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SILVA, Saulo Brivaldo Mendonca da. Preparacdo de Matriz Magnética com
Potencial Aplicacdo em Terapia Fotodinamica. 2022. 52. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, 2022.

RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) €é uma técnica em que s&o utilizados oxigénio,
fotossensibilizador e uma fonte de luz para gerar espécies reativas de oxigénio que atacam e
destroem as células-alvo, produzindo um efeito biol6gico favoravel ao tratamento de algum
disturbio como infecgéo bacteriana ou cancer. Um dos fotossensibilizadores que podem ser
utilizados é o azul de metileno (AM), uma molécula organica com baixa toxicidade e que pode
ser associada com nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de ferro (SPIONs) para
melhorar o efeito da TFD devido a habilidade das SPIONs de serem manipuladas por meio
de um campo magnético externo. Para ndo agregarem, as SPIONs podem ser funcionalizadas
com o poli (4-estireno sulfonato de sédio) (PSSS), um polimero que oferece estabilidade
coloidal as SPIONs. Forma-se, entdo, um sistema com propriedades fotoquimicas e
superparamagnéticas para melhorar os efeitos bioldgicos favoraveis da TFD. O objetivo do
trabalho consistiu em desenvolver uma nanoplataforma baseada em AM conjugado as
SPIONSs funcionalizadas com PSSS (SPIONs@PSSS-AM) com potencial terapéutico na TFD.
Primeiramente, as SPIONs foram obtidas em fase aquosa pelo método de coprecipitacao
alcalina. Apos isso, o processo de modificacdo de superficie das SPIONs com o PSSS foi
investigado realizando um estudo quimiométrico para que fossem decididas as condi¢des
experimentais que nortearam o trabalho. Os experimentos principais consistiram na
investigacdo da concentracdo das SPIONs e do PSSS, além do tempo de contato entre os
reagentes e a temperatura. Ao final, foram realizadas medidas de potencial zeta e
espectroscopia UV-Vis para a caracterizacdo das nanoplataformas. Os resultados do estudo
quimiométrico mostraram que a melhor amostra foi a que apresentou o potencial zeta mais
negativo, sendo de -37,7 mV e, assim, o trabalho foi realizado seguindo as condi¢des
experimentais desta amostra. Este valor de potencial zeta indicou que houve a
funcionalizagéo efetiva com o polimero. Por outro lado, ap6s adi¢cdo do AM o valor do potencial
zeta das amostras tornou-se mais positivo, ficando préximo de -22 mV e indicando que houve
conjugacdo com o AM. Na espectroscopia UV-Vis, foi possivel observar que a amostra que
utilizou uma menor concentracdo de PSSS (0,5%) e ficou em contato por menaos tempo (3
dias) apresentou uma maior quantidade de AM adsorvido em relacdo as demais, pois além
de apresentar um espectro de absorcao satisfatorio, ndo houve a formacdo de dimeros. No
presente trabalho foram obtidas matrizes magnéticas com capacidade de conjugagédo de AM
de 89,6% e 90,2%. Além disso, os espectros das amostras no infravermelho indicaram a
presenca do AM nas mesmas, indicando mais uma vez que o0 processo de conjugacgdo
aconteceu de forma satisfatéria. Com isso, é possivel concluir que houve o desenvolvimento
de uma nanoplataforma com potencial terapéutico para a TFD, sendo necessarios estudos
posteriores para investigar a eficiéncia do sistema.

Palavras-chave: Azul de metileno. Oxido de ferro. PSSS. Nanoestrutura. Ferramenta
terapéutica.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a technique in which oxygen, a photosensitizer and a
light source are used to generate reactive oxygen species that attack and destroy
target cells, producing a biological effect favorable to the treatment of some disorder
such as bacterial infection or cancer. One of the photosensitizers that can be used is
methylene blue (MB), an organic molecule with low toxicity and that can be associated
with superparamagnetic iron oxide nanopatrticles (SPIONs) to improve the effect of
PDT due to the ability of SPIONs to be manipulated by means of an external magnetic
field. In order not to aggregate, SPIONs can be functionalized with poly (sodium 4-
styrene sulfonate) (PSSS), a polymer that offers colloidal stability to SPIONs. A system
is then formed with photochemical and superparamagnetic properties to enhance the
favorable biological effects of PDT. The objective of this work was to develop a
nanoplatform based on MB combined with SPIONs functionalized with PSSS
(SPIONs@PSSS-MB) with therapeutic potential in PDT. First, the SPIONs were
obtained in the aqueous phase by the alkaline coprecipitation method. After that, the
surface modification process of SPIONs with PSSS was investigated by carrying out a
chemometric study so that the experimental conditions that guided the work could be
decided. The main experiments consisted of investigating the concentration of SPIONs
and PSSS, in addition to the contact time between the reagents and the temperature.
At the end, measurements of zeta potential and UV-Vis spectroscopy were performed
to characterize the nanoplatforms. The results of the chemometric study showed that
the best sample was the one that presented the most negative zeta potential, being -
37,7 mV and, thus, the work was carried out following the experimental conditions of
this sample. This zeta potential value indicated that there was effective
functionalization with the polymer. On the other hand, after adding MB, the zeta
potential value of the samples became more positive, getting close to -22 mV,
indicating that there was conjugation with MB. In the UV-Vis spectroscopy, it was
possible to observe that the sample that used a lower concentration of PSSS (0,5%)
and was in contact for a shorter time (3 days) presented a greater amount of MB
adsorbed in relation to the others, because in addition to despite presenting a
satisfactory absorption spectrum, there was no formation of dimers. In the present
work, magnetic matrices with MB conjugation capacity of 89,6% and 90,2% were
obtained. In addition, the infrared spectra of the samples indicated the presence of MB
in them, indicating once again that the conjugation process took place satisfactorily.
With this, it is possible to conclude that a nanoplatform with therapeutic potential for
PDT was developed, requiring further studies to investigate the efficiency of the
system.

Keywords: Methylene blue. Iron oxide. PSSS. Nanostructure. Therapeutic tool.
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1. INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) € uma tecnologia baseada na fotoconversao
induzida de uma molécula sensivel a luz (fotossensibilizador - FS) capaz de
desencadear a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (ISSA; MANELA-
AZULAY, 2010; KWIATKOWSKI et al., 2018). Essa técnica pode ser empregada para
diferentes processos como remocao de bactérias causadoras da periodontite, além
de auxiliar no tratamento de glioblastomas, céancer da bexiga, doenca de Bowen e
carcinoma de células basais (HUANG, 2005; RAJESH et al., 2011; MATOBA et al.,
2018).

Vérias moléculas podem ser utilizadas como agentes fotosensibilizantes para
gue a reacao fotodinamica aconteca, destacando-se o azul de metileno (AM), uma vez
gue este corante organico apresenta baixa toxicidade, baixo custo e elevada eficiéncia
fotodinamica (TEICHERT et al., 2002; JESUS et al., 2018). Além disso, a alta afinidade
do AM pela melanina faz com que ele tenha vantagem sobre outras substancias
utilizadas para o mesmo propdsito, uma vez que o AM é acumulado em células de
melanoma e, quando inserido nessas células neoplasicas o AM funciona como uma
fonte localizada de radiacdo, podendo ser utilizado tanto para o diagnostico, quanto
para a terapia de melanoma disseminado (LINK, 1999; WAGNER et al., 2012).

Um exemplo bem sucedido da aplicacdo do AM na TFD é apresentado por Eun
Jin Lim e colaboradores (2013), em que células de adenocarcinoma do pulméo
(células A549) sofreram apoptose apés tratamento pelo AM excitado por uma fonte
de luz, demonstrando o potencial desse composto como um fotossensibilizador.
Ademais, foi observado que a forma com que o AM contribui para a apoptose das
células A549 quando associado a TFD consiste, entre outras coisas, na ativacdo de
caspase, reducdo do potencial da membrana mitocondrial e geragdo de EROS (LIM
et al., 2013).

Devido a sua carga positiva, 0 AM pode interagir com outras estruturas através
de interacdes eletrostéaticas. A combinagdo do AM com outros materiais, incluindo as
nanoparticulas (NPs), pode desencadear melhorias significativas em suas
propriedades fotoquimicas e atividades biolégicas, como demonstrado por Rodrigues
e colaboradores (2021). Neste trabalho, os autores fizeram um sistema baseado em
AM conjugado com NPs de prata (Ag) que se demonstrou eficiente contra cepas de
Staphylococcus aureus, exibindo maior eficiéncia fotodinamica que o AM sozinho
(RODRIGUES et al., 2021).
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Além das NPs de Ag, o AM pode ser conjugado com as NPs
superparamagnéticas de oOxido de ferro (do inglés superparamagnetic iron oxide
nanoparticles - SPIONs). Essas NPs sdo bastantes verséteis, jA que podem ser
manipuladas facilmente por um campo magnético externo. Dessa forma, quando as
SPIONSs sao estimuladas magneticamente de forma alternada, o seu deslocamento &
vetorizado, podendo induzir a formacgéo de calor no local. Portanto, essas NPs tém
sido bastante utilizadas para tratamentos hipertérmicos de diferentes disfuncdes
homeostéaticas (MAHMOUDI et al., 2011; JOSE et al., 2020).

Embora as SPIONs sejam bastantes eficientes, quando entram em contato com
sistemas bioldgicos, as NPs tendem a formar agregados, podendo ter algumas das
suas propriedades prejudicadas. Por esse motivo, torna-se interessante que as
SPIONs sejam funcionalizadas com algum polimero capaz de auxiliar no
aprimoramento da sua estabilidade coloidal, como por exemplo, o poli (4-estireno
sulfonato de sédio), aqui abreviado para PSSS (TADA et al., 2007; LEI; LI; WEI, 2008;
BRITO et al., 2019). Além de aumentar a estabilidade das SPIONSs, esse polieletrdlito
fornece carga negativa para as NPs, possibilitando que as SPIONs modificadas com
0 PSSS (SPIONs-PSSS) e o AM interajam entre si por intermédio das suas cargas de
superficie (YEAP et al., 2015).

A combinacédo entre as SPIONs funcionalizadas com o PSSS e o AM resulta
em um sistema com propriedades fotoquimicas e superparamagnéticas. Sendo assim,
esse sistema pode ser empregado em TFD e até mesmo em tratamentos
hipertérmicos, otimizando o processo terapéutico (FUDIMURA et al., 2017; LIM,
2021).

Com base no que foi exposto, o objetivo deste trabalho é desenvolver uma
nanoplataforma baseada em AM conjugado as SPIONs funcionalizadas com PSSS
(SPIONs-PSSS-AM) com potencial terapéutico na TFD.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD consiste na sinergia de componentes como a luz, o fotossensibilizador
e 0 oxigénio (O2) para obter o efeito bioldgico desejado, em outras palavras, a morte

celular. Primeiramente tem-se a excitacdo de um FS pela luz e, depois, h4 a interacao
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do FS excitado com 0 O2 (CHILAKAMARTCHI; GIRIBABU, 2017; COSTA et al., 2019)
A excitacdo do FS resulta na formacdo de EROS que interagem com estruturas
fundamentais da célula-alvo, ocasionando necrose ou apoptose e sendo a irradiacao
limitada a uma regiéo especifica (DONOHOE et al., 2019; WARRIER et al., 2020).

2.1.1 Mecanismo de acao

A reacao fotodindmica acontece quando os elétrons do FS séo excitados por
fétons (energia eletromagnética) capazes de promover transi¢des eletrdnicas, fazendo
com que o FS saia do estado singleto fundamental para o singleto excitado (*FS*),
isto é, estado curto tempo de vida. Esse fotossensibilizador ativo pode emitir
fluorescéncia e voltar para o estado fundamental ou pode sofrer um cruzamento
interssistema. Nesta ultima situacdo, ha uma mudanca na multiplicidade do spin em
qgue o FS é promovido do estado de singleto excitado para o estado tripleto excitado
(®(FS*), sendo um estado de tempo de vida mais longo. A transicdo do elétron do FS
para o estado tripleto excitado pode ocasionar duas reagdes: a do tipo 1, onde o FS
vai interagir diretamente com o substrato e transferir um préton - formando um radical
anion, ou um elétron - formando um radical cation. Na presenca de oxigénio, esses
radicais formam produtos oxigenados como peroéxido de hidrogénio, radicais de anion
superoxido e radicais hidroxila. Na reacdo de tipo 2 ha transferéncia de energia do
fotossensibilizador excitado para uma molécula de oxigénio, o que faz com que essa
molécula de Oz saia do estado de tripleto (302) para o estado singleto (*O2). Ao final
das reacdes de tipo 1 e 2 sao formados os bioprodutos responsaveis pelo efeito da
terapia fotodinamica, assim como ilustrado na Figura 1. Importante ressaltar que
ambas as reacdes do tipo 1 e 2 ocorrem de forma simultanea e a diferenca entre elas
vai depender de fatores como concentragdo de oxigénio molecular e de substrato
presente, além do tipo de FS. O fato de o oxigénio singleto ter dominancia na TFD faz
com que trabalhos publicados apontem a reacéo de tipo 2 como a principal causadora
da morte celular (LUCKY; SOO; ZHANG, 2015).
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Figura 1 - Mecanismo de acéo da reacao fotodinamica.
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Fonte: adaptado de LUCKY et al., 2015.

Em células de mamiferos, um mesmo FS pode, a depender do tipo de
tratamento, ativar os mecanismos de morte celular mais estudados na TFD que séo a
necrose, apoptose e autofagia. Quando a TFD causa um fotodano pequeno,
normalmente é ativado o mecanismo de autofagia, enquanto que um fotodano
moderado ativa o mecanismo de apoptose e um fotodano alto induz a necrose (Figura
2). A apoptose é um mecanismo complexo, pois € ativada por duas vias: intrinseca e
extrinseca. A via intrinseca é ativada quando ha perturbacdo dentro ou fora da célula
e é regulada pela BCL-2, uma familia de proteinas anti e pré-apoptéticas como a BCL-
2 (Linfoma de células B 2, do inglés B-cell lymphoma 2) e BAX (proteina X associada
ao BCL-2, do inglés Bcl-2 Associated X-protein), respectivamente. Enquanto isso, a
via extrinseca é ativada por perturba¢cdes no ambiente que séo percebidas pela célula.
Ambas as vias resultam na ativacdo das caspases 3 e 7 que causam a morte da célula.
A autofagia é um processo catabdlico que pode agir como mecanismo pro-
sobrevivéncia ou de morte. Em ambos os casos, vai ocorrer a formagdo de um
autofagossomo com membrana de duas camadas, e esse autofagossomo vai se fundir
com lisossomos, causando a digestdo da membrana interna do autofagossomo e vai
formar o autolisossomo que é onde acontece a autofagia de fato. A formacédo do
autolisossomo € importante tanto para a retirada de material danificado, quanto para
a reutilizacédo de nutrientes para serem utilizados nos processos celulares. A autofagia
€ regulada por diversas proteinas como o complexo de quinase 1 de ativacédo de
autofagia semelhante a unc-51 (ULK1). J& a necrose é acompanhada de um aumento
na permeabilidade celular que resulta em aumento do influxo de agua e ions,
causando um inchaco nas organelas e na propria célula, fazendo com que haja a

formacéo de bolhas no citoplasma e aglomeracédo da cromatina. Diferentemente das
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outras formas de morte celular, a necrose ndo necessita de sintese proteica ou

cascatas de sinalizacdo, o que a torna um processo passivo (DONOHOE et al., 2019).

Figura 2 - Caracteristicas da apoptose, autofagia e necrose em uma célula qualquer.
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Fonte: adaptado de DONOHOE et al., 2019.

2.1.2 Componentes

2.1.2.1 Fontede luz

Uma vez que o FS necessita da interacdo com a luz para que o0 mesmo a
absorva e seja excitado, as caracteristicas da fonte de luz tornam-se interessantes,
pois o comprimento de onda da luz precisa estar na faixa de absorcao do FS para que
ocorra a devida absorcao e excitacao (KIM; DARAFSHEH, 2020).

A TFD utiliza de fontes de luz pertencentes a trés grupos: lampadas de diodo
(do inglés light-emitting diode - LED), lampadas de amplo espectro e os lasers. As
lampadas halégenas, LED e luz intensa pulsada (LIP) fazem parte do grupo de fontes
de luz ndo coerentes. A efetividade da TFD é apontada como estando presente em
reacoes que penetrem de 1 a 3 mm na célula-alvo quando utilizada uma onda na faixa
de 635 nm (ISSA; MANELA-AZULAY ., 2010).

A escolha da fonte de luz deve ser dada a devida importancia, pois é
imprescindivel que a fonte de luz utilizada seja capaz de promover transi¢cdes
eletrbnicas no FS, além de serem levados em consideracdo aspectos como
caracteristicas teciduais, tamanho das lesdes e a localizacdo das mesmas (DOBSON,;
QUEIROZ; GOLDING, 2017). Na TFD o AM pode ser irradiado por diferentes fontes
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de luz como LED, ultravioleta, laser e infravermelho (SONG et al., 2011; JAVALI et al.,
2019).

2.1.2.2 Oxigénio

A TFD produz, em predominancia, um agente citotoxico chamado oxigénio
singleto que é altamente reativo. A reatividade do oxigénio singleto faz com que o
mesmo tenha, na presencga de solventes organicos, um tempo de meia-vida que vai
de 10 a 100 ms. Enquanto isso, o oxigénio singleto na presenca de um ambiente
aguoso possui um tempo de meia-vida perto de 2 ms pelo fato de a energia da ligacdo
oxigénio-hidrogénio (O-H) presente na molécula de 4gua ser quase igual a energia do
estado excitado do oxigénio singleto. A alta reatividade do oxigénio singleto e, por
consequéncia, seu tempo de meia-vida muito curto, faz com que a TFD induza danos
oxidativos em localidades com diametros aproximadamente iguais aos da espessura
de membranas celulares como o DNA, mitocondria, lisossomo, aparelho de Golgi e a
propria bicamada lipidica da célula-alvo (MACDONALD; DOUGHERTY, 2000). A TFD
produz outras EROS que também possuem importancia na morte celular como
perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila e superoxido (LUCKY; SOO; ZHANG, 2015).
A importancia do oxigénio para a TFD também se apoia no fato de que, quando o
oxigénio esta diminuido, a eficacia da TFD é bastante reduzida. Além disso, também
foi visto que células com menos de 5% de oxigenacdo (células hipdxicas) eram
resistentes a TFD (MACDONALD; DOUGHERTY, 2000; WANG et al., 2020).

2.1.2.3 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador também é um componente de grande importancia na
TFD, interagindo com um comprimento de onda especifico proveniente de uma fonte
de luz e pode ser administrado de forma local ou sistémica. A quantidade de
fotossensibilizadores utilizados na TFD € diversa, sendo eles classificados de acordo
com sua origem e estrutura quimica, sao eles: corantes de fenotiazina (ex.: azul de
metileno); monoterpenos (ex.: azuleno) e outros como porfirinas e clorinas (ex.:

Foscan - temoporfina e clorina e6) como mostrado na Figura 3 (PRAZMO et al., 2016).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos fotossensibilizadores.
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Fonte: adaptado de PRAZMO et al., 2016.

Para um FS ser considerado ideal para TFD € necessario que 0 mesmo possua
algumas caracteristicas como pureza quimica, eliminacao rapida em tecidos normais,
rendimentos quanticos altos para a geracdo de EROS e ativagcdo por meio de
comprimentos de onda com boa penetragéo nos tecidos (KALKA; MERK; MUKHTAR,
2000).

O AM é uma substancia utilizada ha muito tempo como corante histologico,
tendo sua coloracdo dada pela banda de absorcdo que vai da regidao de 550 a 700
nm. Ainda o AM também pode ser utilizado na TFD contra bactérias e células tumorais
(TARDIVO et al., 2005; TURCHIELLO et al., 2021).

O AM é considerado um FS & base de fenotiazina devido a sua estrutura
composta por dois anéis benzénicos ligados por um atomo de nitrogénio e um de
enxofre (Figura 4). Essas moléculas sdo catidnicas e 0s anéis aromaticos possuem
uma conformacdo triciclica planar, fazendo com que a estrutura formada componha
um sistema que funciona como cromoéforo (HARRIS et al., 2004; CECATTO et al.,
2020). Outra caracteristica que faz o0 AM ser um bom FS é o fato de possuir, a 664
nm, absortividade molar maxima de 85 x 103 M/cm, além de ter alto rendimento
guantico de geracao de oxigénio singleto (¢ ~ 0.5) (SEVERINO et al., 2003; TARDIVO
et al., 2005; ZHENG et al., 2018). O AM é capaz de se agregar na forma de dimeros
e isso faz com que o espectro de absorcdo seja dependente da concentracdo de AM
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com uma constante de dimerizacdo em agua. A formacédo desses dimeros tem a
capacidade de diminuir a absorcdo de luz, diminuindo sua eficiéncia na terapia
fotodindmica. Os dimeros do AM apresentam um espectro de absor¢cdo maxima
diferente dos monémeros, sendo 664 nm para os mondmeros e 590 para os dimeros.
Esse espectro € importante no momento de calcular a porcentagem de cada espécie
presente em uma determinada solucao, servindo para reduzir a quantidade indesejada
de dimeros na TFD (TURCHIELLO et al., 2021).

Figura 4 - Estrutura molecular do azul de metileno e do seu dimero.
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Fonte: TAFULO; QUEIROS; GONZALEZ-AGUILAR, 2009.
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E sabido que o AM possui a tendéncia de se acumular na mitocéndria, uma vez
que sua estrutura catibnica é atraida pelo potencial eletroquimico negativo da mesma
(KANDELA; BARTLETT; INDIG, 2002). Além da mitocéndria, o anel benzénico
presente na estrutura do AM faz com que ele atravesse a membrana plasmatica da
célula e se acumule em estruturas como lisossomos e fita dupla de DNA (YU et al.,
2014).

O AM pode ter seu desempenho melhorado quando associado com
nanomateriais, tais como as SPIONs. A interagdo entre o AM e as SPIONs pode
acontecer por meio da adsorcéo, fenbmeno que consiste no acumulo de determinada
substancia em uma superficie (GONCALVES; FIGUEIREDO, 2020; SAMROT et al.,
2021). Adsorvato € o nome dado a substancia que se acumula em uma superficie,
enguanto que a superficie € chamada de adsorvente (NASCIMENTO et al., 2014).

Antes de entrar em contato com o AM, o adsorvente possui diversos sitios de
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adsorcao disponiveis e isso € fundamental para que a adsor¢éo aconteca, pois esse
processo acontece quando as moléculas do corante vao ocupando os sitios de
adsorcao disponiveis. A medida que o tempo vai passando, os sitios de adsorg&o v&o
sendo ocupados até que ndo sobre sitios disponiveis para as moléculas de AM se
ligarem e, nesse momento, a adsorcdo cessa, pois 0 sistema atingiu o estado de
equilibrio (WO et al., 2019). Um exemplo da aplicacdo do AM associado a SPIONs na
TFD é o estudo feito por Toledo et al., em que SPIONs revestidas por silica e
associadas com o AM foram utilizadas para eliminar com sucesso bactérias da

espécie Escherichia coli por meio do tratamento fotodinamico (TOLEDO et al., 2020).

2.2NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As SPIONs sdo materiais nanoscopicos que podem ser influenciadas por um
campo magnético externo, podendo ser manipuladas e, com isso, sendo utilizadas de
multiplas formas como na ressonancia magnética, separacdo de biomoléculas,
entrega direcionada de genes e drogas, além do desenvolvimento de plataformas
terapéuticas inovadoras (OH; PARK, 2010; JANKO et al., 2019; SANTANA et al.,
2020). Diversos elementos quimicos podem ser utilizados para a fabricacéo do nucleo
magnético, incluindo o ferro, o niquel e o cobalto, além da magnetita de dominio Unico
ou magnetita superparamagnética (FesOas), conhecidas como SPIONs com o nucleo
variando de 10 a 100 nm de diametro (SAFARIK; SAFARIKOVA, 2002; SHUBAYEV;
PISANIC II; JIN, 2009; WAHAJUDDIN; ARORA, 2012).

As NPs funcionam com o desempenho adequado quando geralmente estédo
com um tamanho em torno de 10 a 20 nm, uma vez que o tamanho e a forma podem
influenciar nas propriedades do material. Associada com o tamanho, a chamada
temperatura de bloqueio (Tp) também é importante para o bom funcionamento das
SPIONSs, pois quando estdo acima dessa temperatura as SPIONs adquirem um
comportamento superparamagnético, uma vez que cada particula comporta-se como
tendo apenas um UGnico dominio magnético (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007). O
dominio magnético é uma regido de magnetizacdo uniforme e cada dominio é
separado de outro pelas chamadas regibes de transicdo ou paredes de dominio.
Nessas regides de transicdo a direcdo de magnetizacdo € mudada de um dominio
para outro (DICKSON; FRANKEL, 1992).

O estado superparamagnético acontece em nanoparticulas ferromagnéticas e
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ferrimagnéticas pequenas. Quando essas hanoparticulas sdo pequenas o suficiente,
a direcdo da magnetizacéo delas pode mudar de forma aleatéria quando influenciada
pela temperatura. Nesse contexto, surge o termo tempo de relaxamento de Néel que
€ o tempo entre duas mudancas de direcdo das nanoparticulas. Assim, as
nanoparticulas adquirem um estado superparamagnético quando o tempo de
magnetizacdo das nanoparticulas é maior do que o de relaxamento de Néel
(ENRIQUEZ-NAVAS; GARCIA-MARTIN, 2012).

A Tb é definida por algumas variaveis como o tamanho das particulas, e o
campo magneético que é aplicado, assim como a constante anisotropica efetiva e o
tempo de medicdo do experimento. Ha uma forma de mensurar a temperatura de
blogueio que é resfriando a amostra de temperatura ambiente para campo magnético
zero (ZFC). Apés isso, um campo magnético é aplicado (aproximadamente 100 Oe) e
a magnetizacdo é observada por meio do aquecimento gerado. A partir disso, a
medida que a temperatura aumenta, a energia causa uma perturbacdo no sistema, o
que faz com que haja mais momentos adquirindo energia para se alinhar em direcao
ao campo magnético externo. Quando a quantidade de momentos alinhados
(desbloqueados) atinge o maximo, a temperatura de blogueio € alcancada, uma vez
gue acima da mesma a energia térmica gerada é forte o bastante para diminuir a
magnetizacdo por meio da randomizacdo dos momentos magnéticos. Uma vez que o
tamanho das particulas é uma das variaveis que afetam a temperatura de bloqueio,
se houver uma distribuicdo ampla do tamanho dessas particulas havera, por
conseguéncia, uma grande amplitude de temperaturas de bloqueio, 0 que acaba nao
sendo ideal (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

Existem algumas caracteristicas que fazem com que as nanoparticulas
superparamagnéticas chamem atencéo para aplicagcdo na saude, sdo elas: ter um
constante e forte momento magnético; e agir como um grande a&tomo paramagnético,
onde apresenta coercitividade, além de apresentar uma resposta agil diante de um
campo magnético externo com remanéncia magneética irrisoria (magnetismo residual)
(LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

A influéncia da temperatura faz com que as SPIONs apresentem o momento
magnético de cada nanoparticula girando de forma aleat6ria de acordo com a
orientacdo das nanoparticulas magnéticas. Entéo, na presenca de temperaturas altas
o suficiente (ex.: 858°K para as SPIONs de Fes3O4) e na auséncia de um campo

magnético, o0 sistema que contém as nanoparticulas magnéticas vai apresentar um
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momento magnético de zero. Em contrapartida, quando ha a presenca de um campo
magneético, o sistema contendo as SPIONs vai apresentar um alinhamento dos
momentos magnéticos (Figura 5) (COLOMBO et al., 2012; NINGTHOUJAM, 2017).

Figura 5 - Representacdo esquematica de uma nanoparticula superparamagnética.
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Fonte: adaptada de COLOMBO et al., 2012.

As NPs superparamagnéticas apresentam uma susceptibilidade magnética
bem maior em relacdo as particulas paramagnéticas. Geralmente, um material
ferromagnético transita para o estado paramagnético, isto €, estado onde o material
s6 apresenta magnetizacdo na presenca de um campo magnético externo quando
esta acima de sua temperatura de Curie (T¢). Enquanto isso, o0 estado
superparamagnético é atingido quando o material esta abaixo da Tc (MARGHUSSIAN,
2015). A T¢, também chamada de ponto de Curie, é atingida quando um material é
aguecido e, fazendo com que 0 mesmo perca seu magnetismo permanente. Quando
um material esta abaixo da T¢, 0s dominios magnéticos estao alinhados a um ponto
onde mesmo um campo magnético externo fraco é capaz de causar magnetizacao,
enquanto a medida que a temperatura aumenta, atingindo a Tc ou mesmo passando
por esse ponto, a energia térmica gerada € aumentada e isso provoca uma quebra no
alinhamento dos momentos magneéticos, fazendo com que o material se torne
paramagnético (PASQUALE, 2020). A separacdo magnética das SPIONs pode ser
feita de forma simples, aplicando um campo magnético externo (ima) na parede de
um tubo para causar agrupamento das particulas na parede e, depois, retira-se o
sobrenadante resultante da agregacéao (Figura 6) (PANKHURST et al., 2003).
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Figura 6 - Processo de separacdo magnética, onde o ima é aplicado na parede do tubo contendo
uma solugcdo com nanoparticulas magnéticas (bolas vermelhas). Apés a separacéo pelo ima, o
sobrenadante contendo particulas ndo magnéticas (bolas verdes) é retirado da solucéo.
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Fonte: o autor, 2022.

2.3FUNCIONALIZACAO DAS SPIONS

As SPIONs séo observadas com amplo interesse em aplicacdes na area da
salde por suas caracteristicas como biocompatibilidade, propriedades magnéticas
melhoradas e a capacidade de modificacdo de sua superficie, as quais séo
responsaveis pelas SPIONs serem conduzidas e acumuladas nos tecidos-alvo. Sendo
assim, em virtude de aprimorar a estabilidade coloidal e a biodistribuicdo, as SPIONs
sdo frequentemente funcionalizadas com polimeros ou moléculas biocompativeis,
sejam estes obtidos de forma natural como os polissacarideos (dextrano, alginato), ou
ainda obtidos de forma sintética como o policaprolactona (PCL), (poli(lactideo-co-
glicélico) (PLGA) e o polietilenoglicol (PEG). O PEG, por exemplo, aumenta o tempo
de circulacdo sistémica das SPIONs, uma vez que o mesmo reduz o reconhecimento
de macrdéfagos e a ligacdo a proteinas plasmaticas (PIAZZA et al., 2020).

Um dos polimeros que podem ser utilizados para modificar a superficie das
SPIONSs é o PSSS. Segundo Qi Hwa Ng et al., o PSSS pode ser dissolvido em agua
deionizada e colocado em banho ultrassdnico para uma boa homogeneizacgéo.
Seguindo esse procedimento, a suspensdo de Fesz04 também é preparada em agua
deionizada e ultrassonificada para que haja quebra de possiveis agregados. Apos
isso, a solucdo de PSSS é adicionada a suspensdo magnética, colocada em banho

ultrassonico e depois em um agitador durante 24 horas para que haja interacao entre
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0 PSSS e as SPIONSs via atracao eletrostatica. Ainda, o sistema SPIONs-PSSS é
colocado em contato com um campo magnético externo (ima) para que o excesso de
PSSS que ndo interagiu com as nanoparticulas possa ser separado e descartado por
meio de lavagens. Ao final das lavagens, o sistema SPIONs-PSSS é ressuspenso em
agua deionizada (NG et al., 2014).

A utilizacdo do PSSS como agente estabilizante, ou seja, polimero de
revestimento, é possibilitada, uma vez que as macromoléculas do PSSS se ligam a
superficie das SPIONs como o oOxido de ferro (FesOs4) por meio de ligacdo de
hidrogénio entre a regido do PSSS constituida por enxofre (S) e oxigénio e o 6xido de
ferro das SPIONs (S==0---H-O-Fe) (YEAP et al., 2014). Essa ligacdo de hidrogénio
promove uma funcionalizacdo que resulta em estabilidade coloidal para o sistema,
uma vez que as cargas negativas do PSSS provocam estabilidade eletrostatica, pois
sdo capazes de superar as forcas de Van der Waals e a atracdo magnética dipolo-
dipolo das SPIONs (YEAP et al., 2014).

2.4POLI (4-ESTIRENO SULFONATO DE SODIO)

Além da funcéo de funcionalizante e estabilizante, o PSSS também pode ser
considerado um farmaco, visto que recebeu a aprovacdo da Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (do inglés Food and Drug Administration - FDA) e é
comercializado sob o nome de Kayexalate, sendo administrado de forma oral para o
tratamento de hipercalemia, uma vez que esse sal € um ligante de potassio. De acordo
com um estudo realizado por Pawel Botwina et al., 0 PSSS apresenta potencial para
combater o Zika virus (ZIKV), se ligando de forma direta a esse virus e impedindo que
o ZIKV se ligue e infecte as ceélulas hospedeiras, inibindo assim a sua replicacao
(BOTWINA et al., 2020).

O PSSS é um polieletrdlito que faz trocas catidnicas e € muito utilizado para
revestir materiais de forma que figuem mecanicamente estaveis e reprodutiveis
(CHEN et al., 2017). Uma outra forma de ligacdo das SPIONs ao PSSS é apresentada
por Williams et al., em que os grupos sulfonados presentes na estrutura quimica do
PSSS (Figura 7) se ligaram aos ions de ferro das SPIONs presentes na solucéo
(WILLIAMS et al., 2016). Chenghan Ji et al. mostraram que os grupos sulfonados do
PSSS oferecem sitios de adsor¢do para o 6xido de niquel (Ni%*), fazendo com que

esse ion carregado positivamente seja ligado ao PSSS por meio de atragdo
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eletrostatica, configurando, assim, uma outra possibilidade de ligacdo do PSSS com
diferentes estruturas (JI et al., 2021). Um exemplo de utilizacdo do PSSS com as
SPIONSs é descrito por Williams et al., em que a funcionalizagdo das SPIONs com o
PSSS acontece a fim de produzir um nanocomposto capaz de ser utilizado como
contraste na ressonancia magnética (WILLIAMS et al., 2016).

Além de apresentar baixo custo e toxicidade, o PSSS é dissolvido facilmente
em agua quando em contato com a temperatura ambiente e possui compatibilidade
satisfatoria com diversas técnicas de processamento de material biologico, uma vez
gue o PSSS é insoluvel em diversos solventes organicos como o cloroférmio, tolueno
e acetona (JI et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura quimica do poli (4-estireno sulfonato de s6dio).

Fonte: Jl et al., 2015.



26

3.0BJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Desenvolver uma nanoplataforma baseada em azul de metileno conjugado as
SPIONSs funcionalizadas com PSSS (SPIONs-PSSS-AM) com potencial terapéutico
na TFD.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar as SPIONs em fase aquosa,;
Funcionalizar as SPIONs com o PSSS;
Avaliar o processo de modificacdo de superficie das SPIONs com o PSSS;

Conjugar o azul de metileno na matriz SPIONs-PSSS;

YV V V VYV V

Otimizar o processo de conjugacdo do azul de metileno na matriz SPIONs-
PSSS;
» Caracterizar a nanoplataforma produzida (SPIONs-PSSS-AM) com potencial

terapéutico na TFD.
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4. METODOLOGIA

4.1 SINTESE DAS SPIONS

As nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de ferro, isto €, as SPIONS,
com diametro aproximadamente de 15 nm, foram obtidas em fase aquosa seguindo o
protocolo descrito por Cabrera et al. (2017). As SPIONs foram sintetizadas pelo
método de coprecipitacdo alcalina a partir de sais de Fe?* e Fe®". Primeiramente,
foram dissolvidos FeClz -4H20 e FeCls -6H20 com proporgdo molar de 2:3 em uma
solucdo aquosa de HCI (2M) e depois submetidos a agitacdo sob temperatura
ambiente. A solucdo aquosa contendo os ions de ferro, sob agitagéo vigorosa, foram
acrescentados 50 mL de hidroxido de aménio (7M). Apds isso, a suspensao magnética
foi submetida a aquecimento a 50 °C em banho ultrassénico durante 30 minutos e,
depois de ser resfriada a temperatura ambiente, as SPIONs foram lavadas com agua
ultra pura até atingir pH préximo do neutro. Para o processo de lavagem foi utilizado

um ima super forte de neodimio.

4.2 PREPARACAO DAS SPIONS COM PSSS

O PSSS foi obtido comercialmente da empresa Sigma-Aldrich com peso
molecular de aproximadamente 70.000,00 Da. Para o0 processo de
funcionalizacdo/modificacéo de superficie das SPIONs com o PSSS foi realizado um
planejamento de experimentos com o objetivo de investigar os principais fatores que
poderiam influenciar na preparacédo do material SPIONs-PSSS.

O estudo quimiométrico consistiu na realizacdo de um planejamento fatorial
fracionario 2%, com um total de 4 ensaios experimentais e, investigando os fatores: o
volume de SPIONSs, a concentracao de PSSS e o tempo de contato do PSSS com as
SPIONs. A Tabela 1 mostra os niveis (minimo e maximo) de cada variavel

independente investigada.
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Tabela 1. Variaveis e niveis de experimentos para o planejamento fatorial fracionario
23-1

Niveis
Variaveis Caodigo ) (+)
Fator de diluicdo das SPIONs X1 1/20 1/40
Concentracao de PSSS (%) X2 0,5 1,0
Tempo de contato PSSS (h) X3 2 16

A Tabela 2 mostra o conjunto de combinacdes possiveis no planejamento
fatorial fracionario citado. Medidas de potencial zeta foram utilizadas como a variavel
dependente (resposta), uma vez que essa técnica fornece informacdes sobre o
processo de modificacdo de superficie. Ressalta-se que, devido a pequena
quantidade de experimentos a serem realizados, ndo foi necessario a realizacdo dos
experimentos em ordem aleatéria. Sendo assim, todos os quatro experimentos foram

realizados no mesmo dia.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial fracionario 23!

N° Experimento X1 X2 X3
1 -1 -1 1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 1

Para a realizagdo dos experimentos inicialmente foi necesséario diluir as
SPIONS em agua milli-Q. As solucdes de PSSS foram preparadas em tampé&o PBS
(pH 7,2). As amostras magnéticas contendo o PSSS foram colocadas sob agitagéo a
temperatura ambiente e ao resguardo da luz. Apds o tempo de contato necessario as
SPIONSs foram lavadas 5 vezes com agua milli-Q e armazenadas a 4°C até posterior
utilizacgéo.

No processo de preparacdo do material SPIONs-PSSS foi utilizada uma
balanca analitica de modelo AUY220 da empresa Shimadzu, um banho ultrassénico

de modelo UltraCleaner 1400A da empresa Unique para auxiliar na dispersao das
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nanoparticulas e, também, um homogeneizador de tubos modelo Bio RS-24 da
empresa BioSan.

As medidas de potencial zeta foram realizadas utilizando o equipamento
NanoZS da empresa Malvern. Paras as andlises, as amostras magnéticas foram

diluidas em agua milli-Q (pH ~6) e mantidas a temperatura ambiente.

4.3 CONJUGACAO DO AM COM AS SPIONS-PSSS

Antes de iniciar com o processo de conjugacéo, o sistema SPIONs-PSSS teve
a verificacdo da preservacdo da sua propriedade magnética, uma vez que o material
ficou armazenado a 4°C por cerca de 1 més.

A interacdo do AM com o sistema SPIONs-PSSS aconteceu por adsorcéo,
onde a carga positiva do corante interagiu com a carga negativa do material
magnético. Inicialmente, os ensaios de conjugacao consistiram na combinacéo de 2
partes volumétricas das SPIONs-PSSS com 1 parte volumétrica de AM. Foi preparada
uma solucdo mae (estoque) de AM 10 mmol.Lt em PBS (pH 7,2). A partir desta
solucdo mae, foi preciso preparar uma segunda solucdo na concentracdo de 0,135
mmol.L-* em PBS (pH 7,2). Esta solugéo foi empregada para adicionar ao sistema
SPIONs-PSSS. A Tabela 3 mostra as condigbes experimentais para a conjugacao do
AM com o material magnético. Ressalta-se que em todas as amostras preparadas, a
concentracgéo final do AM foi de 45 pmol.L™.

Uma vez que o AM é fotossensivel, os frascos e tubos contendo o AM foram
revestidos com papel de aluminio durante a manipulacdo dos mesmos e isso

aconteceu no decorrer de todos os experimentos.

Tabela 3. Condigbes experimentais no processo de conjugacdo do AM com as
SPIONs-PSSS.

_ ] [AM]s Tempo de
Ensaio Fd SPIONs-PSSS (pmol.LY) contato* (h)
Al 1/5 45,0 2
AD 1/10 45,0 2

*Sob agitagdo magnética

Apds o tempo de contato de 2h do AM, os sistemas foram retirados da agitacao

e armazenados a 4°C (Zhu et al. (2015). As aliquotas do sobrenadante foram retiradas
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2 dias depois para investigar o sucesso do processo de conjugacao. A separacao das
aliquotas (sobrenadante) consistia em prender os tubos, contendo SPIONs-PSSS-AM
mais AM livre, em um ima super forte (neodimio) durante 2 minutos. Apds a separacao
das SPIONs-PSSS-AM, o sobrenadante foi retirado e guardado e armazenado a 4°C
para posterior analise de espectroscopia de absorcdo no UV-Vis. As medidas de
absorbancia na regido do visivel foram realizadas em um espectrofotémetro UV-Vis
modelo UV-1800 da marca Shimadzu.

Com o intuito de investigar melhor as condi¢cdes de conjugagdo do AM,
guantidades diferentes do material SPIONs-PSSS, assim como o tempo de contato
foram investigadas. Ressalta-se que a proporcao volumétrica entre os 2 ensaios
apresentados na Tabela 4 foi também diferente. Assim, o ensaio A3 manteve a
combinacao de 2 partes volumétricas das SPIONs-PSSS com 1 parte volumétrica de
AM na concentracdo de 0,135 mmol.L* em PBS (pH 7,2) e 0 ensaio A4 teve a
combinacéo de 5 partes volumétricas das SPIONs-PSSS com 1 parte volumétrica de
AM na concentracdo de 0,270 mmol.L?* em PBS (pH 7,2). A separacdo do
sobrenadante, bem como a analise do mesmo por medidas de espectroscopia no UV-
Vis foram realizadas conforme ja foi detalhado anteriormente. A Tabela 4 mostra as
outras condi¢cdes experimentais estudadas no processo de conjugacdo do AM no
sistema SPIONs-PSSS.

Tabela 4. Condigbes experimentais no processo de conjugacdo do AM com as
SPIONs-PSSS.

. i [AM]s Tempo de
Ensaio SPIONs-PSSS (umol.L ) contato* (h)
A3 concentrado 450 16
A4 concentrado 450 16

*Sob agitagcdo magnética

4.4 OTIMIZACAO DO SISTEMA SPIONS-PSSS-AM

Considerando os resultados obtidos e com o objetivo de aprimorar a

preparacdo de uma nanoplataforma mais eficaz para a captacdo de AM, foram
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realizadas as modificagcdes em: (i) processo de modificacdo das SPIONs com o PSSS,
e (ii) processo de conjugacdo do AM com SPIONs-PSSS.

A preparagéo das SPIONs com PSSS seguiu conforme protocolo descrito na
secédo 4.2, com as modificacdes detalhadas na Tabela 5. Ainda, para a realizacéo dos
experimentos tanto as SPIONS, bem como o PSSS foram preparadas em agua milli-
Q. Apds os 30 minutos, os sistemas P1 e P2 foram lavados 3 vezes utilizando agua
milli-Q e com o auxilio de centrifuga a 5000 rpm durante 3 minutos. Terminadas as
lavagens os sistemas foram ressuspensos em agua mili-Q e armazenados a 4°C até

posterior uso.

Tabela 5. Processo de modificacdo de superficie das SPIONs com AM.

Tempo de
Ensaio SPIONs-PSSS [PSSS] Tempoeratura contato*
(%) (°C) -
(min)
P1 1/20 0,5 60 30
P2 1/20 1,5 60 30

*Sob agitagcdo magnética

As medidas de potencial zeta foram realizadas nas amostras P para avaliar a
carga superficial do material produzido. O procedimento utilizado para o preparo das
amostras foi 0 mesmo citado na sec¢éo 4.2.

Seguindo os experimentos com as amostras P, para a conjugacdo do AM com
as SPIONs-PSSS foram realizados 4 ensaios conforme detalhamentos que podem

ser encontrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Condi¢des experimentais no processo de otimizacdo da conjugacao do AM
com as SPIONs-PSSS.

Ensaio  voluméticn  SPIONs-PSSS [AMlo — [AMIr v
(Mag:AM)*L (umol.L")  (pmol.L?) (h)
A5 2:1 P1 135,0 45,0 16
A6 5:1 P1 270,0 45,0 16
A7 2:1 P2 135,0 45,0 16
A8 5:1 P2 270,0 45,0 16

*IMag representa SPIONs-PSSS; *2Sob agitagdo magnética

Apés as 16 h sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao resguardo da luz, as
amostras foram armazenadas a 4°C. O sobrenadante das amostras A5 e A6 foi
recolhido com 3 dias apoés a preparacdo, enquanto que o das amostras A7 e A8 ap0s
10 dias. Esta diferenca permitiu-nos avaliar o efeito do tempo no processo de
conjugacdo do AM. Ressalta-se que antes de realizar as medidas no
espectrofotometro UV-Vis, todas as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a

6000 rpm a 25°C para evitar que possiveis nanoparticulas interferissem na analise.

Com o intuito de conhecer a quantidade de AM adsorvido no sistema SPIONs-
PSSS, foi necessario quantificar o AM livre no sobrenadante. Assim, por diferenca da
quantidade ofertada de AM e o AM livre é possivel conhecer a quantidade de AM
conjugado a matriz magnética. Para isto, foi preparada uma curva de calibracdo de
AM na faixa de 1-20 ymol.L™.

4.5 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

Os sistemas com as caracteristicas desejadas foram caracterizados por
medidas de potencial zeta conforme ja foi detalhado anteriormente. Medidas no
infravermelho também foram realizadas em amostras no estado solido. Para isto, uma
aliquota da amostra teve todo o liquido retirado com auxilio de um ima e,

posteriormente colocado em estufa a 50-60°C até secagem completa.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DAS SPIONS

Uma vez que a preparacdo das SPIONs seguiu a metodologia proposta por
Cabrera et al. (2017), a suspensao magnética obtida, em fase aquosa, foi reprodutivel
e apresentou as caracteristicas citadas pelos autores. Dentre elas, a boa estabilidade
coloidal como mostrada na Figura 8. O tamanho médio das nanoparticulas proximos
dos 15 nm, assim como a magnetita como fase dominante foram também observados
no material resultante. A resposta magnética apos aplicacdo de um campo magnético
externo (imd) foi satisfatoria, acontecendo uma rapida separacdo em menos de 1

minuto.

Figura 8 - Ferrofluido em fase aquosa.

Fonte: o autor, 2022.

5.2PREPARACAO DAS SPIONS COM PSSS

A Tabela 7 mostra a matriz dos experimentos realizados no processo de
preparacao do sistema SPIONs-PSSS, assim como os resultados do potencial zeta
das amostras obtidas no estudo quimiométrico. Observando o valor do potencial zeta
das SPIONs sozinhas e das SPIONs ap0s contato com o PSSS, é possivel sugerir
gue o processo de modificacdo de superficie mostrou-se satisfatério para todas as
amostras, isto €, houve uma diminuicdo do potencial zeta apos tratamento com o
PSSS. Esta analise foi também realizada para uma amostra de PSSS e o resultado
evidenciou a carga mais negativa para o polimero. Uma vez que o PSSS apresentou

uma carga bastante negativa, as SPIONs revestidas por esse polimero adquiriram
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uma carga mais negativa do que haviam apresentado antes da funcionalizacao.
Sendo assim, o experimento 1 foi o escolhido para a proxima etapa (conjugacao do
AM), uma que vez que apresentou uma pequena diferenca favoravel no potencial zeta
(mais negativo) e os niveis minimos para os dois primeiros fatores. Portanto, para a
preparacdo do sistema SPIONs-PSSS foram utilizadas as condicfes experimentais:
20 o fator de diluicdo das SPIONs, 0,5% concentracdo de PSSS e 16h de tempo de
contato (sob agitagdo magnética) entre as SPIONs e 0 PSSS.

Tabela 7. Matriz do planejamento fatorial fracionario 23 e valores de potencial zeta.

N° Experimento X1 X2 X3 Potencial
zeta (mV)
1 -1 -1 1 -37,7
2 1 -1 -1 -35,7
3 -1 1 -1 -35,7
4 1 1 1 -33,0
SPIONs - - - -23,02
PSSS - - - -47,1°

aSegundo Cabrera et al. 2017

bDeterminado pelo autor.

Segundo Luhe et al. (2015), as SPIONs formam dispersdes estaveis quando
funcionalizadas (LUHE et al., 2015; SILVEIRA; SILVA; MAGDALENA, 2021). Este
comportamento pode ser atribuido as mudancas na carga de superficie das NPs

(BERG et al., 2009).

5.3 CONJUGACAO DO AM COM AS SPIONS-PSSS

ApoOs a preparagéo das amostras Al e A2, conforme condi¢cdes experimentais
foram detalhadas na Tabela 3, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Para
avaliar se o processo de conjugacgédo do AM foi efetivo, o sobrenadante foi analisado
no espectrofotdmetro UV-Vis. Os resultados (dados nao apresentados) mostraram

elevados valores de absorbancia para o sobrenadante nos comprimentos de onda

caracteristicos para o AM.



35

Novos ensaios foram realizados com o intuito de promover uma conjugacéao do
AM mais efetiva. Para isto, a concentracdo do sistema SPIONs-PSSS e o tempo de
contato foram modificados (Tabela 4). As amostras A3 e A4 apresentaram resultados
similares aos das amostras Al e A2. Estes dados chamaram a atencdo, uma vez que
foi ofertada uma quantidade maior de sistema magnético e foi aumentado o tempo de
contato entre o AM e o sistema SPIONs-PSSS. Dessa forma, os proximos
experimentos contemplam variacées no processo de modificagdo das SPIONs com o
PSSS, assim como um tempo de contato maior entre o AM e as SPIONs-PSSS.

Dentre os experimentos de otimizacao, inicialmente, foi realizada uma variacao
na temperatura de preparacdo do sistema SPIONs-PSSS. Macroscopicamente a
suspensao magnética obtida se mostrou com boa estabilidade coloidal e preservacéo
da coloragdo marrom escuro. A resposta magnética foi também satisfatoria, uma vez
gue em poucos segundos foi observada a separacdo do material apds contato com o
ima.

Na técnica de potencial zeta, valores muito positivos ou muito negativos
expressam uma forca de repulsdo grande entre as particulas presentes na solugao.
Entdo, particulas com cargas semelhantes causam uma repulsédo suficiente a ponto
de impedir que as particulas formem agregados e, consequentemente, permite uma
certa facilidade na redistribuicdo delas (LUNARDI et al., 2020). Segundo Clogston e
Patri (2011), nanoparticulas com um potencial zeta de -10 mV ou +10 mV podem ser
consideradas neutras, enquanto as NPs que apresentam um potencial zeta menor que
-30 mV séao tidas como bastante aniénicas e NPs com um potencial zeta acima de +30
mV sdo fortemente catibnicas. Ainda segundo Samimi et al. (2019), os autores
explanam que, para que uma nanodispersdo tenha uma boa estabilidade coloidal é
preciso que as NPs tenham um potencial zeta de -30 mV, valor que os autores
consideram como adequado (SAMIMI et al., 2019). J& de acordo com Cabrera e
colaboradores, sistemas que apresentam um potencial zeta acima de 20 mV em
modulo podem ser tidos como suspensdes quimicamente estaveis (CABRERA et al.,
2017).

Enquanto isso, as amostras P1 e P2 apresentaram valores de potencial zeta
de -38,2 mV e -37,5 mV, respectivamente. Uma vez que tais amostras haviam sido
previamente revestidas pelo PSSS, € possivel inferir que a carga negativa adquirida
pelas SPIONs foi devido a adicdo do polimero, indicando que o processo de

funcionalizagdo/modificacdo de superficie ocorreu eficientemente. Um estudo
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realizado por Zhang et al. (2014) demonstrou resultado similar, em que SPIONs
isoladas tiveram o potencial zeta de +0,7 mV e, depois de revestidas pelo PSSS, o
potencial zeta encontrado foi de -19,6 mV, indicando que a mudanca de carga
adquirida pelas nanoparticulas magnéticas foi em decorréncia da funcionalizagéo por
esse polimero (ZHANG et al., 2014). Semelhantemente, um outro estudo demonstrou
gue as nanoparticulas magnéticas apresentaram um potencial zeta de +38 mV em
agua, e quando revestidas por PSSS passaram a apresentar um potencial zeta de -
18 mV indicando, mais uma vez, que o revestimento pelo PSSS é capaz de causar
uma inversao do potencial zeta das SPIONs (NAKAMURA; KATAGIRI; KOUMOTO,
2010).

5.4AVALIACAO OPTICA DOS SISTEMAS

A Figura 9 mostra o espectro de absorbancia encontrado para a concentragcéo
de 45 pmol.L'! do AM do presente estudo em que foram observados dois picos,
estando o maior na faixa de 660 nm e o menor em 615 nm. A concentracao final de
45 umol.Lt de AM foi baseada no estudo realizado por Rodrigues et al. (2021), em
gue a equipe usou esta concentracdo de azul de metileno para o mesmo ser utilizado
contra cepas de bactérias Staphylococcus aureus mediante tratamento fotodindmico
(RODRIGUES et al., 2021). O AM apresenta uma boa producéo de oxigénio singleto
na janela terapéutica para a TFD que corresponde de 600 a 900 nm (FALES; YUAN;
VO-DINH, 2011). A janela terapéutica € uma regido que delimita dois extremos, isto
€, comprimentos de onda menores que 600 nm s&o tidos como pouco penetrantes,
enguanto comprimentos maiores que o da janela terapéutica ndo apresentam energia
suficiente para excitar o oxigénio molecular em oxigénio singleto (CHILAKAMARTHI;
GIRIBABU, 2017).

Sendo assim, o AM utilizado no presente estudo apresentou bandas de
absorcao condizentes com a janela terapéutica para a TFD, estando, assim, adequado

para apresentar potencial terapéutico quando utilizada na TFD.
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Figura 9 - Espectro de absorcdo do AM na concentracdo de 45 uymol.L1.
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Fonte: o autor, 2022.

Conforme as informacgfes descritas na Tabela 6, as amostras P1 e P2 foram
utilizadas no processo de otimizacdo da conjugacdo do AM com as SPIONs-PSSS.
No total foram realizados 4 experimentos (A5-A8). Como mencionado anteriormente,
apos o tempo de contato do AM com o sistema magnético foi recolhido o sobrenadante
e analisado por espectrofotometria UV-Vis. Dessa forma, por determinacdo
guantitativa indireta é possivel saber a quantidade de AM adsorvido no sistema
SPIONs-PSSS.

A Figura 10 mostra os espectros de absorbancia obtidos para as amostras A5
(em vermelho) e A7 (em verde), em que se observa um perfil similar ao do AM, porém
com valores de absorbancia menor. Este resultado sugere que houve conjugacéo
eficiente do AM na superficie do sistema SPIONs-PSSS. O perfil do espectro entre as
amostras A5 e A7 foi bem parecido, havendo apenas uma pequena diferenca para
maiores valores de absorbéancia para a amostra A5. Uma vez que ambas as amostras
possuem concentracéo inicial de AM de 135 pmol.L! e foram obtidas 3 dias apds
preparacdo dos ensaios, um outro critério de avaliacédo foi a concentracdo de PSSS
utilizada na preparacdo. Com isso, é possivel sugerir também que, nesses
experimentos, ofertar uma concentracdo maior de PSSS n&o aprimorou o sistema,
pois o0 espectro de absorcao utilizando 0,5% de PSSS foi quase igual ao da amostra
em que foi ofertado o triplo de PSSS (1,5%), ou seja, uma quantidade maior do

polimero permitiu obter um resultado muito semelhante.
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Figura 10 - Espectros de absorcéo das amostras A5 (em vermelho), A7 (em verde) e AM (em azul).
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Fonte: o autor, 2022.

Por outro lado, a Figura 11 mostra os espectros de absorcdo referentes as
amostras A6 (em vermelho) e A8 (em verde), em que é possivel observar que a
amostra A6 apresentou uma absorbancia ligeiramente maior em relacdo a amostra
A8. Porém, as duas amostras apresentaram valores de absorbancias menores
guando comparados com o AM. Este resultado sugere uma conjugac¢do do AM no
sistema magnético. Ainda, considerando que ambas as amostras foram preparadas
utilizando uma concentracgéo inicial de AM de 270 ymol.L* e foram retiradas 10 dias
apos o preparo dos ensaios, um outro critério de avaliacdo foi a concentracdo de
PSSS ofertada. Com isso, conclui-se que utilizar uma concentracdo menor de PSSS
mostrou-se mais interessante, uma vez que os espectros de absorcdo de ambas as
amostras A6 e A8 foram parecidos. Também é interessante notar que, o perfil do
espectro dos sobrenadantes mostrados na Figura 11 apresentam uma inversédo dos
picos de absorcdo devido a autoagregagcdo do AM (formacdo de dimeros),
comportamento caracteristico quando se trabalha com concentragcbes maiores do

corante organico.
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Figura 11 - Espectros de absor¢do das amostras A6 (em vermelho) e A8 (em verde) e AM (em azul).
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Fonte: o autor, 2022.

De acordo com Khadieva et al. (2021), quando moléculas catidbnicas como o
AM se agregam, isto é, formam dimeros, ha uma mudanca nas propriedades
fotofisicas. Assim, a formacdo de dimeros pode levar a diminuicdo da producédo de
oxigénio singleto, o que para a TFD é um efeito indesejado e que prejudica o processo
terapéutico (KHADIEVA et al, 2021). Segundo Rogério Antbnio Sartori e
colaboradores (2011), quando ha NPs com sitios suficientes para que as moléculas
de AM sejam adsorvidas na forma de mon6meros, as chances de essas moléculas de
AM se agregarem séo reduzidas (SARTORI et al., 2011). Com isso, € possivel que no
presente trabalho a quantidade de AM ofertada (270 ymol.L'') tenha sido alta o
suficiente a ponto de muitos monémeros de AM nédo se ligarem as SPIONSs e, assim,
ficarem livres para se agregarem e formar dimeros. Também € possivel que a grande
guantidade de dias em que o sistema SPIONs-PSSS-AM ficou em contato pode ter
contribuido para a agregacdo dos mondémeros de AM.

Desta forma, os sistemas A5 e A7 mostraram-se mais promissores como matriz
magnética com potencial aplicagdo em TFD, uma vez que a Figura 10 revela nao
haver formacgéo de dimeros e, desta forma, ndo ha reducdo da producéo de oxigénio
singleto, fazendo com que o processo fotodinamico possa ocorrer sem empecilhos.
Ainda, a amostra A5 pode ser o sistema SPIONs-PSSS-AM escolhido devido a que
apresenta um resultado satisfatorio, bem como utiliza uma quantidade menor de
PSSS. Além disso, segundo Nemi Malhotra et al. (2020), a toxicidade das NPs
magnéticas depende de diversos fatores, incluindo a dose e a concentracdo. Com
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isso, quanto maior o numero de SPIONs, maiores 0s riscos de essas NPs
apresentarem toxicidade para as células (MALHOTRA et al., 2020). Desta forma, €
possivel que a proporcdo de SPIONs de 1/20 apresente poucas chances de causar
toxicidade para as células, uma vez que 1/20 € um valor baixo e, por isso, pode ser
benéfico para a TFD.

A Figura 12 mostra a curva de calibracdo do AM obtida na faixa de 1-20
umol.L1. Além disso, sabendo a quantidade de AM que foi conjugado as SPIONs-
PSSS é possivel dizer qual sistema SPIONs-PSSS-AM pode apresentar uma

relevancia maior do ponto de vista fotoquimico, o que para a aplicacdo na TFD é muito

importante.
Figura 12 - Curva de calibragcdo do AM.
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Fonte: o autor, 2022.

Utilizando a equacéo da reta gerada pela curva de calibracdo, foi possivel
determinar a eficiéncia da conjugacdo do AM na matriz SPIONs-PSSS para as
amostras A5 e A7. Uma maior eficiéncia da conjugacéo pode ser obtida quando o seu
valor fica mais proximo de 100%. Isto indica que a quantidade de AM no sobrenadante
€ pequena e que a maior parte do AM ficou adsorvida na superficie da matriz
magnética. Os resultados obtidos foram considerados satisfatorios e os valores de
conjugagao para as amostras A5 e A7 foram 89,6% e 90,2%, respectivamente.
Ressalta-se que a amostra A5 ndo apresentou evidéncias de formacéo de dimeros
(Figura 10).
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5.5CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

O valor do potencial zeta das amostras A5 e A7 foram -22,0 mV e -22,2 mV,
respectivamente. Comparando estes dados com os achados nas amostras P1 e P2
(sem adicdo do AM), observa-se que a presenca do AM (solucéo catibnica) pode ser
suportada pelos valores menos negativos, ou seja, mais positivos. Assim, sabendo
que o AM é uma molécula catibnica e que por isso apresenta um potencial zeta
positivo, € possivel inferir que o AM foi o responsavel por essa mudanca nos valores
do potencial zeta e que isso mostra a presenca do mesmo nos sistemas preparados.

As amostras A5 e A7 foram também analisadas por infravermelho com o intuito
de suportar os resultados apresentados pelo potencial zeta, isto €, a conjugacao
satisfatéria do AM na matriz magnética proposta. A Figura 13 mostra o perfil das

amostras A5 e A7, assim como das amostras de PSSS e AM.

Figura 13 - Espectros do infravermelho das amostras A5, A7, PSSS e AM.
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Segundo Guodong Su et al. (2018), para o AM o perfil de banda no
infravermelho préximo de 3417 cm™? corresponde a ligacdo entre oxigénio e
hidrogénio, enquanto o nimero de bandas entre 1142-1490 cm™ pode ser atribuido
as duplas ligacGes entre carbonos e, por fim, o nimero de onda igual a 1599 cm
pode ser atribuido a liga¢do entre nitrogénio e hidrogénio (SU et al., 2018). E possivel
inferir que o AM esté presente nas amostras A5 e A7 fazendo uma comparacéo entre
os perfis de banda mencionados. Assim, quando se compara o perfil da banda de
nimero de onda préximo de 1599 cm? do AM com o mesmo comprimento nas
amostras A5 e A7 é possivel inferir que o AM esta presente nas amostras, pois 0s
perfis de banda sdo bastante semelhantes e que por isso o AM foi conjugado as
SPIONs-PSSS.
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6 CONCLUSAO

Com base nos métodos de caracterizacao realizados, é possivel suportar que
houve a devida funcionalizagdo das SPIONs com o polimero PSSS, assim como a
conjugacéao efetiva do AM com as NPs superparamagnéticas. Desta forma, pode-se
concluir que foi desenvolvida uma nanoplataforma com potencial terapéutico para ser
utilizada na TFD, uma vez que o sistema SPIONs-PSSS-AM preparado apresenta
caracteristicas fotoquimicas pela presenca do AM e o superparamagnetismo pela
presenca das SPIONs, oferecendo caracteristicas que podem melhorar o efeito
bioldgico desejado na TFD.

Também foi possivel observar que utilizar uma quantidade menor de SPIONs
e PSSS foi mais benéfico, uma vez que a nanoplataforma apresentou as
caracteristicas desejadas mesmo nas menores quantidades ofertadas. Desta forma,

neste trabalho foi desenvolvido uma estratégia de sintese simples e eficiente.
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