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Resumo

Incio, Jimmy Llontop; Louro, S6nia Renaux Wanderley; Bruno, Antonio
Carlos Oliveira. Funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido
de ferro com farmacos hidrofébicos e construcdo de um sistema para
controle de liberacéo. Rio de Janeiro, 2014. 100p. Dissertagdo de Mestrado
— Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

Estudos com nanoparticulas magnéticas tém sido realizados no ambito da
medicina tanto para tratamento de tumores e cancer, quanto para fins de
diagnosticos ou ainda para transporte de farmacos. Nanoparticulas magnéticas
podem ser administradas a alvos especificos e mantidas no local adequado por
meio de um campo magnético aplicado. Com este propoésito, as nanoparticulas
com um nucleo de material magnético sdo recobertas com material adequado para
sua funcionalizacdo. Neste trabalho sintetizamos nanoparticulas de 6xido de ferro
e funcionalizamos sua superficie com uma bicamada que permitiu criar um
compartimento adequado a solubilizacdo de farmacos hidrofobicos. Nesse
compartimento foi solubilizada uma ftalocianina que se mostrou promissora como
fotossensibilizante em terapia fotodindmica. Fotossensibilizantes sdo moléculas
que, ao interagir com a luz, formam espécies altamente reativas, como 0 0Xxigénio
singlete, que destroem células e tecidos adjacentes. Este processo € utilizado em
Terapia Fotodindmica (PDT). A geracdo de oxigénio singlete pela ftalocianina no
compartimento hidrofébico foi avaliada usando como sonda o 1,3-difenil
isobenzofurano (DPBF), em formulagdes com os surfactantes ndo idénicos, Tween
80 e Pluronic 127. Com o objetivo de controlar a liberacdo de farmacos,
construimos um circuito eletrdnico para produzir um campo magnético AC que
atua sobre as particulas magnéticas e produz um aumento local de temperatura. O
aumento de temperatura modifica a difusdo das moléculas localizadas na camada
que recobre as nanoparticulas, o que permite variar a taxa de liberacdo. Foi
estudada a variagdo de temperatura produzida na presenca do campo magnético AC.

Foi estudado também o efeito da temperatura na producéo de oxigénio singlete.

Palavras-chave
Biofisica; nanoparticulas magneticas; funcionalizagdo; magnetohipertermia;

fotossensibilizante; espectrofotometria.
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Abstract

Incio, Jimmy Llontop; Louro, Sdnia Renaux Wanderley (Advisor); Bruno,
Antonio Carlos Oliveira (Co-advisor). Functionalization of iron oxide
magnetic nanoparticles with hydrophobic drugs and construction of a
system for controlled release. Rio de Janeiro, 2014. 100p. MSc.
Dissertation — Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro.

Magnetic nanoparticles have been studied aiming at medical applications,
such as treatment of tumors and cancer, for diagnostic purposes and drug delivery.
Magnetic nanoparticles can be administered to specific targets and maintained in
the proper location by means of an applied magnetic field. For this purpose,
nanoparticles with a core of magnetic material are coated with suitable material
for functionalization. In this work, we synthesized nanoparticles of iron oxide and
functionalized their surface with a bilayer that served as an appropriate
compartment for hydrophobic drugs. A promising phthalocyanine derived
photosensitizer was solubilized in this compartment. Photosensitizers are
molecules that interact with light to form highly reactive species such as singlet
oxygen, which destroy cells and surrounding tissues. This process is used in
photodynamic therapy (PDT). The generation of singlet oxygen by the
phthalocyanine in the hydrophobic compartment was evaluated using the probe
1,3- diphenyl isobenzofuran (DPBF) in formulations with the nonionic surfactants
Tween 80 and Pluronic F-127. Aiming to control the release of drugs, we build an
electronic circuit to produce an AC magnetic field which acts on the magnetic
particles to produce a local temperature increase. This increase in temperature
modifies the diffusion of molecules at the surface layer of the nanoparticles, and
allows to control the rate of release. Temperature variation produced in the
presence of the AC magnetic field was studied. The effect of temperature on the

singlet oxygen production was also studied.

Keywords
Biophysics;  magnetic  nanoparticles;  functionalization;  magnetic

hyperthermia; photosensitizer; spectrophotometry.
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1

Introducao

11

Particulas magnéticas e a distribuicdo de farmacos

Na Ultima década a nanotecnologia tem sido desenvolvida a tal ponto de ser
possivel sintetizar, caracterizar e adequar as propriedades funcionais de
nanoparticulas para aplicacdes biomédicas e diagnosticas [Moghimi et al., 2001;
Curtis et al., 2001; Wilkinson, 2003]. Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
sdo importantes ferramentas para o transporte de farmacos e o tratamento de
diversas doengas [Kim et al., 2001; Shinkai, 2002; Pankhurst et al., 2003]. Estas
tém sido utilizadas em aplicagdes biomédicas in vivo e in vitro para liberacéo
controlada de farmacos, em hipertermia magnética, em entrega de drogas, etc.
Estas aplicacdes exigem que as MNPs tenham valores elevados de magnetizacdo
garantindo assim que sejam superparamagnéticas, e uma distribuicdo uniforme de
tamanhos, tamanhos menores do que 100 nm tornando-as compardveis ao
tamanho de células, bactérias, proteinas, enzimas, etc. Isto facilita que elas
possam chegar o0 mais perto possivel das células alvo e interagir com elas
[Gruttner and Teller, 1999; Yu et al., 2007].

Nanoparticulas magnéticas (MNPs) possuem propriedades magnéticas
Unicas e capacidade de funcionar a nivel celular e molecular em interacGes
bioldgicas, tornando-as um sistema atraente para utilizagdo em contraste para
ressonancia magnética (MRI) e como veiculo para a entrega de drogas. O artigo
de revisdo de Sun e colaboradores (2008) fornece uma base para essas aplicacfes
de MNPs e da uma visdo geral de desenvolvimentos recentes nesta area de
pesquisa. Os recentes avangos em nanotecnologia tém melhorado a capacidade de
adaptar especificamente as caracteristicas e propriedades de MNPs para estas
aplicagdes biomédicas. Para direcionar melhor as necessidades clinicas

especificas, MNPs com momentos magnéticos mais altos, superficies mais
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adequadas e diferentes funcionalidades estdo sendo desenvolvidas para aplicagdes
em deteccdo, diagnéstico e tratamento de tumores malignos, doencas
cardiovasculares e doencas neurologicas. Através da incorporacdo de agentes de
direcionamento altamente especificos e outros ligantes funcionais, tais como
fluoréforos e incrementadores de permeacgdo, a aplicabilidade e eficicia destas
MNPs tém aumentado enormemente.

Na area das nanoparticulas magnéticas, tem ocorrido um aumento nas
investigacGes com varios tipos de 6xidos de ferro destacando-se a maghemita, y-
Fe,O3, e a magnetita, Fe3O4, com dominios individuais = 5-20 nm de diametro,
sendo a magnetita um candidato muito promissor devido a sua biocompatibilidade
ja comprovada [Schwertmann et al., 1991]. Com o revestimento adequado da
superficie, estas NPs podem ser dispersas em solventes adequados, formando
suspensdes homogéneas chamadas de ferrofluidos [Babincova, 2001].

Como exemplo de outra aplicagdo, as MNPs foram recobertas com um
farmaco e uma camada de um polimero biodegradavel [Knobel e Goya, 2004]. O
campo magnético serviria para carrega-las até as celulas comprometidas e elas
transportariam o farmaco com menor chance de erro e com menores efeitos
colaterais.

Dentre as aplicacdes com NPs encontra-se a magnetohipertermia, em que as
MNPs sdo carregadas até as células cancerosas e agitadas por campo magnético
alternado. Mediante processos de relaxacdo magnética se gera calor por perda de
energia [Gupta K. e Gupta M., 2005], destruindo as células cancerigenas a
temperaturas em torno de 42-46°C. Nessa importante aplicacdo de SPIONSs, suas
propriedades magnéticas sdo exploradas para induzir uma resposta terapéutica por
meio da hipertermia [Singh e Sahoo, 2014]. Na hipertermia, o tecido é exposto a
altas temperaturas, 41-47 °C, para matar células cancerosas. Na hipertermia
baseada em MNPs, estas podem gerar calor sob acdo de um campo magnético
alternado, por flutuacdo de Neel e perdas de energia ao percorrer o ciclo de
histerese magnética. Diferentes quantidades de calor podem ser geradas
dependendo da formulagdo das MNPs e dos pardmetros de campo magnético. Por
exemplo, MNPs com dominio Unico de 14-16 nm mostraram-se mais apropriada
para hipertermia. Recentemente, Magforce com sede na Alemanha relatou sua
terapia NanoTherml usando MNPs e ensaios clinicos mostraram que a
hipertermia seguida de radioterapia proporcionou um tempo médio de sobrevida
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bem maior do que o do grupo de controle em pacientes com glioblastoma [Maier-
Hauff et al., 2011].

Outra aplicacdo de hipertermia em desenvolvimento, descrita em recente
artigo de revisdo [Singh e Sahoo, 2014] é sua utilizacdo como um estimulo
externo para liberagdo de farmacos a partir de nanoparticulas carregadas com
essas drogas. A entrega controlada de farmaco, com base em hipertermia pode
ocorrer por um mecanismo de quebra de ligacdo em que a biomolécula esta ligada
a MNP através de um “linker” que € quebrado quando exposto a calor ou ainda
por meio de aumento da permeabilidade da cobertura das nanoparticulas sob agéo
do campo aplicado - as MNPs sdo aquecidas e a cobertura de polimero
termosensivel, por exemplo, torna-se permeavel e faz com que a droga seja
liberada. Derfus et al. demonstraram a implementacdo bem sucedida do
mecanismo de quebra de ligacdo para liberar DNA marcado com fluoresceina
usando ativacao por forca eletromotriz [Derfus et al., 2007]. Da mesma forma, em
2009, Hoare e colaboradores demonstraram liberacdo terapéutica por
permeabilizacdo de polimero em nanogeéis termossensiveis a base de poli (N-
isopropilacrilamida) e MNPs [Hoare et al., 2009]. Assim, uma investigagdo mais
exaustiva certamente vai ajudar a sintonia fina da entrega de farmacos, com

potencial para ativar remotamente sua liberacao.

1.2

Terapia Fotodinamica, Fotossensibilizantes e Ftalocianinas

A Terapia fotodindmica utiliza luz de um determinado comprimento de onda
para o tratamento de alguns tipos de cancer ou bactérias. Em geral, utiliza um
fotossensibilizante (PS) administrado e dirigido seletivamente ao tecido tumoral,
seguindo-se a irradiagio com luz aplicada localmente. Assim, o
fotossensibilizante gera espécies reativas que podem iniciar a oxidacdo e morte
das celulas toxicas [Bonnet, 1995].

Para o tratamento de varios tipos de cancer existem fotossensibilizantes de
primeira, segunda e terceira geracdo (ex. porfirinas, ftalocianinas, naftalocianinas,
respectivamente), estes ultimos tém sido investigados para alcancar alta

seletividade da droga no tumor e grandes coeficientes de absor¢do molar
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(6.~ 10° M em™) no vermelho e regides do infravermelho préximo, onde a luz

pode penetrar o tecido bioldgico [Rosenthal, 1989].

A utilizacdo de porfirinas e ftalocianinas nesta &rea tem merecido maior
atencdo de cientistas e pesquisadores. No caso das ftalocianinas estas sdo
compostos termicamente e quimicamente estaveis, podendo suportar intensas
radiacdes eletromagnéticas. A sua estrutura contem dois a&tomos de hidrogénio na
cavidade central, podendo ser substituidos por diferentes metais, incorporando
assim uma grande variedade de substituintes, permitindo um melhor ajuste nas
suas propriedades fisicas. Um destes substituintes estudado amplamente tem sido
0 zinco (Zn) [Sekkat et al., 2012; Camur et al., 2009; Goslinski et al., 2011].

Entdo, varios novos derivados de fotossensibilizantes foram sintetizados e
suas propriedades fotoquimicas e atividades fotodinamicas tém sido intensamente
caraterizadas [Durmus e Nyokong, 2007]. Ben-Hur e Rosenthal foram os
primeiros a sugerir 0 uso dos derivados de ftalocianina devido as suas bandas
intensas de absorcdo, denominadas bandas Q, nas regides do visivel e
infravermelho (650-700nm) [Rio et al., 2008].

O oxigénio singlete é um fator chave para o ataque do tumor. Raab, em
1900, observou a morte de microrganismos na presenca de certos corantes quando
expostos a luz solar [Raab, 1900] e reportou a interacdo de luz com
fotossensibilizantes e oxigénio, resultando em espécies reativas que induziram a
inviabilizacdo de células, causando a morte dos microrganismos observados.

Mas, 0 que é o oxigénio singlete? E um dos trés estados eletronicamente
excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado fundamental.
A acdo do oxigénio singlete na inviabilizacdo de células cancerigenas tem sido
evidenciada em diferentes experiéncias [Kulig e Smith, 1973].

Com respeito a producdo de oxigénio singlete utilizando ftalocianinas
hibridizadas com MNPs, temos que a hibridizacdo de ftalocianinas com diversos
materiais solidos tem sido estudada a fim de evitar aglomeracéo e adicionar novas
fungdes [Ishii, 2012]. Estes materiais solidos empregados sdo divididos em dois
grupos. O primeiro grupo é o dos nanomateriais [Bechet et al., 2008; Ben-Hur e
Rosenthal, 1985] anexando Pcs com nanoesferas e nanobastdes de ouro sob
estudos in vivo e in vitro das suas propriedades fotoquimicas e atividades

fotodinamicas. O segundo grupo é dos fotocatalisadores sélidos baseados em Pcs.
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Estes, ativados por luz vermelha, tém sido eficientes para a geracdo de oxigénio
singlete [Wohrle et al., 1994; Gerdes et al., 1997]. A silica gel-suportando SiPc
(SIPc-SiO,) foi um fotocatalisador solido apresentando propriedades fotofisicas
monomeéricas e grande capacidade de gerar oxigénio singleto [Ishii et al., 2007]. A
incorporacdo de nanoparticulas magnéticas para a SiPc-SiO; e 0 estudo das suas
propriedades fotofisicas também foram investigados [Ozawa e Ishii, 2009]. E
conhecido que nanoparticulas magnéticas provocam supressao de fluorescéncia,
mas a luminescéncia do O, no composto SiPc-MNP-SiO, foi mais intensa do que
em SiPc-SiO,. Isto pode ser interpretado como tendo origem no acentuado
cruzamento intersistemas (ISC) devido a presenca das MNPs [Corr et al., 2008;
Sahoo et al., 2005; Gu et al., 2005]. Assim, 0 SiPc-MNP-SiO, é um hibrido solido
de ftalocianina que age como um gerador de oxigénio singleto, o qual pode ser

coletado utilizando imas (Fig. 1).
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Figura 1.1. Esquema combinando hipertermia magnética e PDT. O composto SiPc-MNP-SiO;
pode agir como um eficiente gerador de '0, coletando as MNP restantes usando imas. O
conhecimento do ISC acentuado devido as MNPs é importante para o uso combinado da PDT com

hipertermia magnética no sistema de entrega de droga. [Adaptado de Ishii, 2012].

Enfim, investigacOes recentes envolvem estudos do uso dos derivados de
mentol no tratamento por terapia fotodindmica [Romero, 2013]. Os grupos
derivados da Menta tém propriedades adequadas para reduzir sua agregagdo em
solventes apolares. Adicionando-se a ZnPc quatro grupos mentoxi como
substituintes nas posi¢des B, o grupo de Kleber Oliveira (UFSCar) conseguiu
sintetizar o composto de MentaZnPc, soltvel em solventes apolares. Com 0 uso
de DPBF como sonda de 'O, vamos avaliar sua atividade fotodindmica em

nanoparticulas magnéticas hidrofobizadas com acido oléico e implantar um
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sistema de controle da liberacdo de farmacos para estas nanoparticulas,
combinando controle de distribuigdo de farmacos com a terapia fotodindmica.

1.3 Objetivos

O objetivo central deste trabalho é funcionalizar nanoparticulas magnéticas
recobrindo-as com uma camada adequada a solubilizacdo de farmacos
hidrofébicos e avaliar como a presenca de campos magnéticos alternados
modifica a acdo e difusdo desses farmacos nas vizinhancas das nanoparticulas.

Entdo, como objetivos especificos temos:

o Sintetizar nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.

o Funcionalizar a superficie das nanoparticulas sintetizadas, hidrofobizando-
as com &cido oleico e tornando-as dispersiveis em meio aquoso com uma
camada de surfactante néo ionico.

o Analisar a atividade fotodindmica de um fotossensibilizante hidrofébico, um
derivado mentolado da ftalocianina, MentaZnPc, em compartimentos
micelares hidrofébicos, semelhantes aos que revestem as nanoparticulas.

o Construir um circuito eletrdnico ressonante que produza um campo
magnético alternado, o qual atuaréa sobre as nanoparticulas magnéticas e, em
seguida, analisar a variacao da temperatura sob acdo desse campo AC.

o Avaliar a influéncia da temperatura na atividade fotodindmica do
fotossensibilizante localizado em micelas e no revestimento das

nanoparticulas magnéticas.

14

Estrutura dos capitulos

No capitulo 2 se apresenta uma revisdo dos principais conceitos tedricos na
area de magnetismo, nanoparticulas de 6xido de ferro, superparamagnetismo em
NPs e geracao de calor por processos de relaxacdo em campos alternados. Na area
de biofisica, aborda-se a técnica de espectroscopia de absorcéo, apresenta-se breve

descricdo da distribuicdo de farmacos, caracterizagdo das ftalocianinas e sua
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aplicacdo na PDT. Todos estes conceitos sdo necessarios para a compreensao do
trabalho experimental desenvolvido neste trabalho de mestrado.

No capitulo 3 sdo apresentados os materiais e métodos empregados: a
preparacdo de micelas contendo MentaZnPc, a sintese e técnicas de caracterizacdo
das nanoparticulas. Também s8o descritos o espectrofotdbmetro utilizado, os
métodos empregados nos experimentos e a constru¢do de um circuito eletrénico
de ressonancia para aquecimento das nanoparticulas mediante campo magnético
AC. Nesta parte se faz uso dos programas de simulacdo OPERA 3-D e Matlab
para o célculo do campo magnético gerado pela bobina principal do circuito.

No capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos: da estabilidade
fotodindmica da sonda de oxigénio singlete DPBF, dos estudos espectroscopicos
da MentaznPc em diferentes solventes e condicGes, assim como de sua avaliacéo
fotodindmica na geragéo de oxigénio singlete. Apresenta-se a funcionalizacdo das
nanoparticulas com uma bicamada de 4&cido oleico/surfactante ndo idnico,
permitindo criar um compartimento adequado a solubilizacdo de farmacos
hidrofobicos como a MentaZnPc. Mostram-se também o0s ensaios de aquecimento
das nanoparticulas devido a presenca do campo magnético AC gerado por nosso
circuito eletrénico ressonante, assim como o efeito da temperatura na producgéo de
oxigénio singlete.

No capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes sobre os resultados obtidos,
assim como as perspectivas para trabalhos futuros.

Finalmente no capitulo 6, referente ao apéndice, se apresenta a calibracdo do
sensor de platina utilizado para medir a temperatura do sistema contendo as
nanoparticulas, assim como também sdo mostradas as funcdes utilizadas em

Matlab referentes ao circuito eletrdnico de ressonancia.
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2

Principios gerais

2.1

Magnetismo e nanoparticulas magnéticas

Quando um campo magnético externo, denotado por H,é aplicado a um
material, ocorre uma mudanca nos dipolos magnéticos, dando origem a uma
resposta macroscopica que é a magnetizacdo M (momento magnético por unidade
de volume).

A indugdo magnética B é resultado do campo externo aplicado e do campo
proveniente da propria magnetizacdo do material. A relagdo, no Sl, entre esses trés
campos é dada pela equacdo [Griffiths, 1999]:

B=y,(H+M) (1.1)

Os materiais podem ser separados em classes de acordo com a orientagéo de

seus momentos magnéticos em relacdo ao campo magnético externo. Essas classes

sdo: diamagnéticos, paramagnéticos ferromagnéticos e superparamagnéticos.

2.1.1 Diamagnetismo, Paramagnetismo, Ferromagnetismo

Tanto nos materiais paramagnéticos quanto nos diamagneticos a variagéo de
M com H é linear: M = )(mﬁ, onde y,, é a susceptibilidade magnética, sendo que

nos materiais diamagnéticos y,, € negativa e nos paramagnéticos € positiva.

Diamagnetismo

O diamagnetismo é um fendmeno que ocorre em todos os materiais devido
ao movimento orbital dos elétrons, mas frequentemente esse efeito é encoberto
por outros mais fortes, como o paramagnetismo e o ferromagnetismo. Esse

fendmeno nada mais é que a manifestagdo microscépica da Lei de Lenz, a qual diz
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que ao tentar modificar o fluxo magnético num circuito, estabelece-se uma
corrente induzida no sentido de se opor a variacdo de fluxo que a gerou. Num
circuito sem resisténcia, num supercondutor, ou num orbital eletrénico dentro de
um atomo, a corrente induzida persiste enquanto 0 campo magnético estiver
presente e 0 momento magnético induzido tem sentido oposto ao que o gerou.

A pequena susceptibilidade magnética dos materiais diamagnéticos é
negativa e, em geral, independente da temperatura (com excecdo do bismuto na
passagem do estado solido para o liquido), ou seja, a magnetizacdo induzida por
um campo externo é contraria e proporcional ao campo. O diamagnetismo surge
da interagdo do campo com as cargas eletronicas alterando sua velocidade. Como
a velocidade dos elétrons é uma funcdo dos estados eletronicos, e estes séo

independentes da temperatura, isso faz com que y,,, também néo dependa de T.

Paramagnetismo

O paramagnetismo € uma resposta bem menos intensa a um campo
magnético externo aplicado que o ferromagnetismo. Materiais paramagnéticos
possuem ions cujos momentos magnéticos se alinham na presenca de um campo
magnético, mas ndo ha uma interacdo forte entre esses momentos. Esses
momentos magnéticos sdo provenientes de elétrons desemparelhados nos atomos
ou moléculas do material.

No caso da susceptibilidade magnética o0 modelo classico mostra que, em
campos magnéticos fracos, a susceptibilidade magnética desses materiais cai com
T

_ M7211Nvﬂ0 _ E (12)

Am = 3T T
onde N, € 0 nimero de momentos magnéticos por unidade de volume, kp a
constante de Boltzmann e u,, a magnitude dos momentos magnéticos presentes no
material. Esta expressdo é conhecida como Lei de Curie.
Considerando o caso de metais chega-se ao paramagnetismo de Pauli, que
considera a indistinguibilidade dos spins dos elétrons livres num metal. Nesse

caso a susceptibilidade € independente da temperatura:

U Ny
Xpauli = mB—"O = cte. (1.3)
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onde Ty € a temperatura de Fermi. Nessa expressdo ndo surge a temperatura, pois

0 modelo ndo leva em conta a possibilidade dos elétrons ocuparem estados mais

energéticos com o aumento de T nem o efeito da desordem térmica no sistema.

Ferromagnetismo

Num meio linear, o alinhamento dos dipolos atdmicos é mantido por um
campo magnético externo. Os ferromagnetos (que sdo nado lineares) ndo requerem
campos magneéticos externos para manter a magnetizacdo, 0s momentos
magnéticos atdbmicos ou moleculares estdo quase alinhados mesmo na auséncia do
campo externo. Como o paramagnetismo, o ferromagnetismo envolve os dipolos
magnéticos associados aos spins dos elétrons desemparelhados. Uma
caracteristica que torna o ferromagnetismo notavelmente diferente do
paramagnetismo € que no ferromagnetismo existe uma forte interacdo entre os
momentos de dipolos vizinhos, alinhando-os 100% dos spins dos elétrons
desemparelhados.

Uma variacao de energia térmica produzira uma flutuacdo da direcdo dos
dipolos magnéticos em relacdo a uma direcdo particular causando um desvio do
alinhamento com consequente perda de magnetizacdo. A energia de troca que
produz o alinhamento dos dipolos magnéticos é contraposta pela energia térmica,
para altas temperaturas causam a reducdo da intensidade de magnetizagdo. A
temperatura na qual um material ferromagnético passa a ser paramagnético é
denominada temperatura de Curie. Nesta temperatura o alinhamento dos dipolos
magnéticos desaparece. Para temperaturas maiores que a temperatura de Curie o
material se comporta como uma substancia paramagnética, pois o0s dipolos s6 sdo
levados ao alinhamento parcial ao aplicar um campo magnético. Na tabela 1.1
apresentamos alguns materiais ferromagnéticos com sua respectiva temperatura de
Curie. [Faria, 2005].

Tabela 1.1. Temperatura de Curie para diversos materiais ferromagnéticos.

Material Ferromagnético Temperatura de Curie (K)

Ferro 1043
Cobalto 1404
Niquel 631
Cromel 436

Gadolinio 289
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2.1.2 Dominios magnéticos, curva de histerese

O fisico francés Andre-Marie Ampeére, ao descobrir os efeitos dos materiais
magnéticos permanentes ou temporarios, propds a teoria de que as propriedades
magnéticas de um corpo fossem originadas por um grande nimero de minusculas
correntes internas circulares. O campo magnético total no material seria entdo a
soma do campo gerado pela corrente externa com o campo gerado por estas
correntes microscopicas. Hoje, com o modelo atbmico sabemos que esses
materiais sdo constituidos de &tomos possuindo elétrons que, além de
apresentarem momento angular orbital, também apresentam momento angular de
spin, dando inicio a teoria dos dominios proposta por Weiss em 1907 e continuada
por Heisenberg em 1928.

Os elétrons apresentam a propriedade de spin que faz com que eles se
comportem como pequenos imds. No caso de moléculas de materiais ndo
magnéticos, os elétrons ocorrem emparelhados uns com 0s outros, mas com 0s
spins em sentidos opostos, fazendo com que o campo magnético produzido por
um elétron seja cancelado pelo campo do outro elétron. 1sso ocorre ao longo de
todo o arranjo cristalino da substancia ndo magnética resultando num campo
magnético total nulo. Nos materiais magnéticos, a maioria dos spins eletrénicos
ocorre numa direcdo dada, portanto nem todos os campos magnéticos produzidos
por elétrons sdo cancelados, e 0 campo magnético resultante total tem um valor
ndo nulo. Esses campos magnéticos associados aos elétrons se alinham formando
regibes que apresentam magnetismo espontaneo. Essas regifes da matéria com a
mesma orientagdo magnética sdo chamadas de dominios magnéticos e s&o como

imds microscopicos (Fig. 2.1 a).
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Figura 2.1. a) Dominios magnéticos orientados aleatoriamente num material desmagnetizado. b)
Mudanca das paredes dos dominios ante a presenca de um campo magnético H. c) Quanto maior

o campo H aplicado, os dominios adquirem uma Unica direcéo paralela ao H aplicado.

Num material ndo magnetizado ndo se percebe o magnetismo deste, pois
seus dominios estdo distribuidos de forma aleatoria e 0 campo magnético total é
zero (Fig. 2.2 a). Quando esse material sofre a acdo de um campo magnético
externo, os dominios que estdo aproximadamente alinhados com o campo
aplicado crescem a custa dos outros dominios(Fig. 2.2 b). Este processo continua

até todos os dominios estejam orientados na direcdo de magnetizacdo mais
préxima a H, desaparecendo as paredes (Fig. 2.2 ¢). Aumentando a excitacdo, 0s

momentos magnéticos giram até se colocar paralelamente ao campo H (Fig. 2.2

d). Neste caso se diz que a substancia encontra-se magneticamente saturada e a

magnetizacdo nao cresce mesmo aumentando o campo H.

a) — c) 5
{ l H=0 _ H/

b) T m d) .
} X | - w /

Figura 2.2. Campo magnético H atuando sobre um dominio magnético. Adaptado de Llinares e
Page, 1997.

No entanto, h4 casos em que estes dominios estdo arranjados naturalmente

de forma que os polos ficam alinhados sem precisar de algum agente externo, e a
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soma dos seus campos magnéticos elementares gera um campo macroscopico
forte, como é o caso dos imés naturais.

Se 0 campo magnético externo aplicado sobre o material magnético for
suficientemente intenso, ele pode reorientar estes dominios na mesma direcéo
(Fig. 2.1 b, Fig.2.1 c), magnetizando-o. Quando todos estiverem alinhados,
qualquer aumento do campo externo ndo causard aumento adicional na
magnetizacdo do material, atingindo a saturacao.

Quando o campo magnético externo é removido, o grau de alinhamento
diminui fazendo que o campo magnético resultante no interior do material atinja
um valor ndo necessariamente igual ao anterior, a quantidade de dominios com
spins desalinhados vai depender do tipo do material. Este fenémeno é denominado

histerese.

Curva de Histerese Magnética

Curvas tipicas experimentais usadas para analisar a magnetizacdo de uma
amostra em funcdo do campo magnético aplicado sdo as denominadas curvas de

histerese (Fig. 2.3). No processo inicial a amostra encontra-se desmagnetizada. Ao

aplicar um campo crescente H a magnetizacdo aumenta, modificando as paredes

dos dominios e fazendo com que a magnetizacdo de cada dominio se alinhe até

atingir a magnetizacdo de saturacdo M. Nesse instante se diz que a amostra esta
magneticamente saturada, formando-se assim uma primeira curva denominada
curva de primeira magnetizacao (Fig. 2.3).

Ao diminuir a intensidade do campo H observa-se que, no instante em que a
curva passa pelo eixo das ordenadas a magnetizacdo do material ndo é nula. Isto
pode se explicar devido a que existe certo numero de dominios com

magnetizagdes ndo alinhadas, nesse ponto se diz que a amostra possui uma
magnetizacdo remanente Mk.

Se invertermos o campo H no instante quando a Mg. foi atingida, os
dominios se reorientam até que a amostra fiqgue desmagnetizada no ponto H,
(magnetizagdo zero). Esta propriedade onde M é zero e o campo aplicado é néo

nulo é denominada de coercividade do material. O campo coercivo H. é 0 campo
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necessario para que a magnetizacdo atinja o valor zero depois de a amostra ser
magnetizada.

Se continuarmos aumentando o campo magnético negativo aplicado,
observarmos que o material fica com a magnetizacdo na direcdo oposta devido a
mudanca de sentido no campo externo, e também atinge uma magnetizacdo de
saturacao M, no sentido oposto.

Depois dessa saturacdo magnética do material, se invertemos o campo
magnético aplicado aumentando-o, aumentaremos também a magnetizacdo até
atingir novamente o mesmo valor de saturacao inicial M, fechando assim a curva
apresentada na Fig. 2.3, denominada curva de magnetizagdo que apresenta
histerese. O fendmeno de histerese ¢ muito comum em alguns materiais e mostra a

tendéncia para conservar suas propriedades na auséncia do estimulo que as gerou.

Magnetizacao do material

) M Magnetizacado de saturacdo Ms
Magnetizacao
remanenteN - _'
R

Magnetizacdo nula
‘ V4 -l -

-

/ Magnetizacdo nula

7 ==
’ L s

c Y ~ 71 H

Coercividade

W—

Magnetizacdo de saturacdo
-Ms no sentido oposto

Figura 2.3. llustragdo da curva de histerese magnética. Adaptado de Young, 1992.

2.1.3 Superparamagnetismo e processos de relaxacdo em campos

magnéticos AC

Conforme dissemos antes, 0s dominios magnéticos sdo pequenas regides do
material onde os spins dos elétrons encontram-se acoplados em determinadas
direcdes. Quando particulas magnéticas sdo muito pequenas em torno de um

determinado tamanho critico, o material em questdo passa a ser constituido apenas
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de um dominio magnético, chamado de monodominio, aqui a dire¢do da
magnetizacdo pode mudar quando submetido a agitacdo térmica, néo
apresentando magnetizacdo remanente; esse comportamento € denominado de
superparamagneético. Esta denominacdo é dada pelo fato destes sistemas
apresentarem propriedades andlogas aos paramagnéticos, mas com momento

magnético muito maior.

Processo de relaxacao de Néel

Na primeira suposicdo da teoria do superparamagnetismo, considera-se que
0s momentos magnéticos atbmicos no interior de uma particula se movimentam
coerentemente, produzindo um momento magnético total: u, = p,N que depende
do momento magnético atdbmico p, e do numero de dtomos magneticos N na
particula. No caso mais simples, a direcdo do momento magnético da particula é
determinada por uma anisotropia uniaxial e por um campo magnético externo
onde a energia potencial deste sistema pode ser escrita como [Cullity, 1972]:

E, = +K,Vsen?© (2.1)

onde K, ¢ a constante de anisotropia, V ¢ o volume da particula ¢ 6 é o angulo
entre 0 momento magnético da particula e o eixo de facil magnetizacéo.
Observamos (Fig. 2.4) que 0 momento magnético da particula possui dois estados
de energia minima, um para 6= 0 e outro para 6= . Vemos também que esses dois
estados estdo separados por uma barreira de potencial K,V. Para passar de um

estado para outro, esta barreira deve ser superada.

Figura 2.4. Barreira de energia que o momento magnético deve ultrapassar de um estado para

outro para sofrer reversdo quando ndo ha campo magnético aplicado H=0 [Guimaraes, 2009].


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1213327/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1213327/CA

28

A energia térmica pode influenciar na diregdo dos momentos magnéticos,
ndo permitindo que eles permanegcam fixos o tempo todo, mas oscilando
constantemente (flutuacdo térmica), desde que seja maior do que a energia de
anisotropia K,V. A energia térmica é proporcional a temperatura absoluta, KgT,
onde kg é a constante de Boltzmann. Quando a energia térmica for maior que a
energia de anisotropia, 0 momento magneético terd energia suficiente para
ultrapassar a barreira de energia sem dificuldade, gerando flutuactes rapidas em
torno dos minimos energéticos.

O tempo que 0 momento magnético leva para saltar de estado minimo a
outro, em altas temperaturas, é dado por um tempo caracteristico chamado de

tempo de relaxacdo de Néel, Ty [Cullity, 1972]:

KqV
T =1y = Toexp(+ kBT) (2.2)

onde kg é a constante de Boltzmann (1,38 x 102 JK™), V é o volume da particula,
T é a temperatura absoluta, K, é a constante de anisotropia e 7o € uma constante
em torno de 10 [Jiles, 1991; Klabunde, 2001; Jakubovics, 1994].

Para um dado tempo de medida é possivel definir a temperatura que separa
ambos os regimes, onde as flutuacdes térmicas da magnetizacdo se estabilizam e
que chamamos de temperatura de blogueio. A equagcdo que determina a
temperatura de bloqueio pode ser encontrada na equacdo anterior quando

atribuimos valoresde T=1se 1o=10"s:

_ Kanixo
Ty = 21Kg (2.3)

Portanto, diz-se que uma particula é superparamagnética a uma dada

temperatura se o seu tempo de relaxagdo for menor que o tempo necessario para

fazer a medida Ty,
Se o tempo T for maior que o tempo T, a particula se encontra no chamado

estado bloqueado. Entdo o tempo T, vai determinar se a particula €

superparamagnética ou ndo (por exemplo, uma medida de espectroscopia
Mosbauer obtém informagdo em tempos da ordem de 10® s). Em termos de
volume, da mesma equacéo anterior podemos obter o volume superparamagnético

Ve
(2.4)
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Logo, se 0 volume de uma nanoparticula V é menor do que V., ndo havera
histerese e o0 campo coercitivo serd nulo, tendo uma nanoparticula

superparamagnetica.

Processo de relaxagdo por movimento browniano

Nanoparticulas em fluidos magnéticos se encontram dispersas de forma estavel no
meio carreador. Além do mecanismo de relaxacdo de Néel, pode coexistir

simultaneamente outro processo de relaxacdo denominado de relaxagdo por

movimento browniano com um tempo caracteristico tg [Shliomis, 1974]. Este

tempo caracteristico de relaxacdo tg depende fortemente da viscosidade do
liquido, sendo descrito como:

3n;V
p = 2 25)

onde m; € a viscosidade do fluido carreador, Vi € 0 volume hidrodinamico da
particula, que € maior do que o volume V da esfera, kg € a constante de Boltzmann

e T € a temperatura absoluta. Um modelo para o volume hidrodindmico é assumir
que Vy = (1 +£) V, onde & ¢ a espessura da camada de liquido adsorvido
R3

[Rosensweig, 2002].

Perda de poténcia especifica SAR (Specific Absortion Rate)

Quando o corpo humano é exposto a radiacdes eletromagnéticas, cada
tecido tem uma taxa de absorcdo de energia diferente. Esta absorcdo de energia
pode ser caracterizada por um parametro conhecido como SAR: taxa de absorcao
especifica. A taxa de absorcdo de energia depende da densidade de poténcia da
radiacdo eletromagneética e das caracteristicas do material atingido. Em outras
palavras, pode-se dizer que a SAR quantifica a poténcia absorvida convertida em
calor por unidade de massa. O valor do SAR pode ser calculado segundo a

formula [Babincova et al., 2001]:

SAR = c4 1

At Mpe

2.7)

onde C é o calor especifico da amostra que é calculado como o valor médio
ponderado em massa de magnetita e agua (J g7K™), AT/At é taxa inicial de

variacdo da temperatura em relacdo ao tempo e mge € a massa de ferro por massa
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da solucéo aquosa de Fe3O4. Com tudo isto, 0 SAR vai ser expresso em [W/(g de
Fe)].

Dependendo da secdo transversal do corpo e da condutividade do tecido,
frequéncias baixas na faixa de 50-100 kHz devem ser usadas em seres humanos.
Em nosso trabalho a frequéncia de operagéo do circuito foi de 89 kHz, o qual esta
conforme na gama de frequéncias para aplicacGes biomédicas.

2.1.4 Ferritas e nanoparticulas de 6xido de ferro

As ferritas, também conhecidas como o-ferritas, sdo 6xidos, em geral
magnéticos, compostos por atomos de Fe** e um fon metalico X divalente
(X = Fe**, Co**, Ni**, Cu?*, Zn*" e Mn?"). Sua férmula geral é XFe,O, e tém uma
estrutura de empacotamento cubico de atomos de oxigénio. Esses 6xidos podem
ser do tipo espinélio normal, inverso ou misto, dependendo da distribuicdo de
cations no cristal. A Fig. 2.5 apresenta a estrutura cristalina de um espinélio
(aproximadamente duas vezes a célula unitéaria). De acordo com essa figura:

o Se todos os fons divalentes X** estiverem no sitio tetraédrico (vermelho) e
os fons de Fe*'no sitio octaédrico (verde), a estrutura cristalina sera
chamada de espinélio direto.

. Se todos os fons divalentes X** estiverem no sitio tetraédrico e os fons de
Fe** estiverem colocados igualmente entre os sitios octaédricos e
tetraédricos, a estrutura cristalina sera chamada de espinélio inverso.

o Se os fons divalentes X?* estiverem divididos em ambos os sitios

tetraédricose octaédricos, chama-se de estrutura espinélio misto.
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Aresta™~ 0,8 nm

Figura 2.5. Representacdo da estrutura cristalina do espinélio. As esferas em azul representam
atomos de oxigénio, gerando sitios espaciais tetraédricos (vermelho) e octaédricas (verde). Aresta
aproximada de 0,8 nm (http://www.lutanho.net/drawlat/images/spinel.html).

A magnetita € um tipo de ferrita de estrutura cristalina do tipo espinélio
inverso, onde os fons de O%" formam um arranjo cubico denso de face centrada, e
os fons metalicos (com raios de 0,7~0,8 A) ocupam os sitios entre os jons de
oxigénio. Como se pode ver na Fig. 2.6, temos dois tipos de sitios: sitio A,
tetraédrico, composto por quatro fons de oxigénio nos vértices e fons férricos Fe**
no centro, e o sitio B, octaédrico, composto de seis ions de oxigénio nos vértices e
fons Fe** e Fe** em quantidades iguais [Verwey e Haayman, 1941]. A célula

unitaria contém 8 ions metéalicos de sitios A, 16 de sitios B e 32 oxigénios.

I ._4 L
ATAED @ @ !on Oxugemq
PS ® lon Tetraédrico
s é\ e e O on Octaédrico
Sitio Sitio ® L ®

Tetraédrico Octaédrico \.

Figura 2.6. Estrutura cristalina espinélio inverso da magnetita. Adaptado de Cullity, 1972.

Para uma magnetita perfeita o niimero de atomos do Fe** é igual ao dobro
de Fe®, porém frequentemente este Oxido apresenta uma estrutura ndo
estequiométrica [Cornell e Schwertmann, 1996].
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Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

As nanoparticulas magnéticas desempenham um papel importante nas
aplicacdes tecnoldgicas do magnetismo, assim como na medicina, em diagnostico
e tratamento de diversas doencas [Kim et al., 2001; Shinkai, 2002; Pankhurst et
al., 2003]. O interesse gerado se da porque podem ser sintetizadas em dimensdes
compardveis a dos virus (20 nm-60 nm), proteinas (5 nm-50 nm), bactérias
(200 nm-6 um) ou genes (2 nm de espessura e 10-100 nm de comprimento). Por
serem magnéticas, as nanoparticulas podem ser facilmente transportadas e
concentradas num local especifico quando se aplica um campo magnético externo.
Quando o campo magnético € removido, elas se dispersam. As nanoparticulas
apresentam uma grande superficie que pode ser modificada para serem
funcionalizadas [Tartaj et al., 2005].

O recobrimento das nanoparticulas pode ser funcionalizado através de
anticorpos, mediante os quais a nanoparticula fica ligada ao tumor ou célula
cancerigena. O carreamento das nanoparticulas pode ser controlado
magneticamente.

Outras caracteristicas importantes das particulas magnéticas de 6xido de
ferro sdo as baixas toxicidades em seres humanos, a possibilidade de controlar sua
magnetizacdo, biocompatibilidade, injetabilidade e o alto nivel de acumulacdo no
tecido alvo [lto et al., 2005].

Além da tendéncia para aglomerar, um problema comum nas nanoparticulas
magnéticas € a instabilidade com respeito a oxidacdo quando exposta ao ar.
Devido a oxidacdo durante a sintese, a composicdo final das nanoparticulas
magnéticas pode ficar entre magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe,Os3). A alta
reatividade se da obviamente devido a alta razdo superficie/volume, mas a
oxidacdo aerobica ndo é o Unico caminho para a maghemita, dependendo do pH
da suspensdo diferentes trocas interfaciais iénicas e/ou eletrénicas podem ocorrer,
conduzindo a oxidacdo da magnetita, seja em meio acido (reducdo do oxigénio na
superficie da nanoparticula) ou meio basico (jons Fe®* superficiais sdo

dessorvidos como complexos hexa-aquo em solucéo) [Jolivet et al., 2006].
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2.2

Transporte e distribuicdo de farmacos

A partir década de 1950, juntamente com 0s avangos no desenvolvimento de
materiais para aplicacdes bioldgicas, comecou a ideia de controlar a liberacdo de
substancias biologicamente ativas. Na batalha contra o cancer, muitos métodos
para atacar as células cancerigenas com drogas de maneira menos invasiva e mais

seletiva foram investigados.

2.2.1 Sistema de transportes de farmacos

Konan et al. (2002) classificam o processo de distribuicdo de drogas em
ativo ou passivo, de acordo com a presenca ou auséncia de alvo molecular na sua
superficie. O processo ativo usa receptores do tecido alvo ou antigenos para
entregar especificamente o fotossensibilizante ao tecido tumoral. O processo
passivo implica na aplicacdo parenteral e distribuicdo passiva, como através de
lipossomas, dispersdes de 6leos ou micelas, particulas poliméricas e conjugados
hidrofilicos de polimero. Vamos nos deter em distribuicao passiva.

Micelas, particulas poliméricas, lipossomas, 6leos dispersores e conjugados
hidrofilicos de polimeros-fotossensibilizantes sdo considerados transportadores
passivos porque seguem um modelo de distribuicdo natural (difusdo passiva e
processos de fagocitose). A acumulacado seletiva no tecido alvo € devida ao efeito

de retencdo pelo tecido tumoral.

Surfactantes, micelas e lipossomas

Detergentes ou surfactantes, assim como lipidios, sdo moléculas anfifilicas,
isto €, moléculas que possuem duplo carater, com uma regido hidrofobica e outra
hidrofilica. Elas podem se autoassociar formando uma variedade de estruturas,
como micelas (esféricas ou cilindricas), vesiculas, lipossomas, microtabulos,
microemulsdes, etc (Fig. 2.7). O tamanho dessas estruturas varia de 0,1 nm a
1 um. A associagao das moléculas de surfactantes ocorre por interagdo de natureza

entrdpica, denominada interacdo hidrofobica.
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Figura 2.7. Estruturas formadas por autoagregacdo de surfactantes e lipidios. (modificado de

http://people.umass.edu/mcclemen/Group.html)

A formagéo das micelas, micelizacdo, comeca a partir de uma concentragao

minima chamada concentragdo micelar critica, CMC (Fig. 2.8).

Tensao superficial

CMC Concentragao (00, C

Figura 2.8. Distribuicdo de surfatante em solu¢éo aquosa. Efeito na tensdo superficial e formacgéo

de micelas.

Lipossomas sdo vesiculas de fosfolipidios (ver Fig. 2.7). Podem ser
unilamelares ou multilamelares, e permitem incorporar drogas hidrofilicas e
hidrofobicas em sua matriz, podendo ser utilizados para transporte de diversos
farmacos e biomoléculas.

Um dos objetivos de incorporar farmacos aos lipossomas é manter o estado
monomérico das moléculas, para se ter um aumento do consumo de oxigénio, ja
que as espécies monoméricas sao eficientemente mais fotossensibilizadas que as

agregadas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o_micelar_cr%C3%ADtica
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Derycke e de Witte (2004), fizeram um trabalho de revisdo sobre as
diferentes estratégias que tém sido desenvolvidas para transportar farmacos a
determinado alvo utilizando lipossomas. Canete et al. (1998), por exemplo,
mostraram que a encapsulacdo de uma porfirina, a meso-tetrafenilporfirina, em
lipossoma permitiu manté-la na forma monomeérica, aumentando sua eficiéncia na
destruicdo de células cancerosas.

Alguns fotossensibilizantes tém sido encapsulados em micelas poliméricas
(baixa concentracdo micelar critica em torno de 10~" mol/L respeito as micelas
convencionais em torno de 10~ a 10~ mol/L) [Sibata, 2004; Nishiyama et al.,
2009].

Vior et al. (2011) comprovaram que 0 uso de nanoemulsdes de isopropyl
myristate e Tween 80®, no transporte de tetrakis-(1-adamantilsulfanil)
ftalocianinato de zinco (1), uma ftalocianina lipofilica, permite uma alta

eficiéncia quantica de oxigénio singleto.

Particulas poliméricas e néo poliméricas (nanoparticulas)

As particulas transportadoras passivas podem ser subdivididas pela
composi¢cdo do material. Nanoparticulas poliméricas biodegradaveis (alternativa
dos lipossomas) tém como principal vantagem a grande quantidade de farmaco
que se pode colocar dentro delas. Estas permitem a distribuicdo especifica, pela
incorporacdo de uma regido sitio-especifica nos polimeros. A modificacdo da
superficie com certos polimeros tais como polietilenoglicol (PEG), polimero do
acido latico-co-glicélico (PLGA) ou poli(éxido de etileno) (PEO) pode aumentar
0 tempo de circulacdo no corpo. Alguns fotossensibilizantes encapsulados em
nanoesferas poliméricas mostraram excelentes resultados em terapia fotodinamica
[Konan et al., 2003; Vargas et al., 2004].

2.2.2 Interagéo de surfactantes com farmacos

A associagdo de farmacos com surfactantes tem sido amplamente estudada.
A incorporagdo de farmacos em estruturas formadas por surfactantes influenciam
drasticamente seu estado de agregacdo e suas caracteristicas espectroscopicas.
Tem-se mostrado que os mecanismos de interacdo dependem de contribuigdes

eletrostaticas e hidrofébicas [Maiti et al., 1998; Gandini et al., 1999], sendo que
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estas interacOes dependem da cabeca polar do surfactante e do pH do meio
[Santiago et al., 2008], assim como da carga elétrica e da hidrofobicidade de
grupos quimicos caracteristicos do farmaco.

Pluronics sdo copolimeros em bloco baseados em oxido de etileno e oxido
de propileno. Tem-se mostrado esses polimeros tribloco favorecem o transporte de
farmacos através de membranas para dentro das células tumorais. Os Pluronics
(PEO-PPO-PEO) sdo caracterizados pela sua estrutura anfifilica e sdo capazes de
se agregar em solucdo aquosa e formar micelas; nesse caso, o centro hidrofdébico
da micela estd composto de unidades de PO e a superficie hidrofilica inclui as
duas cadeias de unidades de EO (Fig. 2.9).

CHj

HO~{CH,C Hgoa—EcI:HcszochHchzoﬁ—H
i n

m

Figura 2.9. Estrutura dos Pluronics

Os pluronic diferem nas suas propriedades hidrofilicas devido a relagao
entre 0s blocos do 6xido de etileno e o Oxido de propileno. Os nomes dos
Pluronics consistem de uma letra definindo a aparéncia do polimero puro (F—
flocos, P—pasta ou L—Iiquido) e dois ou trés digitos. O primeiro ou 0s dois
primeiros digitos correspondem ao grau de polimerizacdo do bloco hidrofébico
PPO dividido por cinco, e o ultimo digito corresponde a um décimo da
porcentagem em peso de EO no copolimero [Solovieva et al., 2009]. Por exemplo,
0 Pluronic F-127 vem em flocos, tem 60 unidades de PO (6xido de propileno) e
70% em peso de EO (6xido de etileno). Devido a sua baixa concentragcdo micelar
critica, CMC, e sua toxicidade relativamente baixa, os Pluronics sdo candidatos
adequados como nanocontéineres micelares para entrega controlada de droga.

Alguns trabalhos mostraram que os Pluronics solubilizam eficientemente
tanto porfirinas hidrofobicas [Solovieva et al., 2006] quanto hidrofilicas
[Zhientaev et al., 2009] (Fig. 2.10).
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(b)

B

Figura 2.10. Micelas de Pluronic com a localizagdo de porfirinas [Zhientaev T. M. et al., 2009]: (a)
Porfirina insolivel em agua localizada no centro hidrofébico micelar. (b) Porfirina hidrofilica

localiza-se na superficie hidrofilica micelar.

2.3
Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica, PDT, € um tratamento pouco invasivo usado tanto
em doencas malignas como benignas. As drogas utilizadas no tratamento por PDT
sdo conhecidas como fotossensibilizantes. Os fotossensibilizantes (PS) séo
moléculas capazes de absorver luz de modo a gerar espécies reativas de oxigénio,
capazes de destruir moléculas vizinhas. O procedimento no PDT consiste na
administracdo topica ou sistémica de um fotossensibilizante que, uma vez
acumulado seletivamente nos tecidos ou células alvo, seja ativado localmente,
afetando minimamente as células de tecidos adjacentes. Devido a natureza
hidrofobica de alguns fotossensibilizantes e a rapida absorcdo deste, o
transportador tem que ser capaz de proteger e manter o fotossensibilizante de
natureza hidrofébica sem perda ou alteracdo da sua atividade, conservando sua
forma monomeérica e determinando, assim, a eficicia da liberacdo da espécie
fototoxica in vivo.

A PDT ¢é uma modalidade de tratamento de doengas, tais como infeccdes
localizadas, infecc¢Bes fungicas, acne e o cancer, e que envolve trés componentes
basicos: 0 PS, luz de irradiagéo e o oxigénio reativo [Oseroff e Morgan, 2001]. No
tratamento do céancer a ideia principal é administrar o PS adequado, que mostre
seletividade ao tecido tumoral, seguido de irradiagdo local com luz cujo
comprimento de onda é definido de acordo com o espectro de absorcdo do PS,
gerando espécies reativas citotoxicas de oxigénio tal como o oxigénio singlete,

para finalmente contribuir para a morte celular do tecido alvo.
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Enquanto as técnicas tradicionais de tratamento do céancer (cirurgia,
quimioterapia e radioterapia) podem resultar em mutilagbes e alteragdes
fisioldgicas severas, alopecia (queda de cabelos), alteracbes gastrointestinais e
prostracdo fisica, tais efeitos colaterais estdo descartados na PDT, além de
permitir uma destruicdo eficiente e seletiva do tecido cancerigeno provocando o

menor dano possivel ao tecido saudavel.

2.3.1 Mecanismo de acado e oxigénio singlete

Na terapia fotodindmica PDT existem trés componentes basicos: o
fotossensibilizante (PS), luz visivel para ativar o PS e uma taxa adequada de
producéo de oxigénio singlete. Na Fig. 2.11 pode se resumir 0 processo da terapia,
a qual consiste em administrar adequadamente a droga fotossensibilizante ao
paciente que, uma vez concentrado no tecido tumoral, é ativado mediante radiacédo
eletromagnética (luz) ocorrendo a fotoexcitacdo das moléculas da droga, gerando
oxigénio reativo e produzindo finalmente a morte das células tumorais [Bonnet,
1995].

v
LI mo W

Aplicagdo do O PS é acumulade O PS é ativado pela | Ocorre a apoptose
fotossensibilizante nas células luz ou laser, ou dano celular do
mediante uma cancerigenas gerando espécies tumor

seringa ou tubo reativas

Figura 2.11. Principais estagios da terapia fotodindmica. O fotossensibilizante (na seringa ou tubo)
€ aplicado localmente ou sistemicamente (estagio 1), acumula-se nos tumores (estagio Il) e é entao

ativado por iluminagéo externa (estagio Ill). Isso induz o dano ou a morte celular.

Na fotossensibilizacdo ocorre uma alteracdo fotoquimica ou fotofisica sobre
a molécula adjacente, devido a fotoexcitacdo do fotossensibilizante por absorcédo

de radiacdo [Braslavsky et al., 2005]. O efeito fotodinamico é explicado mediante
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dois mecanismos designados como Tipo | e Tipo Il. Estes processos podem ser
resumidos na Fig. 2.12 pelo diagrama de Jablonski:

Estado excitado doz-~,s-—- Tioo I °
PS ‘_ » ‘p':)
[N
’L‘z_elaxagéo .\M/-je"mqa
——

ps

Estado tripleto~4i* -
T‘

do Ps /:\@

Fluprescéncia

Luz
vérémelha Fosfgfescéncia f — )
Absorcéao m
- Qutros agentes

Figura 2.12. Representacdo do diagrama de Jablonski na geracdo de estados excitados de
porfirina e espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Bonnet, 1995.

Os mecanismos sdo ativados por combinacdo de luz, fotossensibilizante e
oxigénio molecular. O estado fundamental do fotossensibilizante S, é excitado até
0 estado S; por irradiacdo com luz visivel. Aqui o estado S; pode passar para um
estado excitado T; do fotossensibilizante, gerando radicais livres (mecanismo
tipo 1) e/ou oxigénio singlete (mecanismo tipo Il). Estes dois mecanismos podem
ocorrer simultaneamente, mas o segundo mecanismo seria 0 mais eficiente [Parker
e Stambro, 1982; Foote, 1976; Wasserman e Murray, 1979]. Por exemplo, a
transferéncia de energia dos estados tripletos de ftalocianinas para o oxigénio é
muito rapida. Portanto a transferéncia de energia para outros compostos que iriam
interagir com o oxigénio é menos importante, prevalecendo o mecanismo do tipo
Il [Bonnet, 1995].

O mecanismo tipo Il caracteriza-se por envolver reagdes de transferéncia de
energia entre 0 PS no estado T; e o oxigénio molecular *0, cujo estado
fundamental também ¢é tripleto (Fig. 2.12), permitindo a formacdo da espécie
reativa, o oxigénio singlete *O,, e o PS retorna ao estado fundamental S,. Com
isto sdo oxidados prontamente 0s constituintes e organelas celulares das células
tumorais, provocando sua morte.

O oxigénio singlete &€ uma espécie com tempo de vida curto, ~ 0,04 ps nos
sistemas bioldgicos, e com um raio de penetragdo muito pequeno de 0,02 pm
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[Thompson et al., 2001]. O dano decorrente do tratamento € minimizado e

limitado localmente as células cancerosas e vizinhancas.

Oxigénio singlete 'O,

O oxigénio singlete molecular, descoberto em 1924, foi alvo de estudo a
partir de 1963 quando Khan e Kasha interpretaram a quimiluminescéncia da
decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) na presenca de hipoclorito
(OCL"), revelando a existéncia de duas bandas de emissdo centradas em 634 e
703 nm, atribuidas ao decaimento para o estado fundamental do oxigénio singlete
'0, . Atualmente, a geracdo de oxigénio singlete tem grande importancia nos
processos de fotoxidacdo, danos no DNA, terapia fotodindmica, ciéncia de
polimeros, etc [DeRosa e Crutchley, 2002].

O oxigeénio singlete 'O, é um poderoso oxidante, portanto muito eletrofilico,
reagindo rapidamente com ligacdes C-C insaturadas, sulfetos, aminas e anions
[DeRosa e Crutchley, 2002]. Assim o 'O, pode reagir com inimeros tipos de
biomoléculas.

O oxigénio singlete 'O, (1Ag) corresponde aos trés estados eletronicamente
excitados imediatamente superiores ao oxigénio molecular 30, (329), tripleto
(Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Ocupacao dos orbitais moleculares para os estados eletrdnicos do O,. T* relativa ao
estado fundamental. Adaptado de Machado, 2000.

Estado Orbital molecular Energia®, kJmol™
antiligante
X [ Toas T lay 0
'Ax MLl 17ny 92.4
Ay BREFTE 92.4
'Y [TInsl]ny 159.,6

Os estados intermediérios Ay e 1Ay sd0 0s responsaveis pela reatividade
quimica do oxigénio singlete. Eles sdo degenerados e possuem uma distribuicdo
eletrdnica na qual os elétrons que ocupam um dos orbitais antiligantes m
encontram-se em planos mutuamente perpendiculares [Machado, 2000]. Por
serem estados degenerados, estes intermediarios sdo representados por

conveniéncia como sendo o estado 1Ag [DeRosa e Crutchley, 2002]. A simetria


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1213327/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1213327/CA

41

destas moléculas intermediarias 'Aq , que difere da do estado fundamental, lhes
garante um tempo de vida considerdvel quando comparado com o da molécula no
1Zg , que possui a mesma simetria do estado fundamental. Na fase gasosa esses
tempos sao de 45s e 7-12min, respectivamente [Arnold et al., 1968] e, em solucéo,
sdo de 10°°- 102 e de 107 10°°, respectivamente [Merkel et al., 1972]. Tendo
isto em consideragdo, o0 estado 1Ag € gquem apresenta maior importancia em
reacOes quimicas, sendo o estado ao qual se aplica o termo “oxigénio singlete” e a
designacdo 0,. O orbital molecular vazio no estado 1Ag garante ao oxigénio
singlete um carater eletrofilico, favorecendo sua participacdo em reacgdes
quimicas, principalmente, no caso em que 0s substratos possuem sitios ricos em
elétrons [Machado, 2000].

Com respeito ao solvente, o tempo de vida t do *O; ¢ altamente influenciado

pela natureza deste. Para a agua, T ~ 4,0 us [Wikinson et al., 1995], enquanto

para agua deuterada t ~ 70,0 pus. Em geral, para solventes que ndo possuem
ligacbes C-H nem grupos hidroxila na sua estrutura, o t ~ 30 ms, para 0
cloroférmio © ~ 250 ps [Wikinson et al., 1995]. J& em sistemas bioldgicos os
tempos de vida © do 'O, sdo extremamente baixos, inferiores a 0,04 ps,
difundindo-se menos do que 0,02 um de raio no meio celular [Redmond e
Kochevar, 2006]. Como o diametro das células humanas varia entre 10 a 100 pum,
o local priméario de geracdo do 'O, na célula determina qual estrutura subcelular
pode sofrer a acdo do oxigénio singlete [Machado, 2000].

2.3.2 Fotossensibilizantes

Fotossensibilizantes sdo moléculas capazes de interagir com a luz
absorvendo um foton de modo a gerar espécies altamente reativas de oxigénio. Foi
a partir do comeco do século XX quando Oscar Raab envolvido num estudo sobre
a toxicidade de acridina para paramécios descobriu que 0s seus resultados foram
bastante variaveis, o qual ele suspeitou que aquela toxicidade dependesse da hora
da medida, tendo uma maior variacdo no meio-dia. Posteriormente ele demonstrou
que paramécios em solugdes de acridina foram inativados de forma mais eficaz

perto de uma janela clara do que se fossem mantidos no escuro.
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Com aquele comeco do interesse das propriedades terapéuticas da luz,
foram desenvolvidas numerosas investigacdes buscando novos
fotossensibilizantes até o dia de hoje em numerosos paises, incluindo o Brasil.

Para ser um bom fotossensibilizante deve-se ter uma substancia simples, de
facil sintese de poucas etapas, com a finalidade de que a producdo em maior
escala seja viavel. A substancia deve apresentar propriedades fotofisicas
adequadas, tais como elevada absor¢do na regido da janela terapéutica, com 6tima
penetracdo da luz no tecido em torno de 600-800 nm (Fig. 2.15), capacidade de
locacdo especifica, curto intervalo de tempo entre a administracdo e a acumulagdo
maxima no tecido alvo, elevado rendimento quéntico de producdo de oxigénio
singlete, deve apresentar baixa toxicidade no escuro, ndo agregar em meio
fisioldgico, entre outros [Bonnet, 1995; Allison et al., 2004; Simplicio et al.,
2002].

O comprimento de onda da radiacdo luminosa incidente, utilizada no
processo de PDT, deve levar em conta a capacidade de penetracdo da luz no
tecido e dos maximos de absorcdo do farmaco. Na regido espectral do vermelho e
infra-vermelho proximo (600-850 nm) o tecido bioldgico se apresenta mais
transparente a radiacdo luminosa, sendo favoravel a aplicacdo clinica da PDT.
Este intervalo € conhecido por janela terapéutica (Fig. 2.13).
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Figura 2.13. Absorcdo Optica de véarios componentes intracelulares de tecidos, em funcéo do

comprimento de onda mostrando a janela terapéutica entre 650 e 1100 nm. [K6nig, 2000].
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O transporte de fotossensibilizantes até o tecido alvo é feito através de
proteinas presentes no plasma sanguineo. Um adulto possui aproximadamente 5 a
6 litros de sangue, onde se encontram hemacias, glébulos brancos e plaquetas, o
restante é o plasma constituido por 90% de agua e 10% de solutos. Neste caso é
preferencial o uso de fotossensibilizantes aquo—soliveis, mas eles devem possuir
afinidade pelos meios hidrofobicos, com a finalidade de serem capazes de
penetrar na membrana lipidica da célula. Moléculas anfifilicas sdo as mais
recomendaveis para a aplicacdo em PDT, portanto uma forma de fazer isto é
incorporando o fotossensibilizante dentro de sistemas micelares para que, ao
serem transportados até o tecido alvo, possa ser liberado dentro da membrana

celular, produzindo a apoptose.

2.3.3 Ftalocianinas

As ftalocianinas (Pc) sdo fotossensibilizantes promissores para ser usados
em Terapia Fotodindmica (PDT) [Garcia et al., 2011; Nishiyama et al., 2009; Vior
et al., 2011; Maree et al., 2002], mas, devido a sua pouca solubilidade e tendéncia
a agregacao sua aplicacdo em tratamentos fotodindmicos tem sido limitada.

As ftalocianinas mostram solucBes com cor forte, dependendo dos
solventes, do metal central e do substituinte no anel. As ftalocianinas sé&o
complexos macrociclicos conjugados, simétricos e aromaticos com um sistema de
18 elétrons m [Stillman et al., 1993] (Fig. 2.14). A estrutura dos aneis resulta em
uma forte banda de absorcdo na regido do vermelho do espectro visivel. As
ftalocianinas tém elevada massa molecular e podem conter no interior de seu
macrociclo diferentes metais. As ftalocianinas ndo metalicas (Fig. 2.14) séo
planares e exibem uma simetria D;h enquanto que as metaloftalocianinas exibem

simetria D4h.
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w N

Ftalocianina

Figura 2.14. Estrutura de molécula de ftalocianina.

O interesse de metaloftalocianinas em PDT se deve a que algumas dessas
ftalocianinas sdo eficientes fotossensibilizantes, porque absorvem luz na regido

entre 650 e 700 nm (janela fototerapéutica), apresentando um alto coeficiente de

1

absorcdo molar €g7g ~10°M “tem™. Algumas caracteristicas importantes sdo a

estabilidade, baixa toxicidade, elevada seletividade e boa penetrabilidade em
membranas celulares, tendendo a se localizar na regido interna do tumor [Marques
etal., 2002].

Moléculas de ftalocianinas sofrem auto-oxidacdo via ataque de oxigénio

singlete (102) gerado por elas mesmas [Jonesa et al., 1994]. Tem-se observado

que moléculas de metaloftalocianinas contendo grupos derivados de moléculas
bioldgicas nas posices periféricas sao mais facilmente degradadas [Hamblin et
al., 1994].

As propriedades das ftalocianinas podem ser modificadas por substituintes
[Stillman e Nyokong, 1989; Seotsanyana-Mokhosi et al., 2001]. Por exemplo,
conseguem-se moléculas anfifilicas com substituicbes no anel com grupos
hidrofilicos e hidrofébicos [De la Torre et al., 1999], que também diminuem a
agregacao entre ftalocianinas [Maree et al., 2002]. Substitui¢Oes axiais e no anel
criam impedimento estérico, sendo que os ligantes mais volumosos tém efeito
mais pronunciado. As substituicdes abrem caminho para construir estruturas

complexas com fins especificos.
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Caracterizacdo espectroscépica das ftalocianinas

Como foi dito anteriormente, a Pc exibe forte banda de absorcéo na regido
do vermelho do espectro visivel (gg70 = 10° M'lcm'l) e a posicdo dos picos vai
depender da natureza da ftalocianina. O espectro de complexos metalicos da
ftalocianina consiste numa intensa banda de absor¢do na regido visivel, chamada
de banda Q, com pico ao redor dos 670 nm, produzido pelas transicdes n-n, e
uma fraca banda B de absorcdo ao redor dos 340 nm devida a transi¢des m-m
[Ough et al., 1994]. A banda B consiste em duas transi¢cbes Bl e B2, todas estas
transi¢cOes sdo representadas na Fig. 2.15. Observa-se também uma banda ao redor
dos 500 nm para alguns metais de transi¢do, sendo atribuida a transferéncia de
carga do metal até o ligante ou vice-versa [Fan et al., 1979]. Em altas energias
(ultravioleta), transi¢des adicionais m-n (N, L e C, em ordem crescente de
energia) podem ser observadas em solventes transparentes no UV tais como o

diclorometano [Nyokong et al., 1987].

n,-*
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o

Figura 2.15. Transi¢cdes orbitais envolvidas nas principais bandas de absor¢do. Modificado de
Qugh et al., 1994.

A colocacdo do metal, ou a substituicdo do anel alteram as posi¢des dos
niveis de energia do orbital ocupado de maior energia (HOMO), ou do orbital
vazio de menor energia (LUMO), resultando em diferentes cores e posi¢Ges dos
picos de absorcdo [Kumar et al., 2001; Kasuga et al., 2002]. Como pode se notar
na Fig. 2.16, o espectro para metalo-ftalocianinas (MPc) apresenta um pico na
banda Q, enquanto as ftalocianinas ndo metélicas apresentam uma banda Q
dividida. Pcs ndo metalicas sdo de simetria D, no entanto Pcs metélicas

incrementam sua simetria de Dy, para D4y A introdugdo do ion metalico vai gerar
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um pequeno deslocamento para o azul na banda Q devido a que a densidade
eletronica vai diminuir, fazendo que o nivel de energia Eg seja degenerado,
acontecendo uma unica transicao eletrénica desde o nivel n (HOMO). Pcs nédo

metalicas tém o nivel de energia LUMO néo degenerado [Stillman et al., 2002].
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Figura 2.16. Espectro de absorcdo de ftalocianina sem metal (vermelho) e de metalo ftalocianina
(preto).

No caso das Pcs metalicas, tem sido reportado o deslocamento da banda Q
para o vermelho quando o metal esta situado no meio do anel [Ogunsipe et al.,
2004]. Outro fator no deslocamento da banda Q é dado pela paridade do nimero
de protonacdo dos nitrogénios. Quando h& uma simetria D5y, ocorre a divisao da
banda Q, ja com uma simetria D4, uma sé banda Q é obtida [Beeby et al., 2001].

Também o espectro de absorcao das ftalocianinas é afetado pela natureza do
solvente [Law et al., 1997]. Solventes conjugados e arométicos deslocam a banda
Q ao vermelho [Kobayashi et al., 1999].
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3

Materiais e métodos

3.1

Materiais

Foram utilizados 0s seguintes reagentes, adquiridos da Vetec Quimica Fina
Ltda, para a sintese de nanoparticulas magnéticas: FeSQO,.7H,0 (Sulfato de Ferro
Il heptahidratado) MM = 278; FeCl;.6H,0 (Cloreto de Ferro Il hexahidratado)
MM = 270; NH,OH (Hidroxido de amdnia 28% P.A.) MM = 35. Os solventes
dimetilfulsoxido (DMSO), acetato de etila (EtOAc) e etanol, grau
espectroscopico, também foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda.

Os surfactantes testados séo apresentados na Tabela 3.1, mas descreveremos

apenas o resultado obtido com Tween 80, que se mostrou mais adequado.

Tabela 3.1. Surfactantes

M.M. CMC NUm.

Surfactante (g/mol)  (mM) Agreg.

Tween 20® (Polisorbitol20) 1228 0,06 60

} -l‘\ow}OH
X
O\/‘}OH
¥
o 0O} _CH2(CHa)gCH3
o}
z

Tween 80® (Polisorbitol80) 1310 0,011 60
HO(CHzCH=0),, {‘(OCHQCHZ},OH

0" “GH(OCH,CH_),0H Q
CHzo_(CHECHQO}Z.1"CH2CH20'C_CH2{CH2]5CHQCH=CHCHQ(CHzlscHa
Sumofw+x+y+2 =20

Pluronic®F-127

o L[ o d,, — wm om w
o)

i 0 OH

X Yy z
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Foi utilizada &gua destilada e desionizada em todas as preparacGes. Para

experimentos espectroscopicos foi utilizada agua ultrapura.

Fotossensibilizante MentaZnPc

O fotossensibilizante hidrofobico derivado da ftalocianina, MentaZnPc foi
sintetizado no Laboratorio Prof. Kleber Oliveira, UFSCar- Sdo Carlos [Romero,
2013] e gentilmente disponibilizado. A Fig. 3.1 apresenta a estrutura da molécula
de MentazZnPc. Essa ftalocianina é bastante sollvel em solventes organicos

apolares.

Figura 3.1. Estrutura do fotossensibilizante MentaZnPc.

Utilizou-se acetato de etila para preparar estoques 1 mM e 3mM de
MentaZnPc (ver Fig. 3.2), por ser bastante volatil e permitir que o solvente seja
eliminado por evaporacdo. O acetato de etila € um éster simples, que possui alta
aplicacdo industrial e € um 6timo solvente.

Foram também preparadas solugdes estoque 1 mM de MentaZnPc em
DMSO.
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Figura 3.2. Estoque de MentaZnPc 1 mM preparado em EtOAc.

3.2

Técnica de Espectrofotometria UV visivel

Vaérios livros descrevem com distinto grau os processos fotofisicos
ocorridos em moléculas. Aqui, nos basearemos principalmente no livro
“Molecular fluorescence” (Valeur 2001) para introduzir alguns conceitos de
absorcédo. A espectrofotometria ultravioleta-visivel € utilizada para determinacgdes
de compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificacdo do
principio ativo de farmacos. Na espectroscopia de absorcdo molecular
identificam-se 0s grupos funcionais de uma molécula. Mais importante,
entretanto, sdo as aplicacbes para a determinacdo quantitativa de compostos
contendo grupos que absorvem radiacéo nessa faixa de comprimentos de onda.

A absorcdo de fétons com frequéncias na faixa do UV-Vis por moléculas é
as vezes denominada de absor¢éo eletronica, pois provoca transicfes eletronicas,
isto €, o salto do elétron desde o estado fundamental até um orbital excitado. De
um ponto de vista pratico, o aspecto mais importante € a determinacdo da
quantidade de luz absorvida pela amostra, descrita pela lei de Beer-Lambert, que
envolve a relagéo entre a intensidade de luz incidindo na solugéo (1%), dependente
do comprimento de onda, e a intensidade que chega ao detector apds atravessar a

amostra (I,):
I 0
L=g,de 3.1)

I

A(4) =log
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onde g, € o coeficiente de absorcdao molar (L mol™* cm™), ¢ a concentracio

(mol L™) da espécie absorvente e d é a distancia que a luz atravessa no meio

absorvente (cm).

Fatores que afetam as medidas de absor¢éo espectral

Existem diversos fatores que produzem mudangas no espectro de uma
amostra:

- modificagdes quimicas, tais como o pH do solvente, que pode mudar a
estrutura da molécula.

- deslocamento do equilibrio, quando um analito se associa, dissocia ou reage
com um solvente para formar um produto cujo espectro de absorcdo é
diferente do analito. Ex: indicador acido-base.

- concentracdo sobressaturada, para solugbes muito concentradas, as
moléculas de soluto influenciam umas as outras devido a sua proximidade,

pois quando ficam préximas entre si, a absorbancia pode mudar.

Instrumentacéo para medicdo da absorbancia

Os espectrofotdbmetros sdo instrumentos capazes de registrar dados de
absorbancia ou transmitancia em funcdo do comprimento de onda (espectros de
absorcdo ou transmissdo). O espectro de absor¢do é caracteristico para cada
espécie quimica, o qual torna possivel determinar qual espécie quimica esta
presente na amostra. Também é possivel detectar contaminacdes ou processos de
decomposicdo de matérias-primas pela comparacdo dos espectros de absorcao da
matéria e do padrdo da mesma.

Numa medida, quando a regido espectral usada é a UV-visivel, séo
necessarios componentes dpticos de quartzo e detectores altamente sensiveis
capazes de detectar radiagdo nessa extensa faixa espectral. Apesar de variarem em
desenho, todos o0s espectrofotdmetros consistem de uma fonte de luz,
monocromador(es) (para a selecdo dos comprimentos de onda), um porta-amostra
transparente chamado de cubeta, detector(es) de luz, e um registrador para
acumular os dados de saida do detector. A Fig. 3.3 mostra o esquema do
espectrofotometro utilizado (Agilent, modelo HP — 8452 A, com sistema de

deteccdo por arranjos de diodos e resolucdo de 2 nm).
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No caso do porta-amostra, as cubetas de vidro sdo suficientes quando se
trabalha na regido do visivel. Para a regido do ultravioleta, devem-se usar as
cubetas de quartzo, que sdo transparentes a radiacdo ultravioleta. Uma cubeta
padrédo tem 1,000 cm de caminho éptico, para simplificar os calculos da expressédo
da Lei de Beer-Lambert. As cubetas também podem ter dimens@es diferentes, e
esse dado deve ser considerado na hora do calculo.

Figura 3.3. Esquema do espectrofotdmetro HP-8452A. A luz da lampada passa através da amostra
e solvente contidos em uma cubeta. Em seguida passa pela rede de difracédo, para sele¢do do

comprimento de onda, e atinge o arranjo de diodos para a deteccéo.

Para fazer uma medicdo no espectrofotdbmetro, primeiro se obtém a medicéo
de luz transmitida através do branco, isto €, do solvente, seguida por uma medicéao
da luz transmitida pela amostra no mesmo solvente. O primeiro valor é, entdo,
automaticamente subtraido do segundo para obter a fracdo da luz que foi
absorvida pelo soluto. Isso é feito ao mesmo tempo em cada detector, para cada
comprimento de onda da luz. O software permite apresentar o resultado como
absorbéancia, derivada da absorbancia, transmitancia, ou ainda intensidade, sempre

em funcdo do comprimento de onda.
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3.3
Métodos

3.3.1 Preparacdo de MentaZznPc em micelas

Micelas do surfactante ndo iénico Tween 80 (Tw80) foram preparadas numa
concentracdo 6 mM em tampdo fosfato 10 mM, pH 7,4. Observou-se que,
adicionando-se aliquotas das solugdes estoques de MentaZnPc as micelas ja
formadas, a ftalocianina ndo se solubilizava nas micelas. Entdo, optou-se por
solubilizar MentaZnPc diretamente em Tw80 e, em seguida, solubilizar essa
mistura no tampé&o para formar as micelas.

Para preparar 3 ml de solugdo micelar de Tween 80 contendo MentaZnPc,
tomam-se 30 pL do estoque de MentaZnPc (2 mM) em EtOAc, evapora-se 0
solvente e acrescentam-se 12 mg de Tw80. A mistura € entdo dissolvida em 3 ml
do tampao. A concentraco final do surfactante (4,0 mg mL™*= 3,0 mM) é bem
acima da CMC do Tw20 (16 ug mL™) e a concentracdo de MentaZnPc é de 20

M. A solucdo ficou azul ciano, bem transparente, conforme Fig. 3.4.

Figura 3.4. Solugao micelar de Tween 80 em tamp&o fosfato.

3.3.2 Preparacao de nanoparticulas de 6xido de ferro

Foram preparadas nanoparticulas magnéticas usando o método de co-
precipitagdo dos ions de Fe** e F?* em solugdo aquosa por adicdo de uma base

(hidroxido de aménia), sob atmosfera inerte & temperatura ambiente, na proporcao
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de Fe**/F**=2. O tamanho das nanoparticulas vai depender do tipo de solucéo
usada, da proporcdo Fe**/F**, da forca i6nica do médio e valores do pH [Jolivet et
al., 2006].

As solucdes aquosas de FeSOy4, 1 M, e FeCl; 2 M, foram misturadas em
iguais quantidades(dissolvidas em 200 ml de &gua cada), usando o agitador
magnético. A mistura foi dissolvida em 250 ml de hidroxido de aménia 28%,
uniformizando-se com o agitador magnético. Forma-se, imediatamente, um
precipitado preto. A uniformidade da solugcdo é importante para garantir que as
nanoparticulas, na sua maioria, tenham um mesmo tamanho, com pequena
polidispersao.

Foi colocado um pequeno imd@ embaixo do becker contendo esta nova
mistura, para iniciar a separacdo magnética (Fig. 3.5). Uma vez completada a
separagdo das particulas de cor preta, o liquido sobrenadante foi retirado e foram
adicionados 250 ml de alcool etilico ao precipitado para lavagem, uniformizando
com o agitador mecanico. O processo de lavagem foi repetido, alternando
lavagem com éagua e alcool etilico, até notar uma cor clara no liquido
sobrenadante e, 0 mais importante, até que o liquido sobrenadante seja neutro, pH
~7, (aproximadamente 6 lavagens, alternando alcool etilico e agua).

Ao final do processo, as nanoparticulas de 6xido de ferro precipitadas sdo

colocadas no dessecador para secagem.

N
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-

Figura 3.5. Fabricacdo das nanoparticulas mediante co-precipitagcdo. Nota-se o ima embaixo do

becker, o liquido preto correspondem as nanoparticulas de éxido de ferro.
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Caracterizagdo das nanoparticulas

As nossas nanoparticulas foram preparadas da mesma forma descrita por
Aratjo (2013) que, analisando mediante Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET) no Departamento de Ciéncia dos Materiais e Metalurgia, PUC-Rio, obteve
a imagem das nanoparticulas preparadas em 4,0 mol.L™* de NH,OH (Fig. 3.6). A
Fig. 3.6 (d) revela que a maioria destas nanoparticulas tem um tamanho entre 5 e
10 nm.

T T T J
3 & & 9

Figura 3.6. (a) e (b) Imagens mediante MET de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
obtidas com misturas dos sais de ferro adicionadas a hidréxido de amoénia 4 mol L'l, revelando
somente nanoparticulas de magnetitas. (c) separa¢cdo magnética; (d) histograma de diametros feito
a partir das imagens do MET [Araujo, J F D F, 2013, com permissao].

Outra forma de verificar se as NPs sdo superparamagnéticas € que, acima da
temperatura de bloqueio, o sistema ndo apresenta histerese magnética. Nas
andlises feitas por Araujo num magnetémetro Hall (Fig. 3.7), pode-se observar
que, a temperatura ambiente, a magnetizacdo de remanéncia é quase nula (0,4

Am?/kg), com médulo da coercividade muito pequeno de 0,6 mT a 298 K.
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Este resultado estd de acordo com a teoria do superparamagnetismo das
nanoparticulas magnéticas, que prevé o estado de bloqueio das nanoparticulas
com a diminuicdo da energia térmica, o qual ocorre somente para temperaturas
abaixo da temperatura de bloqueio, na qual a nanoparticula deixa de ser

superparamagnética e torna-se ferromagnética.
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Figura 3.7. Curva de magnetizacao das nanoparticulas de magnetita obtida no magnetémetro Hall

a baixas temperaturas [Araljo, 2013, com permissao].

3.3.3 Processo de fotodegradacéao

Para o processo de fotodegradacdo foi utilizada a montagem descrita por
Romero [Romero, 2012]. Brevemente, a fonte para fotossensibilizacdo composta
de LEDs vermelhos, foi colocada a 10 cm da cubeta contendo a solugédo do
fotossensibilizante em estudo, contendo também DPBF (sonda de oxigénio
singlete). A direcdo lampada-cubeta foi ajustada de modo a fazer um angulo de
90° em relacdo ao feixe de luz do espectrofotémetro (Fig. 3.8).

A lampada para irradiacdo das amostras (Golden Plus) é formada por 20
LEDs vermelhos (~ 615-640 nm, com pico em 635 nm). O espectro de emisséo da

lampada é mostrado na Fig. 3.9.
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LAMPADA LED\S VERMELHOS

-

FONTE [ DETECTOR IEjl

COMPUTADOR

ESPECTROFOTOMETRO

Figura 3.8. Montagem do experimento de fotodegradacdo. Amostra, fotoexcitada com a fonte de
LEDs vermelhos, contendo DPBF como sensor de oxigénio singlete. Absorbancia detectada no
espectrofotdmetro UV-VIS.

10 Espectro de emissdo 635 nm
0,8 -
o
4]
2 06+
7
0,4 -
Led's vermelhos lampada
0,2 -
0.0 +r——"—"rr——rT T T
500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.9. Espectro de emissdo da lampada utilizada na produgdo de oxigénio singlete por
MentaZnPc.

A producdo de oxigénio singlete foi obtida utilizando a variacdo da
absorcéo optica de 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF), que é especificamente
degradado pela reacdo com oxigénio singlete. Preparou-se um estoque de DPBF
4 mM em etanol, protegido da luz ambiente com papel aluminio. O estoque era
armazenado em geladeira e utilizado em até uma semana. Foi usado DPBF em
concentracdes finais da ordem de 30 mM, sendo esi7om = 2,3 x 10°M™em™ o

coeficiente de absor¢do molar para o DPBF [Ogunsipe et al., 2003].
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As amostras contendo o fotossensibilizante e o DPBF foram irradiadas por
periodos de 1 min durante pouco mais de 30 minutos, para medir a producdo de
oxigénio singlete. A cubeta de quartzo de 3 ml, com 1,000 cm de caminho 6ptico,
foi mantida a uma distancia de 10 cm da fonte de luz. Os espectros de absorcao
das amostras foram obtidos a cada minuto de irradiagdo, com tempo de aquisicéo
dels.

3.3.4 Taxade fotoxidacdo de DPBF

As taxas de fotoxidagdo (kp,) de DPBF e a taxa de fotobranqueamento da
MentaZnPc (k) foram encontradas na presenca de oxigénio. Considerando que a
Gltima etapa do processo de fotodegradacéo, correspondente & reacéo de *O; com
a sonda (DPBF) é a mais lenta, a taxa de consumo da sonda é dada pela e quacao
3.2 [Da Silva A. R., 2003]:

Bl poy1rs! (32)

sendo [S] a concentracdo de DPBF. Se a concentracdo de oxigénio singlete for
constante durante a reagdo, pode-se definir k,= k1 ['O,] e a equacdo (3.2) integrada
vai fornecer:

[S1=[S], exp(—k, 1) (3.3)
onde [S]o é a concentracdo inicial da sonda. Considerando-se a relacdo linear entre
a concentracdo da sonda e a absorbancia, A, associada a ela (absorbancia de
DPBF), temos a mesma funcdo exponencial descrevendo a evolugdo temporal do
pardmetro espectroscdpico A:

A= Ayexp(—k,t) (3.4)

Para DPBF, toma-se a absor¢do em ~417 nm (coeficiente de absor¢cdo molar
eomr = 2,30 x 10° M'em™ em 411 nm; epmr = 2,24 x 10° M~'cm™ em 408 nm).
No entanto, a propria MentaZnPc também contribui para a absorcdo nesse
comprimento de onda. Nesse caso, observa-se um decaimento exponencial da
forma:

A=A + A exp(-k,t) (3.5)
sendo As a contribuicdo de MentaZnPc, que permanece constante no tempo, ja

gue o fotobranqueamento de DPBF é muito mais rapido.
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3.3.5 Construcao do circuito aquecedor por inducéo

eletromagnética
Circuito do Equipamento

O CIRCUITO RESSONANTE

O circuito utilizado para testar a influéncia da temperatura nas nossas
nanoparticulas magnéticas € um circuito ressonante do tipo Royer [Jim, 1995], o
qual estd baseado na oscilacdo por relaxamento e tem as vantagens de
simplicidade e operacdo em auto-ressonancia. Utilizando o esquema da Fig. 3.10

foi montado o circuito para nossas experiéncias.

0+15V ! +15V
g

L2

L1

I T2

Figura 3.10. Esquema do circuito ressonante tipo oscilador Royer.

A amostra de nanoparticulas em meio aquoso deve ser introduzida no meio
da bobina L1 (bobina branca na Fig. 3.11), que gera 0 campo magnético de alta
frequéncia. Em paralelo com a bobina L1 esta ligado um banco de capacitores C1
formado por 6 capacitores em paralelo, constituindo assim o circuito tanque.

Os componentes do circuito e a geometria da bobina foram escolhidos com
base nos trabalhos de Pollert et al. (2007) e Andra et al. (1999), em que foram
realizadas medidas de aquecimento de nanoparticulas magnéticas em meio
aquoso. Nesses trabalhos foram utilizados campo magnético ~88 mT com
frequéncia ~108 kHz [Pollert et al., 2007] ou campo magnético ~8,13 mT com
frequéncia ~400 kHz [André et al., 1999].
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Escolhemos trabalhar com campos magnéticos da ordem de 8 mT,
projetando o tamanho da bobina para funcionar com correntes da ordem de 15 A.
O banco de capacitores foi escolhido para que o circuito ressonante tivesse

frequéncia em torno de 90 kHz.

Figura 3.11. Circuito utilizado para o aquecimento das nanoparticulas. A bobina branca (bobina) e

capacitores formam nosso circuito tanque.

Componentes utilizados

Como mostrado na Fig. 3.10, usam-se dois resistores de baixa resisténcia R1
e R2, ambos de 240 Q, os quais vdo determinar a rapidez com que 0S transistores
Tl e T2 séo ativados. Os diodos D1 e D2 utilizados foram diodos Schottky
1N5819, por terem baixa queda de tensdo e alta eficiéncia, de modo que quando
um dos transistores esteja ligado o outro permaneca desligado.

Os transistores MOSFET T1 e T2 foram montados em dissipadores de
calor, mas eles raramente esquentaram quando s&o executados 0s testes, mesmo
em correntes altas.

O indutor L2 € usado para manter as oscilagdes de alta frequéncia fora da
fonte de alimentac&o e limitar a corrente a niveis aceitaveis. Esse indutor L2 foi
confeccionado enrolando cerca de 8 voltas com fio de cobre de 2 mm de diametro
num nucleo toroidal de ferrite.

Um capacitor eletrolitico 2200 uF foi adicionado & entrada do circuito em
paralelo com a fonte de alimentacdo para protecdo da fonte, devido a corrente
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fornecida, e evitar uma variacdo brusca de tensdo no momento de ligar o circuito,
caso contrario os transistores ndo funcionariam corretamente.

A derivacdo central da bobina L1 juntamente com dois transistores do tipo
N, permite a geracdo de corrente alternada a partir de uma fonte de alimentacédo de
corrente constante. O centro desta bobina é conectado a alimentacéo positiva e 0s
extremos séo conectados alternadamente a terra por meio de dois transistores T1 e
T2, de modo que a corrente flui em ambos os sentidos. A corrente na fonte de
alimentacdo ira variar com a indutancia L1 e, portanto com a condutividade do

objeto a ser introduzido, para ser aquecido.

O circuito tanque: a bobina e o capacitor em paralelo

O capacitor C1 e a bobina L1 formam nosso circuito tanque e devem ser
suficientemente capazes de resistir a grandes correntes e temperaturas. No caso do
capacitor C1 ele foi constituido, na pratica, por um banco de 6 capacitores de
0,33 uF e um de 0,47 uF associados em paralelo. Este banco foi colocado
razoavelmente perto da bobina e conectado em paralelo, resfriado com um cooler
operando a 12 V quando o circuito é ligado. A divisdo da corrente alternada entre
0s capacitores do banco vai evitar uma alta corrente por um Unico capacitor,
evitando sua danificagdo. A bobina L1 foi feita com 5 voltas de fio de 16 mm? de
cobre, para resistir as correntes de alta frequéncia fluindo nele. Mediante o
circuito tanque podemos mudar a frequéncia de ressonancia, pois ela vai depender

das caracteristicas da bobina e da capacitancia total.

Parametros elétricos e geométricos da bobina

Existem diferentes formas de bobinas a serem utilizadas, mas estas devem
permitir o correto acoplamento magnético com as nossas nanoparticulas
(amostra), e a parte interna onde vai ser colocada a amostra deve ser tal que a
transferéncia de calor devido a bobina seja a menor possivel (isolamento por
conducéo e conveccao).

A bobina do nosso circuito foi feita por 5 enrolamentos helicoidais de fio

grosso de cobre cujas caracteristicas sdo mostradas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Dimensdes fisicas da bobina construida com fio macigo de cobre.

Dimensoes Valores

r = raio do fio 2,2 mm
Sep = separacéo entre espiras 4,1 mm
N = ndmero de voltas 5

D_int = diametro interno da bobina 60 mm
D_ext = didmetro externo da bobina 68,4 mm
R = resisténcia 1,37 mQ
L = induténcia 1,19 uH

Para o célculo da resisténcia R da bobina utilizou-se a lei de Ohm:
l
R=p< (3.6)
onde p = 1,725 x 10® Qm ¢ a resistividade do cobre, Zé o comprimento do fio e A

é a secdo reta do fio.
A obtencdo do valor da indutdncia L da bobina foi feito das seguintes

formas.

a) Célculo da indutancia tedrica para a bobina de uma camada

Para encontrar o valor da indutancia Lor da bobina que tem espaco entre
cada enrolamento, usamos uma aproximacado numérica considerando cada espira
como um anel, computando-se a contribui¢cdo das auto-indutancias de cada espira
L; e a contribuicéo das indutancias mutuas Mj; entre todas as espiras, assim a auto-
indutancia é dada por:

Lieor = X Li + 2111] Mij (3.7)
onde a auto-indutancia L; de um anel pode ser obtida com uma aproximacao mais
realista desprezando-se o fluxo magnético dentro do condutor [Silvester, 1968;
Terman, 1943]:

16.R

L; = uoR(lnT -2) (3.8
onde R é o raio da bobina, d é o didmetro do fio, e o € a permeabilidade
magnética do vacuo. Como eles estdo separados aproximadamente por uma
mesma distancia, o primeiro termo da equacdo 3.7 fica 5 vezes o valor da auto-
indutancia de cada anel.

Para o calculo das indutancias mutuas Mj; entre todas as espiras, usou-se a

solucgéo dada pela expresséo [Grover, 1962, pag. 77]:

M;j = fij\/RaRp (3.9
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com f obtido a partir da tabelal3, capitulo 11 [Grover, 1962] como uma funcéo de
variavel k%

2 _ (Rq—Rp)*+d?
" (Rq+Rp)%+d?

k (3.10)

onde R, e Ry sdo os raios dos anéis (que no nosso caso sdo iguais), d a separacao
entre os centros deles. Foram utilizados os valores em cm e o resultado da
indutancia mutua M;; foi obtido em pH. A solugcdo do somatdrio dos M foi
implementada numericamente com auxilio do programa Matlab (Apéndice C)
usando interpolagéo para obter os pontos que nao figuravam na Tabela 13 do livro
de Grover (1962), obtendo finalmente:

Leeor = 5L; + X} M;; = 0,706 + 0,408 = 1,11 uH (3.11)

(b) Obtencéo experimental da indutancia

Neste caso vamos utilizar os valores dos capacitores do circuito tanque e

medir a frequéncia de ressonancia do circuito com o osciloscopio (Fig. 3.12).

Figura 3.12. Osciloscépio utilizado para encontrar a frequéncia de ressonancia do circuito. Pode-se

apreciar a forma senoidal uniforme da onda de saida na bobina.

A frequéncia de ressonancia para um circuito ressonante RLC é dada por:
1
Wy = \/ﬁ = 27Tf (312)

_ 1
T 4acm?f?

(3.13)
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A frequéncia de ressonancia medida com o osciloscopio foi igual a f= 89
kHz (Fig. 3.12). O banco de capacitores tem 6 capacitores 0,33 uF e um de
0,47 pF em paralelo produzindo uma capacitancia total C = 2,45 pF. Utilizando a
equacdo 3.13, a indutancia obtida foi de 1,19 pH, muito semelhante a calculada
teoricamente.

L, = 1,19 uH (3.14)

3.3.6 Campo magnético no interior da bobina

Calculo da corrente elétrica na bobina

A Fig. 3.13 ilustra o circuito tanque RLC utilizado. A corrente elétrica na
bobina é obtida medindo-se a tenséo no circuito tanque (Vingue) atraves de um
osciloscopio. Como ambas as impedancias complexas Zc e Zg.. estdo em

paralelo, a impedancia total Z,, vem dada por:

Zpq = —SIBL (3.15)

Zct+Zp-L
onde Z; = (;—Z) Jj, Z;, = (wL)j, e Zr = R_ sd0 as impedancias do capacitor,
indutor e resisténcia respectivamente, j representa 0 numero complexo. Como o
resistor e o indutor estdo conectados em serie:
Zp_L = Zr+ Z, = R, + (wlL)j (3.16)

ZR—L = |ZR + ZLl = \/RE + (1)2L2 (317)

itanque

i
N
.1 |
ol

-
- Em Em Em O m m o Em om

r-===m®=m===m=n
| |
| |
)
h----J

r
1
1
[

Figura 3.13. Esquema do circuito RLC. R_ é a resisténcia propria do indutor em série com a

induténcia e em paralelo com o capacitor. Z¢ e Zg.. S0 impedéancias de cada componente.
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Resolvendo para o mddulo da impedéncia complexa total, encontramos que:

2
Zpy = \/ Ri+w?1? Zr-L (3.18)

(1-w2LC)2+(wCRy)? - J(@-w2LC)2+(wCRL)?2

! , obtendo

Como 0 circuito se encontra em ressonancia: w = wy = N

enfim:

Zoq = —BL. (3.19)

woCRy,
Como Vigngue = Ve + Vi, = i(R, + wL j) = iZg_;, com i sendo a corrente no
indutor e j 0 numero complexo, temos em modulo que

Vianque = 1Zr-1, = ltanqueZeq (3.20)
Portanto, usando as equacbes (3.17), (3.19) em (3.20), obtemos a corrente no
indutor L1:

. itanque _ .
L= WoCRL QOltanque (3.21)

onde o fator Qg é chamado fator de mérito do circuito.

Para obtencdo da corrente i circulando no indutor, usamos um divisor de
tensdo e, com a ajuda do osciloscopio, obtivemos a tensdo Vianque = 38,1 V,
usando a equagdo (3.20) para calcular a corrente iwnque para Zeq = 389,0 Q,
obtemos que itangue = 0,098 A. Levando tudo em consideragdo e usando a equagéo
(3.21), obtivemos que o fator de mérito na ressonancia Qo = 533, que implicara

uma corrente na bobina igual a 52,2 A.

Campo magnético maximo no centro da bobina

Em uma primeira aproximagdo podemos calcular o campo magnético
gerado por cada anel da bobina utilizando Biot-Savart para um ponto localizado

ao longo do eixo central [Reitz, Milford, Christy, 1993]:

B(z,) = —M & (3.22)

2(zn2+R2)/2
Onde po é a permeabilidade magnética do vacuo, i é a corrente que percorre a
bobina, R é o raio da bobina e z, é a distancia de cada anel até o centro da bobina.
Calculando o campo magnético méximo no centro mediante a contribuicéo
do campo magnético de cada anel com raios iguais e espagados uma mesma

distancia, obtemos que:

B(0) = ¥, —o& (3.23)

3
2(zn2+R2) /2
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Utilizando a separacdo entre cada espira como D = 0,0083 m obtemos z; = z5 =
2D, z,=24=D, z3 = 0. Parai = 52,2 A obtemos finalmente que: (Apéndice D)
B(0) = (0,716 + 0,928 + 1,023 4+ 0,928 + 0,717) X 1073 = 4,31 mT

Campo magnético maximo no centro da bobina mediante o programa OPERA 3-D

Posteriormente, para célculo do campo no centro da bobina, levou-se em
consideracdo a espessura dos fios (Fig. 3.14) utilizando o pos-processador do
programa OPERA-3D e utilizou-se a equacdo (3.21) para a corrente elétrica no
indutor i = 52,2 A. O valor obtido foi de 4,39 mT (Fig. 3.15).

Figura 3.14. Simulacéo da bobina do circuito tanque como um arranjo de 5 espiras coaxiais usando

0 poés-processador OPERA 3-D para determinar a intensidade do campo magnético no centro dela.

Campo Magnetico VS posigao eixo central
(0; 4,39)

4,5+

(0;4,31)

4,04

3,5 1

Campo magnético(mT)

—— OPERA-Modglo Real
—— Modelo tesrico

T T T
-0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02
Z(m)

Figura 3.15. Intensidade do campo magnético (G) no eixo central da bobina do circuito tanque

usando o software Matlab 8,7 e 0 OPERA 3-D quando uma corrente de 52,25 A circula nos anéis.
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A Fig. 3.15 ilustra a dependéncia espacial do campo magnético ao longo do
eixo da bobina, onde a faixa retangular pontilhada [-2,5; 2,5] mm é a zona do eixo
central da bobina onde foram colocadas as amostras. Note-se que ambas as curvas

dos campos magnéticos sdo muito proximas entre si.

Teste qualitativo de aquecimento de materiais no centro da bobina

Foram realizadas medidas preliminares de aquecimento com o circuito
ressonante a fim de ilustrar e verificar a capacidade de nosso circuito em aquecer
nanoparticulas magnéticas.

Com a bobina de induc¢éo do circuito tanque, fez-se um teste colocando um
pequeno alicate no seu interior. Notamos que 0 circuito comegou a consumir mais
corrente da fonte de alimentagdo, aquecendo o alicate em poucos segundos por
acao das correntes parasitas. Veja a sequéncia a, b, ¢ e d na Fig. 3.16.

Como pode ser observada na sequéncia das figuras, a corrente elétrica
fornecida pela fonte aumenta consideravelmente ao introduzirmos mais material

condutor dentro da bobina (ou seja, ao aumentar a indutancia).

Figura 3.16. Mudanca da corrente elétrica fornecida pela fonte de alimentacao para cada caso. a)
Circuito sem o alicate dentro b) Introduzindo uma parte do alicate. c) Introduzindo todo o alicate. d)

Introduzindo dois alicates.
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4

Resultados e Discussoes

4.1

Producao de oxigénio singlete por MentaZnPc

A eficiéncia fotodindmica de um fotossensibilizante estd associada a sua
capacidade de produzir de oxigénio singlete sob iluminacdo com luz visivel. O
composto 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) é uma armadilha especifica para
oxigénio singlete. Neste trabalho o decaimento do espectro de absorcdo do DPBF
foi utilizado como parametro para avaliar a producdo de oxigénio singlete pelo

fotossensibilizante.

4.1.1 DBPF como sensor de oxigénio singlete

Estabilidade do DPBF em tampé&o e em etanol

O composto 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) foi diluido em diferentes
meios a partir do estoque 4 mM em etanol, mantido protegido da luz ambiente
com papel aluminio. Os espectros de absor¢do 6tica sdo apresentados na Fig. 4.1.

0,4 - DPBF em diferentes meios

0,3 - DMSO ¢, = 2.33x 10° M'cm”

® Tampdo g,,,= 1.74 x 10*M'em™
o
c
«©
2 0,2
o
]
kel
<
— Em DMSO
0,1 1 —— Em tampao
Em Tween 80
— Em EtOH 40puM
0,0 4 ———

T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
Figura 4.1. Espectros de absorcdo do DPBF em DMSO, Tween 80, etanol e tampéao fosfato 20

mM, pH 7,4. Medidas realizadas em auséncia de luz ambiente.
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Foi obtido o coeficiente de absor¢gdo molar em tampéo fosfato 20 mM pH
7,4, €400 = 1,74 x 10* M™* cm™, calculado a partir do valor em DMSO, €417 = 2,33
x 10* M cm™ [Ogunsipe et al., 2003]. Observa-se que 0s espectros em DMSO e

em Tween 80 sdo idénticos.

Estabilidade de DPBF protegido e exposto a luz ambiente

Para estudar a estabilidade do DPBF na luz ambiente do laboratorio, tanto
em tampdo fosfato quanto em etanol, foram preparadas amostras pela dissolucéo
de 15 uL do nosso estoque de DPBF em 1,5 ml do respectivo solvente (cubetas
com volume méaximo de 2 ml). Logo apds, foram registrados espectros em
intervalos de 1 min. Os resultados sdo apresentados na Fig. 4.2.

As curvas de fotodegradacdo do DPBF em fungdo do tempo para as duas
amostras sdo apresentados na Fig. 4.3 e mostram que o DPBF em etanol é bem
mais estavel do que em tampdo fosfato.

Repetiu-se a experiéncia anterior, protegendo-se da luz ambiente o
compartimento da amostra no espectrofotdbmetro. Os resultados s&o mostrados na
Fig. 4.4. Observa-se que, protegido da luz ambiente, 0 DPBF degrada bem menos.
Decidimos entdo manter as amostras protegidas da luz ambiente durante os

experimentos de fotodegradacao.
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Figura 4.2. Espectros de absor¢cdo do DPBF em (a) etanol espectroscopico e (b) em tampéo

fosfato pH 7,4. A concentracdo de DBBF na amostra foi 40 uM, exposto a luz ambiente.
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] Degradacao DPBF
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0,8 1 ... ® Luz ambiente em
)
1 ® o _ tamp3o fosfato, 418 nm
0,7 - %o
%
] %o
0,6 - ®e
0,14
0,0 i ---1-1—r——+-+-r-r-rmr-r-r—r—r—rr—r—rrrrrrror
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 4.3. Absorbancia correspondente ao pico do DPBF em funcdo do tempo em luz ambiente.
(w) 410 nm (EtOH) ou (e) 418 nm (tampéo fosfato pH 7,4).
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Figura 4.4. (a) Espectros de absorcdo do DPBF em tampéo fosfato pH 7,4, protegido da luz
ambiente, em fungdo do tempo. (b). Absorbancia em 410 nm, correspondente ao pico do DPBF,
em funcao do tempo (V) em tampado com espectrofotdmetro coberto. Os resultados da Fig. 4.3, a
luz ambiente (o) em etanol e (m) em tampao fosfato também séo apresentados, para comparagao.

Fotodegradacédo do DBPF sob luz vermelha (635 nm)

Nesta experiéncia usou-se a lampada de LED’s vermelhos, fazendo medidas
com ela desligada e ligando-a em seguida. Os espectros sdo semelhantes aos da
Fig. 4.4 (a). Este resultado e os resultados anteriores da variagdo temporal do pico
do DPBF sdo mostrados na Fig. 4.5. Observa-se que o0 decaimento com

iluminacdo vermelha é igual ao obtido em auséncia de iluminacgéo. Conclui-se que
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a luz vermelha ndo fotodegrada as moléculas de DPBF. Esse resultado era
esperado, ja que o DPBF ndo absorve luz nessa regido do espectro (Fig. 4.1).

Degradacéo DPBF
il E T
°
1¥8882%00,,
] M L 4 (A X X
= Vv.."”‘ 00eccccccee
0.9 = vese
’ "a 202,
" v : L
LI Yv
0,8 L
"
]
3 "
<E 0,7 L -
]
. .
) gy
0,6 H ® | uz ambiente em EtOH
L ® LED's vermelhos em EtOH
01 T Vv Coberto em tampao fosfato
! B | uz ambbiente em tampéo fosfato
0,0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 4.5. Absorbancia em 410 nm, correspondente ao pico do DPBF, em funcdo do tempo.
Comparagéo entre iluminagdo com luz ambiente, escuro e iluminagdo com luz vermelha de LEDs.

4.1.2

Avaliacao fotodinamica de MentaznPc utilizando DPBF

O espectro de absorcdo de MentaZnPc em acetato de etila, EtOAc, é
mostrado na Fig. 4.6. Os picos caracteristicos do espectro UV-Vis localizam-se
em 286, 350, 610, 680 e 722 nm. O espectro é tipico de espécies monoméricas. A

banda de 680 nm é uma banda devido a mondmeros.
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Figura 4.6. Espectro normalizado de absor¢do UV-Vis de MentaZnPc (6,6 uM) em EtOAc (verde).
Emisséo da lampada vermelha, de LEDs (vermelho). Fonte: Tese Maria Paulina Romero Obando.

Em seguida, nés observamos a producdo de 'O, por moléculas de
MentaZnPc sequestradas no ambiente hidrofobico do interior de micelas, sob
iluminacdo vermelha. Utilizamos micelas do surfactante Tween 80, cuja CMC (12
uM) é pequena, porque assim as micelas sdo formadas em concentracfes baixas
de surfactante. O Tween 80 é adequado do ponto de vista bioldgico, ja que é
usado até em alimentos e ndo é irritante aos olhos nem a pele.

Mediu-se a producéo de 'O, adicionando as solucdes micelares a sonda
DPBF em concentracdo da ordem de 30 uM. O processo de fotodegradacao foi
explicado na Secdo 3.3.3. Foram obtidos os espectros de absorcdo das solugdes
irradiadas em funcdo do tempo (Fig. 4.7 a), e resultados de decaimento do pico em
412 nm em fungédo do tempo sé&o mostrados na Fig. 4.7 b.

Na Fig. 4.7 b, pode-se observar que, neste caso da solucdo de MentaZnPc
em micelas de Tween 80, o decaimento do pico de 414 nm, proprio do DPBF, tem
a mesma tendéncia em ambas as concentra¢bes. O decaimento do pico do DPBF
foi ajustado por uma fungédo exponencial do tipo A = A; exp (—(t-t;)/t) + Ao, onde
T representa a constante de tempo, relacionada com a taxa de fotoxidacéao (k,=1/t)
de DPBF. As taxas de fotoxidagéo obtidas foram k, = 3,7 x 107% 57! para [DPBF]
=1549 puMek, = 3,3 x 1073 s™* para [DPBF] = 20,86 pM.
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Figura 4.7. (a) Fotoxidacdo de DPBF (~30 uM) por irradiagdo com LED’s vermelhos na presenca
de MentaznPc (20 uM) em Tw80 (3 mM). (b) Decaimento da banda de 414 nm do DPBF na
presenca de MentaZnPc em micelas de Tw 80 para [DPBF] = 21 uM e para [DPBF] = 15 pM.
Linhas continuas: ajustes exponenciais do decaimento do pico de 414 nm com a funcéo A = A; exp
(—(t-to)/) + Ag e t = 4,51 ([DPBF] = 15 uM) e t = 5,00 min ([DPBF] = 21 uM).

Na Fig. 4.7 a, observa-se que a regido do espectro correspondente a
MentaZnPc, entre 550 e 750 nm, também decai com o tempo. Isso significa que a
prépria MentaZnPc é degradada por *O,. A Fig. 4.8 mostra o decaimento da
absorcdo de MentaZnPc em dois diferentes comprimentos de onda: em 680 nm,

caracteristico de mondémeros, e em 636 nm, com contribuicdo predominante de
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agregados. O decaimento mais rapido em 636 nm sugere que 0s agregados s&o
mais facilmente degradados.

KRRl HHHHS
AI
0,8 °
|
o 2
@ = . .
O 0,6 4 Decaimento do:
= [ |
o L ® ® MentaZnPc em 680nm
%) 'S A
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Figura 4.8. Curvas de decaimento do espectro de absor¢do de MentaZnPc em funcdo do tempo.
(V)Decaimento no pico de 636nm e (m) decaimento no pico de 680 nm tempo. Os pontos azuis

(®) correspondem ao decaimento de DPBF em 414 nm, para comparagao.

4.2

Funcionalizacdo das Nanoparticulas

Desenvolvemos um revestimento para as particulas magnéticas que pode ser
facilmente carregado com farmacos insollveis em agua. A formulacdo é baseada
na hidrofobizacdo das nanoparticulas com acido oleico e recobrimento com o
surfactante ndo i6nico Tween 80. O farmaco insoltvel em agua é solubilizado na
camada hidrofobica formada pelas caudas das moléculas de acido oleico que
recobre a nanoparticula. Ao adicionar Tween 80, as caudas hidrofdobicas
completam o ambiente apolar da camada que envolve as nanoparticulas enquanto

as cabecas hidrofilicas conferem dispersibilidade em meio aquoso.

4.2.1 Associacdo do fotossensibilizante hidrofébico MentaZnPc a

nanoparticulas hidrofobizadas com &cido oleico

Foi observado que o fotossensibilizante hidrofobico MentaZnPc solubiliza-

se bem em acido oleico. Entdo uma solugdo em &cido oleico desse
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fotossensibilizante foi utilizada para hidrofobizar as nanoparticulas magnéticas.
Foi utilizada uma solucdo 3,00 mM de MentaZnPc em &cido oleico, preparada a
partir do estoque de MentaZnPc em EtOAc, secando-se o solvente. Nessa solucéo,

a relacdo molar:
__loal ~ 1000
[MentaZnPc]

Desta solucdo 3,00 MM MentaZnPc/OA, 12uL foram adicionados a 24 mg
de nanoparticulas de Oxido de ferro. Em seguida foram acrescentados 2 mL de
etanol e deixou-se a mistura de um dia para outro. Em seguida, a mistura foi
aquecida a temperatura de 50°C em estufa por uma hora. ApGs 0 processo,
mediante um imad, aplicou-se separacdo magnética, recolhendo-se o liquido
restante num primeiro frasco. As nanoparticulas atraidas pelo ima foram lavadas
com 2 mL de etanol e submetidas a ultrassom por 15 segundos. Aplicou-se
novamente separacdo magnética, recolhendo-se o liquido em outro frasco. Como
o liquido retirado ja tinha uma cor clara, ndo houve necessidade de outra lavagem.
As nanoparticulas recolhidas pelo ima foram secadas com nitrogénio, e colocadas
em VAcuo.

A guantidade de MentaZnPc ligada a camada de acido oleico recobrindo as
nanoparticulas foi avaliada por subtracdo. Mediu-se a concentracdo de MentaZnPc
nos liquidos das duas lavagens, a partir dos espectros de absorcdo (Fig. 4.9), e

obteve-se a quantidade que nao se ligou as nanoparticulas.

—padrao[ ] =7,5uM
primeira separagao

Absorbancia

segunda separagao

4 N\ \.
0’2 _ N \_/ L
\

T T T T T T T T LI T
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.9. Espectros de absorcdo dos liquidos sobrenadantes, produto da hidrofobizagdo das

nanoparticulas de Fe3Oa.
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Para calcular a quantidade de MentaZnPc nas solugdes, foram utilizados os
picos em 350 nm e 614 nm. O total de mols em solugdo foi 20,4 nmols. Como o
total de MentaZnPc adicionado foi de 36 nmols, conclui-se que 43% do total se
associaram as nanoparticulas, localizando-se na camada de &cido oleico que as
hidrofobiza. Como as particulas estdo ja hidrofobizadas, para que possam ser
diluidas em meio aquoso devemos acrescentar um surfactante. Isso foi realizado

em outra preparacao, descrita a seguir.

4.2.2 Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas para dispersao

em meio aquoso

Para aumentar ainda mais a quantidade de MentaZnPc na superficie da
nanoparticula, preparou-se uma solu¢gdo 6 mM em &cido oleico (600 uL do
estoque 1,00 mM em EtOAc, seca-se 0 EtOAcC e acrescenta-se 100 uL de &cido
oleico: relacdo molar MentaznPc:OA = 1:500). A relagdo OA: nanoparticula foi
mantida (24 uL para 50 mg de nanoparticulas secas). Essa amostra agora foi
colocada em ultrassom (probe, 20 min ao todo em modo alternado on/off, com
intervalos de 10 s), atingindo temperatura ~ 50 C no processo e também foi lavada
duas vezes com 2 mL de etanol. ApoOs separacdo magnética, recolhendo-se o
etanol em cada lavagem, obteve-se aproximadamente a mesma fracdo de
MentaZnPc associada a nanoparticulas que na preparagdo anterior (~ 40%).

As nanoparticulas recolhidas pelo ima foram divididas em 2 partes
(acrescentando-se ~ 100 pL de etanol, e secando-se com nitrogénio e vacuo por
aproximadamente 10 minutos). Adicionou-se entdo Tween 80 a uma das fracdes
(4,6 x quantidade em massa de OA aderido as nanoparticulas, para manter a
mesma fracdo molar) para formar a camada que permite ressuspender em meio
aquoso. A Fig. 4.10 ilustra resumidamente este processo:

Aliquotas dessa mistura sdo diluidas em solugdo aquosa para formar as
suspensdes para medidas de absorc¢éo e testes de fotossensibiliza¢do (concentracéo
25 mg/mL).
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Figura 4.10. Esquema mostrando a fabricacéo e funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas.

4.3
Ensaios de aguecimento por relaxagcdo magnética para disperséo
aguosa de magnetita FezOq4

Quando se aplica um campo magnético alternado as nanoparticulas
magnéticas, o calor gerado esta relacionado ao seu relaxamento Néel, ja que as
rapidas variagdes na direcdo dos momentos magnéticos causadas pelo campo
magnético alternado sdo dificultadas pela energia de anisotropia, que tende a
alinhar os momentos magnéticos da nanoparticula numa dada direcéo preferencial
de acordo com sua estrutura cristalina. Por outro lado, o0 mecanismo relacionado
ao relaxamento Browniano é devido a rotacdo fisica das particulas imersas no
liquido, dificultada por sua viscosidade que tenta conter a rotagdo das particulas.

Foram realizadas medidas de aquecimento de nanoparticulas de Fe;0, em
meio aquoso com NOSSO Circuito ressonante.

Foram usados 3 frascos contendo diferentes concentragdes de nanoparticulas
de Fe3O4 em &gua. Para isolar da transferéncia externa de calor, as amostras foram
colocadas dentro da bobina protegidas com um pequeno tubo de isopor. As
dimensdes utilizadas dos frascos e do isopor sdo mostradas na Tabela 4.1.

A Fig. 4.11 exibe as dimensbes do porta amostra para o sistema de
temperatura utilizado para as nanoparticulas colocadas dentro da bobina, com o

porta amostra construido em acrilico, ponto de fusédo = 130°C.
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Tabela 4.1. Dimensdes fisicas do frasco e isopor utilizados para a experiéncia do

aquecimento das nanoparticulas.

Medidas em mm Frasco Isopor
Diametro ext. 11,65 40,8
Diametro int. 10,05 23,0
Espessura 0,80 8,9
Altura 3,20 86,0
(a) 73,8 mm
‘ ‘O‘ | ‘8,0 mm
6,5 mm
92,0 mm
11,6 mm
7.0.mm ‘15,5 mm
25,2 mm 21,6 mm ‘ ‘7,8 mm
114,5 mm

(b)

Extremos do sensor parL//_///'

conexao ao multimetro

Sensor de temperatura
de platina

Frasco contendo as
— nanoparticulas de
oxido de ferro

| i
Porta amostra de a¢rilico

78

Figura 4.11. (a) Dimensdes do porta amostra utilizado para o aquecimento das NP’s em meio

aquoso. (b) Foto do porta amostra contendo o sensor de temperatura e a amostra.
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Foram feitos testes com trés frascos contendo volumes diferentes de &gua e
nanoparticulas, segundo mostrado na Tabela 4.2. Foram testadas vérias
configurac@es utilizando o isopor e sem utiliza-lo, medindo-se a temperatura com
0 sensor de platina colocado no centro da bobina e a meia altura, posi¢do de

méaxima intensidade do campo magneético.

Aquecimento de nanoparticulas em agua para diferentes concentragdes

O banco de capacitores do circuito foi alterado de forma a operar com duas
frequéncias 100 kHz e de 89 kHz. O intervalo de tempo considerado nas medidas
foi de 300 s.

Tabela 4.2. Configuracdes testadas para ilustrar o aquecimento das amostras devido ao

campo magnético ressonante e nao por transferéncia de calor por agentes externos

Volume &gua (uL) Massa NPs (g) Concentracdo (g/L)

Amostral 150 0,145 967
Amostra2 200 0,290 1450
Amostra3 300 0,435 1450

Cooler Chave

\ liga/desliga

Bobinado
circuito tanque

Figura 4.12. Montagem do circuito para medir a variagdo de temperatura das nanoparticulas em
meio aquoso. Veja-se no lado esquerdo o tubo de isopor usado para isolar as amostras de

variagdes de temperatura causadas por agentes externos.
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As configuracOes utilizadas para a evolucdo temporal da temperatura das
nanoparticulas magnéticas submetidas ao campo magnético ressonante foram as
seguintes:

Banco de capacitores configurado para que f = 100 kHz:

e Frascos 1,2 e 3 contendo &gua, dentro da bobina, sem usar o isopor,
para uma altura H = 2,9 cm e no centro (1,5 cm).

e Frascos 1, 2 e 3 contendo agua, dentro da bobina, usando o isopor,
para uma altura H = 2,9 cm e no centro (1,5 cm).

e Frascos 1, 2 e 3 contendo as nanoparticulas imersas em agua, dentro
da bobina, sem usar o isopor, para uma altura H = 2,9 cm e no centro
(1,5cm).

e Frascos 1, 2 e 3 contendo as nanoparticulas imersas em &gua, dentro
da bobina, usando o isopor, para uma altura H = 2,9 cm e no centro
(1,5 cm).

Repetiu-se 0 mesmo procedimento para a configuracdo de banco de
capacitores que alterasse a frequéncia de ressonancia para 89 kHz. Os resultados
obtidos mostram que a melhor configuragédo foi obtida usando uma frequéncia de

89 kHz com campo magnético maximo de 4,39 mT.
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Figura 4.13. (a) Evolucdo temporal da temperatura para amostras aquosas de nanoparticulas
(linhas continuas) e para amostras contendo apenas agua (linhas pontilhadas), com o circuito
operando. (b) Diferenca entre as temperaturas das amostras com nanoparticulas e apenas com
agua. Em ambos os casos a frequéncia foi f= 89 kHz, o campo magnético alternado maximo foi

4,39 mT, e as amostras foram protegidas do ambiente com isopor.

Na Fig. 4.13 (a) pode se observar o notdrio incremento de temperatura
(linhas continuas) em compara¢do ao mesmo volume de agua utilizado sem as
nanoparticulas (linhas pontilhadas), correspondente a frequéncia de 89 kHz. Em
(b) temos a diferenca entre as curvas de variacao de temperatura das amostras com

e sem nanoparticulas. Nesse caso podemos observar diretamente a variacéo linear


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1213327/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1213327/CA

82

da temperatura com o tempo, para cada concentragdo das amostras, dando
aproximadamente uma variagéo de 3,3 °C em 5 minutos.

Para uma comparacdo adicional, fez-se uma medida em um ferrofluido da
Ferrotec Corporation (USA) composto de 15% de magnetita, 25% de 0leo
dispersante e 60% de agua por volume. Para este fim, foram utilizados 0,300 g do
ferrofluido a uma frequéncia de 89 kHz para o mesmo campo de 4,39 mT. O
gréfico obtido ilustra-se na Fig. 4.14, onde podemos observar um maior
incremento de temperatura de 6,5 °C no ferrofluido em 5 minutos em comparacao

as nanoparticulas feitas no laboratério.

Variagao temperatura no
centro para o ferrofluido

Temperatura (°C)
w
1

—— Ferrofluido

T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura 4.14. Variagdo da evolucdo temporal da temperatura para o ferrofluido quando submetido

ao campo externo alternado maximo de 4,39 mT.

4.4

Influéncia de campo magnético AC na producédo de oxigénio singlete

Nesta parte pretende-se avaliar a influéncia da temperatura na producéo de
oxigénio singlete produzido por MentaZnPc, detectado com DPBF. Vamos
aumentar a temperatura aplicando ultrassom a MentaZnPc em amostras micelares.
Vamos também aumentar localmente a temperatura das nanoparticulas aplicando

0 campo magnético AC.
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Avaliacédo fotodindmica de MentaZnPc em nanoparticulas hidrofobizadas

Vamos avaliar a producdo de 'O, por MentaZnPc na superficie de nossas
nanoparticulas hidrofobizadas, sob iluminacdo com luz vermelha, utilizando a
absorcéo de DPBF. Inicialmente, foi avaliado o decaimento da absorcdo de DPBF
na auséncia de MentaZnPc associada as nanoparticulas. Foram adicionados a
cubeta 20 pl do estoque de DPBF 4,0 mM em 3 ml de agua e foram tomados
espectros de absorcdo em intervalos de 1 min com a luz vermelha ligada. A
Fig. 4.15 (Decaimento 1) mostra alguns desses espectros.

Em seguida, foram adicionados 5 pul da suspensdo das nanoparticulas
funcionalizadas com MentaZnPc (OA/MentaZnPc/Tw80, concentragédo ~ 25 mg
NP/mL, Secdo 4.2.2) e 5 pl da solugdo de MentaZnPc/OA 6mM. Observa-se na
Fig. 4.15 (curva azul) absorcdo e espalhamento devido as nanoparticulas e a
aparicdo de um pequeno pico em 684 nm, caracteristico de MentaZnPc. Néo é
possivel aumentar muito a concentragdo de nanoparticulas por causa da sua forte
absorcdo em toda a faixa UV-Visivel. Em seguida, observou-se o decaimento do

pico de DPBF (Decaimento 2), indicando producdo de oxigénio singlete.

Decaimento de DPBF

0.7

Decaimento 2 Decaimento 1 Decaimento 2
Tempo (min) Tempo (min)

—0 0
—5 —1

10 2
15 —3

4
—5
7
—9
—11

20

Absorbancia

014 Decaimento 1 |

0.0

T T T T T T
400 500 600 700 800

Comprimento (nm)

Figura 4.15. Fotoxidacdo de DPBF (~26,7 pM) em tampéo fosfato pH 7,4, na presenca de

nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro hidrofobizadas em micelas de Tw80.
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Avaliacédo fotodindmica de MentaZnPc em micelas: efeito da temperatura

Como as NPs atrapalnam o processo de absor¢do da luz vermelha por
MentaZnPc devido ao efeito de sombra e ao espalhamento, vamos fazer a anélise
da influéncia da temperatura na auséncia de nanoparticulas, aquecendo a amostra
com aplicacédo de ultrassom fisioterapico.

O aparelho utilizado é um sonicador I, modelo ME 702, utilizado em
terapia ultra-sonica. Foram utilizadas solugbes micelares de MentaZnPc/OA
6 mM e Tw80 (1:4, em massa) solubilizadas em agua. Adicionaram-se aliquotas

da solucdo MentaznPc / OA / Tw80 a 3 ml de agua ultrapura.

1,2 - Degradagéo DPBF sem aquecimento
@ em micelas MentaZnPc / OA/ Tween 80
1,0 4
Tempo (Min)
0,8 4 0
©
g 2
4
g 061 6
2 Temperatura do sistema s
fe)
< 0.4 inicio = 25,0 (OC) 12
fim =275 °c) 16
22
0,2 4 36
412 nm 42
0,0 T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
Comprimento (nm)
12 (b) Degradagdo DPBF com aquecimento
em micelas MentaZnPc / OA/ Tween 80
Tempo (min)
0
0,8 2
g Temperatura do sistema 4
= . i o 6
‘_‘.5 inicio =40,0 (" C) s
2 fim =265 (°C) 10
< 044 14
22
34
56
412 nm 684 nm
0,0 . .

T 1
400 500 600 700 800
Comprimento (nm)

Figura 4.16. Espectros de absor¢do de DPBF para (a) amostra contendo MentaZnPc / OA / Tween
80 em agua ultrapura, sem aplicacdo de ultrassom, e (b) mesma amostra aplicando sonicacéo

antes de adicionar o DPBF. Todas as experiéncias foram a exposi¢do com luz vermelha.
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Para a avaliagdo fotodindmica utilizou-se DPBF e manteve-se acesa a luz

vermelha. Para medida da temperatura com o sensor de platina. Os resultados séo

mostrados na Fig. 4.16, obtidos em temperatura ambiente (a) e apds aquecimento

por sonicacao (b).

O resultado do decaimento do pico em 412 nm é mostrado na Fig. 4.17.

0.3

0.2

Degradagao temporal do DPBF em 412 nm

®oe _
$060s0000000000
b Com aquecimento ultrassom

| ] .
- Sem aquecimento

o -

T T T T T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 4.17. Decaimento da banda de 412 nm do DPBF na presenca de MentaZnPc / OA / Tween

80 para medidas sem aquecimento (curva preta) e aplicando ultrassom para aguecimento inicial a

40°C (linha vermelha).

Na Fig. 4.17, fizeram-se ajustes exponenciais do decaimento do pico de

412 nm, proprio do DPBF. O decaimento do pico de DPBF foi ajustado por uma

funcdo exponencial do tipo A= A; exp (-(t-t,)/t) + Ap, onde T representa a

constante de tempo, relacionada com a taxa de fotoxidagéo (k,=1/1) de DPBF. As

taxas de fotoxidacdo obtidas para as experiéncias sem aplicacdo de ultrassom

foram k, = 3,69 x 107 se com aplicacdo de ultrassom k, = 3,44 x 107 s,

Conclui-se que o aumento de temperatura produzido pela aplicagdo de ultrassom

ndo modificou significativamente a producao de oxigénio singlete.
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5 Conclusodes

Neste trabalho, sintetizamos nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
com didametros da ordem de 10 nm, pelo método de coprecipitacdo, para aplicagdo
em distribuicdo de farmacos.

Desenvolvemos um revestimento de &cido oleico e Tween 80, capaz de
carregar farmacos insollveis em agua, mantendo as nanoparticulas dispersiveis
em agua (Fig. 4.10). Esta formulacdo pode ser utilizada como transportador de
farmacos para administracdo sistémica, possibilitando ao mesmo tempo
direcionamento magnético.

Dentre farmacos insolUveis em meio aquoso encontram-se agentes
anticancerigenos e fotossensibilizantes usados em terapia fotodindmica.
Escolhemos um fotossensibilizante derivado da ftalocianina, MentaZnPc, para
adicionar a camada hidrofobica da cobertura das nanoparticulas. Utilizamos uma
razdo molar de MentaZnPc:acido oleico 1:500. Calculamos em 18% em massa a
camada de MentaZnPc-acido oleico associada as nanoparticulas. Para dispersar
em meio aquoso essas nanoparticulas hidrofobicas foi adicionado o surfactante
Tween 80 na mesma proporcdo molar que o acido oleico.

Mediante aplicacdo de campo magnético alternado, as nanoparticulas
magnéticas geram calor. Este aumento de temperatura pode modificar localmente
a taxa de liberacdo de farmacos localizados na cobertura da MNP. Construimos
um circuito eletrdnico ressonante utilizando componentes eletrdnicos basicos, o
qual resultou prético. A corrente foi fornecida por uma fonte de alimentagéo
operando em 15 V e corrente maxima de 10A. Este circuito oscila em ressonancia,
em frequéncias da ordem de 100 kHz, e gera campos magnéticos da ordem de
4 mT.

Foram realizados calculos do campo magnético gerado pela bobina do
circuito utilizando dois modelos, com resultados muito préximos entre si
(discrepéancia de 1,7%, Fig. 3.15).
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Usando o circuito construido, operando em duas frequéncias diferentes (100
e 89 kHz), conseguimos medir 0 aumento de temperatura produzido em solugfes
contendo diferentes concentraces de nanoparticulas de 6xido de ferro.

Para testarmos a producdo de oxigénio singleto por MentaZnPc utilizamos
DPBF como sonda. Seu pico de absorcdo na faixa visivel desaparece ao reagir
com oxigénio singlete. Varios testes de fotodegradacdo desse sensor foram
realizados para utilizacdo adequada. Foi necessario trabalhar em ambiente
protegido da iluminagdo natural, iluminando-se apenas com luz vermelha, pois
esta sensibiliza as ftalocianinas sem fotodegradar diretamente as moléculas de
DPBF. Avaliamos a atividade do fotossensibilizante MentaZnPc no ambiente
hidrofobico da cobertura de nanoparticulas sob iluminacdo vermelha em 635 nm e
sob aquecimento. Observou-se que nesse ambiente micelar a MentaZnPc se
comporta como fotossensibilizante adequado. No entanto, um aumento de
temperatura de 25°C até cerca de 40°C ndo pareceu afetar consideravelmente a

producéo de oxigénio singlete.
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Apéndices

Funcdes em Matlab

Neste apéndice sdo mostrados os cddigos e o algoritmo em Matlab usados
para a construcdo da bobina que forma o circuito aquecedor por inducéo.

Inicialmente o programa cria a primeira espira para o Opera-3D, indicando
as coordenadas da sua secdo reta quadrada, raio da bobina e o centro desta
primeira espira. Em seguida se criam as outras espiras da bobina, indicando o
namero de voltas desejadas, 0 espagamento entre cada espira e a corrente que a
percorre.

Com a corrente elétrica indicada e o intervalo de varredura do campo
magnético, o Matlab interpola e gera o campo magnético e o solendide no Opera-
3D, salvando os dados da curva no Matlab. Finalmente o Matlab chama e mostra a
curva do campo magnético da bobina.

A. Programa para gerar o solenoide e encontrar o campo magnético nele.

5555555555555 555%%5%5%5%55%555555%%%%5%5%5%5%5555555%%%5%5%55%5%55555%%%%5%%%
clear

clc

$%%%Criacdo de uma bobina real com eixo e leitura do campo na direcdo 2
clearall

% Criar bobina para o OPERA.

formatlong;
arquivo = 'C:\TesteBobina\solenoide real.cond';
fid = fopen(arquivo, 'w'); % Arquivo aonde serd escrita a Bobina

%$DADOS PARA PRENCHER

r=2.1/10; %raio do fio [cm]

separ = 0.41; %$Separacdo homogénea entre os fios

Afio=pi*r”"2; %secdo circular transversal do fio

A equi=Afio; %convertendo secdo transversal do fio quadrado no opera =
segcdo do fio circular real.

w_equi=sqrt (A equi) %lado "W equi" da secdo reta quadrada

w=w_equi; % renomeando W como o lado equivalente, [cm]

D int = 6; % didmetro interno da bobina [cm]
D = D int + 2*w; % diametro externo da bobina [cm]
n = 5; % (numero de voltas)

n _voltas=n
LONG = n*w+t (n-1)*separ % LONG: Comprimento do cilindro

©000000000000000000000
0000000000000 000000000

oo 0000000000000000000000000
C 0000000000000 000000000000000000

Definindo o centro da primeira bobina base
X0 a = 0;
Y0 a = 0;
z0_a = -LONG/2;
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%$Definindo as dimensdes (em coordenadas) da secdo quadrada do fio virtual
da primeira bobina

X1l a = (D_int/2); % ralo interno da bobina
Yl a = 0;

X2 a = X1 a;
Y2 a = w;

X3 a = (D_int/2) + w; %Raio externo da bobina
Y3 a = Y2 a;

X4 a = X3 ay
Y4_a = —Yl_a;

%$corrente circulando na bobina:

I a =-52.25; % I = 1A para encontrar o B(z) por ampere no bobina;
J a = I_a/(w*w); % densidade de corrente, J[A/cm2].

% Criacdo dos "n" anéis usando Opera
Y0 a = YO0 _ay
fprintf (fid, '"$s\n %$s $s\n %f $f $f $f £ $f\n $f $f $f\n $f£ $f $f\n Sf
$f $f\n $f %f $f %f\n %f %f $f %f\n %f %f $s\n %d %d %d\n %$f\n',...
"CONDUCTOR', 'DEFINE', 'GSOLENOID', X0 a, Y0 a, Z0_a, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0,
0.0, 0.0, 90.0, 90.0, 90.0, X1 a, Y1 a, X2 a, Y2 a, X3 a, Y3 a, X4 a,
Y4 a, 0.0, 0.0,...

0.0, 0.0, g a, 1, 'ONE', O, O, O, 1.0);
Z0 a = Z0_a + separ;

o

£

for k=1:n-2
Zz0 _a = Z0_a+w;

fprintf (fid, '$s $s\n $f $f $f $f %f $f\n %f $f $f\n $f %f $f\n %f $f Sf
Sf\n $f $f %f $f\n %f $f %f $f\n %f %f %s\n %d %d %d\n %f\n',
'"DEFINE', 'GSOLENOID', X0 a, Y0 a, Z0 a, 0.0, 0.0, 0.0

90.0, 90.0, 90.0, X1 a, Yl a, X2 a, Y2 a, X3 a, Y3 a, X4 a, Y4 a,
0.0,...

, J a, 1, '"ONE', O, 0, O, 1.0);

0 a + separ;

fprintf (fid, '$s %s\n %$f %f Sf $f % \n $f $f $f\n %f $f $f\n %f $f Sf
$f\n $f %f %f $f\n %f %f $f %f\n % n %d %d %d\n %f\n %s ..
'DEFINE', 'GSOLENOID', XO_a, YO_a, ZO_a, 0.0, 0.0, 0.0,0.0, 0.0, 0.0, 90,
90, 90, X1 a, Y1 a, X2 a, Y2 a, X3 a, Y3 a, X4 a, Y4 a, 0.0, 0.0,...

0.0, 0.0, J a, 1, 'ONE', o, 0, 0, 1.0, 'QUIT");

fclose (fid);

extremos bobina = [-Z0_a-w,Z0 a+w] %para saber os extremos finais da
bobina gerada%

% FAIXA ONDE O
% amostra ao longo de z

% posicdo do sensor com eixo de sensibilidade ao longo de z
amostra deslocada ao longo de Z (Z1 a Z2)

Z1l = -LONG/2 - 0.001; %desde 0.001 debaixo do extremo inferior

=z o
B o
@) o
Z o
& o
E
-
Q
o
9
Q o
c o
T o
2o
S o
9
Z o
O o
1%
e
oo
&> o
O o
B o

Z2 = LONG/2 + 0.001; % até 0.001 acima do extremo superior
Yl = 0;
X1l = 0;

fid = fopen('opera.comi', 'w');

fprintf (fid, '$s%s\n %$s%f%s%f%s%$f%s\n %s\n', 'CONDUCTOR ACTION=IMPORT
FILE=',arquivo, ...

'"LINE z1=', z1,' X1=', X1,' X2=X1 Y1=0 Y2=Y1 Z2=',%2,' NP=100',...
'"PLOT STYLE=AUTO COLOUR=AUTO FILE=TEMP COMP=Bz ERASE=YES YMINIMUM=*
YMAXIMUM=* LOCAL=YES ORDINATE=NUMBER PRINT=LOG', 'end');
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% Chama Opera post-processor.
'C:\"Arquivos de programas"\"Vector Fields"\"OPERA 8.7"\post\post.exe

% Le varredura do opera.

fid = fopen('C:\TesteBobina\opera logs\Opera3d Post 1.1lp','r');
line = fgetl (fid);

while line (4) ~= 'X'
line = fgetl (fid);
disp(line);

end

data = fscanf (fid, '$f %f
fclose (fid) ;

o

£ %£', [4 inf]);

o)

% Apaga os diretdrios de log.

!del C:\TesteBobina\opera logs\Opera3d Post 1.lp
!del C:\TesteBobina\opera logs\Opera3d Post 1l.log
!del C:\TesteBobina\opera.comi

a = data'; % dados simulados do Opera 3D.
Zo = a(:,3); % coordenadas do espaco x [cm]
Boz = a(:,4); % valores do campo magnético [Gauss]

plot (Zo,Boz, '-b', '"Linewidth', [2])

ylabel ('B z (G)','Fontsize',14);

xlabel('z (cm)', 'Fontsize',14);

set (gca, 'Fontsize',14)

legend ('CAMPO MAGNETICO VS POSICAO','Opera',Z)
axistight

grid

B. Programa para calcular as impedéancias e corrente no bobina.

%$2%%%%% CALCULO DE IMPEDANCIAS E CORRENTE NO CIRCUITO RESSONANTE %%%%%
clc

rho = 1.725e-8; %todas as unidades em SI

compr = 1.1; r=2.le-3; Scomprimento e raio do fio da bobina

A = pi*r"2;

R = rho*compr/A;

c = 0.33e-6;

$C = 6*c + 0.47e-6;

C=6*c;

fo = 100000;

Wo = 2*pi*fo

L = 1/(C*Wo"2);

Indutancia mH=1000000*L

Zc = 1/(C*Wo); %imaginariopuro

Z L = Wo*L; % imaginariopuro

Z R = R; Sreal puro.

Z RL = sqgrt(Z R"2+Z L"2);%na ressonancia

Z_equivl = sqrt ((R"2+ (Wo*L) "2) / ((1-L*C*Wo"2) "2+ (C*R*Wo) *2)) %na
ressonancia

Z_equiv2 =Z RL/ (Wo*C*R)%eh a mesma coisa do anterior, sé pra conferir
Vmax = 81.1/2;

V_tanque=Vmax;

I entrada = V_tanque/Z equivl %eh a I tanque

%I RL = Vmax/sqgrt (R"2+L"2*Wo"2)

Ibobina = I entrada/(C*R*Wo) %deve ser a mesma que I RL, sé para conferir
Bbobina=Ibobina*0.84% campo magnético em Gauss

C. Programa para calcular a indutancia da bobina.

r=2.1/1000;

n=>5;

s=4.1/1000; $separacdo entre extremos dos anéis
D= (s+2*r);
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1=4*s+5*2*r;% comprimento total da bobina.
=(30+42.1)/1000; % m, raio "meio"
kk=2*R/sqrt (D"2+4*R"2)

ul=4*pi*le-7;

oe

oo
3}

oo

o
g

oo

29999090000
556066060650

%% Indutdncias matuas entre anéis %$%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
%$%%% ACHANDO O F CORRESPONDENTE AO K"2 %%%%%%%%%%%%%

oe

o

pl = 4.0278e+007;
p2 = -5.0222e+007;
p3 = 2.7309e+007;
p4d = -8.5071e+006;
p5 = 1.6776e+006;
p6 = -2.186e+005;
p7 = 19104;

p8 = -1117.5;

P9 = 43.442;

pl0 = -1.1645;

pll = 0.029721;
D12=D;D13=2*D;D14=3*D;D15=4*D;
D23=D;D24=2*D;D25=3*D;
D34=D;D35=2*D;

D45=D;
k12=((R-R)"24+D12"2)/ ( (R+R) *24+D12"2)
f 12 = pl*k12 10 + p2*k12"9 +p3*k1278 + p4d*kl2"7 +p5*kl2"6 + p6*k12"5

+p7*k1274 + p8+*k12~3 +p9*k12”2 + pl0*kl2 + pll

k13=( (R-R) *2+D13"2) / ( (R+R) ~2+D13"2)
f 13 = pl*k13710 + p2*k1379 +p3*k137°8 + pd*k13"7 +p5*k13°6 + p6*k13"5
+p7*k13%4 + p8+*k13~3 +p9*k13~2 + pl0*kl3 + pll

k14=((R-R) "2+D14"2) / ( (R+R) "2+D14"2)
£ 14 = pl*k14 10 + p2*k1479 +p3*k1478 + pd*k14~7 +p5*k14~6 + p6*k14~5
+p7*k14~4 + p8+*k14~3 +p9*kl14~2 + pl0*kld + pll

k15=( (R-R) *2+D15"2) / ( (R+R) “2+D152)
£ 15 = pl*kl5 10 + p2*k15%9 +p3*k15°8 + p4*k15~7 +p5*k15°6 + p6*k15°5
+p7*k15%4 + p8*k15°3 +p9*k15°2 + pl0*kl5 + pll

k23=( (R-R) *2+D23"2) / ( (R+R) ~2+D23"2)
f 23 = pl*k23~10 + p2*k23~9 +p3*k23~8 + p4*k23~7 +p5*k23"6 + p6*k23~5
+p7*k23%4 + p8*k23~3 +p9*k23~2 + pl0*k23 + pll

k24=( (R-R) *2+D24~2) / ( (R+R) ~2+D24"2)
£ 24 = pl*k24 10 + p2*k247~9 +p3*k247°8 + pd*k24~7 +p5*k24°6 + p6*k24"5
+p7*k24~4 + p8*k24~3 +p9*k24~2 + pl0*k24 + pll

k25=( (R-R) “2+D25%2) / ( (R+R) *2+D25"2) ;
£ 25 = pl*k25 10 + p2*k25°9 +p3*k25°8 + pd*k25°7 +p5*k25°6 + p6*k25"5
+p7*k25%4 + p8*k25°3 +p9*k25°2 + pl0*k25 + pll;

k34=( (R-R) “2+D3472) / ( (R+R) *24D34"2) ;
f 34 = pl*k34710 + p2*k34~9 +p3*k3478 + pa*k34~7 +p5*k34°6 + p6*k34"5
+p7*k34”4 + p8*k34~3 +p9*k34”2 + pl0*k34 + pll;

k35=( (R-R) "2+D35"2) / ( (R+R) *2+D35"2) ;
£ 35 = pl*k35 10 + p2*k35%9 +p3*k35°8 + p4*k35°7 +p5*k35°6 + p6*k35°5
+p7*k35~4 + p8*k35~3 +p9*k35°2 + pl0*k35 + pll;

k45=( (R-R) *24+D45"2) / ( (R+R) *2+D45"2)

f 45 = pl*k45°10 + p2*k45°9 +p3*k45°8 + p4*k45"7 +p5*kd45°6 + p6*k45°5
+p7*k45“4 + p8*k45 3 +p9*k45 2 + plO* 45 + pll;

L anel=u0*R* (log(16*R/r)—2);

L 5aneis uH=5*L anel*1000000

M ij=[f 12 £ 13 f 14 £ 15 £ 23 £ 24 £ 25 £ 34 f 35 f 45]*100*R;
M acoplam=sum(M ij)
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L acopl=L 5aneis uH+M acoplam

%%$%%%%%SCURVA EXTRAPOLACAO PARA 0OS K, %%%%%%%% INDUTANCIA MUTUA%%%%
cuadr=0.01:0.01:0.22;

[0.021474 0.017315 0.014937 0.013284 0.012026 0.011017 0.010179
0.009464 0.008843 0.008297 0.00781 0.007371 0.006974 0.006611 0.006278
0.00597 0.005685 0.00542 0.005173 0.004941 0.004723 0.004518];
plot (k cuadr, f)

gridon

D. Programa para calcular o campo magnético maximo no centro da bobina

usando Biot Savart.

$%%%%%%%%%%Campo B no centro(sd ponto no eixo central) %$%%%%%%%
$%%%%%%%%%%%% devido as 5 espiras finas %$%%%%%%%%%%%%

1=52.25;

ul0=4*pi*le-7

R=(

=(30+42.1)/1000; % m, raio "meio"

r=2.1/1000;% em metros

s=4.1/1000; $separacdo entre extremos dos anéis,metros

D= (s+2*r)$% separacdo entre os centros dos anéis,metros

z1=2*D; z2=D; z3=0; z4=-z2; z5=-z1;

zk=[z1 z2 z3 z4 z5];

Zp=0 % ponto no eixo central onde necessitamos conhecer o campo
BZ=10000.* (u0.*1.*R."2) ./ (2.*(((Zp-2zk) ."2+R."2) .~ (3./2))) ;%campo em Gauss
BoZ=sum (BZ) % CAMPO B NO CENTRO DEVIDO AS 5 ESPIRAS FINAS

E. Programa para obter a curva do campo magnético B devido as espiras
em qualquer ponto do eixo central.

$%%%%%%%% aproximacdo curva B mediante anéis de espessura fina %$%%%%%%
I=52.25;

ul=4*pi*le-7;

R=(30+2.1)/1000; % raio "meio" da bobina em metros

r=2.1/1000;%Raio do fio

s=4.1/1000; $separacdo entre extremos dos anéis, em metros
D=(s+2*r) ;% separacdo entre os centros dos anéis, em metros
z1=2*D; z2=D; z3=0; z4=-z2; z5=-z1;

zk=[z1l z2 z3 z4 z5];

7z=-2.04/100;

cont=0.0004;

for i=1:101
Z=Z+cont;
BZ=10000.* (u0.*I.*R."2) ./ (2.*(((Z-2zk) ."2+R."2) .~ (3./2)));
BoZ=sum (BZ)
B espiras_ finas (i)=BoZ;
end

z=-2:0.04:2;

plot(z,B espiras finas)

xlabel ('Z (cm) ', 'Fontsize',14);

ylabel ('Intensidade Campo Magnetico (G)', 'Fontsize',14);

set (gca, 'Fontsize',14)

legend ('Campo Magnetico VS posicdo eixo central')

axistight

x1lim([-2 2]) %ESCOLHENDO ESTA FAIXA PARA O GRAFICO NO EIXO X
gridon
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