particulas magnéticas em tecidos tumorais sob a aplicagdo de um
campo magnético externo, a fim de causar a morte precoce das células
cancerigenas, preservando as células saudaveis. Compdsitos magnéticos sao
projetados para reduzir os efeitos colaterais, pois fornecem aplicacdo pontual e,
portanto, limitam a area de aplicacdo apenas ao tecido disfuncional. Neste trabalho
foram sintetizadas nanoparticulas de FesOa revestidas com uma mistura polimérica
de composicado variavel de glutamina e polietilenoglicol, visando aplicacdo em
hipertermia magnética. As amostras foram submetidas a analises de TGA,
histerimetria e nanosight. Os resultados indicam que o0 nanocompdsito é
adequadamente revestido, além de saturacdo magnética satisfatéria e tamanho de
particula compativel com a técnica de hipertermia magnética.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF GLUTAMINE / PEG-COATED
MAGNETITE PARTICLES FOR APPLICATION IN THE MEDICAL AREAS

Abstract

Magnetic nanoparticles are a promising material for advancing cancer treatments.
Conventional techniques have important limitations because it exposes the whole
organism to aggressive conditions. The magnetic hyperthermia technique is an
alternative to conventional oncology treatments and consists of the application of
magnetic particles in tumor tissues under the application of an external magnetic
field, in order to cause the early death of cancer cells, preserving the healthy cells.
Magnetic composites are designed to reduce side effects, as they provide punctual
application and therefore limit the area of application to dysfunctional tissue only. In
this work were synthesized FesO4 nanoparticles coated with a polymer blend of
variable composition of glutamine and polyethylene glycol, aiming application in
magnetic hyperthermia. Samples were submitted to TGA, hysteresimeter and
nanosight analyzes. The results indicate that the nanocomposite is adequately
coated, in addition to satisfactory magnetic saturation and particle size compatible
with the magnetic hyperthermia technique.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo da nanotecnologia a medicina promove uma oportunidade de
estudar sistemas biolégicos em niveis mais sutis, proporcionando uma maior
compreensao do mecanismo de varias doencas. Além disso, 0s nanomateriais
permitem um diagndstico mais preciso e uma liberagdo pontual de drogas
estratégicas, bem como novas possibilidades de reparo tecidual [1]. A
nanotecnologia revolucionou muitas areas da ciéncia.

Nanoparticulas magnéticas, em particular, apresentam potencial promissor
para aplicacdo em técnicas de tratamento de céancer. No entanto, a
biocompatibilidade e estabilidade coloidal das nanoparticulas em solucdes
fisiologicas sdo imperativas para o seu desenvolvimento em aplicacdes clinicas [1].
Portanto, as particulas precisam ser revestidas antes de seu uso in vivo. A
modificacdo da superficie das particulas com surfactantes ou polimeros protege-os
da agregacdo e aglomeracdo, prolonga o tempo de circulacdo na corrente
sanguinea e facilita ainda mais sua posterior funcionalizacdo [1] com agentes
antiinflamatdérios, agentes antineoplasicos, antigenos, etc.

Véarios métodos e numerosos tipos de revestimentos foram desenvolvidos e
empregados no processo de modificacdo de superficie das nanoparticulas. Um dos
compostos mais adequados para melhorar a estabilidade coloidal do sistema é o
polietilenoglicol (PEG). O PEG apresenta solubilidade em &agua, baixa toxicidade e
bioin&ncia. Este material € um dos mais utilizados no revestimento de biomateriais
[1]. A alta capacidade de hidratacdo das cadeias de PEG proporciona repulsao
estéreo com base em um mecanismo osmotico ou entropico. Portanto, além de
proteger as nanoparticulas dos processos de oxidacdo, o PEG também contribui
para a sintese de pequenas particulas [2].

A glutamina é um aminoacido derivado do acido glutamico e um abundante
constituinte de proteinas. E importante para o metabolismo celular dos animais, além
disso, a glutamina é o unico aminoacido capaz de atravessar rapidamente a barreira
hematoencefalica com o acido glutdmico e é responsavel por cerca de 80% do
nitrogénio amino no tecido cerebral [3]. Esta € uma grande vantagem na escolha da
glutamina como revestimento das nanoparticulas.

A Figura 1 ilustra as moléculas de revestimento usadas neste trabalho.
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Figura 1. a) molécula de glutamina; b) molécula do polietilenoglicol

O uso de nanoparticulas revestidas em técnicas de tratamento de cancer tem
um motivo especifico: nanoparticulas magnéticas oferecem interessantes
propriedades fisico-quimicas [2], como superparamagnetismo [4], grande area
superficial, alta relacao area / volume superficial e baixa toxicidade [4] com base no
seu tamanho e forma.



As propriedades especiais das nanoparticulas magnéticas favorecem sua
aplicacdo na técnica da hipertermia magnética. Esta técnica tem uma abordagem
terapéutica que utiliza nanoparticulas magnéticas para aquecer o0s tecidos
cancerigenos acima de suas condic¢des fisiolégicas normais, convertendo a energia
de um campo magnético externo em energia térmica [5]. Esse aquecimento provoca
a lise celular e, consequentemente, a apoptose precoce das células tumorais. No
entanto, as células saudaveis sdo preservadas na temperatura de aplicacdo da
técnica. O que torna este método interessante é o0 comportamento
superparamagnético das particulas, a biocompatibilidade, a possibilidade de
transportar farmacos especificos, além da aplicacdo da técnica no tempo [4]. A
eficiéncia das nanoparticulas estd relacionada as caracteristicas externas
(freqiéncia e amplitude do campo magnético externo), bem como aos aspectos
intrinsecos (tamanho do nudcleo magnético, quimica de superficie, cristalinidade,
etc.) [4].

No entanto, como conseqiéncia da alta concentracdo de particulas, é
possivel citar a menor distancia interparticulas, que resulta no aumento das
interacdes magnéticas dipolo-dipolo e, consequentemente, promove a formacéo de
aglomerados / agregados. Ambos os fenbmenos reduzem a eficiéncia de
aquecimento das particulas devido a impedancia dos processos de relaxamento
magnético [4]. Portanto, a presenca de revestimento € crucial.

As particulas revestidas também podem estar na forma de ferrofluido. O
ferrofluido é uma mistura coloidal de particulas magnéticas em um liquido
transportador, tipicamente agua, que se torna fortemente magnetizada na presenca
de um campo magnético externo [6]. Esta € a forma de apresentagcéo nas aplicagcbes
da hipertermia magnética.

O desenvolvimento e avaliacdo de novos materiais para aplicagbes
controladas tem um impacto marcado no tratamento de varias condicdes médicas
[7]. Portanto, a presente pesquisa apresenta importancia relevante.

Neste trabalho, nanoparticulas magnéticas de FesOas revestidas com PEG,
glutamina ou uma mistura de ambas foram desenvolvidas. O objetivo da pesquisa é
avaliar a funcionalidade do revestimento e determinar se o tamanho da particula
sintetizada é compativel com as dimensdes da nanotecnologia.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Materiais e Métodos

Para realizar a sintese, 6,9 g de Fe2S04.7H20 e 16,92 g de FeCl3.6H20 sao
dissolvidos em 500 ml de agua destilada, sob agitacdo, durante 5 minutos, a baixa
velocidade. ApoOs este periodo, adiciona-se NaOH até a solucédo ficar escura. O
sistema é agitado por 30 minutos. O revestimento é entdo adicionado ao meio
reacional e a agitagdo é continuada durante 15 minutos.

As particulas de magnetita sdo recuperadas por decantacdo magnética,
lavadas com agua destilada e é&lcool etilico e, posteriormente, secas em estufa a
40°C por 48 horas. ApoOs as etapas descritas, o solido é referido a caracterizacao.

A Tabela 1 mostra as condi¢des de sintese da amostra:



Tabela 1. Condicdes de sintese

Amostra Concentracdo de NaOH Revestimento

[mol.l"}]
1 0,5 Composicéo 1
2 0,5 Composicao 2
3 0,5 Composicao 3
4 1,0 Composicao 1
5 10 Composicao 2
6 1,0 Composicao 3

A Tabela 2 mostra a variagdo da composi¢éo do revestimento:

Tabela 2. Composi¢éo do revestimento

Composicdo PEG [g]

Glutamina [g]

1 8 0
2 0 8
3 4 4

Apoés a secagem, as particulas foram caracterizadas quanto ao seu tamanho
em equipamento de nanosight (fator de diluicdo: 4 g de amostra / litro de agua
destilada). A presenca de revestimento foi verificada na analise termogravimétrica,
com variacao de temperatura de 25°C a 600°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C
/ min. As curvas de histerese foram obtidas em um histerimetro, a partir de 2,8 g de

amostra (densidade 1,35 g.cm -3).
2.2 Resultados

2.2.1 Tamanho de Particula

A Tabela 3 mostra os resultados de diametro médio obtidos para cada

amostra.

Tabela 3. Diametro médio

Amostra Diametro médio [nm]

98

110

81

50

46

OB WIN|F-

43

2.2.2 Andlise Termogravimétrica

Para avaliar as condi¢cdes de adsorcdo do revestimento ao nucleo foram
utilizadas as curvas de variacdo de massa, conforme apresentado na Figura 2:
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Figura 2. Andlise termogravimétrica (TGA)
A Tabela 4 mostra a porcentagem de variagcdo de massa para cada amostra.

Tabela 4. % Variacdo de massa
Amostra % Variacdo de massa

6,6
10,8
16,4
10,7
9,9
11,6

OO WIN|F

2.2.3 Curvas de Histerese

As curvas de histerese sdo mostradas na Figura 3:
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Figura 3. Curvas de histerese
2.3 Discussao
2.3.1 Tamanho de Particula

O diametro das nanoparticulas é controlado por alteracdes nos parametros de
sintese, tais como concentracdo de NaOH e pH. Todas as amostras, exceto a
amostra 2, podem ser consideradas nanoparticulas (tamanho entre 10-100 nm). As
amostras 4, 5 e 6 apresentaram 0s menores valores de diametro. A partir deste
resultado, ficou claro que a concentracdo de NaOH influencia o tamanho das
particulas. Uma maior concentracdo de base favoreceu a reducdo de
nanoparticulas. O tipo de revestimento utilizado n&do apresentou influéncia
significativa no tamanho dos cristais de magnetita.

2.3.2 Andalise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada para verificar como a camada de
revestimento é adsorvida na superficie das nanoparticulas. Os termogramas foram
obtidos para observar a perda de massa ao longo da variacdo de temperatura.

O revestimento desempenha papéis importantes na preparacdo de
nanoparticulas magnéticas. A camada de revestimento promove a passivacao
superficial e melhora a estabilidade coloidal por repulsdo estéril. Portanto, o
revestimento é responsavel por evitar a oxidacdo e diminuir o estado de agregacao
de nanoparticulas magnéticas, bem como permitir e / ou facilitar a dispersdo no
liquido carreador.



Para que a estabilizacdo das nanoparticulas ocorra efetivamente, as
moléculas de revestimento devem estar fortemente ligadas a superficie da
nanoparticula, preferencialmente por adsorcdo quimica (quimissorcdo). Moléculas
ligadas por adsorcdo fisica podem facilmente dessorver, comprometendo a
estabilidade do produto final.

Pela andlise termogravimétrica € possivel confirmar a presenca do
revestimento. O nucleo magnético, composto por FesOas, apresenta alta estabilidade
térmica, portanto a perda de massa ocorre devido a camada superficial de
revestimento no ndcleo, ja que o material utilizado é de natureza organica.

A perda de massa ocorre em dois estagios distintos: o primeiro estagio
(abaixo de 200 ° C) é equivalente a evaporacdo da agua adsorvida na superficie
[8,9]. O segundo estagio esta relacionado a perda de matéria organica. O PEG de
baixo peso molecular pode comecar a ser degradado a 280 ° C. De acordo com 0s
termogramas apresentados, a perda de massa mais significativa é observada em
torno de 200 - 350 ° C, indicando a presenca de PEG e glutamina na camada de
revestimento do ndcleo.

Pode ser visto que a amostra 1 tem a menor variacdo de massa. Isto sugere
que as particulas que constituem esta amostra tém uma camada de revestimento
mais fina. Além disso, observa-se que o decaimento da massa organica ocorre em
um uUnico passo. Este fato mostra uma forte relacdo com a interagdo polimero /
metal-nlacleo presente no material, indicando a predominancia do fendmeno das
guimissorc¢oes [8].

As amostras 3 e 6 foram revestidas com uma mistura composta por PEG e
glutamina. Essas amostras apresentaram as maiores porcentagens de variagao de
massa. Isto indica a presenca de uma camada de revestimento mais espessa.
Portanto, sugere-se que a mistura dos materiais organicos provoque O
empilhamento das camadas de revestimento, aumentando sua espessura.

2.3.3 Curvas de Histerese

As propriedades magnéticas das particulas sao reveladas pela aplicacado de
um campo magnético externo. Portanto, ter conhecimento dessas propriedades é
indicativo da funcionalidade do nanocompasito.

As curvas de histerese foram analisadas considerando que a area mostrada
no gréafico é diretamente proporcional a quantidade de energia gerada no processo
de magnetizacdo / desmagnetizagdo. Vale ressaltar que 0s materiais que
apresentam comportamento superparamagnético tém uma curva de histerese
extremamente estreita. E precisamente essa uma das condicbes necesséarias para
gue 0s nanocompositos sintetizados sejam classificados como materiais para uso in
Vvivo, uma vez que a area da curva de histerese esta diretamente relacionada a
quantidade de energia liberada (calor) e também ao tempo de liberacdo de energia
(liberacdo quase instantanea, devido ao rapido retorno a condi¢ao de equilibrio), sua
forma estreita indica que o calor é disposto infinitesimalmente e continuamente.

Pela analise da Figura 3 pode-se observar que todas as curvas possuem
campo coercitivo e remanéncia que tendem a zero (curvas estreitas). Portanto, as
curvas de histerese das amostras sao consistentes com as curvas de magnetizacao
apresentadas pelos materiais superparamagnéticos. A escala nanométrica das
particulas contribui para o surgimento do fendmeno do superparamagnetismo [10].



3 CONCLUSAO

As particulas magnéticas sintetizadas pelo método de coprecipitacdo umida
apresentaram boas propriedades fisicas e magnéticas, confirmando a funcionalidade
do método. Além disso, a coprecipitacdo de sais metalicos tem se mostrado uma
técnica relativamente facil e simples, com possibilidades de ajustar os parametros do
meio de reacdo para melhor funcionalizacdo do nucleo magnético.

Cinco amostras, das seis amostras analisadas, apresentaram tamanho dentro
da classificacdo de nanoparticulas. As particulas com menores valores de diametro
médio foram sintetizadas a partir de solugées de NaOH mais concentradas (1mol.I%).
Ambos os recobrimentos utilizados mostraram interagdo por quimissorcao. Isso
mostra a eficacia dos revestimentos. Além disso, o PEG e a mistura de glutamina
resultaram numa camada de revestimento mais espessa. As curvas de histerese
apresentaram um aspecto sigmoidal, caracteristico de materiais
superparamagnéticos. Esta € uma boa indicacdo de que as particulas podem ser
usadas em aplicagdes in vivo.
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