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RESUMO: Nanoparticulas com propriedades magnéticas podem atuar no combate oncologico por meio da
hipertermia terapéutica a qual provoca a desnaturagdo de proteinas e, portanto, o enfraquecimento de células
tumorais. A principal vantagem desta técnica é efeitos colaterais mais brandos do que os tratamentos
convencionais. Objetivando uma ativacdo indesejada do sistema imune este trabalho propde desenvolver uma
rota para a obten¢do de particulas nanométricas de poliestireno (PS) visando encapsular tais particulas. Foi
utilizada uma rota livre de emulsificantes o que garantiria uma maior pureza do sistema. O material sintetizado
foi analisado através microscopia eletronica de varredura, granulometria por difracdo a laser, andlise térmica
e espectroscopia no infravermelho. Foi confirmada a obteng¢do de poliestireno no formato esférico com
tamanho médio de particula de 317 nm £ 58 nm adequada para o uso em sistemas biologicos.

ABSTRACT: Nanoparticles with magnetic properties can be used in cancer treatment through thermotherapy
which promotes protein denaturation and, therefore, damaging cancer cells. The main advantage of this
technique is milder collateral effects than conventional treatments. To avoid undesired activation of the immune
system this work proposes to develop a route to obtain nanoparticles of polystyrene (PS) in order to encapsulate
such particles. Emulsifiers free route was used which would guarantee a higher purity of the system. The
synthesized material was analyzed by scanning electron microscopy, laser diffraction granulometry, thermal
analysis and infrared spectroscopy. Spherical polystyrene with an average particle size of 317 nm + 58 nm,
suitable for use in biological systems, was confirmed.

1. INTRODUCAO

A partir da década passada, nanomateriais a base de polimeros passaram a ser amplamente
estudados devido as inumeras aplicagdes em diferentes areas. Dentre os polimeros descritos
na literatura, destaca-se a importancia do poliestireno (PS) que, devido a sua facil
manipulagdo, ¢ usado como modelo para estudos de sistemas mais complexos (HE, PAN,



2004). Outra propriedade interessante dessa classe de materiais ¢ a possibilidade serem
produzidos com estruturas ocas o que atribui uma série de caracteristicas promissoras, como,
uma maior area superficial e menor densidade. Isto também permite o transporte de particulas
no seu interior conferindo a eles a possibilidade de transporte controlado de substancias, o
que os torna recursos interessantes para as areas biomédicas (NANDIYANTO et al., 2012). A
partir desse principio, iniciou-se a uma nova area de pesquisa em nanotecnologia de
compdsitos, uma vez que, além de substratos organicos, complexos inorganicos também
podem ser encapsulados. Assim, a partir desses estudos, tém sido catalogados novos
materiais de alto desempenho (LANDIJ et al., 2013).

De modo geral, os sistemas classicos de estudo da fisica e da quimica ndo sdo aplicaveis a
nanotecnologia. Deste modo, as propriedades de um material em escalas macrométricas nao
se repetirdo em escalas nanométricas, por exemplo, o atrito ndo age da mesma forma em
diferentes escalas (ALEXIS et al. 2008). Portanto, materiais nanométricos a apresentam
propriedades quimicas, fisicas e biologica devido a efeitos quanticos (BHATTACHARYA;
MUKHERIJEE, 2010).

O desenvolvimento da nanotecnologia implica avangos cientificos de outras areas do
conhecimento, como por exemplo, engenharia e areas da saude. Segundo Farokzad e Langer
(2006), atribui-se particular interesse a area médica, que até o presente momento, tem a
oncologia como area com o maior potencial de melhoramento, evidenciado pelos
investimentos governamentais em pesquisas. O governo americano investiu em 2004 em
pesquisas nanotecnologicas em seis areas relacionadas ao cancer, entre elas o carreamento
controlado de farmacos por meio de nanoesferas (ALEXIS et al. 2008). Mesmo com o
esfor¢co para o desenvolvimento da area, muito pouco € conhecido sobre a interagdo entre o
nanocompdsito e os sistemas bioldgicos. Por exemplo, biomateriais sdo susceptiveis a
mudanca de suas superficies quando em contato com biomoléculas, o que exige um maior
estudo da area. Demanda particular esforco o estudo da biocompatibilidade se torna
complexo e depende de inimeras variaveis como tamanho, forma, superficie e revestimento,
topografia, carga, aglomeragdo, concentragdo, entre outros (LOU et al. 2010). Logo, torna-se
claro a necessidade e importancia do estudo da casca polimérica que envolvera o substrato
inorganico ou organico (LANDJ et al., 2013).

1.1. Tratamento Oncologico: Hipertermia

Quando se fala sobre o aumento da expectativa de vida ¢ impossivel ndo associar ao
desenvolvimento da biomedicina como vetor do combate as doengas. Dentre as patologias
com maior incidéncia na populacdo mundial esta o cancer, segunda maior causa de 6bitos no
mundo. Mesmo com o avango da ciéncia, ndo se tem a garantia de haver um tratamento
completamente eficiente contra a doenga (SIEGEL et al., 2012). Devido a grande variedade
de tipos de cancer ¢ a especificidade do combate a cada um deles, existem diversas técnicas
aplicada no tratamento oncoldgico, por exemplo, quimioterapia, radiagdo e cirurgia
(GIUSTINI et al., 2010). Todas essas técnicas possuem vantagens e desvantagens associadas
aos recursos empregados, porém, destas se destaca a falta de seletividade das drogas
aplicadas em tratamentos contra cancer especificos. Uma grande dificuldade enfrentada ¢ a
manutengdo de uma taxa 6tima de concentracdo do farmaco no local do tratamento, que tem
como solugdo pratica a utilizacdo de altas doses de farmaco, o que acarreta em maiores



efeitos colaterais. Uma alternativa a manutencdo da eficiéncia das técnicas citadas com uma
menor dose de farmaco ¢ a aplicagdo da nanoparticulas encapsuladas (MAHMOUDI et al.,
2011). Segundo Misra et al., (2010), o recurso da nanotecnologia, nesse cenario, ¢ importante
pois € possivel manipular a concentracdo desejada de farmacos na regido tumoral, o que
coibiria o cancer com o menor prejuizo as células sadias. Essa caracteristica especialmente
util quando combinado com uma das terapias padrdes empregados no mercado (HUANG et
al., 2011).

No desenvolvimento da nanotecnologia em combate oncologico surgiu também um novo
procedimento: o tratamento via hipertermia (MAHMOUDI et al., 2011). A hipertermia ¢ o
tratamento oncoldgico que tem como recurso o aquecimento localizado de tumores malignos
até uma temperatura o6tima de aproximadamente 43 °C por um periodo de 30 minutos
(SHUBAYEV et al., 2009). Quando associada a nanotecnologia essa técnica se mostra
particularmente eficiente na indu¢do da apoptose ou enfraquecimento de células tumorais.
Isso se dd em fun¢do de nanoparticulas magnéticas, que, devido a alternancia do campo
magnético, consegue aquecer até a temperatura desejada (GIUSTINI et al., 2010).

1.2. Nanoparticulas Magnéticas

Atualmente sdo poucos os materiais com atividade magnética que cumprem o0s requisitos
para serem imerso em um sistema biologico. O 6xido de ferro se destaca devido a sua
biocompatibilidade comparado a outros compostos inorganicos (BOURGEAT-LAMI, LANG
1998). Dentre os inumeros compostos assumidos pelo 6xido de ferro destaca-se a magnetita
(FesO4), que possui um momento magnético suficiente, estabilidade quimica em meio
fisioloégico e baixa toxicidade, sendo um bom candidato para atuar como agente de um
tratamento de hipertermia (MAHMOUDI et al., 2011; FIGUEROLA et al. 2010). Quando
revestidas de poliestireno (PS), as propriedades de superficie das nanoparticulas magnéticas
sdo preservadas reduzindo no sistema a forma¢ao de aglomeragdes, mudangas na geometria
molecular, nem degradagdo devido a exposi¢do ao meio fisiologico (MAHMOUDI et al.,
2011; RAMOS, FORCADA, 2011). Além disso a baixa distribui¢do de tamanho e forma
final que podem ser obtidas na particula revestida de PS serd importante para o tratamento
médico (FARIDI-MAJIDI et al. 2006). al., 2011).

1.3. Sintese de Nanoesfera de Poliestireno livre de emulsificante

Existem inumeras pesquisas que descrevem diferentes rotas de sinteses para as nanoesferas
de PS e também para o encapsulamento no seu interior (NANDIYANTO et al., 2012; LADJ
et al., 2013). As técnicas mais recorrentes na literatura sdo: emulsdo, miniemulsdo,
microemulsdo e sintese livre de emulsificantes. Esse processo livre de emulsificantes prevé
um sistema dotado de duas fazer imisciveis: agua — fase polar — e o mondmero de estireno —
fase apolar. Ao se colocar o sistema sob forte agitagdo constante o mondmero sera
subdividido em varias goticulas nanométricas, dando origem a uma suspensdo coloidal
estavel sob agitacdo (LANDFESTER, 2009). Para dar origem as nanoesferas, utiliza-se um
iniciador de polimerizagdo, normalmente inorganico no sistema (NANDIYANTO et al,
2012), que podera ser soluvel em qualquer uma das duas fases. Uma das caracteristicas
fundamentais de materiais nanométricos ¢ a grande area superficial assegurando que as
colisdes entre o iniciador e a goticula sdo favorecidas. Assim sendo, cada uma das goticulas



se torna uma fonte de polimerizagao do sistema, passando entdo do estado liquido para o
solido (LANDFESTER, 2009).

Na sintese livre de emulsificantes existem diversas vantagens em relagdo aos demais
processos. Primeiramente € possivel separar o produto final por sedimentacdo com auxilio de
uma centrifuga, pois, ndo existem outras substancias no meio, atingindo um alto indice de
pureza no produto final (MACHADO et al., 2007). Em segundo lugar a sintese livre de
emulsificante possui facilidade de separacdo por faixa de tamanho (ALEXIS et al., 2008;
LANDFESTER, 2009). A biocinética postula que o tamanho adequado para nanoparticulas in
vivo devem estar entre 10 nm e 200 nm. Maiores que 10 nm para que escapem da depuragao
plasmatica, ¢ menores que 200 nm para n3o ativar a resposta imune do sistema
reticuloendotelial do pancreas e do figado (SHUBAYEV et al., 2009). Finalmente ndo ¢
necessaria a manuten¢do da fase continua do monOmero para a obtengdo de resultados
satisfatorios (SHUBAYEYV et al., 2009; MACHADO et al., 2007). Sao descritas na literatura
as mais diversas nanoparticulas que podem ser encapsuladas por essa técnica: TiO2, CaCOs,
ZnO, Fe;04 (LANDFESTER, 2009).

1.4. Formacao do Nanocomposito: Encapsulamento

Algumas nanoparticulas inorginicas podem ativar facilmente o sistema imune causando
respostas indesejadas, portanto, ¢ indiscutivel a necessidade do encapsulamento com material
inerte (LADJA, R. et al.,2013). Para que ocorra o encapsulamento, pode-se por exemplo,
fazer uma mistura prévia entre o mondémero de estireno e o material inorganico. Deste modo
ao adicionar no sistema aquoso o iniciador de polimerizagdo o processo ocorreria como
descrito anteriormente (LANDFESTER, 2009).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

As esferas de poliestireno foram obtidas através do mondmero de estireno 99 % CsHsg e o
persulfato de potassio 99 % K,S,0s adquiridos da Sigma-Aldrich, hidréxido de s6édio NaOH
99 % adquirido da Merck e 2-propanol 99,9 % C3;HsO da Synth. A agua deionizada ultra pura
foi obtida por sistema Mili-q da Milipore Corporation. Todos os reagentes foram obtidos em
grau analitico e utilizados sem tratamentos prévios.

2.2. Sintese de nanoesferas de PS livre de emulsificante

Seguindo o modelo proposto por Loiola e colaboradores (2008), uma aliquota de 210 ml de
mondmero de estireno foi lavada, para retirada do estabilizante 4- fert- Butylcatechol, com
200 ml de solucdo, previamente preparada, de NaOH 0,1 mol/LL em funil de separagdo e o
processo foi repetido por trés vezes. Em sequéncia a amostra foi lavada com agua ultrapura,
de modo a retirar o residuo da solu¢cdo de NaOH e novamente o procedimento foi repetido
por trés vezes. Em um baldo de 3 pescogos foi adicionado 140 ml de dgua ultrapura. Foi
conectado, em uma das entradas, um condensador para evitar a evaporagdo dos solventes.
Outra entrada recebeu uma rolha mével com termometro. E a terceira entrada foi conectado
um tubo com fluxo de nitrogénio gasoso continuo para manter a atmosfera inerte durante
todo processo de sintese. O sistema foi mantido sob agitacao constante em temperatura de 60



°C (agitador magnético com aquecimento IKA; HS 7) por 60 minutos para a remogao
completa do oxigénio dissolvido na 4gua. Uma aliquota de 16 ml do mondmero de estireno
lavado foi separada e aquecida, de modo a ndo criar um ponto frio na solugdo, em um béquer
paralelamente a purga do sistema com agua. Para conclusdo dessa etapa, o estireno foi entdo
adicionado a solugdo e a agitacdo foi aumentada para cerca de 1500 rpm. O sistema foi
mantido nessas condigdes por 60 minutos. Foi preparada uma solu¢do contendo 0,053 g de
persulfato de potassio em 10 ml de adgua destilada. Esta solugdo, antes de ser versada no
sistema, foi aquecida para que ndo representasse um ponto frio. O iniciador foi vertido
lentamente e a solucdo final foi mantida sob agitacdo. O sistema foi recoberto por papel
aluminio para diminuir a troca de calor com o meio externo e a sintese se manteve sob essas
condi¢des por 24 horas.

2.3. Separacio das Nanoesferas de Poliestireno

A suspensao coloidal de poliestireno obtida foi diluida, na propor¢ao volumétrica de 1:9, com
isopropanol para facilitar a separagdo das particulas com a adgua. A solugdo foi centrifugada
por 3 horas em rotacdo de 1200 rpm. No fim desse processo o precipitado foi recolhido, em
placa de Petri, e submetido a procedimento de secagem em temperatura ambiente por 24
horas.

2.4. Caracterizacio

Amostras do precipitado foram recolhidos com uma fita de carbono e em seguida metalizada
com ouro, para tornar condutora a superficie do material, e analisadas no equipamento de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) Shimadzu, SSX-550. A analise Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) (Shimadzu, IR-Prestige 21) foi
realizada no modo ATR de 400 cm™ a 4000 cm™!. A andlise Termogravimétrica (Shimadzu,
DTG-60H) foi feita a partir de 10,825 mg de amostra, colocados em um cadinho de alumina
sob um fluxo constante de nitrogénio de 50 ml/min. Aliquotas da suspencdo obtida antes da
centrifugacdo foram dispersadas em agua, com agitagdo mecanica e ultrassom por 60
segundos até obscuragdo de 12 %, e analisadas por granulometria por difragdo a laser (Cilas,
1090).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Sintese

Nos primeiros minutos de sintese, apds a adicdo do iniciador, a suspensdo adquiriu um
aspecto branco leitoso, o que segundo Loiola e colaboradores (2008) seria indicador da
reacao de polimerizacdo. Findado o experimento, a suspensdo de nanoesferas de PS foi
armazenada e se manteve estavel por até 30 dias apos a sintese. Ao final da lavagem e
secagem das nanoesferas de PS, foi obtido um p¢ fino branco.

3.2. Microscopia Eletronica de Varredura

O resultado obtido ao MEV ¢ demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Imagens obtidas a0 MEV das nanoesferas de poliestireno em diferentes
ampliagoes.

O material obtido apresenta formato esférico, como previsto, com pequena dispersdo de
tamanho. Foram obtidas seis imagens aleatorias ao MEV e dez nanoesferas de cada foto
foram mensuradas. Foram medidas sessenta esferas com tamanhos entre 177 nm e 456 nm ¢ a
média encontrada foi de 317 nm + 58 nm.

Diferentemente da bibliografia consultada, as nanoesferas estdo inseridas em uma faixa de
dispersao menor do que as descritas. Segundo Dumont (2016), ao seguir 0 mesmo processo



foram encontradas nanoesferas entre 68 nm e 968 nm, enquanto Sem e colaboradores (2004)
encontraram uma variacao entrem 230 nm e 857 nm. Se, por um lado, o espaco amostral foi
menor, ¢ facil perceber que as nanoesferas tém tamanhos homogéneos nas micrografias
apresentadas. Ainda segundo Dumont (2016), foram encontradas duas faixas de tamanho
para as esferas, entre 300 nm e 400 nm e entre 800 nm ¢ 900 nm. Entretanto, ao analisar as
imagens obtidas ao MEV, ¢ possivel observar apenas uma faixa de dispersao.

3.3. Infravermelho
O resultado obtido na espectroscopia de infravermelho esté ilustrado na Figura 2.

100

98

96 +

94 4

92

Transmitancia /%

90+

88 +

86 ' T ——— T T T T | L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda /cm™

Figura 2 — Espectro de infravermelho obtido para a caracterizacdo de nanoesferas de
poliestireno

As principais bandas encontradas para o material analisado permitem caracteriza-lo como
poliestireno Liang (1958) e Wibawa (2011) e estdo resumidas na Tabela 1, com o modo
vibracional associado. O Infravermelho para o poliestireno convencional ja ¢ descrito ha
algumas décadas e, segundo Liang e Krimm (1958), tradicionalmente ¢ estudado entre 500
cm™ e 3300 cm!. As bandas principais descritas na literatura para o poliestireno sdo: 3030
cm™ a 3100 cm™! referente ao estiramento v C-H fenilico; 1475 ¢cm™ a 1625 cm™! indicam o
estiramento v C=C-C conjugado; 650 cm' a 900 cm'! indicam a vibragdo v fenilica
(WIBAWA, 2011).



Tabela 1 — Atribui¢des das principais bandas

Numero de Onda (cm™)

Modo Vibracional associado

3100
3056
3020
2920
2848
1601
1494
1443
1069
1026
752
694

v C-H fenilico
v C-H fenilico
v C-H fenilico
v H-C-H fenilico
v H-C-H fenilico
v C=C-C conjugado
v C=C-C conjugado
0 C-H fenilico
0 C-H fenilico
0 C-H fenilico
v fenilico

v fenilico

3.4. Analise termogravimétrica

O resultado obtido para a analise termogravimétrica esta ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 — TG e DTG obtido para a caracterizagdo de nanoesferas de poliestireno



O poliestireno apresentou perda de 2 % em massa a partir de 100 °C até 388 °C e esta perda
possivelmente esta associada a perda de dgua presente no sistema. A partir de 388 °C ocorre
a degradagdo das cadeias poliméricas até aproximadamente 427 °C, temperatura na qual
praticamente todo o material ja foi consumido. Esses resultados estdo congruentes com os
encontrados por Liang e Krimm (1958), Rieger (1996) e Nandiyato (2013).

3.5. Granulometria por Difracio a Laser

Para esse ensaio, foi separada uma aliquota de 40 ml da suspensdo de nanoesferas que foi
versada no equipamento até que atingisse o valor recomendado e foi feita uma leitura de
acordo com o tamanho das particulas que é apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Histograma obtido da dispersao do tamanho de particulas

O tamanho médio das particulas encontradas foi de 24,89 um, o que ndo estd congruente com
a analise por microscopia eletronica. Vale ressaltar que, este ensaio ndo foi realizado com as
nanoesferas centrifugadas, mas sim com a solugdo obtida apds a sintese, o que justifica a
discrepancia desses valores. No entanto, ¢ importante mencionar que o histograma também
apresenta tres faixas distintas para os tamanhos um tem seu maximo em 0,30 um (300 nm),
outro em 3 um (3000 nm) e o terceiro em 100 um (10000 nm).

Segundo os dados obtidos, 10 % das particulas tem até 0,10 pm, a faixa de 50 % esta em 1,55
um e 90 % das particulas estao até 88,20 um. Portanto, segundo essa medi¢do, cerca de 30 %



das nanoesferas estdo na faixa 6tima de tamanho para aplicagdo em sistema bioldgico que é
abaixo de 0,2 pum de acordo com Shubayev e colaboradores (2009).

Comparando-se os dados obtidos por granulometria a laser e as imagens ao MEV ¢ possivel
sugerir que o procedimento adotado para a separacdo das esferas de PS através de solugdo
com isopropanol e centrigugacdo gerou uma separacdo por faixa de tamanhos. Assim o
material recolhido e analisado ao MEV ja apresentava uma separagdo prévia das particulas
maiores por decantagao.

4. CONCLUSAO

A sintese de nanoesferas de poliestireno por via livre de emulsificante se mostrou eficaz. A
suspensao de nanoesferas se mostrou estavel, uma vez que depois de realizada se manteve
inalterada por varias semanas. Além disso, o resultado do MEV mostrou que de fato o
produto final era o desejado e conjunto com os resultados da granulometria, que mostrou o
tamanho certo das nanoesferas, provou o sucesso na execucdo da sintese. Ressalta-se, porém,
que por se tratar de um material nanométrico houve uma dificuldade para que decantasse e
pudessem se realizar os ensaios. O proximo passo para o avanco dessa linha de pesquisa
refere-se ao encapsulamento das nanoparticulas magnéticas para o tratamento tumoral. Antes
porém, se fazem necessdrias maiores investigacdes na etapa de sintese, visando a menor
distribuicdo de tamanho de particulas e na separagdo por centrifugagcdo privilegiando a
obten¢ao de particulas menores de 200 nm.
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