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Resumo

Esse trabalho aborda a sintese bioinspirada de ferritas do tipo YFeAl encapsuladas em dendrimeros de poliglicerol (PGLD) de geragéo 3. A estrutura
e as propriedades morfologicas do sistema YFeAl/PGLD foi caracterizado por difragdo de raios-X (DRX) e microscopia eletronica de transmisséo
(MET). As propriedades magnéticas foram estudadas através das técnicas de magnetizagdo e espectroscopia Mossbauer. A citotoxicidade das
nanoparticulas encapsuladas nos dendrimeros PGLD G3 no nivel de membrana celular foi estudada contra células de mamiferos da linhagem
CHO.K1, medindo-se quantidade de lactato desidrogenase (LDH) liberado pelo dano celular. A microscopia MET e a analise DRX indicam que
foram obtidas nanoparticulas esféricas altamente cristalinas e monodispersas com tamanho 20 nm<d<100 nm. A espectroscopia Mdssbauer e o
estudo da magnetizagdo das nanoparticulas frente a um campo magnético indicaram comportamento superparamagnético do sistema YFeAl/PGLD.
Os resultados de citotoxicidade indicaram que o nanossistema YFeAl/PGLD ¢ adequado para utilizagdo em nanomedicina.
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Abstract

This paper discusses the bioinspired synthesis of type YFeAl ferrites encapsulated into polyglycerol dendrimers (PGLD) generation 3. The structure
and morphological properties of the system YFeAl/PGLD was characterized by X-ray diffraction (XRD) and transmission electron microscopy (TEM).
The magnetic properties were studied through the techniques of Mdssbauer spectroscopy and magnetization. The cytotoxicity of the nanoparticles
encapsulated in dendrimers PGLD G3 at the cell membrane was studied against mammalian cell line CHO.K1 measuring the amount of lactate
dehydrogenase (LDH) released by the cell damage. Microscopy TEM and XRD analysis indicate that spherical nanoparticles were obtained highly
crystalline and monodisperse with size 20 nm<d<100 nm. Mdsshauer spectroscopy analysis and study of magnetization of the nanoparticles
compared to a magnetic field indicated superparamagnetic behavior of the system YFeAl/PGLD. The cytotoxicity results indicated that YFeAl / PGLD
nanosystem is suitable for use in nanomedicine
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Introducéo

A aplicacado da nanotecnologia na area da salde propor-
cionou o surgimento nesse século da nanomedicina, as ci-
éncias médicas que utilizam materiais na escala de dimen-
sao inferior a 100 nm e que atuam em nivel subcelular e
elevada especificidade no nivel da biologia molecular. Uma
especial atencao tem sido dada a nanoparticulas magnéti-
cas de tamanho inferior a 35 nm que exibem propriedades
superparamagnéticas ou aquelas que possuem tamanho

entre 100 nm que exibem um momento magnético esta-
vel na presenga de um campo magnético externo.
Recentemente nossos estudos demonstraram as
propriedades superparamagnéticas de nanoparticulas
(20 nm<d<100 nm) de éxidos mistos de ferro (Fe), itria (Y)
e aluminio (Al) de estequiometria controlada e encapsulada
em matriz polimérica biocompativel [1-2]. As nanoesferas
transportadoras do oxido de ferro superparamagnético
(YFeAl) encontram multiplas aplicagbes na nanomedi-
cina, que se estendem desde o diagnostico de diversas
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enfermidades que afligem a espécie humana nesse século
a exemplo das neoplasias malignas (Figura 1).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a obtengéao
de nanoparticulas magnéticas, sendo as metodologias
que envolvem a utilizagéo dos sistemas micelares as mais
promissoras uma vez que tais sistemas permitem a obten-
¢ao de nanoparticulas com baixo indice de polidisperséo
[1-2]. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi a
obtencao de nanoparticulas magnéticas através da utiliza-
¢ao de dendrimeros de poliglicerol (PGLD) como sistema
mimetizante dos sistemas micelares bioldgicos. O PGLD
€ uma macromolécula orgéanica, sintética, cuja estrutura
3D mimetizante das proteinas globulares possui cavidades
internas que permitem a obtengao de nanoparticulas mo-
nodispersas (Figura 2).

Nossos estudos, empregando métodos de primeiros
principios, indicam que o PGLD possui cavidades dentro
do intervalo 0,5 nm<d<10 nm e orbitais de fronteira que
podem propiciar a obtengéo de nanoparticulas superpa-
ramagneéticas de YFeAl. Nesse sentido, o objetivo do pre-
sente trabalho foi a obtengao de particulas superparamag-
néticas de YFeAl bioinspirados nas proteinas globulares.

Nanoesferas de

Hipertermia

D

IM: sensor de impedancia magnética, RMI: ressonancia magnética de imagem.

Figura 1. llustragéo das principais aplicacdes das nanoesferas
transportadoras de YFeAl [2].

Material e Métodos

O dendrimero de PGLD foi sintetizado em nosso laborato-
rio, utilizando a reagéo de Williamson modificada e carac-
terizado por ressonancia magnética nuclear de prétons e
carbono de acordo com nossas publicacdes anteriores’.
O encapsulamento de nanoparticulas de YFeAl nas cavi-
dade do PGLD foi promovida apds mistura dos fons Y*3,
Fe*® e Al** com o dendrimero em solvente orgéanico. Apds
a reacéo de coordenacdo os fons metélicos sofreram re-
ducao, formando nanoparticulas metalicas de YFeAl nas
cavidades dendriticas (Figura 3).

A fim de se caracterizar as fases cristalinas, as nano-
particulas de YFeAl foram caracterizadas por difratometria
de RX (difratébmetro Bruker AXS D8 ADVANCE, operando a
40 kV e 20 mA, com radiacao Ka. de cobre de I=0,154 nm
e com uma matriz de detectores SOLX funcionando em
modo continuo). O tamanho do cristal a partir do difrato-
grama foi calculado através da equacao de Scherrer?.

O tamanho e a forma das nanoparticulas foram deter-
minados através da microscopia eletrénica de transmissao
(MET). As imagens MET foram obtidas com um microscoé-
pio JEOL 2000 FX, operando a 200 KV.

Os espectros de transmissdo Mdssbauer do isdétopo
de "Fe foram obtidos em um espectrémetro convencional
de aceleracdo constante com uma fonte do isétopo %’Co
imerso em una matriz de Rh.

As medidas magnéticas foram feitas em um magneto-
metro de amostra vibrante MLVSM9, Maglab 9T, Oxford
Instruments. Os valores da magnetizacdo de saturagéo
(Ms) e campos coercitivos (HC), foram obtidos a partir das
curvas de magnetizagéo saturadas a 5 Teslas. As medidas
de susceptibilidade com campo alternado foram feitas em
um magnetémetro comercial Lake Shore 7020, com um
campo aplicado de 2 Oe a frequéncias de 10 Hz, 100 Hz,
500 Hz, 1000 Hz em um intervalo de temperaturas desde
5 K a temperatura ambiente.

A citotoxicidade das nanoparticulas encapsuladas nos
dendrimeros PGLD no nivel de membrana celular foi es-
tudada contra células de mamiferos da linhagem CHOK1
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Figura 2. llustragdes da estrutura quimica do PGLD G3 (A) e de sua superficie equipotencial (B) demonstrando sua estrutura globular.
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medindo-se espectrofotometricamente a quantidade de
lactato desidrogenase (LDH) liberado pelo dano celular a
340 nm. O consumo de NADH, medido cineticamente no
sobrenadante da suspensao celular apds incubagdo com
o sistema YFeAl/PGLD foi correlacionado com a quantida-
de de LDH liberada. A viabilidade celular é inversamente
proporcional a quantidade de LDH liberada.

Resultados

A Figura 4A mostra o DRX das nanoparticulas obtidas.
O difratograma evidencia a obtencéo de nanoparticulas de
YFeAl de elevadas cristalinidade e pureza.

As micrografias MET indicaram a formagéo de nano-
particulas de YFeAl no intervalo de 15 a 30 nm (Figura 4B).
As nanoparticulas obtidas s&o bem dispersas e com for-
mato esférico.

O espectro Mossbauer de °Fe a temperatura am-
biente (25°C) das nanoparticulas de YFeAl é mostrado
na Figura 5A. Os espectros exibem linhas muito largas e
assimétricas que indicam a presenga de fendbmenos de

relaxagao magnética. O espectro Mdssbauer obtido se
ajusta a um dubleto quadrupolar que se associa a uma
fracdo de particulas de espinélio com tamanho de particu-
las suficientemente pequeno para exibir comportamento
superparamagnético a temperatura ambiente.

Na Figura 5B s&o mostradas as curvas de magnetiza-
céo frente a0 campo magnético. E observada relaxagao
superparamagnética (remanéncia nula), ndo sendo ob-
servada histerese. Ao mesmo tempo, nota-se claramen-
te na Figura 5B que a temperatura ambiente (temperatura
na qual se utilizam os agentes de contraste) e a campos
baixos 0 comportamento magnético é dominado pela
nanoferrita.

A atividade da enzima intracelular lactato desidroge-
nase (LDH) foi medida em sobrenadante isento de células.
A Figura 6 mostra a viabilidade celular das nanoparticulas
de YFeAl encapsuladas no dendrimero PGLD contra cé-
lulas CHO. A citotoxicidade das nanoparticulas de YFeAl
encapsuladas no PGLD pode ser avaliada através da
quantificacdo da enzima intracelular lactato desidrogenase
(LHD) que é rapidamente liberada das células danificadas
para o sobrenadante da cultura de células. Como pode
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Figura 3. llustracdo do processo de formacao de nanoparticulas de YFeAl nas cavidades do dendrimero de dendrimeros de poliglicerol.
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Figura 4. Difracéo de raios-X (A) e micrografia TEM (B) das nanoparticulas de YFeAl com 28.200 X de aumento.
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Figura 5. Espectro Mossbauer (A) e curva de magnetizagdo em fungéo do campo (B) obtidos a temperatura ambiente para as amos-

tras de YFeAl obtidas por sintese bioinspirada.
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Figura 6. Avaliagdo da citotoxicidade do nanossistema YFeAl/
PGLD (PGLD*) através do ensaio LDH. O ensaio foi realizado em
triplicata. O controle positivo é o proprio meio de cultura (PBS).

ser observado, apods 48 h de incubagdo no meio celular,
ndo foram observadas diferencas na quantidade de LDH
produzida comparativamente ao controle negativo (meio
de cultura puro), indicando que as nanoparticulas produzi-
das s&o adequadas para utilizagao em medicina.
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Discussao e Conclusoes

As nanoparticulas superparamagnéticas de YFeAl/PGLD po-
dem ser utilizadas para aplicagdes na medicina diagndstica,
sendo que suas propriedades magnéticas e morfoldgicas
sa0 elementos diferenciaveis na caracterizagao do tecido ne-
oplésico. Através das andlises MEV observou-se uma distri-
buicao de tamanhos numa faixa de 20 nm <d<100 nm, com
superficies lisas e aparentemente sem a presenca de poros,
indicando que o nanocompdsito YFeAI/PGLD preenche o
volume livre entre as cadeias do polimero epoxidico sem
causar a deformacéo das nanoesferas. As nanoesferas su-
perparamagnéticas preparadas demonstraram, através dos
ensaios in-vitro realizados, que a introducéo de receptores
tumorais em sua superficie possibilitara uma variedade de
aplicacdes na medicina terapéutica e diagndstica do cancer.
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