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Devido aos efeitos nocivos de farmacos antineopléasicos sobre tecidos sadios, novos métodos
estdo sendo desenvolvidos para a vetorizacdo desses farmacos. A vetorizacdo magnética
consiste em direcionar nanoparticulas de compoésitos magnéticos através do fluxo sanguineo
até aregido do tumor, usando um gradiente de campo magnético externo. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho é sintetizar particulas de quitosana funcionalizadas com o polimero Pluronic®
F127 e nanoparticulas de magnétita para a vetorizagdo magnetica do farmaco Doxorrubicina.
Apds a preparacdo das particulas foi feito um estudo sobre a cinetica de liberacdo do farmaco.
A preparagdo das nanoparticulas de magnetita foi feita através de dois métodos. O primeiro
consiste na oxidacdo e precipitacdo de fons de Fe’* em meio alcalino de KOH e KNOs,
e em atmosfera de gas de nitrogénio, o segundo método consiste na mistura estequiometrica de

ions de Fe?* e Fe*" em meio alcalino de NaOH. As nanoparticulas de magnetita foram
encapsuladas na matriz da quitosana usando um método desenvolvido em laboratorio. As
amostras foram caracterizadas usando as técnicas de difracdo de raios-x (DRX), espectroscopia
Mossbauer (EM) do *'Fe, espalhamento dinamico de luz (EDL), e espectrofotometria de
UVVis. As medidas de DRX e EM realizadas em 300K mostraram a formagdo de
nanoparticulas de magnetita com didmetro de 7 e 30 nm. As medidas de EDL mostraram
distribuicdes de tamanho das particulas de magnetita revestidas com quitosana com diametro
médio de 250 e 450nm. A doxorrubicina foi encapsulada nas particulas com didmetro menor.
Esse sistema apresenta potencial como terapia alternativa para o tratamento de pacientes com
neoplasias.
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1. Introducéao

A tecnologia de liberagcdo controlada de farmacos vem se expandindo nos Gltimos anos. Para o
encapsulamento de farmacos geralmente sdo utilizados poliméros, e materiais inorganicos
como vidros e cerdmicas funcionalizados com moléculas organicas.

Na medicina, diversas pesquisas tém sido feitas visando encontrar o melhor método
para inserir farmacos em regibes desejadas, e compostos magnéticos nanoestruturados surgem em
meio a este contexto proporcionando diversas vantagens. Esses compostos sdo desejaveis no
tratamento de pacientes com céancer por possibilitar o transporte das drogas neoplasicas até
0 local onde estd localizado o tumor, facilitando assim as concentracdes necessarias do
farmaco além de minimizar os efeitos colaterais em tecidos sadios do corpo. Os compostos
nanomeétricos magnéticos sdo guiados utilizando um gradiente de campo magnético externo

Um tipo desses compésitos consiste em um nlcleo magnético envolvido por um

material polimérico. O material polimérico utilizado nesse trabalho é a quitosana, que é um
biopolimero, ndo téxico e biodegradavel [1]. O material magnético utilizado é a magnetita, um
oxido de ferro biocompativel e biodegradavel [2], que possui um alto valor de magnetizacao,
que facilita sua interacdo com um campo magnético externo.
Farmacos sao levados até as células cancerigenas através dos intersticios entre as células
endoteliais que formam as paredes de vasos sanguineos [3]. Dessa forma, carreadores com
tamanhos médios de 200 nm podem permear as paredes de vasos Ssanguineos,
abandonando o sistema circulatorio para assim ter acesso as células tumorais, propiciando a
liberagdo do farmaco no local desejado.

Este trabalho visa produzir sistemas poliméricos magnéticos nanoestruturados que
apresentam poros capazes de encapsular nanoparticulas de magnetita e o farmaco doxorrrubicina
(Dox). Faremos estudos da cinética da liberacdo do farmaco em meio aquoso para duas amostras
com concentragdes diferentes de Dox.

2. Materiais e métodos
2.1 Métodos de caracterizacao

Os compositos foram caracterizados usando as técnicas de Difracdo de raios-x (DRX),
(Miniflexll-Rigaku-Japdo); Espectroscopia Mdssbauer (Wiessel-Alemanhd), Espectrofotdmetria
de UwVis (Shimadzu- Japdo), Espalhamento Dinamico de luz (EDL) (Nanotrac- USA).

2.2 Materiais

A quitosana utilizada nesse trabalho possui grau de desacetilacio de 85%. A solucdo de
quitosana foi preparada a temperatura ambiente dissolvendo-se 8 g de quitosana em 400 ml
de solucdo aquosa de é&cido citrico (CgHgO7H,O) a 5 w.%. A solugcdo permaneceu sob
agitacdo magnética por um periodo de 12 hs, ap6s esse tempo a solucdo foi filtrada e
mantida sob refrigeracdo. O pH final da solugdo ficou em torno de 2,5. Também foram
utilizados Pluronic® (Sigma-Aldrich), trietilamina (Sigma-Aldrich), sodium tripolyphosphate
(TPP) (Sigma-Aldrich), clorhidrato de doxorrubicina (Dox) (Laboratério Bergamo).

2.3 Métodos de preparacdo das amostras
2.3.1 Sintese da magnetita

A agua destilada usada na preparacdo da magnetita foi degaseificada com gas nitrogénio por duas
horas. A magnetita foi sintetizada por dois métodos. Método de sintese 1 [4]: foram preparadas
as solugdes de 3,1168 g de hidréxido de potéssio (KHO) em 20 ml de agua; 8,08 g de nitrato de



potéssio (KNO3) em 40 ml de agua; 2,7792 g de sulfato de ferro (FeSO4) em 24 ml de &gua.
Essas solucdes foram adicionadas a 315 ml de agua. A mistura resultante foi aquecida em
banho maria até 90°C por 4 horas. Em seguida, a dispersao foi resfriada e as particulas de
magnetita foram lavadas na centrifuga para obter ph neutro e por fim foi colocada para
secar na estufa a 90°C.

Método de sintese 2: Foi preparado 100 ml de uma solucdo de NaOH 4%. O pH final foi
de 13,01. Logo depois, foi preparada 20 ml de uma solucdo aquosa que continha 2,411 g de
nitrato férrico e 0,801 g de sulfato ferroso. A solucdo contendo os ions de Fe foi
adicionada a solugdo de NaOH e agitada por 15 minutos, as nanoparticulas de magnetita
mudaram a cor da solucdo de marron para preto. A mistura final apresentou um valor de pH =
12,98, em seguida as nanoparticulas foram lavadas e separadas na centrifuga até seu pH se tornar
neutro. A amostra foi colocada para secar na estufa a 90°C por 1 hora.

2.3.2 Funcionalizacdo da quitosana com a magnetita

A quantidade de 0,2 mg da magnetita preparadas pelos métodos 1 e 2 foram dispersas em
52 ml de solugdo de quitosana para funcionalizagdo com o polimero, e permaneceram sob agitacéo
mecéanica por 1 hora. Depois, foram levadas a centrifuga para a separa¢do do meio liquido,
0 sobrenadante foi descartado.

As particulas de magnetita revestidas com a quitosana foram colocadas em uma solucéao
que continha 156 ml de solucdo de quitosana, 62,4 ml de agua destilada e 31,2 mg de TPP. A
mistura resultante foi levada ao ultrassom e, depois, foi agitada por 4 horas. Terminado esse
periodo, a dispersdo foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. As particulas de
magnetita+quitosana resultante foram dispersas em uma solugdo contendo 100 ml de agua

destilada e 400 mg de Pluronic® (responsavel por aumentar a hidrofilicidade da quitosana
em agua). A solucdo final foi levada ao agitador mecénico por aproximadamente 11 horas.
Entdo, as particulas foram recuperadas com a ajuda de um imd. Os nomes dessas particulas
foram de Amostral (magnetita preparada pelo método 1) e Amostra2 (magnetita preparada pelo
método 2).

2.4 Encapsulamento da doxorrubicina

De posse das particulas magnéticas revestidas com quitosana, foram preparadas duas
amostras contendo Dox, ver a tabela 1. A doxorrubicina, inicialmente hidrofilica, foi tratada com
trietilamina com o objetivo de deprotona-la, e assim facilitar sua solubilidade em cloroformio.
A mistura foi deixada sob agitacdo por 12 horas, tempo suficiente para evaporacdo do
cloroformio, a seguir foi adicionada a agua, entdo a suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante
foi descartado, reservando o material sélido. Foi acrescentado 2 ml de agua milliQ ao
material s6lido e foi iniciado o estudo da cinética de liberacdo do farmaco para tempo
diferentes.  Esse estudo foi feito com ajuda de um espectrofotobmetro, antes de cada
medida as particulas foram separadas do liquido utilizando a centrifuga. Entdo, foi medida
a absorcdo do sobrenadante para um feixe de radiacdo eletromagnetica com comprimento de
onda fixo de 480 nm.



Dox Particulas Trietilamina Agua Cloroformio

(mg) (mg) (1) (ml) (ml)
AmostraDox1 7,5 10,0 19,2 1.0 7,5
AmostraDox2 0,9 2,5 2,5 0,7 1,0

Tabela 01 - Amostras contendo as particulas de quitosana + magnetita e o farmaco antineoplasico
doxorrubicina .

2.5 — Determinacéo da oncentracdo de Dox utilizando dados de medidas
espectrofotdémetricas

Para relacionar os valores de absor¢do com a concentracdo do farmaco, foram feitas medidas
da absor¢do em vérias amostras com concentragdes conhecidas. A figura 1 mostra os dados
obtidos nas medidas e os resultados do ajuste linear. O coeficiente angular obtido do ajuste foi

de 8,497 ml/mg.
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Figura 1: Medidas de absorbancia de solucbes padrdes contendo doxorrubicina (DOX)

3- Resultados e discussao

3.1- Caracterizacdo da magnetita

A magnetita sintetizada pelo método 1 apresentou forte resposta magnética. A figura 2
mostra o difratograma de raios-x dessa amostra. Da medida de DRX e a equacdo de
Scherrer foi determinado o didmetro médio das particulas, esse valor foi de 30 nm. O
difratograma com picos estreitos e intensos é tipico de particulas com tamanho dessa ordem de
grandeza. As particulas apresentaram pardmetro de rede de 0,8393 nm, valor é bem proximo
do pardmetro da magnetita pura, a= 0,8395 nm [4].
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Figura 2: DRX das nanoparticulas de magnetita, Amostral

Outra técnica utilizada para verificar a qualidade da magnetita foi a
espectroscopia Mdssbauer, figura 3. As medidas de EM foram realizadas a 300K. O espectro
Mdossbauer mostrou dois sextetos: um deles devido a a interacdo hiperfina magnética do
nicleo de Fe* nos sitios A (sexteto da cor azul), e outro devido a interacdo hiperfina magnética
do nicleo de [Fe3++ Fe2+], nos sitios B (sexteto da cor verde), da estrutura do espinélio
invertido (AB;0,4). Nessa estrutura a quantidade de ions de Fe localizados no sitio B é o dobro
do sitio A. Dos ajustes, as areas relativas dos sextetos da cor verde e cor azul foram de 66%
e 34%, esses valores sdo proporcionais a quantidade de ions de Fe localizados nesses
sitios. Esse resultado mostrou que a qualidade da magnetita produzida é muito boa [4].
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Figura 3: Espectro Mossbhauer da magnetita preparada pelo método 1.

A magnetita que foi sintetizada pelo método 2, a medida de DRX mostrou picos
largos indicando que as particulas tém didmetro menor que as particulas do metodo 1, o valor
do didametro médio obtido dos ajustes foi de 7 nm, o pardmetro de rede foi de a= 0.8365
nm, sendo esse valor proximo ao parametro da magemita [4]. Ver figura 4.
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Figura 4: DRX das nanoparticulas de magnetita, Amostra2

A medida de EM para esta amostra acusou um espectro superparamagnético tipo
dobleto, e ndo serda mostrado.

3.2- Caracterizagdo das particulas de magnetita revestida com
quitosana

As nanoparticulas de quitosana contendo magnetita preparada pelo método 1 (Amostral)
foram caracterizadas pela técnica de EDL. A figura 5 mostra a distribuicdo de tamanhos
dessas particulas. O tamanho medio das particulas variou entre 400-500nm. O elevado valor do
diametro dessas particulas é devido a agregacdo das nanoparticulas de magnetita, isto € um efeito
do elevado valor de momento magnético e as forgas atrativas entre os dipolos magnéticos.
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Figura 5: Medidas de EDL para as nanoparticulas da Amostral

As nanoparticulas de quitosana contendo magnetita preparada pelo método 2
(Amostra2) também foram caracterizadas pela técnica de EDL. A figura 6 mostra a distribuicdo
de tamanhos. O tamanho médio das particulas variou entre 200-300nm, esse tamanho estd de
acordo com os objetivos deste trabalho [5]. Ja as particulas da amostra Amostral tém didmetro
maior e ndo serdo utilizadas para a encapsulacdo da doxorrubicina.
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Figura 6: Medidas de EDL para as nanoparticulas da Amostra2
3.3 Estudo da cinética de liberacdo do farmaco

Duas amostras foram preparadas utilizando os pardmetros da tabela 1, as medidas de
espectrofotometria foram realizadas em diferentes intervalos de tempo. As figuras para as
duas amostras preparadas sdo apresentadas na Figura 7. A suspensdo aquosa das particulas foi
mantida em um ambiente escuro para evitar a fotodegradacdo da doxorrubicina, e foi exposta a
luz apenas quando foram feitas as medidas. Para fazer as medidas as suspensbes foram
centrifugadas em 10k RPM por 1 minuto, e 1 ml do sobrenadante foi utilizado para a analise,
a seguir esse volume de liquido foi retornado ao recipiente original e submetido a agitacdo no
vortexer por 30 segundos, a suspensdo foi mantida em repouso até a proxima medida. Obsevou-
se que depois de 20 horas a absor¢cdo das amostras tende a diminuir, esse fato pode ser
devido a adsorcdo do farmaco nas paredes do recipientes utilizados e a sua
fotodegracdo.  Na literatura foi reportado que a doxorrubicina mostra sinais de
fotodegradacdo depois de 24 horas e exposta & luz [6]. Os resultados desses experimentos sdo
apresentados na tabela 2.
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Figura 7: Medidas de espectrofotdmetria das amostras (A) AmostraDox1 e (B) AmostraDox2



A (%) B (%) C (%)

AmostraDox1 75 1.6 2,1

AmostraDox2 33 1,7 5,1

Tabela 2- Parametros relacionados a encapsulacdo da doxorrubicina.

A) (Massa de Dox utilizada/massa de Amostral)x 100%

B) (Massa de Dox Encapsulada*/massa de Amostral)x

100% C) Eficiéncia da encapsulacdo = A/B x 100%

*) Massa de Dox Encapsulada = Massa total da Dox liberada**
**) Valor obtido das medidas de espectrofotdmetria.

No entanto a relagdo da massa de Dox encapsulada por grama de amostral para as
amostras AmostraDoxl e AmostraDox2 sdo aproximadamente iguais (coluna B), a
eficiéncia de encapsulacdo da Dox (coluna C) foi maior quando a razdo entre as massas da
Dox utilizada e a amostral foi menor. Esse resultado indica que o pardmetro C pode ser
maior se for utilizado uma quantidade menor da Dox. O parametro B parece indicar um valor
limite para a massa da Dox que pode se encapsulada pelas particulas da amostra Amostral. Os
resultados mostram que ainda ndo foi atigido o maximo da eficiéncia da encapsulacdo da
Dox, novos testes devem ser feitos para estudar esse parametro.

4 Conclusao

Com o método 2 de sintese da magnetita foram produzidas nanoparticulas com tamanho
médio 7 nm e quando estas foram funcionalizadas com quitosana e o0 polimero Pluronic
F127 o tamanho médio foi de 250 nm.

Foi encapsulada a Dox e fizemos testes para medir a quantidade de Dox encapsulada,
e a eficiéncia da encapsulacdo. Duas amostras foram estudadas, os resultados indicaram que ha
um limite para a quantidade méxima de Dox que pode ser encapsulada. A eficiéncia da
encapsulacdo pode ainda ser melhorada, outros testes devem ser feitos para determinar o maximo
desse parametro. O sistema composto de nanoparticulas de quitosana magnética e a
doxorrubicina é promisor em aplicacGes que envolvem o tratamento de tumores neoplasicos via
a vectorizagdo magnetica.



Composite Magnetic Polymeric Nanoparticles for use as a Delivery System of
Antineoplasic Drugs

Due to the harmful effects of antineoplastic drugs on healthy tissues, new methods are
being developed for the vectorization of these drugs. The magnetic vectoring consists in directing
magnetic composite nanoparticles through the blood flow to the tumor region, using an external
magnetic field gradient. The composite is formed by magnetite nanoparticles and neoplastic drug
which are inserted in the matrix of chitosan. Thus, the objective of this work is to synthesize
Chitosan particles functionalized with the polymer Pluronic F127 and magnetite nanoparticles as a
delivery system of antineoplasic drugs. Two methods were used to prepare the magnetite
nanoparticles. The first is the oxidation and precipitation of Fe?* ions in an alkaline medium of KOH
and KNO3, and nitrogen gas atmosphere, the second method consists of stoichiometric mixture of
Fe?* and Fe®* ions in an alkaline medium NaOH. The magnetite nanoparticles were encapsulated in
chitosan matrix using a method developed in laboratory. The samples were characterized using the
techniques of x-ray diffraction (XRD), Mossbauer spectroscopy (MS) of 57Fe, dynamic light
scattering (DS) and spectrophotometry UVVis. The XRD measurements performed at 300K and MS
showed formation of magnetite nanoparticles with diameters between 7 and 30 nm. The EDL
measurements showed size distributions of magnetite particles coated with chitosan with an
average diameter of 250 and 450nm. This system has potential for use in cancer therapy.
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