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CAPITULO I

2 Procedimento Experimental

2.1 Materiais e Reagentes

Acido cloridrico concentrado (Chemco);

Acido laurico (acido dodecanoico) (Vetec);

Anfotericina B 80 % HPLC (Sigma);

Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (FeCls.6H,0), (Merck);
Cloreto de ferro(ll) tetrahidratado (FeCl,.4H,0), (Merck);
Estreptomicina (Gibco);

HNO3 concentrado (Chemco);

L& metalica fornecida pelo Dr.Marcel P. Cuyper.

Meio de cultura MEM (Cutilab)

Membrana de celulose semipermeével (Inlab);

Nitrato de ferro (lll) (FeNO3)3 9H,0O (Sigma);

Pluronic® F-127 (poloxamer 407) (BASFE), referido neste texto apenas como
Pluronic, fornecido pelo Dr. José Maciel Rodrigues Junior;
Solucéo aquosa concentrada de amonia (NH3) a 25%, (Fmaia);
Soro fetal bovino (Cultilab).

2.2 Sintese das nanoparticulas de magnetita (Fez0,)

A sintese de nanoparticulas de magnetita foi realizada seguindo-se a
metodologia fornecida pelo Dr. Norbert Buske (MagneticFluids, Berlim), durante a
visita do mesmo ao IQ-UFG, em novembro de 2005. As etapas descritas
posteriormente de tratamento das nanoparticulas para a obtencdo de fluidos
magnéticos contendo nanoparticulas funcionalizadas com bicamada de acido laurico
também foram realizadas seguindo a metodologia ensinada pelo Dr. Buske ou,

fazendo-se adaptacdes da mesma (BUSKE, 1993).
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Foram preparadas 100 mL de duas solu¢des contendo 9,94 g de FeCl,.4H,0
e 27,03 g de FeCls.6H,0, solucdes 0,5 mol.L™* e 0,1 mol.L™" respectivamente. As
solugcbes foram misturadas, sob agitacdo mecanica, e foi adicionado 100 mL de
solucédo aquosa NH3 a 25%. Um precipitado preto foi instantaneamente formado. O
sistema continuou sob agitacdo a temperatura ambiente por 20 minutos. Apos o
referido periodo as particulas foram sedimentadas com o auxilio de um imé e o
sobrenadante removido. Em seguida foram adicionados 50 mL de agua destilada as
particulas, e novamente foi efetuada a sedimentacdo com o auxilio de um ima,
procedimento repetido por mais quatro vezes. Este procedimento foi utilizado com o
objetivo da remocé&o dos contra-ions.

2.3 Sintese das nanoparticulas de maguemita (y - Fe,03)

As particulas de Fe3O4 produzidas pelo método descrito anteriormente, foram
oxidadas a y- Fe,0Os. A estas particulas de magnetita foram adicionados 80 mL de
uma solugdo aquosa de HNO;z; 2,0 mol.L™ e 120 mL de uma solugdo aquosa de
Fe(NO3)3.9H,0 0,35 mol.L™. Em seguida, a mistura foi aquecida até a 96 °C por 2 h.
Por vezes, foi adicionada agua destilada para evitar a secura do sistema. Apds o
referido periodo houve a mudanca da coloracdo negra das particulas de magnetita
para coloracdo marrom, evidenciando-se a oxidagdo. As particulas entdo foram
sedimentadas com o auxilio de um imé& e o sobrenadante removido. Com o objetivo
de se efetuar a remocdo dos contra-ions com maior eficiéncia, varios testes, em
diversas concentracdes de acido cloridrico foram efetuados. As particulas lavadas
com uma solucdo de HCI 1 mol.L™ apresentaram a melhor condicdo para a retirada
dos contra-ions. Nesta condicdo as particulas sedimentaram deixando o
sobrenadante incolor, demonstrando ser a concentracdo adequada para que as

particulas ndo fossem dissolvidas.

2.4 Funcionalizacdo das nanoparticulas de maguemita (y-Fe,05)
com monocamada de laurato (ML)

As particulas de maguemita, produzidas pelo método anterior foram dispersas
em agua e o sistema foi aquecido até atingir temperatura aproximada de 60 °C, sob
agitacdo mecanica ininterrupta. Ainda nestas condi¢bes 1,8 g de acido laurico foi
adicionado. O pH foi ajustado para oito, com algumas gotas da solu¢cdo aquosa

concentrada de amdnia. A temperatura foi aumentada para 75 °C e mantida neste
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patamar por 30 minutos. Ao término deste periodo, as particulas funcionalizadas
passaram a ter carater hidrofébico, devido a funcionalizagdo da monocamada de
laurato nas nanoparticulas. Esta propriedade pode ser observada visualmente pela
separacao de fases no meio aquoso e com um teste de dispersdo das particulas em
um meio organico (o teste efetuado com tolueno resultou em dispersao das
particulas). Em seguida as particulas foram lavadas por cinco vezes, com agua

destilada, para a remocao dos contra-ions e do excesso de acido laurico.

2.5 Associacdo da segunda camada de laurato as nanoparticulas
de maguemita (y-Fe,03) e formacéo do fluido magnético (FMBL)

Procedimento semelhante ao adotado para a formag¢do da monocamada foi
empregado. As nanoparticulas funcionalizadas com monocamada de laurato foram
adicionadas a 4gua em um béquer. As nanoparticulas ndo se dispersam em agua
devido ao carater hidrofébico proveniente da funcionalizacdo com a monocamada de
laurato. O sistema foi aquecido até atingir temperatura aproximada de 60 °C, sob
agitacdo mecanica ininterrupta. Ainda nestas condi¢cdes 1,8 g de acido laurico foi
adicionado. O pH foi ajustado para oito, com algumas gotas da solucdo aquosa
concentrada de amonia. A temperatura foi aumentada para 75 °C e mantida neste
patamar por 30 minutos. Ao término deste periodo, as particulas se dispersaram
espontaneamente na fase aquosa evidenciando o carater hidrofilico, devido a
associacdo de mais uma camada de laurato nas nanoparticulas funcionalizada com
monocamada de laurato. O fluido contendo as nanoparticulas funcionalizadas com a
bicamada foi dialisado em membrana semipermeavel em agua deionizada para
remocdo do excesso de &cido laurico. A preparacdo das nanoparticulas de
magnetita funcionalizadas com monocamada e com bicamada de &cido laurico
seguiu o procedimento idéntico ao usado na funcionalizacdo das nanoparticulas de

maguemita.

2.6 Associacdo de Pluronic as nanoparticulas de magnetita
funcionalizadas com laurato e formacdo do fluido magnético
(FMBP)

O procedimento usado para a associacdo de Pluronic as nanoparticulas
funcionalizadas com a monocamada de laurato foi adaptado de procedimento
descrito por Jain et al. (2005). O experimento foi feito a temperatura de 4°C, e as

proporcdes massicas utilizadas foram 85% m/m de particulas funcionalizadas com
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o laurato e 15% m/m de Pluronic. As nanoparticulas de magnetita funcionalizadas
com monocamada de acido laurico foram adicionadas a agua e submetidas a ultra-
som e, nessa condi¢cdo, o Pluronic sdlido foi adicionado lentamente. Apds esse
periodo nota-se a dispersdo das nanoparticulas na fase aquosa, evidenciando a
formacao da camada de Pluronic sobre a camada de laurato formando um sistema

bicamada laurato/Pluronic.

A funcionalizacdo das nanoparticulas de maguemita com a bicamada
laurato/Pluronic foi feita seguindo um procedimento idéntico ao utilizado na

funcionalizacdo das nanoparticulas de magnetita, descrito acima.

Neste trabalho as nanoparticulas funcionalizadas com monocamada de
laurato serdo referidas como unidade com monocamada (Figura 16a). As
nanoparticulas funcionalizadas com bicamada laurato/laurato e laurato/Pluronic
serdo referidas como unidades com bicamada (Figura 16b). Estes termos seréo
utilizados para facilitar a leitura do texto. Estes sdo modelos genéricos de
possibilidades ideais, no decorrer deste trabalho serdo discutidas outras

possibilidades.

Lo

%

Figura 16 - Modelo genérico de nanoparticulas funcionalizadas com monocamadas e bicamadas em
meio aquoso. a) Unidade com monocamada; b) Unidade com bicamada (XU et al., 2004).
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2.7 Estudo da estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos sob
gravidade
A estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos estocados foi avaliada
determinando-se os teores de ferro no topo de uma coluna dos fluidos. As aliquotas
coletadas foram tratadas e utilizadas para a determinacdo de ferro total, conforme

descrito posteriormente.

2.8 Avaliacdo da estabilidade coloidal dos fluidos de
nanoparticulas de maguemita com bicamada laurato/laurato em
um meio de cultura de células

Aliguotas do fluido magnético a base de nanoparticulas de maguemita
funcionalizadas com bicamada de laurato nas quantidades de 2,5uL;5,0 uL;10 uL;15
pL; 25uL;35uL e 50uL foram adicionadas a 1500uL de meio de cultura. O meio
empregado foi o Meio Minimo Essencial, MEM, suplementado com 10% v/v de soro
fetal bovino e 100uL/mL de estreptomicina. Apés a adi¢éao do fluido ao meio, o frasco
foi rapidamente agitado manualmente e as analises de potencial zeta e diametro

hidrodindmico realizadas em seguida.

2.9 Determinacdo do ponto isoelétrico dos fluidos de
nanoparticulas de maguemita com bicamada laurato/laurato
A determinacdo do ponto isoelétrico das nanoparticulas de maguemita
funcionalizadas com bicamada laurato/laurato foi realizada através da determinacéo
do potencial zeta em funcdo do pH. Investigou-se ainda o comportamento do
didmetro hidrodinamico em fung¢é&o da variagao do pH.

Uma aliquota de 38 pL do fluido foi diluido em 7 mL de &gua deionizada. O
valor do pH deste fluido diluido foi de 5,8 e entdo foram medidos o potencial zeta e o
didmetro hidrodindmico. O volume de 38 puL foi utilizado, pois o equipamento s6
permite a leitura de solugcdes muito diluidas e o pH de 5,8 praticamente corresponde
ao pH da &gua utilizada na diluicdo.O mesmo foi mantido sob agitacdo e o pH foi
ajustado e novamente efetuada a medida de potencial zeta e diametro
hidrodinamico. Foi utilizada uma faixa de pH entre 2 all, sendo o mesmo ajustado
com HCI diluido ou NaOH diluido.
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2.10 Associacao da anfotericina B as nanoparticulas de maguemita
funcionalizadas com bicamada laurato/laurato

O experimento para investigar a associagao da anfotericina B nas bicamadas
foi realizado tomando-se aliquotas de 37, 48, 55, 110 e 140 uL de solugdes de
anfotericina B dissolvidas em DMSO nas concentra¢bes 2,0 x 10° a 1,70 x 107
mol.L™". A cada aliquota foram adicionadas 2 mL de fluido magnético contendo as
nanoparticulas de maguemita funcionalizadas com bicamada de laurato. O sistema
anfotericina B/ fluido magnético foi colocado sob agitacdo mecéanica por 48h, e este
procedimento foi chamado de incubacéo. Apos este periodo o sistema foi submetido

a separacao magnética, conforme descrito a seguir.

O sistema de separacao foi constituido por uma cubeta na qual foi imersa
uma la metalica, e do lado externo foi colocado um imé& de 4000 Gauss. O sistema
anfotericina B/fluido magnético foi colocado dentro da cubeta. As particulas foram
atraidas para a |a metalica localizadas na parede da cubeta, separando-se da fase
liquida conforme figura 17. Esta fase liquida foi chamada de sobrenadante. Um
periodo de 24h foi necessario para separacdo do sobrenadante, apds este periodo
as particulas foram retiradas e o sobrenadante foi colocado novamente dentro da
cubeta para nova separacdo magnética por mais 24h, para a coleta do sobrenadante
a ser analisado. Ao final deste periodo os sobrenadantes de todos os experimentos
foram analisados quanto ao teor de anfotericina B por espectrofotometria no visivel

com base em curva padrao previamente obtida.

Fluido maanético

: ‘ , —» Cubeta
S s ...
B ' ‘i““-

Figura 17. Fotografia do sistema de separacdo magnética com a |a metdlica. a) Fluido magnético
antes da separacdo magnética com a l& metdlica. b) Fluido magnético 48h apds a separacao
magnética.
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2.11Curva padrdo para a andlise da anfotericina B por
espectrofotometria no UV-Visivel

Inicialmente foram realizados experimentos preliminares para determinar o
solvente e as concentracbes adequadas para a obtencdo da curva padréo.
Conforme esta bem discutido na literatura (CARMONA, 2001, FILIPPIN et al, 2006;
LARABI, 2004), um bom solvente no qual as moléculas de anfotericina se dissolvem
na forma monomérica € uma solugdo DMSO:metanol 1:1. Foram obtidos espectros
de solucBes de anfotericina nesse solvente nas concentracdes de 1 x 10° mol.L™,
3x10° mol.LY. 5 x 10® mol.L* e 7 x 10° mol.L™, na regido de 320 a 450 nm, que
estdo apresentados na figura 18. O espectro apresenta 4 bandas entre 340 a 420
nm ( sendo a banda de maior intensidade em 411 nm), o que esta de acordo com 0s
resultados descritos por Carmona et. al. para as espécies monoméricas de

anfotericina.

Absorbéancia (nm)

0,0

— T T T 1 1 1 " T T " T T T ° 1
320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420

Comprimento onda (nm)

Figura 18 - Espectro de absorgcdo de anfotericina B dissolvida em DMSO/metanol (proporcdo 1:1).
Concentragdes de =4 x 10°mol.L™ ==8x10°mol.L", == 5 x 10° mol.L?; === 7 x 10°
mol.L™.

Para construcédo do grafico da curva padrao (figura 19), a anfotericina B foi
dissolvida inicialmente em DMSO, posteriormente a AB foi diluida no sistema
metanol:DMSO (1:1) A curva padrdo da AB foi obtida com concentracdes de AB de

1,2x 10° mol.L™%; a 1,2 x 10° mol.L?, fazendo-se as leituras de absorcdo em 411 nm.
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As diluices foram obtidas a partir de solucéo estoque (SE) de 2,66 x 102 mol.L™* AB/
DMSO.

u,Y
0,8
0,7

0,6 - [ ]

0,1 - [

0,0 T T T T T T T T T T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10° 1,2x10° 1,4x’

Concentracdo mol/litro

Figura 19. Curva padrdo de anfotericina B em DMSO/etanol (1:1), obtida por espectrofotometria em
411nm. r =0, 99857

2.12 Analise por espectrofotometria no UV-visivel da anfotericina B
(AB) associada as nanoparticulas de maguemita com bicamada
de laurato/laurato

As particulas com anfotericina associada e fluido puro foram analisados por
espectrofotometria na faixa de 380 a 500 nm. Apb6s a separacdo magnética, foi
calculado o teor de ferro total das amostras, entdo foram tomadas aliquotas dos

fluidos de forma que todas contivessem a mesma quantidade de ferro total. Para a

analise foram tomadas aliquotas de 40 uL dos fluidos com anfotericina B associada

e 60 pL do fluido puro, ambas foram diluidas em 5mL de 4gua destilada.
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2.13 Determinacdo do ponto isoelétrico dos fluidos magnéticos de
nanoparticulas de maguemita com bicamada laurato/laurato
anfotericina B associada

O procedimento para determinacdo do ponto isoelétrico do fluido com

nanoparticulas de maguemita funcionalizadas com bicamada laurato/laurato e

associadas a anfotericina B foi realizado de maneira idéntica como descrito no item

2.9. Aliquotas com o mesmo volume 38 puL do fluido com anfotericina associada

foram tomadas. O ajuste de pH, as medidas de potencial zeta e de diametro

hidrodindmico seguiram procedimento idéntico ao item citado.

2.14 Caracterizacdes dos materiais obtidos

2.14.1 Andlises do teor de Ferro

O teor de ferro total nos fluidos magnéticos foi determinado por
espectroscopia de absorcédo atbmica. As medidas foram realizadas no laboratoério de
andlise do Fundo de Fomento a Mineracdo de Goias (FUNMINERAL) em um
equipamento Perkim Elmer 5000. Para a andlise foram colocados 50 puL de fluido
magnético em um béquer e as particulas dissolvidas com HCI concentrado a quente.
Apés transferiu-se a solucdo resultante para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume foi completado.

O teor de Fe** e Fe® nas amostras de maguemita e de magnetita foi
determinado utilizando-se o método colorimétrico da ortofenantrolina (JEFFREY et
al, 1992).

2.14.2 Difratometria de raios X (DRX)

As particulas sintetizadas de magnetita e maguemita foram analisadas por
DRX para a caracterizacao da estrutura cristalina e para a estimativa do tamanho de
particulas. A caracterizagéo foi feita por difratometria empregando-se o método do
poé. Os difratogramas foram obtidos utilizando o equipamento Schimadzu, modelo
XRD 6000, utilizando radiacdo Cu-Ka(A = 1,54056 A) 40KV e 30 mA. As
informacgdes contidas nos difratogramas e a equacdo de Scherrer foram utilizadas

para o0 cdlculo estimado dos tamanhos médios dos dominios cristalinos das



58

amostras de magnetita e maguemita (CULLITY, 1978). Também foram calculados os
parametros de rede das referidas amostras. Os dados foram refinados com o
programa Basic Process, fornecido pela Schimadzu, para a determinacdo das
distancias interplanares. Utilizou-se o programa UnitCell, disponibilizado no site da

Unido Internacional de Cristalografia, para os calculos dos parametros de rede.

2.14.3 Espectroscopia naregido do infravermelho

As nanoparticulas puras e funcionalizadas foram caracterizadas por
espectroscopia na regido do infravermelho de 4000-400 cm™. Os espectros foram
obtidos utilizando-se um espectrofotbmetro FTIR Bomem, série MB 100, com
acessorio de refletancia difusa tipo coletor, com diluicAo das amostras em KBr 1%,
usando 128 varreduras, com resolucdo de 4 cm™, radiacdo de fundo com KBr e
microsuporte de 3mm de didmetro. Os fluidos foram colocados em estufa a 80°C por
24h, para obtencéo dos pos para as referidas analises.

2.14.4 Medidas de diametro hidrodinamico (d,) e de potencial zeta

(€) por espalhamento de luz.

As medidas de diametro hidrodinamico e de potencial zeta foram realizadas no
equipamento Zetasier Nano ZS90 da marca Malvern Instruments. Este equipamento
utiliza a técnica de espalhamento dindmico da luz, também conhecida como
espectroscopia de fotocorrelacdo (PCS) e Quase-Elastic Light Scattering, para a
determinacao do diametro hidrodinamico das particulas em dispersdes. Através da
medida de flutuacdes na intensidade de luz espalhada pela amostra em funcdo do
tempo, o programa que acompanha o equipamento da Malvern, calcula a fungéo de
autocorrelacao (G(t)= A[1+Bexp(-2I'7)]) , que relaciona as flutuagdes da intensidade
de luz espalhada no tempo t, com aquelas num tempo t+6t, onde < € igual as
diferencas nos tempos de medidas. Os parametros A B e I" sdo calculados, sendo I

por sua vez, funcdo do coeficiente de difuséo translacional, segundo a equacéao 5.
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Equacéo 8 = qu

Para a qual, o fator de espalhamento de luz, (q) € dado por q = (4nn/io)sen(6/2),
sendo n = indice de refracdo do liquido dispersor; A, = comprimento de onda do
Laser, e 6 = angulo de espalhamento.

Uma vez que o coeficiente de difusédo foi determinado a partir da medida de
espalhamento de luz, o programa utiliza a equacéo de Einstein-Stokes (equacao 6),
para a determinacdo do diametro hidrodindmico dy. Sendo, D = coeficiente de
difusdo das particulas; ks = constante de Boltzmann (1,3807x10% NmK™):; T =

temperatura absoluta, n = viscosidade do solvente ; dy = didametro hidrodinamico.

Equacéo 9 ksT

3T|T]dH

A medida de potencial zeta é realizada a partir da medida de mobilidade
eletroforética para a qual, o equipamento da Malvern utiliza a tecnologia do
Velocimetro Laser Doppler.

Quando uma suspensao coloidal € submetida a uma variacéo de potencial, as
particulas carregadas em suspensao sao atraidas para o eletrodo de carga oposta.
A velocidade de migragéo sob efeito do campo elétrico € definida como mobilidade
eletroforética. O potencial zeta ({) € relacionado com a mobilidade eletroforética
através da equacao de Henry (equacéao 7), que utiliza os seguintes parametros:

Ue = mobilidade eletroforética, = potencial zeta, € = constante dielétrica do meio

dispersor, n = viscosidade do meio dispersor, f(Ka) = funcdo de Henry.

2 € L f(Ka)
Equacéo 10 :
Ue

3n
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