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RESUMO:

Uma variedade de procedimentos clinicos tem sido desenvolvido para a terapia do
cancer durante o Ultimo século. O tratamento classico do cancer inclui a retirada total do
tumor e tecidos adjacentes em combinacdo com a quimioterapia, imunoterapia ou
tratamento por radiagdo. O desenvolvimento da hipertermia trouxe um impulso adicional a
terapia do cancer. No tratamento através da hipertermia as particulas magnéticas
introduzidas nos tumores sdo aquecidas por inducdo através de um campo magnético em
temperatura moderada (41-43 °C). As temperaturas que excedem 41 °C inativam as células
cancerigenas preservando as células normais dos tecidos adjacentes. Devido as suas
propriedades biocompativeis, as microesferas poli (2-hidroxi metilmetacrilato) (PHEMA) e
nanoesferas estdo entre as mais promissoras transportadoras de particulas magnéticas. Uma
importante area de nossa pesquisa de laboratério estd focalizada na encapsulagdo de
particulas magnéticas de Y; Fes A0, (YFeAl) usando polimeros biocompativeis para a
produg¢do da hipertermia. Quando microencapsulados os materiais magnéticos sdo
protegidos de uma degradacdo enzimatica extracelular e da citotoxicidade do YFeAl, devido
a presenca do metal. As microesferas poli (2-hidroxi metilmetacrilato) contendo as
particulas policristalinas de Y3Fes. A0, (0<x<2) foram preparadas pela polimerizagdo da
suspensdo num grupo de reatores usando persulfato de amonio e etileno glicidil
dimetacrilato EGDMA. As microesferas sintetizadas foram caracterizadas por difracao de
raios-X (XRD) e microscopia eletronica de varredura (SEM). A temperatura Curie (T,) foi
determinada das medi¢des de sensibilidade magnética nos limites de temperaturas de 223-
573 K. A curva derivada para o tamanho da distribui¢do determinada pela analise de
diferencial granulométrico e a micrografia SEM por microesferas PHEMA/YFeAl
mostraram monodispersibilidades (> 80%). A analise XRD revelou que as amostras de itrio
aluminio ferro garnet apareceram como uma s6 fase. A micrografia SEM de YFeA! revelou
a presenga de agregados de particulas finas irregulares. A temperatura Curie (T.) de YFeAl
estimada das curvas de magnetizagdo decresceu com o conteddo de aluminio
provavelmente devido a redu¢do do nimero de interagcdo magnética principal. Os valores da
T, para as microesferas PHEMA contendo YFeA! nos limites de composi¢cao de 1.5<x<1.8

estavam proximos a temperatura ambiente, indicando que as microesferas sintetizadas siao
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materiais promissores para o tratamento por hipertermia. A fim de avaliar a possivel
influéncia das microesferas PHEMA/YFeAl nas células, testes de citotoxicidade foram
realizados. Foi observado que as microesferas ndo afetaram a viabilidade das células ou a
taxa de crescimento da cultura celular. Conforme os resultados obtidos neste trabalho, as
microesferas PHEMA/YFeAl sintetizadas parecem ser um material promissor para o
tratamento por hipertermia. As microesferas PHEMA/YFeAl modularam a liberagao de 5-
Fluoruracil (5-FU) das microesferas magnetizadas, evitando as altas concentragdes da
droga que pode causar severa toxicidade sist€émica. As microesferas carregadas
PHEMA/YFeAl mostraram uma hiperemia ndo significante, apresentando uma baixa reagao
inflamatoéria apds a implantagao. Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores para
o projeto do sistema de fornecimento da droga no qual € necessario controlar ambos, a

quantidade total da droga liberada e o perfil cinético.
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ABSTRACT :

Several different sorts of clinical procedures have been developed to cancer
therapy during the last century. The classical cancer treatment includes the total excision of
tumor and adjacent tissues in combination with chemotherapy, immunotherapy or radiation
treatment. The development of hyperthermia has brought an additional driving force to
cancer therapy. In the hyperthermia treatment magnetic particles introduced in the tumors
are inductively heated by a magnetic field at moderate temperatures (41- 43 °C). The
temperatures that exceed 41 °C inactivate the cancer cells preserving the normal cells of the
surround tissues. Due to their biocompatible properties, poly (2-hydroxy
methylmethacrylate) (PHEMA) microspheres and  nanospheres are among the most
promising carriers for the magnetic particles. An important part of our laboratory’s research
is focused on the encapsulation of the Y3;Fes-x4IxO12 (YFeAl) magnetic particles by using
biocompatible polymers for hyperthermia treatment. When the microencapsulated magnetic
materials are protected from extracellular enzymatic degradation and the citotoxicity of the
YFeAl due to metal presence may be avoided. Poly (2-hydroxy methylmethacrylate)
microspheres containing the polycrystalline particles of Y;Fes, ALO;, (0<x<2) were
prepared by suspension polymerization in a batch reactor using ammonium persulfate and
as initiator and the cross-linker ethylene glycydil dimethacrylate EGDMA. The synthetized
microspheres were characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning electron
microscopy (SEM). The Curie temperature (Tc) was determined from magnetic
susceptibility measurements in the temperature rang of 223-573 K. The derivative curve for
the size of distribution determined by differential granulometric analysis and the SEM
micrograph for PHEMA/YFeAl microspheres showed good monodispersities (> 80%). The
XRD analysis reveals that yttrium aluminum iron garnet samples appear as a single phase.
SEM micrograph of YIG reveals the presence of aggregates of irregular fine particles. The
Curie temperatures (Tc) of YIG estimated from the magnetization curves decreased with
the aluminum content probably due to the reduction of the number of the main magnetic
interaction. The Tc values for the PHEMA microspheres containing YFedAl in the
composition range of 1.5<x<1.8 were near to room temperature, indicating that the

synthetized microspheres are promissory materials for the hyperthermia treatment. In order
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to evaluate the possible influence of the PHEMA/YFeAl microspheres on cells, cytotoxicity
assay was carried out. It was observed that the presence of the microspheres did not affect
the cell viability or the culture growth rate. According to the results obtained in this work,
the synthetized PHEMA/YFeAl microspheres seems to be promising material for the
hyperthermia treatment. The PHEMA/YFeAl microspheres modulates the release of the 5-
Fluorouracil (5-FU) from magnetic microspheres, avoiding the high concentrations of the
drug that may cause severe systemic toxicity. Loaded PHEMA/YFeAl microspheres showed
a non-significant hyperemia, displaying low inflammatory reaction after implantation. The
results obtained in this work are promising according to the design of the drug delivery
systems in which is necessary to control both, the total amount of the drug and the kinetic

profile.
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1 GENERALIDADES SOBRE O CANCER DE FIGADO

1.1 Introducéo

O cancer se refere a um grupo de doengas diferentes que possuem algumas importantes

caracteristicas em comum. Todas afetam as células, as unidades basicas da vida.

O corpo humano ¢ feito de varios tipos de células. Normalmente, as células crescem e
dividem-se para produzir mais células do que o organismo necessita. Este ¢ um processo
muito bem organizado e regulado e que ¢ necessdrio para manter o corpo sadio. Em
determinadas circunstancias, as células podem dividir-se sem que isto seja necessario e
formar uma massa de tecidos chamada de tumor. Os tumores podem ser benignos ou

- 1
malignos.

Os tumores malignos sdo considerados cancer. As células de um tumor maligno sdo
anormais e divide-se sem controle ou organizagdo. Estas células cancerosas podem invadir
e destruir os tecidos em torno delas. Além disso, difundir-se por vasos sanguineos ou
linfaticos, através dos quais podem disseminar-se para outras partes do organismo. Esta

disseminag¢do de células cancerosas ¢ chamada de metastase.

Qualquer o6rgdo do corpo pode ser sede de um tumor maligno primario (isto &,
originado a partir deste 6rgdo) ou secundario (isto ¢, uma metastase ou invasdo de um
tumor originado em outro 6rgdo). Sabe-se que os tumores malignos mais freqiientes sdo os

de pele, figado, pulmado, prostata, estdbmago, intestino, mama e ttero.

O cancer do figado ¢ o oitavo cancer mais comum no mundo. No Brasil, ele tem uma
importincia relativa menor, uma vez que ndo figura entre os dez mais incidentes. Essa
doenca afeta mais homens do que mulheres. Em 2003, aproximadamente 17 300 novos
casos (11 700 homens ¢ 5 600 mulheres). A cada ano, estima-se que 14 400 pessoas
morrerdo pela doenca. A incidéncia e mortalidade do cancer hepatico t€m aumentado no
mundo, principalmente em alguns paises da Asia e Africa. Cerca de 4% das mortes por

n . ~ A 2
cancer no Brasil, anualmente, sdo causados por cancer de figado.
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Apesar de alguns fatores ambientais aumentarem o risco de desenvolver o cancer
hepatico (por exemplo, exposi¢ao a certos produtos quimicos e ingestao de alimentos com
aflatoxinas) os maiores riscos sdo a infecc¢do cronica do figado pelo virus da hepatite B ou

C e a cirrose hepatica.

Os trés tipos mais comuns de hepatite sdo a hepatite A, B e C. O virus da hepatite A
ndo costuma causar infec¢des cronicas e nao esta associado ao cancer de figado. Pessoas
infectadas pelo virus B t€ém 100 vezes mais chance de desenvolver o cancer hepatico. A
hepatite viral B ou C ¢ transmitida através de contato com sangue infectado ou outros
fluidos corporais, como no contato sexual. A preven¢do pode ser feita através de vacinagdo,

no caso da hepatite B. Ainda ndo existe vacina para a hepatite C. *

O cancer de figado ¢ dividido em duas categorias: o primario do figado e o
secundario, ou metastatico (originado em outro 6rgao e que atinge também o figado). O
termo 'primario do figado' ¢ usado nos tumores originados no figado, como o
hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (tumor maligno primario mais freqiiente que
ocorre em mais de 80% dos casos), o colangiocarcinoma (que acomete os ductos biliares
dentro do figado), angiossarcoma (tumor do vaso sangiliineo) € na crianga o

hepatoblastoma.

Apesar de ndo estar entre as neoplasias mais prevalentes, o cancer hepatobiliar
requer alta complexidade no seu diagnostico e proficiéncia no tratamento. Porém, de acordo
com os dados consolidados sobre mortalidade por cancer no Brasil em 1999, o cancer de

figado e vias biliares ocupava a sétima posicao, sendo responsavel por 4.682 obitos.

O sudeste da Asia, Japio e Africa do Sul apresentam uma incidéncia
particularmente alta de carcinoma hepatocelular, enquanto que nos Estados Unidos, Gra
Bretanha e regido norte da Europa ¢ raro encontrar este tipo histologico de tumor,

observando-se taxas inferiores a 1 por cada 100 mil habitantes.”

O carcinoma hepatocelular ocorre em uma freqiiéncia trés vezes maior em homens
do que em mulheres. A faixa etaria, com maior predominio nos Estados Unidos e Europa,
estd localizada entre 60 e 70 anos, enquanto que, nas areas de grande incidéncia, o tumor
ocorre em pacientes mais jovens, entre 30 e 50 anos. A forma fibrolamelar do carcinoma

hepatocelular acomete pacientes mais jovens (5-35 anos) e, quando ressecavel, o seu
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prognostico ¢ tido por alguns como melhor em comparagdo com os outros

. 5
hepatocarcinomas.

Estudos de necrdpsia mostraram que pacientes que morrem de alguma forma de
cancer podem apresentar metastase para o figado em até 35% das vezes durante o curso da
doenca. Os tipos que mais ddo metastase para o figado sdo: o carcinoma do pancreas, o
carcinoma colo-retal, o carcinoma de estobmago, o carcinoma da mama, o carcinoma do

esofago, o carcinoma do pulmao e o tumor carcindide.

A cirrose ocorre quando as células do figado sdo destruidas e sdo substituidas por
um tecido cicatricial. A maioria dos casos de cirrose sdo conseqiiéncia do uso abusivo de
bebidas alcoodlicas. Outras causas incluem, hepatites virais, a hemocromatose (doenga onde
ocorre excesso de ferro no figado) e alguns casos mais raros de doengas cronicas do

figado. °

1.2- Diagndstico

Chama muita aten¢do no diagnostico do cancer do figado o pequeno tempo de
evolucdo, ou seja, o paciente apresenta uma doenca geralmente muito avancada ao
diagnéstico com um tempo de evolugdo da sintomatologia muito curto. O tempo que o
tumor leva para duplicar o volume de massa tumoral ¢ muito curto em comparagcdo com

, q- . 1-
outros tumores, sendo em média de 4 meses no hepatocarcinoma. '’

A maioria dos pacientes apresenta alguma anormalidade dos niveis das bilirrubinas,
fosfatase alcalina e transaminases. Em pacientes sabidamente cirréticos, o aumento brusco
da fosfatase alcalina, seguida de pequena elevagdo das bilirrubinas e transaminases, ¢
sugestivo de malignidade. A alfafetoproteina sérica se apresenta elevada em 75% a 90%
dos pacientes com carcinoma hepatocelular. O tipo fibrolamelar nao esta associado a altos

niveis de alfafetoproteina.””

Nos pacientes de alto risco, a identificagdo precoce do carcinoma hepatocelular
podera ser realizada facilmente através da dosagem de alfafetoproteina sérica e
ultrassonografia hepatica. A exatidao da ultrassonografia na identificacdo de pequenos

tumores aumentou de 25% para 90% nos ultimos 10 anos. Nos tumores metastaticos colo-
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retais, pode-se notar em geral um aumento exacerbado da dosagem do antigeno

. . . 10
carcinoembrionario (CEA).

Dos exames laboratoriais a dosagem de alfafetoproteina ¢ a que mais auxilia no
diagnéstico do hepatocarcinoma. E uma substancia secretada pelo figado durante o periodo
fetal e que apds o nascimento para de ser produzida. Alguns tumores hepaticos e tumores
testiculares podem produzir essa substancia que é detectada no sangue o que ajuda o
médico no diagnostico. No hepatocarcinoma esta aumentada em até 70% das vezes. Esse
aumento € mais comum nos pacientes cirrdticos € nos pacientes com tumores maiores.
Também pode estar elevada em doengas benignas como nas doencas cronicas e hepatites.
Os exames da fung¢do hepatica sdo importantes para a quantificagdo da reserva funcional
hepatica de cada paciente, ou seja, quanto de figado bom o paciente ainda tem, para que se

possa programar melhor o tratamento. "’

A tomografia computadorizada, quando realizada com contraste endovenoso
dinamico, isto ¢, com cortes sem contraste, com contraste no tempo arterial e supra-
hepético, consegue identificar lesdes neoplasicas do figado com exatiddo de 75% a 90%.
Porém, lesdes menores do que 3 cm t€m a sua deteccdo prejudicada devido a isodensidade

do parénquima hepatico normal.

O exame através da Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) ndo apresenta grande
diferenca em relacdo ao estudo pela Tomografia Computadorizada, quanto a capacidade de
identificar os tumores hepaticos primarios ou metastaticos. Este exame pode definir um
pouco melhor a extensdo do tumor nos pacientes com cirrose hepatica, assim como
demonstrar os vasos principais sem a necessidade de administracdo de contraste venoso e

. o~ ~ I 12
diferenciagdo de lesoes cisticas.

A laparoscopia permite uma visualizagdo direta e a bidpsia do tumor, além de
avaliar a presenca ou auséncia de disseminacdo peritoneal. Sua eficacia aumenta quando

associada a ultrassonografia videolaparoscopica.

A colangioressondncia, a colangiotomografia, a colangiografia endoscopica
retrograda ou percutanea transhepatica podem ser uteis no diagndstico e no planejamento

do tratamento dos tumores, principalmente das vias biliares.'?
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1.3- Tratamento Clinico

A cirurgia, radioterapia e quimioterapia podem ser usadas para tratar os tumores
hepaticos. O tipo de tratamento selecionado para cada paciente depende de alguns fatores
tais como: se o tumor esta limitado ao figado, se est4 limitado a area onde se iniciou ou se

espalhou por todo o figado.

O tratamento cirtrgico ¢ o que oferece a melhor chance de cura. Consiste na
remocao de parte do figado onde estd localizado o tumor com uma margem de seguranca
tal que a parte remanescente do figado tem a capacidade de se regenerar o que ajuda na
recuperagdo funcional do figado. No entanto, de acordo com a reserva funcional hepatica
do paciente, sabe-se até quanto do figado pode ser retirado sem que acarrete uma
insuficiéncia hepatica no pds-operatério. Em alguns casos existe a necessidade do
transplante hepatico. Este procedimento s6 pode ser feito se o cancer esta confinado no

figado e se existe um doador compativel.

A quimioterapia consiste na aplicacdo de drogas que inibem a formacdo e
proliferacao de células tumorais. Pode ser usada pela via sistémica, quando ¢ aplicada numa
veia sistémica periférica ou central que levam a droga para o coracdo que bombeia para
todo o organismo inclusive o figado. Também pode ser administrado diretamente na
circulagdo hepdtica colocando-se um cateter na artéria hepdatica através de puncao

percutaneas auxiliadas por técnicas de angiografia ou por colocacao cirargica.

A quimioterapia faz uso de medicamentos para matar as células cancerosas. O
paciente pode receber uma droga ou uma combinagdo delas. O tratamento dos tumores
hepéaticos ¢ basicamente cirtirgico, porém ela é possivel em uma pequena parcela dos
pacientes. Existem alguns tratamentos paliativos, isto ¢, que melhoram sintomas, mas ndo
aumentam o tempo de sobrevida do paciente.

4

Na quimioterapia a droga mais ativa até o momento ¢ a Doxorrubicina, para o
tratamento de tumores primarios e as taxas de resposta giram em torno de 10%. O 5-
fluoracil, por via sistémica ¢ a droga mais comumente utilizada de forma isolada ou em
associacdo com o acido folico e a cisplatina com respostas em torno de 20% a 30%. A

quimioterapia intra-arterial hepatica possibilita maior concentragdo da droga no figado com
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menor efeito toxico sistémico. Por esta via, o (+)-5-Fluoro-2’-deoxiuridina (FUDR) tem

sido a droga mais empregada no tratamento do cancer de figado.

A cisplatina (cis - diaminodicloroplatina II) foi sintetizada pela primeira vez em
1845, sendo constituida por um complexo de metal pesado, com dois atomos de cloro e
duas moléculas de amonia na posicdo cis e tem sido considerada como a principal
representante de uma classe de potentes agentes antineoplasicos, os complexos
coordenados de platina (Figura 1). Este antineoplésico ¢ efetivo na quimioterapia quando
administrado por via intraperitoneal ou intravenosa. A cisplatina tem apresentado potencial
terapéutico em grande variedade de neoplasias humanas. A cisplatina pode reagir com
muitas estruturas celulares e moléculas, tais como membranas, proteinas ¢ RNA, mas o

alvo principal ¢ o DNA.

Embora a cisplatina seja um dos agentes antineoplasicos mais eficazes no
tratamento de varios tipos de tumores, a sua utilidade clinica estd limitada devido ao
surgimento de efeitos colaterais. Estes efeitos colaterais sdo nausea e vOmito,
hipomagnesemia, supressdo da medula déssea, ototoxicidade, entretanto, o principal ¢ a

nefrotoxicidade.

Os efeitos adversos da cisplatina sdo atribuidos as alteragdes das funcdes renais,
especialmente na indug¢do de danos nos tibulos proximais. Estes danos causam uma
diminui¢do na capacidade de filtracdo do rim com o conseqiiente decréscimo do clearance
da creatinina'. Além disso, a nefrotoxicidade provocada pela cisplatina ¢ caracterizada por
alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais. A acdo da cisplatina sobre as funcdes
renais tem sido extensivamente investigada em mamiferos. O mecanismo pelo qual os
compostos de platina induzem danos nas células renais ainda ndo estd completamente
esclarecido. Entretanto, a producdo de radicais livres de oxigé€nio nas células tubulares dos
rins, tem sido considerada um processo patoldgico importante na nefrotoxicidade
provocada pela cisplatina. Alguns autores tém sugerido que o estresse oxidativo induzido
pela cisplatina nos rins estd associado com a toxicidade deste antineopldsico e que a

peroxidacdo dos lipidios € um dos mecanismos envolvidos na sua nefrotoxicidade.

A aplicacdo de quimioterapicos direto na artéria hepatica tem menos efeitos

colaterais do que a sistémica, uma vez que uma quantidade menor da droga chega a outros
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tecidos. Desta maneira, a melhor indicagdo da quimioterapia € para o tratamento de tumores
avangados limitados ao figado. Para doenga metastica, a quimioterapia sistémica ¢ mais
bem indicada, j& que por essa via circula em doses adequadas no figado e nos outros tecidos
onde se encontram as metastases. A Figura 1 mostra os principais agentes quimioterapicos

utilizados para o tratamento do cancer.

\

Associado a utilizagdo da quimioterapia pode-se empregar a quimioembolizagdo
onde sistemas de liberagdo controlada de farmacos sdo infundidas até que haja uma
estagnagdo do fluxo arterial para o tumor, havendo ao mesmo tempo, um aumento da

concentragdo local da droga com simultanea isquemia e necrose do tumor.

A radioterapia nos tumores hepaticos ¢ limitada pela baixa tolerancia do parénquima
hepatico a radiacdo. A dose tolerada fica abaixo da necessdria para uma efetiva acdo
antitumoral e controle da lesdo, mas acarreta alivio temporario de sintomatologia. E
necessario avaliar os riscos de lesdo do parénquima hepatico normal: o que limita

. . . r : 13-14
significativamente o emprego desta técnica.'

Uma técnica que trouxe perspectivas promissoras para o tratamento do cancer de
figado ¢ a hipertermia. Desde 1860, a hipertermia tem sido usada como uma modalidade
terap€utica para tumores. Neste tempo, foi notado que sarcomas faciais regrediam apos
quadros febris prolongados. Os estudos iniciais em seres humanos foram realizados em

tumores cutdneos como carcinomas de células escamosas e melanomas malignos.

A hipertermia é definida como uma elevac¢ao da temperatura acima da temperatura
normal. O mecanismo pelo qual a hipertermia atua ainda ¢ desconhecido na literatura, mas
sabe-se que quando a temperatura ultrapassa 41 °C, as enzimas sofrem desnaturacdo, a
funcdo das mitocondrias é comprometida, as membranas celulares desestabilizam-se e as
vias metabolicas dependentes de oxigénio sdo perturbadas concomitantemente com a taxa

de morbidade e mortalidade celular.

A maior sensibilidade de células hipoxicas, a termosensibilidade das células
tumorais devido ao baixo pH e o fluxo reduzido de sangue nas células tumorais tornam a
hipertermia  um procedimento potencialmente Util quando a técnica ¢ utilizada

simultaneamente com agentes quimioterapicos ou radioterapia.



24

A principal limitagdo da hipertermia ¢ a produgdo de fontes de calor. Os principais
métodos de producdao de calor no nivel da area tratada sdo a irradiacdo do tumor com
radiagdo eletromagnética de alta freqiiéncia (300 a 2450 MHz), baixa freqiiéncia (0,1 a 27

MHz), ultra-som (0,3 a 3 MHz) ¢ lasers na regido do infravermelho."

Uma técnica interessante para a produgdo de calor na regido tumoral ¢ a hipertermia
magnética. O processo de hipertermia magnética estd relacionado com a dissipagcdo de
energia quando um material ferromagnético ¢ submetido a um campo externo variavel no
tempo. O objetivo da hipertermia magnética ¢ a citolise dos tecidos tumorais através da
hipertermia local, via aplicagdo remota de um campo magnético varidvel no tempo sobre
monodominios magnéticos previamente ligados as células cancerigenas. Neste caso, 0s
efeitos de aquecimento em particulas magnéticas sao devidos as perdas magnéticas (perdas
de Néel) ou dissipacdo da energia durante a rotacdo da particula no liquido (perdas de

Brown).
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(+)-5Fluoro-2’-deoxiuridina Doxorrubicina

Cl\ /C
- \

NH3

Cisplatina

Figura 1- Agentes quimioterapicos utilizados para o tratamento do cancer de figado.
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A Hipertermia Magnética é geralmente utilizada como terapia suplementar junto a
outros tratamentos (radioterapia, por exemplo), sendo que na Holanda, os estudos
experimentais mostraram que a combinagdo de tratamento radioterdpico com a hipertermia
conduz a potenciagdo dos efeitos da radioterapia no tocante a regressdo tumoral. Outros
paises ja definem a hipertermia como uma terapia autonoma, com resultados comparaveis a
quimioterapia. Existem varias técnicas de hipertermia utilizando lasers, radiacdes
ionizantes e microondas para aquecer os tecidos tumorais. Embora essas técnicas sejam
capazes de elevar a temperatura celular, tém efeitos colaterais indesejados, como danos no
material genético ou falta de seletividade (microondas) que afetam células saudaveis do

: 15
organismo.

O recente desenvolvimento de métodos de sintese de particulas magnéticas elevou a
técnica da hipertermia da simples especulacdo tedrica para a condicdo de tratamento
complementar a radioterapia ou quimioterapia. Surge entdo uma nova estratégia nas
ciéncias biomédicas para o controle/tratamento do cancer: a elevagdo da temperatura local
da célula tumoral com o auxilio de materiais magnéticos biocompativeis cujas aplicacoes

terapéuticas estdo em plena fase de expansao.

Visando as aplicacdes clinicas, as particulas magnéticas utilizadas devem apresentar
baixos niveis de toxicidade, assim como um elevado momento de saturagdo magnética que

permita minimizar as doses eletromagnéticas requeridas quando a radioterapia ¢ utilizada.'®

Embora desde o ponto de vista de sua produgdo, as particulas magnéticas possam
ser obtidas a baixo custo e com elevada pureza, sua fabricagdo na topologia de
microesferas/nanoesferas ¢ intrinsicamente problemdtica, pois a elevada relacdo
superficie/volume faz com que os efeitos da desordem superficial sejam dominantes. Neste
sentido, o estudo de processos de sintese de encapsulamento de particulas magnéticas no
nivel de microesferas/nanoesferas ¢ de fundamental importancia para a obtengdo de

sistemas implantaveis para o tratamento de tumores por hipertermia.
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1.4- Objetivos deste Trabalho

O desenvolvimento de novos materiais ferromagnéticos de baixa citotoxidade,
capaz de transformarem a energia magnética estocada em calor parece ser uma alternativa
interessante no que tange ao desenvolvimento de novos materiais para utilizagdo em
hipertermia. Neste sentido, o objetivo geral deste trabalho ¢ a sintese de ceramicas
ferromagnéticas do tipo YFeAl com temperatura de Curie suficientemente baixa para

utilizagdo na técnica de hipertermia.
Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

(a) Investigar a sintese de particulas magnéticas de Itria-Ferro-Aluminio

(YFeAl) com baixa temperatura de Curie.

(b) Desenvolver metodologias para o encapsulamento de particulas
magnéticas de YFeAl em microesferas de Poli(metacrilato de 2-

hidroxietila) (PHEMA).

(©) Obter um sistema de liberagdo controlada de fArmacos para utilizagdo na

hipertermia magnética.

(d) Investigar o comportamento biocompativel das microesferas magnéticas

de PHEMA/YFeAl sintetizadas neste trabalho.
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1.5- Conclusodes

O hepatocarcinoma ¢ uma das principais causas de morte por cancer em todo o
mundo, sendo observado nas ultimas décadas um rapido crescimento desta enfermidade.
Uma das causas do preocupante avango do cancer de figado parece ser o aumento da
incidéncia de infecg¢ao cronica causado pelo virus da hepatite C. Varias estratégias clinicas
foram desenvolvidas para o tratamento do cancer de figado destacando-se de maneira
classica, a radioterapia e a quimioterapia. Entretanto, os efeitos colaterais associados aos
tratamentos classicos como as toxicidades inerentes aos farmacos utilizados ou a baixa
eficiéncia da radioterapia incentivam a busca de métodos alternativos para o tratamento do

cancer do figado.

A hipertermia magnética aparece como uma terapia suplementar bastante
interessante e cujos resultados iniciais apontados pela literatura nos incentivaram a buscar
processos de sintese de particulas magnéticas de baixa toxicidade que pudessem contribuir

para sua utilizagdo em oncologia, particularmente no tratamento do cancer de figado.

O presente trabalho se propde a estudar a sintese de microesferas magnéticas de
poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA) biocompativeis e cuja temperatura de
transicao de Curie seja suficientemente baixa para sua aplicagdo na técnica da hipertermia.
Adicionalmente, investigamos a liberagdo do quimioterdpico 5-Fluorouracil (5-FU)
incorporados nas microesferas e cuja contribui¢do a técnica da hipertermia magnética pode

ser de extrema significancia no que tange a sua utilizagdo em oncologia.
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2 — O PROCESSO DE CONVERSAO DE ENERGIA
MAGNETICA EM CALOR

2.1- Introdugéo

A energia magnética estocada em um material magnético deve-se a orientacdo de

dipolos magnéticos quando estes estdo sujeitos a acdo de um campo magnético.

Os polos magnéticos sdo os equivalentes as cargas elétricas, conhecidas também
como monopolos magnéticos. Sua existéncia ndo ¢ estabelecida experimentalmente apesar
de décadas de tentativas de sua deteccdo. Ocorrem sempre aos pares N ¢ S, € na superficie
da amostra. Apesar de ndo existirem, o conceito ¢ muito Util em calculos de fendmenos
relacionados a estrutura de dominios magnéticos em materiais. A forga magnética criada
por um polo magnético pode ser definida através do equivalente da lei de Coulomb, pela

. , . Y . 1
forca (F) entre dois polos m; e my, que ocorrem entre dois magnetos cilindricos:

F=k"22
r

sendo k=107 [N.A™]

Assim, um po6lo magnético cria um campo ao seu redor responsavel por exercer a
forca em outro p6lo magnético que esteja nas proximidades. Esta forca é proporcional ao

campo ou a intensidade do campo magnético H através da expressao:

—_ —

F=mH (2

sendo H medido em A/m no SI e em Oersteds (Oe) no cgs.
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Considerando o sistema com geometria cilindrica, o momento de dipolo magnético

L, pode ser definido por:

sendo m o polo magnético e / o comprimento do cilindro de area de se¢do transversal 4.

Um momento magnético situado em um campo 1 esta sujeito a um torque, sendo a

energia potencial (E) associada dada por:

Na pratica trabalha-se com amostras macroscopicas compostas de varios momentos

magnéticos. Definimos entdo a Magnetizagdo (M) como sendo a soma de todos os
momentos magnéticos elementares divididos pelo volume que ocupa (grandeza intensiva).

Neste caso, M ¢ dado por:

A expressdo (2) define o campo magnético solenoidal, por ser o produzido no
laboratorio por solendides. Para um solen6ide muito longo, no centro das espiras tem-se

que:

B=umnl (6
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sendo n ¢ a densidade linear de espiras e I a corrente que passa pelas espiras.

Considerando-se as linhas de indu¢do magnética o campo magnético, representado

pelas linhas de forca de indugdo (B) ou densidade de fluxo ¢ dado por:

B=up,(H+M) ()

sendo a unidade de B no SI o Weber/m? ou Tesla.

A razdo entre B e H ¢ denominada permeabilidade magnética (p):

= ®)

A susceptibilidade magnética (x), ¢ a grandeza que caracteriza um material
magnético segundo sua resposta a um campo magnético aplicado, que pode ser estatico
(corrente continua no solendide) ou dinadmico (corrente alternada no solenoide). Muitas

vezes, 0s materiais apresentam uma resposta ndo linear, de modo que se deve tomar o

limite nulo da excitagdo (campo aplicado), ou seja:

) oM
Xpe =Limy E = 57 )]

Na pratica utilizam-se campos estaticos pequenos o suficiente para se obter uma

boa relagdo sinal/ruido, ou mede-se com pequenas excitagdes alternadas, utilizando
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detecgdo sincrona. Neste caso diz-se que a susceptibilidade ¢ alternada ou simplesmente
susceptibilidade.

As grandezas p e y podem ser utilizadas para a caracterizacao dos materiais quanto
as suas propriedades magnéticas. De maneira geral os principais tipos de comportamentos

magnéticos conhecidos nos materiais sdo:

Tabela 1- Comportamento dos materiais com as grandezas ¥ € |L.

Material X H
Diamagnético <0 <1
Paramagnético >0 >1
Ferromagnético >>() >>1
Ferrimagnético >>() >>1

Antiferromagnético >0 >1

A caracterizagdo dos materiais magnéticos envolve uma série de técnicas
experimentais sendo a magnetizagdo e a susceptibilidade magnética as mais importantes.

Em geral mede-se a magnetizacdo em fun¢do do campo magnético aplicado a
temperatura constante. As curvas obtidas denominam-se isotermas de magnetizacdo
(MxH)r.

De particular interesse neste trabalho sdo os materiais ferromagnéticos por ter um
efeito magnético forte, capazes de produzir energia magnética em presenga de um campo
magnético oscilante, suficiente para obter temperatura desejavel no interir de tecidos
cancerigenos € a magnetizacao cessa acima de certa temperatura, chamada temperatura de
Curie (Tc). Por estes motivos, materiais do tipo YFeAl podem ter sua temperatura de Curie
moduladas para utilizagdo na técnica de hipertermia.

O ferromagnetismo ¢ caracterizado por uma magnetizagao espontanea do material a
temperaturas abaixo de uma certa temperatura critica. Isto ¢ observado mesmo na auséncia

de um campo magnético aplicado ao material em questdo. Esta situagdo sugere que os spins
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dos atomos (ou moléculas) que constituem o material tenham uma forte tendéncia em
alinhar-se uns aos outros, dando origem a um momento magnético espontidneo. Esta
orientacdo espontdnea tende a desaparecer gradualmente & medida que o sistema ¢
aquecido. Neste caso, os spins tendem a um estado de desordem. A temperatura critica 7,
para a qual a magnetizagdo espontanea desaparece, isto €, ocorre a transi¢ao entre "ordem"
e "desordem", ¢ chamada Temperatura de Curie.

A equagdo proposta para a razdo entre a magnetizagdo (M) e o campo magnético

aplicado (H) em funcdo da temperatura ¢ definido como a susceptibilidade magnética de

Curie-Weiss (ch):2

M C C

Xew =55

H (T-Ch) (T-T,)

(10)

Sendo 7' temperatura de magnetizacdo espontanea, C constante de Curie, A
constante do campo médio e 7c temperatura de Curie.

Neste caso, o ferromagnetismo ¢ caracterizado em um material quando A > O.
Quando 7 << Tc os momentos magnéticos (1) de um ferromagneto estdo praticamente
todos alinhados na escala microscopica. No entanto, numa amostra macroscopica, o
momento magnético ¢ muito menor do que o de saturagao, sendo necessario a aplicagao de
um campo externo para saturar a amostra. Isto ocorre tanto em materiais policristalinos
quanto em monocristais.

A explicagdo é que cada cristal é composto de pequenas regides chamadas de
dominios magnéticos, em que todos os s estdo alinhados, dando um momento magnético
total de cada dominio grande, mas fazendo-se a soma sobre todos os dominios fica préximo
de zero. Diz-se entdo que a amostra se encontra desmagnetizada.

A caracterizagdo macroscopica dos materiais ferromagnéticos ¢ feita através das
curvas de magnetizacao (MxH) ou de Inducdo (BxH), que normalmente apresentam uma
histerese e por isto sdo também conhecidas por curvas de histerese. A medida experimental

de MxH ¢ ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Curvas de histerese BxH.

O ciclo de histerese como ilustrado na Figura 2 de um material magnético é obtido
ao aplicar sobre ele um campo magnético e medir sua resposta (magnetizagdao). O campo
inicialmente ¢ nulo e ¢ aumentado gradativamente (linha tracejada), até o material nao
mudar mais sua magnetizacdo com a aplicacdo de campo (magnetizagdo de saturagdo).
Depois, ele é reduzido até atingir o valor nulo novamente. Entretanto, ap6s a aplicagdo do
campo, geralmente o valor da magnetiza¢ao ndo € o mesmo da magnetizagdo inicial, sendo
chamada magnetiza¢do remanescente (MR) ou simplesmente remanéncia. O sentido do
campo €, entdo, invertido e vai sendo aumentado mais uma vez. O campo reverso
necessario para fazer com que a magnetizacdo retorne ao valor nulo ¢ conhecido como
campo coercivo ou coercividade (Hc). O campo continua sendo aumentado até, o material
alcancar novamente o valor de saturacdo no sentido inverso. O campo ¢ posteriormente

reduzido e mais uma vez invertido, até fechar o ciclo
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A area sob a curva ¢ o trabalho magnético (Wy) relacionado ao
alinhamento/desalinhamento dos polos magnéticos no material. Neste caso, através do
calculo de integracdo da éarea da histerese magnética, obtém-se a energia magnética como

mostra a Equacao 14.

W, =$HdB (D

2.2-Estrutura dos Materiais Ferromagnéticos baseados na Estrutura Itrio-Ferro-
Aluminio (YFeAl)

Sdo de particular interesse para o tratamento de tumores por hipertermia os
materiais cuja temperatura de transicdo de Curie sdo proximas a da ambiente. Varios
materiais tém sido investigados na literatura quanto a sua T¢ e sua adequacdo para
utilizagio na hipertermia.'’

Sabe-se que materiais ferromagnéticos baseados na estrutura YFeA!l possuem Tc
muito proxima a da temperatura ideal para o tratamento por hipertermia. Tais materiais sao
denominados ferritas.

Geralmente as ferritas magnéticas tém uma estrutura de um spinélio com a férmula
quimica MeO-Fe,03 onde MeO recorre a uma combinagao de dois ou mais 6xidos de metal
bivalentes, como ZnO, NiO, MnO, ¢ CuO. A adicdo de oxidos bivalentes no metal em
proporcdes estequiométricas pode resultar em varios tipos de materiais com propriedades
diferentes, classificadas principalmente em trés tipos: spinels, hexaferritas e estrutura do
tipo de garnet. A Tabela 1 mostra a classificagdo das ferritas quanto ao metal substituinte na

rede da magnetita (Fe,Os3).
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Tabela -2 Classifica¢do de acordo com o metal adicional.

Tipo Formula

Spinel 1Fe,-MeO MeO =Metal de Transigao

Hexaferrita 6Fe,03-1MeO | MeO = Grupo IIA

Garnet 5Fe,03-3Me, 05 [Me,05; = Oxido de metal de terra rara.
174 1/2 0
3/4 172 0
174 1/2 1/2
]
1/4 0 172

Figura 3: Estrutura de Garnet.'?

Cada tipo de sitio do metal aceitard outros ions com um tamanho satisfatorio:
0,9...1,05 A. para substituicdo em locais do dodecaédricos, 0,65...0,8 A para sitios do
octaédricos e 0,4...0,64 A em sitios tetraédricos. Assim ions de pentavalentes como Ve
As”" podem ocupar sitios de tetraédricos, enquanto nos caso Ca>" a substitui¢io dos ions

em sitios do dodecaédricos pode ser por compensacao.
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A estrutura de Garnet, contem ions de Y , hdo possui momento magnético; trés
fons de Fe’" em sitios tetraédricos e se alinham antiparalelamente com dois Fe*™ em sitios
octaédricos. Geralmente a estrutura do tipo garnet, os fons do metal Me®" tém momentos
magnéticos altos, comportam-se paramagnéticos no campo de troca produzido pela juncao
de Fe’". Assim, a baixa temperatura, as magnetiza¢es resultantes sio paralelas ao Me®;
considerando que a temperatura aumenta, Me’" 0 momento diminui nitidamente. Entdo,
serd observada uma temperatura de compensagao, Tcomp, Na curva de magnetizagdo, quando
os sinais da magnetizacdo espontaneos sao contrarios. Podem ser agrupadas as propriedades
magnéticas de YIG em uma mesma gama extensiva, desde que todos os trés sitios
cristalograficos sejam diferentes e estejam disponiveis para substitui¢des através de cations
diferente com varios estados de valéncia. Al ou substituigdes de Ga nos sitios de
octaédricos podem abaixar 4pMs a 300 G; Substitui¢des dos sitios A por Sc elevam 4pMs

até 1900 G; substitui¢des de terras raras aumentam anisotropia.

2.3- Converséo de energia magnética em calor

Recentemente, Tegus'> reportou a descoberta de varios materiais, 0 composto
2Y;3Fesx)Alx)O12 , que apresenta grande variagdo de entropia magnética e temperatura de
Curie em torno de 300 K, o que permite a sua utilizacdo para refrigeracdo magnética em
temperatura ambiente. A refrigeragdo magnética ¢ baseada no efeito magnetocalorico
(EMC), que corresponde ao aumento de temperatura quando um corpo magneticamente
ordenado ¢ submetido adiabaticamente a um campo magnético. Este processo ¢ reversivel,
ou seja, a temperatura do corpo diminui quando € retirado o campo aumenta, possibilitando
a sua utilizagdo em um ciclo para aquecimento. As Otimas caracteristicas magnetocaloricas
deste composto e o seu baixo custo (ndo ha terras raras em sua composi¢cdo) o tornam um
forte candidato a aquecimento magnético interno de um corpo.

O efeito magnetocaldrico (EMC) corresponde a variacdo de temperatura que ¢
observada quando um corpo magneticamente ordenado sofre uma variagdo na sua
magnetizacdo. Se esta ¢ aumentada adiabaticamente, a entropia do corpo diminui devido ao
ordenamento dos spins (mantendo constante a entropia total do sistema), e a temperatura do

sistema aumenta. Inversamente, se a magnetiza¢do ¢ diminuida ou reduzida a zero
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adiabaticamente, aumentam entropia magnética ¢ a temperatura do corpo. Em uma
abordagem mais ampla, o efeito pode ser visto como descrevendo variagdes de entropia
magnética de um sistema provocado por processos a que este sistema ¢ submetido. Este
efeito ¢ conhecido desde 1881, mas somente apds a descoberta do método de purificacdo e
separagdo das terras raras ¢ que comegou a ser levado em conta efetivamente, pois o
gadolinio, cuja temperatura de ordenamento magnético ¢ proéxima a temperatura ambiente,
apresenta um efeito magnetocaldrico grande o suficiente para que se possa pensar em
aplicacdes tecnoldgicas. E preciso frizar que este efeito é mais evidente ao redor das
transicoes de fase magnéticas, o que significa que o conhecimento do diagrama de fases
magnético € importante para o estudo deste efeito. Ha interesse principal em transi¢des de

fase de primeira ordem, pois, neste caso, as variagdes de entropia sdo mais intensas.

2.4- Conclusao:

Os materiais ferromagnéticos de dimensdes da ordem de nanométricas ou
micrometricas sdo capazes de transformarem a energia magnética em calor, destacando os
oxidos de Y:0;, Fe,O; e AlLO; Estes materiais estdo apresentando um efeito
magnetocalodrico suficiente para aplicagdes dentro da biomedicina.

E uma técnica que requer uma conexio de uma fonte de energia magnética externa.
Esta baseada nas idéias apresentadas por Gilchrist em 1975, estd sendo recentemente usada.
' As particulas ferromagnéticas sdo colocadas dentro de um campo magnético de baixa
intensidade e agem como um aquecedor, absorvendo a energia de um campo

eletromagnético e dissipando-as na forma de calor.
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3- MATERIAIS E METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1-Sintese de Ferritas de YFeAl

Nos ultimos anos o desenvolvimento de ceramicas ferromagnéticas ganhou grande
impulso nas areas da ciéncia dos materiais ¢ da quimica do estado so6lido. Para isto,
métodos de sintese foram desenvolvidos de forma a possibilitar a obten¢ao de particulas de
YFeAl ferromagnéticas com baixo grau de aglomeracao e estreita faixa de distribuicdo de

tamanho.

Neste trabalho, as sinteses de ferritas de YFeAl foram obtidas por via seca. Esta
técnica de sintese de ferritas apresenta algumas vantagens tais como composi¢do quimica

reprodutivel, homogeneidade quimica e alta pureza.'

Para sintese de ferritas do tipo YFeA!l as seguintes equagdes quimicas envolvendo os

oxidos metalicos Fe,O3, Al,O3 foram obtidas:

(2-x)Fe;03 + (x)ALO; —> Al(x)Fe(z_X)O3 (3.1)

Neste sentido, a composicdo da cerdmica foi variada considerando as
estequiométrias x=0,5; 1,0 e 1,5 respectivamente. No caso de x=0,5 (AFO 05), x=1 (AFO
10) e x=1,5 (AFO 15) as seguintes equacdes estequiométricas podem ser obtidas,

respectivamente:

0,5A1203 + 1,5Fe;,0; — 2A1()75F61,503 (AFO 05)

Al,O3 + Fe;O3 —> 2AIlFeO; (AFO 10)

1,5A1,0; + 0,5Fe;03 —> 2Al5Feps0s  (AFO 15)
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A estequiométria das reagdes para obtencao da ceramica ferromagnética contendo o 6xido

de ftrio (Y203) ¢ dada por:

3Y203 + (S-X)F6203 + (X)A1203 —> 2Y3F€(5.X) Al(X)012 (32)

Uma vez que estudos da literatura indicam que a composi¢ao do 6xido de itrio na
ceramica exerce uma influéncia significativa na temperatura de transi¢do de Curie, os
seguintes conjuntos de estequiometrias foram considerados neste trabalho utilizando para x
os valores de 0,5 (YAFO 05); 1,0 (YAFO 10); 1,5 (YAFO 15); 2,0 (YAFO 20); 2,5 (YAFO
25) e 4,0 (YAFO 40), respectivamente:

3Y203 + 4,5F8203 + 0,5A1203 —> 2Y3Fe4,5 A10,5012 (YAFO 05)

3Y,0;5 + 4Fe;03 + ALbOs —> 2Y3FesAlO;;  (YAFO 10)

3Y,03 + 3,5Fe,03 + 1,5A1,0;5 —> 2Y;3Fess Al1 5012 (YAFO 15)

3Y,03 +3Fe,03 + 2A1,05 —> 2Y;3Fe; ALO;,  (YAFO 20)

3Y203 + 2,5F€203 + 2,5A1203 —> 2Y3F62,5 A1275012 (YAFO 25)

3Y,0;3 + Fe,O5 + 4A1,0;5 —> 2Y3FeAlOq; (YAFO 40)

Para sintese das ferritas utilizou-se a técnica da metalurgia do p6. Os o6xidos

metalicos foram obtidos da Sigma/Aldrich com pureza de 99,99% e foram utilizados como
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recebidos. Inicialmente os pds dos respectivos 6xidos foram pesados com precisdo analitica
conforme a quantidade preestabelecida pela estequiometria das equagdes (3.1) e (3.2). A

quantidade do po6 utilizada para o preparo das cerdmicas ¢ apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Quantidade em gramas dos 6xidos para cada amostra:

Oxidos

Amostra Al,0O3(g) Fe,0Os3(g) Y.03(g) Total (g)

AFO 05 0,351 1,649 - 2,0000

AFO 10 0,7794 1,2200 - 1,9994

AFO 15 1,3140 0,6860 - 2,0000
YAFO 05 0,0704 0,9932 0,9363 1,9999
YAFO 10  0,1438 0,9008 0,9554 2,0000
YAFO 15 0,2203 0,8046 0,9752 2,0001
YAFO20  0,2998 0,7044 0,9960 2,0002
YAFO 25 0,3828 0,5996 1,0176 2,0000
YAFO 40  0,6552 0,2565 1,0883 2,0000

Para o preparo das formulagdes ceramicas, foram adicionados os pos de cada ¢xido
pesado estipulando-se uma massa final de 2,0 gramas de p6 por amostra. A
homogeneizacao foi otimizada com a adi¢gdo de etanol anidro. Apdés 2 horas de
homogeneizagéo no almofariz as amostras foram secas em estufa a 100 °C por 2 horas. Os
p6s homogeneizados foram submetidos a tratamento térmico em um forno tubular (Maitec
FTE — 1600/H) a uma temperatura de 800 °C com velocidade de aquecimento de 10 °C/min
em atmosfera de oxigénio por 2 horas. A Figura 4 ilustra o processo de obtencdo das

particulas ferromagnéticas de YFeA! utilizado neste trabalho.
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Figura 4- Seqiiéncia experimental do processo de obtengdo de particulas

ferromagnéticas.
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Pastilhas da cerdmica YFeAl também foram obtidas apds prensagem uniaxial dos
poOs previamente sintetizados e submetidos posteriormente a tratamento térmico em forno
tubular e atmosfera de oxigénio como ja previamente descrito. Neste sentido, pastilhas de
diametro 7,75 mm foram obtidas apds prensagem de 0,7 gramas do p6 cerdmico em molde
de aco inoxidavel 316 NL e pressdo de 191,5 N/m”. A Figura 5 mostra o forno tubular
(Maitec FTE — 1600/H) e pastilhas de YFeA!.

AL T D T

(A)
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(B)

Figura 5- Forno tubular (Maitec FTE — 1600/H) (A) e pastilhas de YFeAl (B).

3.2 Sintese de Microesferas de PHEMA/YFeAl

As microesferas de PHEMA contendo as particulas ferromagnéticas de YFedl e o
agente quimioterapico S-fluorouracil (5-FU) foram obtidas pela técnica de polimerizacao
em suspensdo, iniciada via radicais livres, a partir da decomposi¢do térmica de um
iniciador.

A fase organica (constituida de uma mistura de mondmeros, de iniciador ¢ de uma
mistura de diluentes organicos) ¢ dispersa por meio de agitacdo mecanica, sob a forma de
gotas esféricas em uma fase aquosa. Durante a polimerizacdo ocorre separacdo de fases,
originando uma fase rica em polimero e outra rica em diluente. O polimero precipita na
forma de esferas separando-se como um aglomerado de microesferas. Em seguida, ocorre a
ligacdo das microesferas pela polimerizagdo dos monomeros residuais que as solvatam. A
estrutura morfologica formada depende da afinidade termodinamica do diluente pelo
polimero. Se o diluente apresentar afinidade pelo polimero, na etapa de separacao de fases,
as cadeias poliméricas e os nucleos se tornam menos emaranhados e, conseqiientemente, as
microesferas mais solvatadas se apresentam menos compactadas, originando um maior

numero de poros de tamanho pequeno.
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Neste trabalho, o mondmero metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) obtido da
Aldrich foi utilizado como recebido. Persulfato de amoénio (PSA) e tetrametil
etilenodiamina (TEMED) foram utilizados a uma concentracdo de 0,05% e 0,015%
respectivamente, em relagdo ao niimero de mols totais do mondémero HEMA. O composto
TEMED reduz o tempo de meia-vida do PSA acelerando a formagdo de radicais livres e
conseqiientemente a reacao de polimerizagdo do HEMA. Metil-etil-cetona (MEK) e ciclo-
hexano (CH) foram utilizados como diluentes solvatante e ndo-solvatante respectivamente.
O agente de suspensdo utilizado foi gelatina a uma concentragdo de 1% (p/p) e o NaCl, a

uma concentragdo de 2% (p/p), foi utilizado para promover o efeito "salting out".

O efeito da interagdo polimero-diluente, representada pelo pardmetro de
solubilidade de Hildebrand (5), ¢ o fator mais importante na forma¢do da estrutura
morfologica das microesferas. De acordo com a teoria dos parametros de solubilidade,
quanto maior for a diferenca entre os pardmetros do polimero e do diluente (Ad), menor
sera a afinidade termodinamica do diluente pelo copolimero. Na sintese de microesferas
reticuladas na presenca de diluentes, quanto mais baixa ¢ a afinidade termodinamica do
diluente pelo polimero, mais cedo e em maior extensdo ocorre a separagao de fases e, como
resultado disso, as cadeias poliméricas tornam-se mais emaranhadas e precipitam na forma
de microesferas. Por outro lado, se o diluente apresentar afinidade termodinamica pelo
polimero, a separacdo de fases ocorre mais tarde e em menor extensao, produzindo

polimeros do tipo gel.

Neste trabalho, a fase aquosa (FA) foi preparada pela dissolucdo do agente de
suspensdo e do cloreto de sodio em agua. A fase organica (FO) foi preparada dissolvendo-
se o iniciador (PSA) no monomero (HEMA) a temperatura ambiente. O monomero foi
entdo pré-polimerizado a 50 °C por 30 minutos, sob agitagdo magnética branda. Em
seguida, a solucdo pré-polimerizada foi adicionada a mistura de diluentes (MEK/CH) que,
apds homogeneizagao, foi vertida no baldo reacional ja contendo a fase aquosa previamente

preparada. A razdo FA/FO foi mantida em 5/1 (v/v) em todas as reagoes.

As microesferas foram sintetizadas por meio de polimerizagdo em suspensio
aquosa. Inicialmente, a fase aquosa a 4 °C foi agitada mecanicamente a 800 rpm. Em

seguida, foi adicionada a fase organica pré-polimerizada, agitando-se durante 20 minutos.
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Apos esse tempo, a mistura reacional, sob agitacdo de 800 rpm, foi aquecida a 30°C por 24

horas.

Ao término da reacdo, as microesferas foram lavadas exaustivamente com agua
destilada, para a retirada do agente de suspensdo, e com etanol, para a retirada da mistura
de diluentes e de mondmero residuais, até que o filtrado fosse solivel em agua. As
microesferas foram entdo peneiradas em peneirador hidraulico, utilizando peneiras de 25,
45, 100 e 140 mesh e, posteriormente, lavadas com metanol, para obtencdo microesferas

livres de impurezas, e secas em estufa, a 50 °C, por 72 horas.

O aspecto morfologico das microesferas foi observado com o auxilio de
microscopio eletronico de varredura (MEV) e a andlise de distribuicdo de tamanhos foi
efetuado utilizando o software Hlimage ++ para aquisi¢do e o tratamento computacional de
imagens para analise da distribuicdo de tamanhos. A Figura 6 ilustra o procedimento
adotado neste trabalho para a obtencdo de microesferas de PHEMA contendo particulas de
YFeAl ferromagnéticas e o quimioterapico 5-FU. A Figura 7 ilustra o mecanismo de

polimerizacao do mondémero HEMA.
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Figura 6- Processo utilizado para a obtencdo de microesferas de PHEMA contendo

particulas ferromagnéticas e 5-FU para o tratamento por hipertermia.
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Mecanismo de reacdo da PHEMA

Figura 7- Mecanismo de reagdo de polimerizacdo por emulsao de HEMA.

3.3 — Difragéo de raios-X dos pos-ceramicos obtidos

Os materiais ceramicos apresentam, normalmente, microestruturas. Neste sentido,
as microestruturas podem ser caracterizadas por tamanho de grao, forma e distribuicdo dos
graos, quantidades de fases, orientacdo dos graos e porosidade. De particular interesse para
o estudo das cerdmicas magnéticas ¢ a identificagdo de fases cristalinas especificas
presentes no material. A difracdo de raios-X (DRX) ¢ um método de grande utilidade na
caracterizagdo das fases cristalinas presentes em um material ceramico.

A condigdo para que se observe a difragdo de um feixe de raios-X por um cristal ¢

dado pela equacdo de Bragg:

mA=2dsenf (3.3)

sendo 6 o angulo de difragdo, d a distancia entre cada grupo de planos atomicos da

rede cristalina, m a ordem da difragdo e A o comprimento de onda do feixe de raios-X.
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Os atomos localizados sobre os planos cristalinos sd3o os que mais contribuem para a
intensidade do feixe difratado. Por outro lado, os atomos situados exatamente a meia
distancia entre os planos cristalinos provocam a maxima interferéncia destrutiva. Os dtomos
que se situam em qualquer ponto intermedidrio interferem construtivamente ou
destrutivamente, consoante a sua localizacao exata, mas o seu efeito € inferior ao respectivo
maximo. Além disso, a capacidade de difracdo de um atomo, para os raios-X, depende do
nimero de elétrons que aquele possui. Portanto, a posicdo dos feixes difratados por um
sistema cristalino depende apenas das dimensdes dos cristais e da forma da unidade
repetitiva deste, bem como do comprimento de onda dos raios-X.

Quanto as intensidades dos feixes difratados, estas dependem, igualmente, do tipo
de 4tomos presentes no cristal e sua localizagcdo na unidade fundamental repetitiva, a célula
unitaria. Nao héa portanto, duas substincias que tenham exatamente o mesmo modelo de
difracdo, quando se considera tanto a dire¢do como a intensidade de todos os feixes
difratados. O modelo de difracdo pode, portanto, considerar-se como que a “impressao
digital” de um composto cristalino, sendo possivel identificar-se individualmente os
componentes cristalinos de uma mistura.

Neste trabalho, as cerdmicas ferromagnéticas de YFeA/ foram caracterizadas quanto
a sua fase cristalina por difratometria de raios-X. As medidas de difracdo de raios-X (DRX)
das ceramicas ferromagnéticas foram realizadas em um difratdbmetro DMAX 2000 do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares- IPEN/USP. Os ensaios de difracdo de raios-
X (DRX) foram realizados em amostras tanto na forma de p6 quanto na forma de pastilhas.
Utilizou-se um difratometro marca SIEMENS, modelo DMAX 2000, operando com

radiag¢do de Cu-ké, com 26 variando de 5° a 65°.



Figura 9- Difratometro SIEMENS, modelo DMAX 2000.
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3.4 - Caracterizacdo Magnética das Microesferas de PHEMA/YFeAl

O estudo do comportamento magnético da ceramica YFeAl foi efetuado a fim de se
determinar a temperatura de Curie e conseqlientemente o efeito magnetocaldrico nas
microesferas magnéticas. As caracterizacdes magnéticas dos materiais obtidos foram
analisadas por um Magnetometro de Amostra Vibrante (MAV). Na Figura 10 mostra-se um
diagrama do MAV. Fazendo uma amostra vibrar a freqiiéncia f, uma voltagem alternada ¢

induzida nas bobinas de detec¢do. Esta voltagem ¢ dada por;

E =0GA2nf cos(2nft) (3.4)

onde 6 e 0 momento magnético da amostra, G ¢ fun¢do da geometria das bobinas de

deteccao, e A ¢ a amplitude de vibragdo.’

Porta Amostras

| Pick-up

| —— Amostra

Criostato

Magneto Supercondutor

Plataforma Antivibrante

Figura 10- Diagrama do Magnetometro de Amostra Vibrante (MAV).
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O funcionamento de um MAV baseia-se na medida do campo magnético e sua
resposta (magnetizagao), obtendo-se assim as curvas de magnetiza¢ao (MxH) ou de Indugao
(BxH). Para isto a amostra ¢ fixada na extremidade de uma haste rigida e o campo pode ser
aplicado tanto na dire¢do transversal como na longitudinal a dire¢cdo de vibracao.
Usualmente a simetria axial ¢ usada quando a fonte de campo magnético ¢ uma bobina
supercondutora. A outra extremidade da haste ¢ fixada & membrana de um alto-falante ou a
um motor com um sistema de polias ou engrenagens. O primeiro permite mais baixas
amplitudes e mais altas freqiiéncias (tipicamente, 1 mm e 80 Hz), no entanto ¢ menos

estavel quanta a amplitude de vibragao.

O MAYV possui uma sensibilidade de 10° emu. Vale a pena destacar dois detalhes:
um deles ¢ que a medida de magnetizacao feita com o deslocamento da amostra permite
eliminar outras contribui¢cdes que ndo as oriundas da amostra; o segundo ¢ que a medida ¢
realizada com o auxilio de detec¢@o sincrona com o uso de um amplificador lock-in, o que

proporciona um grande aumento de sensibilidade.

Nos magnetdmetros convencionais, 0s sistemas apresentam uma bobina de entrada
(pick-up) que ¢ conectada as bobinas de detec¢do (acopladas com a amostra), € uma bobina
de modulacdo, que permite incorporar as vantagens técnicas da realimentacdo (feedback) e

da deteccao sincrona (lock-in).

3.5 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise por MEV ocorre da seguinte maneira: um feixe de elétrons ¢ gerado
termoionicamente por um filamento de tungsténio sob alta voltagem (0,5 a 50 kV). Este ¢
colimado por uma lente condensadora e uma objetiva. A interagdo entre o feixe de elétrons
e a amostra fornece informagdes sobre a forma, composi¢ao, estrutura cristalina e estrutura
eletronica do material. Os sinais gerados pela interagao do feixe de elétrons com a amostra
sdo coletados, convertidos em sinais eletronicos e projetados numa tela de video. Para que
esse processo ocorra ¢ necessario que a amostra seja metdlica ou que receba uma fina
camada condutora de ouro, liga ouro-paladio, crédmio ou carbono em um processo de

deposicao por plasma. Através da MEV ¢ possivel obter informacdes da morfologia da
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superficie de materiais solidos e particulados, do tamanho de grao, distribuicao de fases e

tamanho de particulas.

Figura 11- Microscopio Eletronica de Varredura IPEN/USP.

3.6 - Distribuicdo de tamanho de Particula.

A distribuicao do tamanho das microesferas de PHEMA/YFeAl foi estudada através
da técnica de visdo computacional. Neste sentido, as micrografias obtidas no MEV foram
digitalizadas e representadas através de uma funcao discreta bidimensional f(x,y), onde x e

y sdo duas coordenadas espaciais.

O valor de f(x,y) no ponto (X,y) ¢ diretamente proporcional a intensidade luminosa
neste ponto. Para que este sinal possa ser manipulado através de um computador, ¢
necessario que o mesmo seja digitalizado no modo espacial e em amplitude, através de um

processo denominado amostragem e quantizacdo. A digitalizagdo em coordenadas espaciais
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¢ denominada amostragem, e a digitalizada em amplitude ¢ referenciada como quantizacao
em intensidade ou quantizagdo em niveis de cinza. Esta digitalizagdo resulta em imagens

nos niveis de cinza, possuindo intensidades que variam entre 0 e 255.

A imagem digital obtida ¢ representada através de uma matriz de n linhas por m
colonas (Equacdo 3.5), onde cada amostra ¢ também quantizada em intensidades. A
imagem digital f(x,y) possui entdo duas variaveis discretas x e y, onde X =0,1,2,3...n-l ey

=0,1,2,3....m-1. Cada elemento neste arranjo ¢ denominado elemento de imagem ou pixel.

As micrografias MEV das microesferas PHEMA/YFeAl foram capturadas utilizando
o software para sistemas de visdo computacional HLImage++ (Western Vision Software,
Salt Lake City, UT, USA), utilizando-se um arquivo contendo uma série de algoritmos
para o reconhecimento ¢ analise de imagens.” A Figura 12 ilustra o equipamento utilizado

neste trabalho para a aquisicdo de imagens.

Figura 12- Sistema para processamento de imagens utilizando um microcomputador

com software para analise de imagens.
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3.7-Caracteristicas Biocompativeis

3.7.1- Citotoxidade

O teste de citotoxidade representa a fase inicial do teste de biocompatibilidade de
um material com potencial para aplicagdes médicas, sendo utilizados como uma pré-
selecdo para detectar se o material em questdo ¢ conveniente para o implante além de

analisar seus possiveis efeitos nos niveis celulares.

Existem dois tipos de testes in vitro: métodos de contato direto e métodos de contato
indireto. No primeiro, as células sdo colocadas em contato com o material em teste, sendo
normalmente semeadas na forma de uma suspensao celular sobre o material. Ja4 os métodos
de contato indireto podem ser divididos em dois tipos: aqueles em que o material a ser
testado ¢ separado das células por uma barreira de difusdo e o segundo tipo no qual um
extrato do material a ser testado é colocado em contato com as células em condigdes in

Vvitro em suspensao.

Uma cultura de CHO em monocamada ¢ separada por tripsinizacao. A suspensao
celular ¢ centrifugada e o precipitado ressuspenso em meio RPMI 1640, contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB), apds lavagem com PBS estéril. Uma microplaca de cultura celular
de 96 pocos ¢é preparada a partir da adi¢do de diluigdes crescentes do extrato do biomaterial
(50 ul/pogo, 4 pocos/por diluicdo), em seguida, a placa ¢ equilibrada a 37° C numa
atmosfera imida de 5% de CO,, enquanto se efetua a tripsinizagdo das células para o
ensaio. Em seguida, pipeta-se 50 pl da suspensdo celular (~3000 células) nos pocos. O
volume total em cada pogo deve ser de 100 ul. Colunas controle de 4 pogos sdao preparadas
com o0 meio sem a colocacdao das células (branco) e meio, ao invés de extrato, com as
células (controle negativo=100%). Posteriormente, a microplaca ¢ incubada sob atmosfera
umida de CO,. Apds 72 h, 20 ul de uma mistura (20:1) de MTS a 0,2% e PMS a 0,09% em
PBS ¢ adicionada aos pocos teste e deixa-se incubando por 2 horas. A incorporagdo do
corante serd medida por meio de um leitor de microplacas a 490nm contra o branco. A
citotoxicidade (ICspy) € estimada pela curva de interpolagdo, como a concentragdo do

extrato do biomaterial resultante da inibicdo de 50% da incorporagdo do MTS,
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correlacionando o percentual médio de células vidveis em relagdo a concentracdo dos

extratos a partir do grafico.

Considerando a possivel agdo toxica dos oxidos de itrio, ferro e aluminio no
organismo humano, decorrente a utilizagdo destes materiais em tratamento de células
neoplasicas ¢ importante analisar a citotoxidade destes compostos, uma vez que ¢
necessario assegurar-se de que o material introduzido no tecido bioldgico possui

caracteristicas biocompativeis.

O ensaio da citotoxidade das ceramicas de YFeAl foi realizado em colaboracao com
o laboratorio de biologia molecular do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN/USP. As células utilizadas foram de ovario de hamster chinés, ATCC CHO k;
(American Type Culture Collection) usando um corante vital (MTS) de acordo com as

10-11
normas [SO.

Os extratos das amostra dos pds cerdmicos foram diluidas em série (50%,
25%,12,5% e 6,25) e em seguida seus extratos foram adicionados ao meio de cultura de
c¢lulas CHO. Estas células foram cultivadas em meio MEM-FCS, em frascos plésticos a 37
°C em atmosferas de CO, (5% v/v). Apods o crescimento celular, o meio de cultura foi
removido e lavado com solu¢do salina livre de célcio e magnésio (PBS-CMF, pH 7,4), e
tratado com solugao 0,25% (m/m) de tripsina para remog¢do das células do meio de cultura
das paredes do frasco. Apds o tratamento com tripsina, as células foram transferidas para
frasco plasticos onde foi centrifugada e lavada duas vezes com solu¢do PBS-CMF. As
células foram recolocadas em solu¢ado MEM-FCS sendo diluidas a uma concentracao de
1x10% células/mL. No momento do ensaio, um volume de 2,0 ml desta suspensdo celular
contendo 1x10* células/mL foi distribuida em placas de Petri e incubado por cerca de 5h
para que a adesdo celular. O meio de cultura foi removido e substituido por 5,0mL de
MEM-FCS fresco, nas placas de controle, e pelo extrato puro (100%) e sucessivamente
pelos extratos diluidos [(50%, 25%, 12,5% e 6,25%)v/v], nas placas de cultura com as
células aderidas. Todas as concentragdes foram testadas em triplicata. Apos a incubagao das

placas de cultura por sete dias a 37 °C em atmosfera de CO2 5%(v/v)."!

O meio de cultura foi removido das placas e fixado com solugao salina de formalina

(10% v/v de formaldeido). Em seguida as colonias identificados em cada uma das placas de
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cultura foram contados e comparados com o numero de colonias formadas na placa
controle com linhagem celular CHO. Solucao de fenol (0,02%m/m) e extratos de HDPE
(60g em 60mL de solucdo ROMJ) foram usados como controle negativo e positivo,

: 11
respectivamente.

3.7.2- Atividade Inflamatoéria (Hiperémica)

Diferentes materiais sintéticos organicos e seus hibridos organicos/inorganicos tém
sido utilizados como implantes na medicina."> Do ponto de vista da bioengenharia o
enxerto ideal seria aquele cuja topologia fosse consistente com o tecido biolodgico, deveria
ser facilmente obtido e moldado e de baixo custo. Do ponto de vista bioquimico o material
sintético “candidato” a biomaterial deveria causar o minimo de reagdo tecidual, nao

. . . ~ 13
induzindo ou causando a inflamacao.

Neste trabalho a atividade inflamatoria das microesferas PHEMA/YFeAl foi avaliada
medindo-se a atividade da fosfatase alcalina no exudato poés-implante, segundo
metodologia experimental descrita por Marchant e outros.!'*’ Foram utilizados 10 ratos
Wistar albinos, adultos, machos, sadios, com peso variando entre 250 e 300 gramas,
alojados no biotério de Técnica Cirurgica da Faculdade de Medicina do Hospital Puerta de
Hierro, Espanha. Os animais foram alocados em gaiolas apropriadas, maximo de cinco por

gaiola, e receberam ragdo propria para ratos e agua ad libitum.

Todos os animais do experimento foram submetidos ao mesmo protocolo
anestésico. A tranqiiilizacdo foi realizada com mistura de fentanil-droperidol (Inoval) na
dose de 0,3 cc/kg por via intramuscular e ap6s 10 minutos foi feita indugdo anestésica com
associacdo de tiletamina e zolazepam (Zoletil-50) na dose de 0,4 cc/kg de peso vivo. Na
manutencdo da anestesia foi empregado o agente inalatorio halotano. Cerca de 100 mg de
microesferas de PHEMA/YFeAl pré-esterilizadas permaneceram em solugdo tampao fosfato
(PBS, pH 7,4) a 37 °C por 4 horas antes do implante. As microesferas de PHEMA/YFeAl
foram implantadas subcutaneamente no nivel da panniculous carnosus. Ap6s a recuperacao
de sua atividade fisica, os ratos foram recolocados em suas gaiolas e ndo sofreram restri¢ao

alimentar.
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Amostras do exsudato (0,5 mL) foi periodicamente aspirado sob condi¢des estéreis
apropriadas e a atividade da fosfatase alcalina foi medida por espectrofotometria segundo
método descrito na literatura.'* Neste sentido, a fosfatase alcalina foi medida utilizando
como substrato o p-Nitrofenil fosfato 0,01 M em tampao de dietanolamina 1M a pH 10,25.
A intensidade da cor produzida, que é proporcional a atividade enzimatica, foi lida em 405
nm. Uma unidade de fosfatase alcalina foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de p-nitrofenol em 1 minuto a 37 °C e pH 10,25. Silicone grau médico foi
escolhido como material para o grupo controle por ser um dos materiais sintéticos mais

extensivamente empregado na medicina.

Considerando que a introdugdo de um corpo estranho no tecido bioldgico
comumente induz uma reagdo mediada predominantemente por macrofagos, o exsudato
também foi analisado quanto a presenca destas células fagociticas derivadas dos mondcitos
sanguineos. Para a contagem dos macrofagos foi adicionado 100 pL de uma solugdo
corante de cristal violeta a 900 pL de exsudato. O numero total de células por mililitro foi
contado em camara de Neubauer. A média dos quatro cantos da camara, multiplicada por
10*, forneceu o niimero total de células por mililitro de exudato. Realizou-se a contagem
diferencial de células, avaliando-se a porcentagem de macrofagos apds contagem de 400
células em microscopio Optico comum, em aumento de 400 vezes, utilizando-se as
coloragdes de Shorr e Giemsa. Nas laminas que apresentaram muitos aglomerados

celulares, a contagem diferencial foi feita, preferencialmente, na periferia.

Para andlise dos resultados relativos a hiperemia causada pelos dois materiais
(silicone e PHEMA/YFeAl), foi aplicado teste estatistico através de provas ndo paramétricas
(analise de variancia, seguida do teste de Friedman)."” O grau de significAncia estabelecido

foi de 5% (p < 0,05).
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3.8- Conclusoes

Dentre os trés elementos que compdem a moderna Ciéncia dos Materiais, a saber:
Composicdo e Estrutura, Sintese e Processamento, Propriedades e Desempenho, o tripé
Sintese, Estrutura e Propriedades ¢ o elemento basico para a produgdo de novas ceramicas
magnéticas. As propriedades magnéticas e biocompativeis sdo os fatores determinantes
para a aplicacdo das cerdmicas na técnica da hipertermia. Neste sentido, um conjunto de
experimentos foi programado neste trabalho a fim de tornar mais claras as inter-relagdes
entre composicao, estrutura, e propriedades (magnéticas e de biocompatibilidade).

As microesferas magnéticas de PHEMA/YFeAl contendo agentes quimioterapicos
(5-FU) foram obtidas pela polimerizacdo em suspensdo a baixa temperatura. No que se
refere as propriedades fisicas das microesferas obtidas, estas foram caracterizados quanto a
sua fase cristalina e distribuicdo do tamanho de particulas por difracao de raios X (DRX) e
microscopia eletronica de varredura (MEV), respectivamente. As propriedades magnéticas
das microesferas obtidas foram analisadas utilizando-se como ferramental analitico o
magnetometro de amostra vibrante. Desta técnica ¢ possivel se obter informacgdes
importantes das propriedades magnéticas das microesferas obtidas, destacando-se neste
trabalho a temperatura de transicao de Curie (T¢).

Neste trabalho, o ensaio da biocompatibilidade foi programado através de dois
ensaios, um em condicdes in vivo e outro em condicdes in vitro, a saber: o ensaio de
hiperemia e o de citotoxicidade, respectivamente.

Acreditamos que embora os conjuntos de experimentos apresentados neste trabalho
representem apenas um passo inicial na avaliagao do tripé Sintese-Estrutura-Propriedades
de biomateriais, estes parametros sdo de extrema significancia para a avaliacdo de materiais

sintéticos potencialmente candidatos a biomateriais.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sdo apresentados e discutidos em trés etapas. Na primeira parte sao
apresentados os resultados da sintese das cerdmicas ferromagnéticas tipo YFeAl e sua
caracterizacdo microestrutural. Numa segunda etapa ¢ estudado o efeito magnetocaldrico
das ceramicas sintetizadas e discutido sua conveniéncia para aplicagdo em hipertermia. Na
terceira parte sdo apresentados os resultados referentes a caracterizagdo quanto a

biocompatibilidade das microesferas de PHEMA/YFeAl.

4.1- Sintese das Ferritas e Caracterizacao

Para se obter uma cerdmica ferromagnética com propriedades compativeis com a
sua utiliza¢do € necessaria uma microestrutura com caracteristicas quimicas (composi¢ao e
homogeneidade) e fisicas (distribuicdo do tamanho e forma dos gridos e de poros)
adequadas. Neste sentido, diferentes rotas de preparagdo de Oxidos mistos tém sido
propostas, mas ainda ¢ necessario desenvolver métodos de preparagdo que sejam viaveis
economicamente e confiaveis. ™

O p6 ceramico obtido apresentou uma morfologia aproximadamente esférica, com
distribui¢do de tamanho de grdos aproximadamente homogénea, com a distribuicdo de

tamanhos de particulas de 10 a 40 um, conforme pode ser observado na Figura 13.
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Figure 13- Micrografia MEV das particulas magnéticas de YFeAl sintetizadas neste
trabalho a barra corresponde a 100 um (A) e o histograma correspondente a distribuicao do

tamanho de particulas (B).
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A composicao das ferritas exerce um papel importante na sua morfologia cristalina.
Neste sentido, o difratograma de RX visa a identificar as fases cristalinas presentes no
material cerdmico. A Figura 28 apresenta os difratogramas de RX (DRX) das ceramicas de
YFeAl sintetizadas neste trabalho. Pode ser observado que o DRX da amostra AFO 15
(Figura 14 (B)) apresentou a fase cristalina da ferrita tipo Al-Fe e tracos da fase cristalina
da hematita (a-Fe,O3). O DRX da amostra AFO 05 (Figura 14 (A)) apresentou apenas a
fase cristalina da ferrita de Al-Fe, devido provavelmente a baixa concentra¢do de o6xido de
ferro na ceramica.” As amostras de YAFO 10 (Figura 14-(C)) e YAFO 40 (Figura 14-(D))
apresentaram estruturas policristalinas amorfas. O pico caracteristico do Y,03; ¢
evidenciado na Figura 14 (C). Observa-se que os picos caracteristicos dos 0xidos de Fe,O;
e AlbO; bem como da fase cristalina de Al-Fe estdo presentes em todas as amostras de
ceramicas sintetizadas.

Os principais planos cristalinos correspondentes aos 6xidos de Fe,Os (224), Al,O3

(024) (116) e Al-Fe (311).2

024 (A)

224 246 (B)

134 444046
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046 246237
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Figura 14- Difratogramas de raios-X das ferritas magnéticas de AFO 05 (A), AFO 15 (B),
YAFO 10 (C) e YAFO 40 (D).
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4.2-Sintese das Microesferas Ferromagnéticas de PHEMA/YFeAl e Caracterizacao

Acredita-se que os metais talvez sejam os agentes toxicos mais conhecidos pelo
homem. H& aproximadamente 2.000 anos a.C., grandes quantidades de chumbo eram
obtidas de minérios, como subproduto da fusdo da prata e isso provavelmente tenha sido o
inicio da utiliza¢ao desse metal pelo homem.

Os metais pesados diferem de outros agentes toxicos porque ndo sao metabolizados
nem eliminados pelo homem. A atividade industrial diminui significativamente a
permanéncia desses metais nos minérios, bem como a produgdo de novos compostos, além
de alterar a distribuicao desses elementos no planeta.

Todas as formas de vida sdo afetadas pela presenca de metais, dependendo da dose e
da forma quimica. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de
organismos, desde as bactérias até mesmo o ser humano, mas eles sdo requeridos em baixas
concentragdes ¢ podem causar severos danos aos organismos bioldgicos quando presentes
nos tecidos em concentracdes elevadas.

Os efeitos toxicos dos metais sempre foram considerados como eventos de curto
prazo, agudos e evidentes, como anuria e diarréia sanguinolenta, decorrentes da ingestao de
ferro em elevadas concentragdes. Atualmente, ocorréncias a médio e longo prazo sdo
observadas, e as relacdes causa-efeito sdo pouco evidentes e quase sempre subclinicas.
Geralmente esses efeitos sao dificeis de serem distinguidos e perdem em especificidade,
pois podem ser provocados por outras substincias tdxicas ou por interagdes entre esses
agentes quimicos.

A manifestacdo dos efeitos toxicos inerentes a intoxicagdo por metais pesados esta
associada a dose e pode distribuir-se por todo o organismo, afetando varios Orgdos,
alterando os processos bioquimicos, organelas e membranas celulares. A experiéncia
clinica deixa evidente que pessoas idosas e criangas sejam mais susceptiveis a
contaminagio por metal pesado.’

A intoxicacdo por aluminio (Al) tem sido tem sido associada a constipagdo
intestinal, colicas abdominais, anorexia, nduseas, fadiga, alteracdes do metabolismo do
calcio (raquitismo) bem como altera¢des neuroldgicas com graves danos ao tecido cerebral.

Assim, inumeros estudos consideram que o aluminio tem um papel extremamente
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importante no agravamento do mal de Alzheimer (deméncia precoce). O excesso de
aluminio também interfere com a absorcao do selénio e do fosforo. Por outro lado,
compostos de itrio tém sido relatados como possuidores de significativo potencial

. A . 5
carcinogenico.

Com base no exposto, o processo de encapsulamento das particulas magnéticas
obtidas neste trabalho ¢ de fundamental importincia para a obtencdo de materiais
implantaveis com propriedades biocompativeis.

A pesquisa em materiais biocompativeis tem sido uma das mais produtivas da
ciéncia dos materiais. Como resultado, uma grande diversidade de novos materiais tendo
como base metais e ligas, ceramicas avancgadas, polimeros e compositos, tém sido
produzidos e testados com a finalidade ultima de ser utilizado em contato com os tecidos
bioldgicos.

Desde da descoberta, na década de 1960, por Wicheterle e Lim’, hidrogéis
poli(metacrilato de metila) (PHEMA) foram extensivamente usados como materiais para
ureteres, implantes cardiovasculares, substituicdes de cartilagens nasais, lentes de contato,
dispositivos para liberacdo de drogas e recuperacdo de tecidos. Também foram usados em
numerosas aplicagdes em odontologia como o enchimento do canal de raiz e na dentadura .
A gama extensiva de aplicacdo de hidrogéis de PHEMA ¢ devida a biocompatibilidade e a
facilidade com que podem ser modificados e revestir materiais especificos com ceramicas
ferromagnéticas. Neste caso o encapsulamento com PHEMA de microparticulas magnéticas
de YFeAl para o tratamento de hipertermia, torna o polimero promissor no revestimento.

A importancia dos hidrogéis como biomateriais se deve a semelhanca de suas
propriedades fisicas com os tecidos vivos, tais como elevado conteido de agua,
consisténcia macia e eldstica e baixa tensdo interfacial.

Neste trabalho as particulas das ceramicas ferromagnéticas de YFeAl foram
encapsuladas pelo polimero PHEMA de forma a se obter um revestimento biocompativel.
A Figura 16 mostra a estrutura interna de uma microesfera de PHEMA. Observa-se a
formagdo de uma estrutura tipo esfera oca (“core shell”) que permite a acomodagdo das
particulas magnéticas.

Para aplicagdo no tratamento por hipertermia, as microesferas magnéticas devem

possuir uma distribui¢do de tamanhos relativamente homogéneos, uma vez que as veias (ou
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artérias) presentes no figado sdo da ordem de milimetros de didmetros e chega nos capilares
sanguineos de 4 a 16 um. A Figura 15 ilustra um tumor de figado onde se ressaltam o
tamanho das veias/artérias e o esquema de introducdo das microesferas no figado para o
tratamento por hipertermia.

Um dos fatores mais importantes na obtencdo de nanoparticulas para tratamento de
hipertermia magnética ¢ a distribui¢do dos tamanhos das particulas. A sintese de
microesferas ferromagnéticas neste trabalho tem levado a uma distribuicdo de tamanhos de
particulas relativamente homogénea. A distribuicdo homogénea quanto ao tamanho das
particulas favorece o processo de conversao da energia magnética em calor uma vez que 0s

tamanhos das microesferas proporcionam uma distribui¢do da temperatura dentro do tumor.
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Figura 15- Ilustragcdo do tumor de figado, ressaltando o tamanho de veias e artérias bem

como a distribuicao dos capilares sanguineos de 4 a 16 um de didmetros (A) e (B).
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Figura 16- Estrutura interna microesferas ocas de PHEMA a barra indica 30 pum (A) e sua

superficie da microesferas de PHEMA (B).
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4.3- Avaliacao da Morfologia e Distribui¢do de Tamanho de Particulas (SEM)

No sistema de polimerizacdo em suspensdo utilizado neste trabalho contendo
iniciadores TEMED e PSA sdo dispersos numa fase aquosa onde todos sdo soluveis. A
dispersao foi mantida pela combinagdo de forte agitagdo mecanica e pela adicdo de agentes
de suspensdo ou estabilizantes (gelatina). Enquanto a suspensdo ¢ mantida, as gotas de
HMA sao convertidas de um estado liquido de alta mobilidade, passando por um estado
altamente viscoso (conversdao entre 20 e 60%), para particulas sdlidas de polimero
(conversdo > 70%). Os estabilizantes previnem a coalescéncia das gotas, inicialmente, e
depois estabilizam as particulas de polimero quando o efeito gel se torna pronunciado.

Virios estudos tém sido desenvolvidos para a avaliacdo dos principais fatores que
afetam o didmetro das microesferas obtidas a partir da polimerizagdo em suspensdo.
Através da literatura, observa-se que as microesferas, mesmo preparadas através de
diferentes métodos, apresentam diametros médios entre 100 e 300 um, no entanto,
particulas com didmetros em torno de 60 a 70 um ou mesmo inferiores a 50 pum podem ser
obtidas. A composi¢do qualitativa, quantitativa e o método de preparacdo das microesferas
obtidas a partir da polimerizagdo em suspensdo sdo fatores determinantes do didmetro
médio e da polidispersao das particulas.

A modelagem das microesferas (distribuicdo de tamanho) obtidas a partir da
polimerizacdo em suspensao ndo possui, ainda, uma teoria definitiva que permita definir
estratégias de controle da curva de distribui¢do, em parte devido a ndo haver consenso
sobre os mecanismos de coalescéncia de particulas envolvidos no processo de
polimerizacdo. Sabe-se, entretanto que o tamanho da microesfera depende do tipo de
mondmeros, concentragdo de estabilizante, condi¢des de agitacdo e geometria do reator.””
Entretanto, outros fatores como a deposi¢do de polimero pré-formado pode conduzir a
diminui¢do de tamanho de particula em relacdo a suspensdo, devido provavelmente a
redugdo da energia livre interfacial do sistema, no primeiro caso, ou mediante um efeito

estabilizador do polimero ao redor das goticulas, no segundo.

A Figura-17 ilustram as micrografias MEV das microesferas de PHEMA/YFeAl

obtidas neste trabalho.
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(B)
Figura 17- Micrografia de MEV das microesferas magnéticas da amostra de YAFO 20

20 pm (A) e 100 um (B).
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A Figura 18 ilustra a distribui¢do do tamanho das microesferas de PHEMA/YFeAl
obtidas neste trabalho, determinada a partir da analise de imagem das micrografias obtidas
no microscopio eletronico de varredura (MEV). O tamanho médio das microesferas obtidas
neste trabalho situa-se entre 30 e 50 um. Sendo o diametro médio dos capilares sanguineos
do figado entre 4 a 16 um. Este didmetro das microesferas ndo impede o fluxo sanguineo

para células do figado.
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Figura 18-Distribui¢do de tamanho das microesferas PHEMA/YFeAl obtidas a partir da

analise de imagem das micrografias MEV.
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4.4- Caracterizacdo Magnética

As caracteristicas ferromagnéticas das ceramicas YFeAl obtidas neste trabalho
foram estudadas através da medida da histerese ferromagnética. Através das curvas BxH
de histerese ¢ possivel o calculo da energia magnética estocada no material devido aos
momentos magnéticos das particulas.

A Figura 19 mostram as curvas de histerese obtidas em magnetometro de amostra
vibrante como discutido anteriormente. Observa-se uma variagdo significativa da histerese

magnética em fun¢do da concentragdo de ferro nas amostras.
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Figura 19- Histerese Magnética das Amostras (A) AFO 05, (B) AFO 10, (C) YAFO 15 e
(D) YAFO 25.

Considerando-se a 4rea sob as curvas englobadas no ciclos das histereses
magnéticas apresentadas na Figura 19, calculou-se a energia magnética presente nas
ceramicas ferromagnéticas quando estas eram submetidas a um campo magnético. A Figura
20 mostra a energia de magnetizagdo em fun¢do da concentracdo de ferro. Observa-se uma

forte dependéncia da energia magnética estocada em funcdo da concentragdo de Ferro (mol

%).
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Figura 20- Energia Magnética (J .m’) versos concentragdo de Ferro (mol%).

O tratamento por hipertermia exige uma elevacao na temperatura do sistema quando
este ¢ submetido a um campo magnético. A Figura 21 mostra a evolugdo da temperatura
quando as microesferas PHEMA/YFeAl sao submetidas a um campo magnético oscilante.
Observa-se que a temperatura ideal para o tratamento por hipertermia ¢ atingida quando a

estequiometria da reacdo na equagao (3.2) ¢ igual a 1,7 (x=1,70).
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Figura 21- Temperatura (° C) versus a variacao de X da equagdo estequiométrica (3.2).
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4.5- Avaliacdo da Biocompatibilidade

4.5.1- Ensaio da citotoxicidade

Ensaios de toxicidade celular sempre foram entre os métodos de bioensaios, os
primeiros a serem realizados para predizer a toxicidade de substancias a varios tecidos. A
sua principal vantagem em relacdo aos ensaios tradicionais de toxicidade in vivo em
camundongos, ¢ que se espera uma resposta mais simples, sensivel, econdmica e
homogénea.

O ensaio fundamenta-se no procedimento originalmente desenvolvido por
Borefreund e Puerner (1984) para a triagem de agentes citotoxicos, em geral, sobre uma
monocamada de células. O método ¢ baseado na avaliacdo quantitativa de células viaveis,
apoOs a exposicdo ao agente toxico, pela incubagdo com o corante supravital do composto
tetrazolio MTS e um agente acoplador de elétrons PMS. O MTS ¢ biorreduzido pelas
células a um produto formazan que ¢ soluvel no meio de cultura e entdo efetuada uma
analise colorimétrica da colorag¢do incorporada, de acordo com Barltrop e col. (1991). A
quantidade de MTS, o marcador da viabilidade celular, incorporada pela populacdo de
células, é diretamente proporcional ao nimero de células vidveis na cultura. A amostra
testada que induz a toxicidade celular ¢ medida em um intervalo de concentra¢des do
extrato do biomaterial, e a concentracdo que produzir uma reducdo de 50% na absorc¢ao de
MTS ¢ tomado como o pardmetro de citotoxicidade.

O ensaio de citotoxicidade de biomateriais ¢ efetuado conforme a ISO
10.993-part 5. A linhagem celular recomendada ¢ que seja uma linhagem celular
estabelecida de mamiferos obtida de um repositdrio reconhecido como o American Type
Culture Collection (ATCC). E utilizado no ensaio uma cultura de células de ovario de
hamster chinés (ATCC CHO K1).

O ensaio de citotoxidade representa a fase inicial de teste de biocompatibilidade de
um material com potencial para aplicacdes médicas, sendo utilizados em uma primeira
analise para detectar se o material apresenta caracteristicas de biomaterial quanto a sua

interagdo com tecido bioldgico.
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As microesferas de PHEMA/YFeAl foram avaliada quanto a sua citotoxidade
através de sua interacao com células de ovario de Hamster chinés em condig¢des in vitro.

Na Figura 22, sdo apresentadas as curvas de viabilidade celular das microesferas
magnéticas. Todas as amostras apresentaram comportamento semelhante ao controle
negativo, ndo toxico, com ICsyy, maior que 50%. Somente as microesferas magnéticas
YAFO 10 apresentaram uma ligeira toxicidade. Portanto, as microesferas magnéticas
sintetizadas neste trabalho apresentaram resultados semelhantes, como materiais nao

tOX1Cos.
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Figura- 22 Curva de citotoxicidade das amostras ceramicas ferromagnéticas.
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4.5.2- Atividade Hiperémica

A resposta inflamatéria a um implante sintético ¢ controlada pela producdo e
difusdo de mensageiros quimicos derivados dos tecidos danificados e do exsudato
inflamatorio agudo. Os macrofagos estdo entre as principais células efetoras da inflamagao
cronica, exercendo varios papéis. Uma vez ativados, os macréfagos exercem um papel
fagocitico e secretor fundamental na defesa contra o agente agressor e sao importantes na
imunidade mediada por células. E fato conhecido da literatura que os macrofagos secretam
os mediadores da inflamagdo aguda (particularmente o fator de ativagcdo das plaquetas e
metabolitos do 4cido araquiddonico), proteases e enzimas hidroliticas (que causam
dissolucdo do material extracelular), citocinas (que estimulam a proliferagcdo dos
fibroblastos e sintese do colageno) e os fatores de crescimento.'!

A Figura 23 ilustra a variacdo da concentracdo de macroéfagos no exsudato com o
tempo de implante. Ap6s duas semanas do implante a populagdo de macroéfagos diminuiu
significativamente, indicando imunossupressao do processo inflamatorio.

E fato bem conhecido da literatura que uma série de enzimas contidas nos leucocitos
e macrofagos sdo liberadas no processo da inflamagao, o que se traduz num aumento de sua
atividade no local da reagdo inflamatéria, enquanto que na zona de regeneracdo sua
atividade ¢ diminuida. A fosfatase alcalina ¢ uma enzima presente nos leucdcitos e
macrofagos e por isso sua quantificacdo ¢ de particular interesse para o estudo da relacao
entre o processo inflamatorio e a biocompatibilidade dos materiais sintéticos.'

O processo inflamatorio pds-implante das microesferas de PHEMA/YFeAl foi
avaliado levando-se em conta a atividade da enzima fosfatase alcalina relativamente ao
controle (silicone de grau médico). Os resultados apresentados na Figura 24 sugerem que a
biocompatibilidade do sistema PHEMA/YFeAl é similar a do silicone grau médico, uma vez
que a atividade da enzima fosfatase alcalina diminui significativamente em ambos os

sistemas com relagdo ao tempo pos-implante.
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Figura 23- Variagdo na concentracdo de macrofagos no exsudato com o tempo de

implantacdo das microesferas de PHEMA/YFeAl (A) e Silicone de grau médico (B).
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Figura 24- Atividade extracelular da fosfatase alcalina no exsudato de microesferas de

YFeAl (A) e Silicone de grau médico (B) em funcdo do tempo de implante.
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4.6- Conclusodes

O p6 ceramico obtido apresentou uma morfologia aproximadamente esférica,
distribuicdo de tamanhos de particulas de 60 a 70 um.

No difratograma de raios-X apresentou a fase cristalina ferrita Al-Fe e tragos da fase
secundarios hematita (a-Fe,O3).

As particulas das ceramicas ferromagnéticas de YFeAl foram encapsuladas pelo
polimero PHEMA e agente quimioterapico o 5-Fluorouracil (5-FU), apresentando
revestimento biocompativel. A analise de citotoxicidade apresentou apenas citotoxico a
amostra YAFO 10.

Observo-se que a temperatura ideal para o tratamento por hipertermia ¢ atingida
quando a estequiométria da reagdo na equacao (3.2) ¢ proximo a 1,7 (x=1,70).

O resultado apresentado na atividade hiperémica indicou imunossupressdo do
processo inflamatorio ap6s duas semanas do implante a populacdo de macrofagos
diminuindo significativamente e a biocompatibilidade do sistema PHEMA/YFeAl é similar
a do silicone grau médico uma vez que a atividade da enzima fosfatase alcalina diminui

significativamente em ambos os sistemas com relagdo ao tempo pos-implante.
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5- ESTUDO DA LIBERACAO DO FARMACO 5-FU DAS
MICROESFERAS DE PHEMA/YFeAl

As principais formas de tratamento do cancer em qualquer idade sdo a cirurgia, a
radioterapia, hipertermia e a quimioterapia. Outras modalidades chamadas adjuvantes
podem ser utilizadas, como o transplante de medula 6ssea, a imunoterapia ¢ os fatores de
crescimento de colonias de granulocitos.

Como ja discutido anteriormente, a hipertermia ¢ uma técnica complementar as
outras técnicas utilizadas no combate ao cancer, podendo ser utilizada antes ou depois da
cirurgia, com o objetivo de reduzir o volume tumoral e, conseqiientemente, oferecer
melhores condigdes de ressecgao.

A escolha de um quimioterapico ideal para o tratamento do cancer ¢ um verdadeiro
dilema para o oncologista, pois apesar do grande nimero de quimioterapicos existentes no
mercado, sua toxicidade contra células normais é a causa de inumeros efeitos colaterais a
saber: nduseas, vomitos, mielodepressdo, anorexia, estomatite, diarréia, vomitos, gastrite,
esofagite, fotossensibilidade, hiperpigmenta¢do cutanea, neurotoxicidade entre outros. Tais
efeitos colaterais agravam-se no tratamento de pessoas idosas e debilitadas, naturalmente
mais sensiveis ao farmaco.

O 5-Fluorouracil (5-FU) ¢ um antimetabolito que bloqueia a sintese de DNA e RNA
e a traducdo de proteinas. Difunde-se bem em todos os tecidos e fluidos extracelulares,
incluindo ascite, tumores, medula 6ssea, figado, mucoso intestinal e liquor. E metabolizado
pelo figado. O 5-FU ¢ um anélogo da uracila com um atomo de flior na posi¢ao C-5, como

¢ mostrado na Figura 25.
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Esquema 25- Estrutura quimica do 5-FU.

No meio intracelular o 5-FU, é convertido em varios metabolitos: fluorodioxuridina
monofosfato (FAUMP), fluorodioxuridina trifosfato (FAUTP) e fluorouridina trifosfato
(FUTP). Esses sao metabolitos ativos que interferem na sintese de RNA e na acdo da
enzima timidina sintetase (TS). A TS catalisa a metilagdo da deoxiuridina monofosfato
(dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) com a utilizagdo de um folato como
doador metil. Esta reagao fornece timidilato que € necessaria para a replicagdo e o reparo do
DNA. O FdUMP interage com a TS formando um complexo estdvel que bloqueia o
substrato dUMP e inibe a sintese de dTMP. A deplecdo da dTMP resulta em deplegdo da
deoxitimidina trifosfato (dTTP) que leva a alteragdes em outros deoxinucleotideos. As
alteragdes nos deoxinucleotideos interrompem a sintese e o reparo do DNA, causando dano
letal. Além disso, a inibicdo de TS resulta em acimulo do dUMP, com aumento da
deoxiuridina trifosfato. O dUTP e o FAUTP (metabolito do 5-FU) podem ser incorporados
erroneamente ao DNA, o que impede o reparo da uracila através da excisdao de nucleotideo.
Essas alteracdes levam a morte celular.’

Embora o 5-FU seja um dos quimioterdpicos mais comumente utilizados, seus
efeitos colaterais hematoldgicos, gastrintestinais, cutdneos, neurologicos e sua
nefrotoxicidade limitam sua utiliza¢io no combate ao cancer. >

O controle da liberagdo de farmacos em sitios de acdo especificos, através da

utilizacdo de vetores, capazes de permitir a otimizacdo da velocidade de liberacao e do
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regime de dosagem de principios bioativos tem sido uma area de intensa pesquisa. Neste
sentido, a sintese de microesferas constituidas por uma membrana polimérica capaz de
alojar em seu interior o farmaco (Figura 26) tem atraido maior aten¢do da area médica e
farmacéutica devido as suas potencialidades terapéuticas aliadas a maior estabilidade nos
fluidos biologicos e uma redugao significativa na toxicidade do farmaco devido ao processo
de latenciacdo. A Figura 26 ilustra os principais sistemas vetores obtidos a partir de

microesferas de polimeros amplamente utilizados na latenciagdo de farmacos.””

Fareds hairiz
polimérica polimérica
Nucleo
oco

Farmaco

Figura 26- Representagao esquematica de microcapsulas poliméricas: Farmaco dissolvido
no interior de microesferas ocas (a), nas paredes de microesferas ocas (b), retido em uma

microesfera (c), dispersos molecularmente em microesferas (d).

Neste trabalho, 5-FU foi incorporado as microesferas PHEMA/YFeAl para redugdo
da toxicidade do agente antimetabolito € a0 mesmo tempo permitir sua utilizagao junto com
o tratamento do tumor por hipertemia. Microesferas de PHEMA/YFeAl contendo 5-FU
foram preparadas ap6s dispersdo de 30 mg da droga no meio reacional da polimeriza¢do em
suspensdo. O conteitdo de 5-FU nas microesferas foi determinado utilizando a
espectroscopia UV (Cary 50) € Apnax=266 nm. Uma curva de calibragdo de 5-FU foi
utilizada como referéncia (C = 16.724 + 0.0416 ¢ * = 0.9998). A eficiéncia do
encapsulamento (razdo entre o peso da droga encapsulada e o peso da droga adicionada ao
processo) atingida neste trabalho foi de 85%.

A liberag¢ao de 5-FU das microesferas de PHEMA/YFeAl foi estudada em solugdo
tampao fosfato (PBS) em pH 7,4 a 37 °C. Neste caso, cerca de 1,0 g de microesferas foram

dispersas em 1000 mL de tampdo PBS a 37 °C e mantidas sob agita¢do constante (60 rpm).
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Aliquotas de 2 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo e a quantidade de 5-
FU liberada foi determinada com o auxilio da curva de calibracido. O volume
correspondente a aliquota retirada foi reposto por solugdo tampdo para que o sistema
permanecesse em equilibrio.

A Figura 27 mostra a liberagao do farmaco 5-FU em funcao do tempo. Observa-se
que a liberagdo do farmaco atinge uma saturagdo quanto ao processo de dosificagao do
farmaco ap6s um periodo de 60 horas. A liberacdo do 5-FU das microesferas de
PHEMA/YFeAl ¢ dominada por sua difusdo através da matriz polimérica dada sua
solubilidade no fluido fisiolégico podendo-se considerar do ponto de vista cinético o
fendmeno limitante do processo de liberagao do farmaco. Durante o intervalo de tempo de
10 a 48 dias a variagdo da concentra¢do do farmaco no meio fisioldgico se ajusta com boa
aproximacao a uma reta (coeficiente de ajuste, R=0,98787), o que sugere uma concentracao
do farmaco praticamente constante neste intervalo de tempo.

Analisando-se a liberagdo do farmaco da matriz polimérica em funcdo de t'* (Figura
28), pode ser inferido que a cinética de liberagao de 5-FU da matriz polimérica segue uma
cinética onde a velocidade de liberagdo é proporcional a t'"2. Estes dados estdo em boa
concordancia com outros sistemas latenciados para a liberacdo de 5-FU existentes na

literatura.®”’
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Figura 27- Liberag¢do do 5-FU em tampéo PBS a 37 °C de PHEMA/YFeAl microesferas (0,1

mg/g microesferas).
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Figura 28- Dependéncia da liberagao do 5-FU de t'2. Solucdo tampao PBS a 37 °C e razdo

5-FU/PHEMA-YFeAl microesferas: 0,1 mg/g microesferas .
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5.1- Conclusoes

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmaco tem sido alvo
de pesquisas ha pelo menos quatro décadas. Desde que foi sugerida sua aplicagdo na
industria farmacéutica, muitos resultados foram obtidos, especialmente na manipulacio
molecular de carreadores e no estudo de suas interacdes com as drogas encapsuladas.

Neste trabalho, utilizamos como sistema carreador microesferas magnéticas de
PHEMA/YFeAl. O farmaco utilizado foi o 5-FU, amplamente utilizado como
quimioterapico na area médica. A liberagdo da droga (5-FU) atingiu uma saturagdo quanto
ao processo de liberacdo do farmaco ap6és um periodo de 60 horas. O mecanismo
dominante no processo de liberagdo do farmaco ¢ o da difusdo através de microporos
existentes na parede das microesferas de PHEMA/YFeAl. Os dados cinéticos de liberagdo
do farmaco sugerem uma cinética onde a velocidade de liberagdo é proporcional a t'%.

O carreador utilizado neste trabalho tem a vantagem de contornar propriedades
fisico-quimicas limitantes (como a solubilidade aquosa ou em membranas) da droga
encapsulada, melhorando assim sua farmacodindmica (potencializacdo do efeito
terapéutico), farmacocinética (controle da absor¢do e distribuicdo tecidual) e seus efeitos
toxicologicos (redugdo da toxicidade local e sistémica) da mesma. O objetivo do sistema de
liberagao controlada de farmaco desenvolvido neste trabalho é o de manter a concentragao
do farmaco na faixa de acdo terapéutica eficaz clinicamente, porém abaixo da dosagem
toxica por um tempo prolongado; utilizando-se de uma unica dosagem.

O avango alcangado neste trabalho pode vir a expandir de modo significativo, as
op¢Oes na farmacoterapia do cancer utilizando como ferramental complementar a
hipertermia. Vale lembrar que para pacientes com cancer a farmacoterapia € a principal ou
sendo a unica saida para manter a liberagao sob controle. Inclusive, a combinagdo de outros
quimioterapicos podera ser sugerida a partir deste estudo para o tratamento vetorizado do
cancer em pacientes que ndo respondem ao tratamento convencional. Porém, pesquisas
ainda sdo necessarias para a determinagdo dos limites da biocompatibilidade associados ao

sistema aqui desenvolvido de forma a garantir de forma segura sua aplicacao clinica.



99

5.2- Referencias Bibliograficas

[1] GMEINER W.H. , Novel Chemical Strategies for Thymidylate Synthase Inhibition,
Current Medicinal Chemistry, /2: 191-202, 2005.

[2] BONASSA E.M.A., Enfermagem em quimioterapia. SP, Atheneu, 1998. pp. 199-200.

[3] SEATON TL. ACNE. In: LEE-YOUNG L, KODA-KIMBLE MA (Eds) Applied
therapeutics. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, USA (2001) p. 3

[4] GIANDALIA G,; DE CARO V.; CORDONE L.; Giannola LI. , Trehalose-
hydroxyethylcellulose microspheres containing vancomycin for topical drug delivery. Eur.

J. Pharm. Biopharm. 83-9, 2001.

[5] SIVAKUMAR M.; PANDURANGA B.; RAO K., Preparation, characterization and in
vitro release of Gentamycin from corralline hydroxy apatite-gelatin composite

microspheres. Biomaterials 3175-3181, 2002.

[6] DE JALON E.G.; BLANO-PRIETO M.J.; YGARTUA P.; SANTOYO S., PLGA
microparticles: possible vehicles for topical drug delivery. Int. J. Pharm. 181-184, 2001.

[7] BARRY B.W.,Novel mechanisms and devices to enable successful transdermal drug
delivery. Eur. J. Pharm. Sci. 101-114, 2001.

[8§] DENKBAS E.B.; SEYYAL M.; PISKINS E., 5-Fluorouracil loaded chitosan
microspheres for chemoembolization. J Microencapsul. 16(6):741-749, 1999.

[9] SATO T.; KANKE M.; SCHROEDER H.G.; DELUCA P.P., Porous biodegradable
microspheres for controlled drug delivery. 1. Assessment of processing conditions and

solvent removal techniques. Pharm Res. 5(1):21-30, 1988.



100

[10] ROSSLER B.; KREUTER J.; SCHERER D., Collagen microparticles: Preparation
and properties. J. Microencapsul. 49-57, 1995.

[11] CRANK J., The mathematics of diffusion, Oxford University Press, 1975.

[12] BENOIT P., Preparation and characterization of 5-fluorouracil-loaded microparticles

as biodegradable anticancer drug carriers. J Pharm Phar-macol. 47:108-114, 1995.

[13] TOMLINSON E., Passive and active vectoring with microparticles: local-isation and
drug release. J Control Release. 2:385-391, 1985.



101

6 — CONCLUSOES GERAIS

Nossos resultados mostram um horizonte promissor para a utilizacdo de
microesferas de PHEM/YFeAl contendo o quimioterapico 5-FU em hipertermia. Os
resultados deste trabalho indicam que as microesferas podem ser sintetizadas através da
polimerizacdo em suspensdo onde o nucleo da microesfera ¢ preenchido com a cerdmica
magnética e o agente quimioterapico (5-FU).

Em nosso trabalho, os estudos da estequiometria da ceramica magnética do tipo
YiFesAlL.O;; sugerem que a composi¢ao adequada (x) para atingir-se a temperatura ideal
para o tratamento por hipertermia parece ser igual a 1,70 (x=1,70). Entretanto, ndo
conhecemos 0 mecanismo exato pelo qual a temperatura de transi¢do de Curie (T¢) ¢
atingida nesta composicao. Aliada aos resultados deste trabalho, a modelagem molecular do
sistema Y3;FesAl,O;, ¢ objeto de interessante pesquisa.

Como salientamos neste trabalho, poderdo ser explorados nossos resultados para se
obter microesferas magnéticas transportadoras de drogas para ambiciosas aplicagdes como,
por exemplo, o tratamento do cancer de figado. Entretanto, os resultados com relagdo a
biocompatibilidade dos sistemas aqui sintetizados referem-se apenas aos ensaios
fundamentais da experimentacao in vitro e in vivo.a saber; citotoxicidade e hiperemia.

Podemos apontar como a principal dificuldade deste trabalho a obtengdo de esferas
com distribui¢ao de tamanhos idealmente monodispersas ndo somente na escala micro mas
também nanométrica. Entretanto, outros métodos de polimerizacdo podem ser projetados
para a obtengdo de sistemas em escala nanométrica e cuja aplicacdo na medicina podera
atingir os horizontes sonhados.

Avaliando os ensaios in vivo e in vitro observamos que os resultados sao
satisfatorios e concordantes. O encapsulamento promove uma propriedade de
biocompatibilidade significativa quanto ao processo de toxicidade tecidual apos implante
em animais. Embora os ensaios in vivo e in vitro tenham um significado importante para
este trabalho, reconhecemos que uma experimentacdo animal de maior porte deve ser
projetada onde um volume maior de dados estatisticos relativos a um conjunto de

propriedades relativas a biocompatibilidade possa ser analisado com o rigor da estatistica.
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Os estudos da cinética de liberacdo do 5-FU indicam que a utilizagdo do sistema
PHEMA/YFeAl na area médica podera garantir um tratamento de tumores localizados e
com significativa redu¢do da toxicidade do quimioterapico.

Acreditamos que nossa pesquisa trard uma contribuicao significativa na obtengao de
novos materiais para aplicacdo na hipertermia. Trabalhos futuros nesta area dirdo da
flexibilidade do método de aplicacdo em outros diferentes tipos de nanoesferas, por
exemplo: biovidros. O que fizemos até agora representa apenas um primeiro passo nesta

direcao.
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/- PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicagdo de microesferas PHEMA/YFeAl contendo o quimioterapico 5-FU
representa uma vertente interessante quanto ao desenvolvimento de novos biomateriais em
nosso pais. Neste sentido, a quimica nanoscopica tem demonstrado ser uma ferramenta
poderosa no desenvolvimento de materiais em escala nanométrica.

Aliado a bioquimica e engenharia de materiais, particulas magnéticas de baixa
toxicidade para o tecido bioldgico e ao mesmo tempo transportadoras de farmacos sdo
oferecidas a medicina oncologica. Entretanto, a o elevado custo técnica de obtencdo de
microesferas biocompatives e do farmaco empregado excluem a populagao de baixa renda
em nosso pais sdo dois desafios que devem ser vencidos.

Espera-se que esta dissertacdo fornega as ferramentas iniciais para o
desenvolvimento de sistemas simples e extremamente versateis quanto ao seu tipo de
aplicacdao na area da oncologia. O escopo do presente trabalho e obviamente, também o
bindmio tempo/instrumentagao nos privaram de respostas a um conjunto de perguntas que
surgiram apos as respectivas analises dos resultados obtidos e que apresentamos aqui como

as perspectivas ou sugestoes para trabalhos futuros:

1 Estudar a hemocompatibilidade das microesferas obtidas quanto ao mecanismo de
transporte de proteinas globulares e ndo globulares para uma melhor compreensao

da interacdo entre o sistema sintético e o fluido fisiologico.

2 Medir a distribuicao de cavidades nas micro- ¢ nanoesferas sintetizadas em funcao
da técnica de polimerizacdo buscando, desta maneira, avaliar a efetiva area
superficial dos sistemas obtidos.

3 Incorporar outros quimioterapicos e avaliar sua performance por técnicas in vivo e

in vitro.

4 Estudar a influéncia de campos magnéticos oscilantes nos poros presentes nas

paredes das micro- nanoesferas obtidas.
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5 Utilizar de outros métodos de polimerizagdo de forma a otimizar a distribuicdo do

tamanho de particulas.

6 Analisar a influéncia das fases cristalinas na temperatura de transi¢do de Curie

Otima para a hipertermia.

Cada sugestdao futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas
altamente especificas e, cujas respostas contribuirdo significativamente para o dominio da
tecnologia de sintese de micro- nanoesferas magnéticas transportadoras de quimioterapicos.
Acreditamos que as perguntas merecem respostas ndo somente para a satisfacao intelectual,
mas procurando também contribuir para que nossas universidades depositem seu olhar
sobre aqueles que sdo nossa mais forte e pura motivacdo de existéncia cientifica: os

excluidos de nossa sociedade.



