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RESUMO

A nanotecnologia tem desempenhado um importante papel na sociedade, no que tange a
criagdo de nanoparticulas com propriedades multifuncionais voltadas para as diversas
aplicacdes biomeédicas, tais como as nanoparticulas magnéticas. Estas permitem novas
oportunidades como agentes de contraste para imagem em ressonancia magnetica,
liberagdo especifica de farmacos através de campo magnético e tratamento de tumores
via hipertermia, tematica dessa pesquisa. Nesse contexto, as nanoparticulas (NPs) mais
empregadas sdao a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe,O3) devido a sua baixa
citotoxicidade, alta biocompatibilidade com o organismo e propriedades magnéticas
requeridas para a hipertermia magnética. Nesta tese foram sintetizadas NPs através do
método de co-precipitacio com revestimento de Polietilenoglicol. Variou-se a
temperatura do meio reacional e a quantidade de revestimento empregado. Visando um
maior controle e estabilidade das NPs em solucdo, foram adicionadas quantidades
variaveis de agar no meio reacional. As técnicas de DRX, NTA, TGA, Refinamento
Rietveld, MET, FTIR, Espectroscopia Mossbauer, Potencial Zeta, Curvas ZFC/FC,
Histeresimetro e Indutor Magnético foram utilizadas para caracterizar as amostras
sintetizadas e avaliar sua viabilidade para aplicacdo na técnica de hipertermia
magnética. As NPs sintetizadas apresentaram didmetros médios na faixa entre 12 e 13
nm para sinteses realizadas a temperatura ambiente e entre 16 e 18 nm para sinteses
realizadas a 80 °C. Observou-se que a presenca do agar durante a sintese ndo
comprometeu a estrutura cristalina das NPs. A presenca de oxigénio no meio reacional
possibilitou a formagdo da fase maghemita (y-Fe3O,) pura com propriedades adequadas
para hipertermia. As NPs apresentaram boa estabilidade em suspenséo coloidal, valores
satisfatorios de magnetizacdo de saturacdo (Ms) e SAR. Visando demonstrar sua
aplicabilidade em um tratamento individualizado e personalizado, o0 modelo MPHMTP
(Multi Phase Heat and Mass Transter Program) foi aplicado a uma condicdo de
tratamento hipotético, ap6s sua calibragdo com os resultados do ensaio de inducgéo
magnética. Os resultados do modelo indicam que os efeitos de dosagem e perfusdo

sanguinea podem ser previstos de forma precisa pelo modelo.

Palavras-Chaves: nanoparticulas de oxido de ferro, hipertermia magnética, simulacao
computacional.



ABSTRACT

Nanotechnology has played an important role in society, as regards the creation of
nanoparticles with multifunctional properties used for various biomedical applications,
such as magnetic nanoparticles. These allow new opportunities as contrast agents for
magnetic resonance image, specific drug delivery through the magnetic field and via the
hyperthermia treatment of tumors subject of this research. In this context, the most used
nanoparticle is magnetite (FesO4) and maghimite (y-Fe,O3) due to its low cytotoxicity,
high biocompatibility with the body and the attractive opportunities in biomedicine. In
this context, the most commonly used nanoparticles (NPs) are magnetite (Fe304) and
maghemite (y-Fe203) due to their low cytotoxicity, high biocompatibility with the
organism and magnetic properties required for magnetic hyperthermia. In this thesis
NPs were synthesized by the polyethylene glycol co-precipitation method. The
temperature of the reaction medium and the amount of coating employed were varied.
For greater control and stability of the NPs in solution, varying amounts of agar were
added to the reaction medium. The XRD, NTA, TGA, Rietveld Refining, MET, FTIR,
Madossbauer Spectroscopy, Zeta Potential, ZFC/FC Curves, Hysteresimeter and Magnetic
Inductor techniques were used to characterize the synthesized samples and evaluate
their viability for application in the magnetic hyperthermia technique. The synthesized
NPs presented average diameters in the range between 12 and 13 nm for syntheses
performed at room temperature and between 16 and 18 nm for syntheses performed at
80 ° C. It was observed that the presence of agar during synthesis did not compromise
the crystalline structure of the NPs. The presence of oxygen in the reaction medium
allowed the formation of the pure maghemite phase (y-Fe302) with properties suitable
for hyperthermia. The NPs presented good colloidal suspension stability, satisfactory
saturation magnetization (Ms) and SAR values. In order to demonstrate its applicability
in an individualized and personalized treatment, the Multi Phase Heat and Mass
Transter Program (MPHMTP) model was applied to a hypothetical treatment condition
after its calibration with the results of the magnetic induction test. The model results
indicate that the effects of dosing and blood perfusion can be accurately predicted by the

model.

Key Words: iron oxide nanoparticles, magnetic hyperthermia, computational
simulation.



1. INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

Desde a década de setenta, as nanoparticulas (NPs) tém desempenhado um papel
relevante na medicina e na biociéncia. As dimensdes das NPs as tornam candidatas
ideais para a nanoengenharia de superficies e produgdo de nanoestruturas funcionais.
Devido as suas caracteristicas Unicas, ndo presentes em outros materiais, as
nanoparticulas podem ser utilizadas nos mais variados segmentos de pesquisas (Lodhia
etal., 2010).

Nesse contexto, o desenvolvimento de materiais nanométricos com propriedades
magnéticas € um assunto de extrema importancia tanto para a compreensdo de suas
propriedades fundamentais quanto para novas aplicacGes tecnoldgicas, incluindo

necessidades clinicas (Aphesteguy et al., 2015).

Entre as pesquisas realizadas acerca dos nanomateriais, destacam-se temas como
a sintese, a caracterizacdo e as propriedades dos materiais produzidos. Devido ao seu
singular tamanho (que pode variar entre 1 e 100 nm), esses materiais apresentam
distintas propriedades fisicas, quimicas, eletronicas, magnéticas, -cataliticas e
eletroquimicas se comparadas com aquelas apresentadas pelo mesmo material sélido
convencional (bulk), viabilizando possiveis aplicacbes em varias areas da tecnologia
(Horn et al., 2001).

Dentre os diferentes tipos de nanoparticulas atuantes, considera-se que as
nanoparticulas magnéticas (NPMs), em particular o 6xido de ferro, representam uma
classe importante, devido a sua biocompatibilidade e estabilidade (Nkurikiyimfura et
al., 2013), bem como suas propriedades magnéticas: superparamagnetismo, alta
coercividade, baixa temperatura de Curie, alta susceptibilidade magnética, entre outras
(Wu et al., 2008), além tambem do custo de producéo reduzido (Laurent et al., 2008).

Dentre as particulas de 6xido de ferro, se destacam como mais promissoras as de
magnetita (Fe3O4), maghemita (y-Fe;O3) e a hematita (a-Fe;O3). No entanto, as
nanoparticulas de magnetita sdo os materiais mais estudados devido a sua rapida
resposta a0 campo magnético através do comportamento superparamagnético a

temperatura ambiente com elevada magnetizacao de saturacdo (Petcharoen et al., 2012).
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As NPs de 6xido de ferro possuem uma propriedade interessante, a capacidade
para gerar calor quando submetidas a um campo magnético alternado. Este fenémeno
térmico pode ser devido a perda de energia durante o processo de desmagnetizagdo. Esta
propriedade é crucial para as aplicacGes na hipertermia (Dias et al., 2011) nas quais €

necessaria a aplicacdo de calor numa determinada zona do organismo.

Atualmente, a area de biomedicina tem aumentado fortemente o interesse na
utilizacdo de nanomateriais, visto que este tipo de material apresenta caracteristicas
bastante diferentes do mesmo material em escala macroscopica. Em aplicacGes
biomédicas €& constantemente necessario que hajam nanoparticulas magnéticas
biocompativeis, quimicamente estaveis e ndo toxicas (Chaughule et al., 2012), para
aplicacdes que envolvem sua administragdo dentro do organismo (in vivo) e as externas

ao organismo (in vitro).

As aplicacbes in vivo sdo classificadas em terapéuticas (ver Figura 1.1) como
hipertermia e liberacdo de drogas, além das diagndsticas como imagens de ressonancia
magnética nuclear e se baseiam, geralmente, no seu transporte passivo até o alvo
pretendido pela circulacdo sanguinea, enquanto as aplicacBes in vitro compreendem
essencialmente as diagndsticas, como a biosseparacdo (separacao/selecdo celular)
(Faraji et al., 2010).

Nanoparticulas
magnéticas

‘/”\ /‘\’

»~ Hipertermia

Sistema de entrega
de farmacos

Figura 1.1. Esquema da estratégia terapéutica utilizando NPs magnéticas

(Adaptado de Ito et al., 2005)
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Uma importante caracteristica das nanoparticulas magnéticas consiste na sua
manipulacdo pela acdo de um campo magnético externo que combinada com uma
penetrabilidade intrinseca dos campos magnéticos no tecido humano é capaz de
proporcionar a elaboracdo de varias aplicacdes que envolvem transporte e/ou
imobilizacdo de NPMs com o intuito de promover marcacdo de entidades biologicas.
Isso possibilita o carreamento de drogas, tais como farmacos anticancer, em uma regido

alvo do organismo (Wang, et. al., 2011).

As (NPs) podem aquecer devido as respostas ressonantes que estas apresentam a
um campo magnético variavel, isso proporciona resultados vantajosos no que se refere a
transferéncia de energia do campo excitado a nanoparticula, além de tornar possivel a
aplicacdo desse tipo de material em técnicas de hipertermia, liberando quantidades
suficientes de energia térmica em locais pontuais do organismo, tal como um tumor ou
ainda, aperfeicoando os procedimentos de quimioterapia e radioterapia, nos quais, 0
aquecimento imposto sob o tecido doente leva a uma destruicdo mais eficiente das
celulas tumorais (Pankhurst et al., 2003).

Para que seja possivel utilizar NPMs em bioaplicacBes é imprescindivel que
estas particulas sejam elaboradas a partir de materiais biocompativeis, tais como um
nacleo de oxido de ferro tais como, magnetita (FesO4) ou maghemita (y-Fe,Os3), para
que apresente um valor consideravel de susceptibilidade magnética e um revestimento
que permita que esse tipo de material seja introduzido no corpo humano (Indira et al.,
2010).

No entanto, para que o uso de NPMs seja possivel em diversos campos da
biomedicina € necessario que o tipo de particulas utilizadas apresente magnetizacao
efetiva e um comportamento superparamagnético. E necessario também & particula estar
compreendida num tamanho entre 5 e 20 nm, apresentando assim um monodominio
magnético, bem como ser recoberta por uma superficie adaptada e funcionalizada
quimicamente (Gupta e Gupta, 2005). Portanto, tdo importante quanto as NPs utilizadas
seguirem um padrdo de comportamento magnético, € também a necessidade das
mesmas serem biofuncionalizadas antes que ocorra qualquer contato com o tecido

humano.
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A hipertermia por inducdo magnética, uma das terapias para o tratamento do
cancer, expbe o tecido cancerigeno a um campo magnético alternado. O campo
magnético ndo é absorvido pelo tecido vivo e pode ser aplicado em regifes profundas
do organismo humano. Quando as particulas magnéticas estdo sob influéncia de um
campo magnético variavel, origina-se um gradiente de temperatura devido a perdas por
histerese (Zhang et al., 2010). A quantidade de calor gerado depende da natureza do

material magnético e dos parametros do campo magnético externo.

As NPMs que circundam o tumor quando colocadas sob a oscilacdo de um
campo magnético se aquecem até certa temperatura que depende das propriedades do
material magnético utilizado, da forca do campo magnético, da frequéncia de oscilacdo
e da capacidade de resfriamento da corrente sanguinea no local do tumor. Por meio
dessa oscilacdo é possivel gerar temperaturas de cerca de 42 °C — 45 °C capazes de
danificar e matar as células cancerosas, geralmente com lesdo minima nos tecidos
normais (Kita et al., 2010).

Por meio da técnica de hipertermia € possivel reduzir tumores, pois em elevadas
temperaturas as células tumorais que vivem em condi¢cdes de hipoxia (com baixa
quantidade de oxigénio) sdo severamente danificadas. 1sso acontece, pois quando a
temperatura é aumentada, estas células ndo tém a capacidade de manter um pH
adequado a sua sobrevivéncia (porque este ja é naturalmente &cido devido a falta de
oxigénio) e, portanto, morrem preferencialmente (Zagar et al., 2010a; Zagar et al.,
2010b).

Outra vantagem da hipertermia magnética é o fato de o aquecimento ser restrito
somente a regido do tumor, minimizando 0 maximo possivel a agressdo as células
saudaveis. Visto que as células tumorais sdo mais facilmente aquecidas do que os
tecidos normais vizinhos, a hipertermia magnética consiste em um tratamento Util

contra o cancer apresentando poucos efeitos secundarios locais (Souza et al., 2011).

Para que essa aplicacdo seja possivel, ou seja, para que ocorra producao de calor
sem haver magnetismo remanescente, € necessario que o tamanho dos cristais do ndcleo
magnético esteja compreendido em escala nanométrica e apresentem um

comportamento superparamagnético.
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O Instituto Nacional do Céncer, nos EUA reconhece trés tipos distintos de
tratamentos por hipertermia: a hipertermia local, onde o calor é aplicado em uma
pequena area, tal como um tumor, utilizando vérias técnicas que liberam energia para
aquecer o tumor (micro-ondas, radiofrequéncia e ultrassom); a hipertermia regional, na
qual grandes areas de tecidos, tais como cavidade corporal, érgdo ou membro séo
aquecidos por meio de aplicadores externos e; a hipertermia por todo corpo que é
utilizada no tratamento de metastase tumoral que se espalhara ao longo do organismo
(Soares et al., 2014).

A hipertermia dos fluidos magnéticos envolve a dispersdo de particulas
magnéticas através do “tecido-alvo”. As NPs magnéticas sdo colocadas dentro do tumor
através de uma injecdo direta ou através de um anticorpo tumoral especifico, depois de
0 tumor ser exposto a um campo magnético alternado com forca e frequéncia suficientes
para causar aquecimento das particulas por perdas de histerese ou relaxacdo de Néel.
Devido a sua capacidade de serem funcionalizadas e carreadas por um campo magnético
e pelo seu potencial em biocompatibilidade e teragndstico, as nanoparticulas magnéticas
representam uma ferramenta de ponta para a nanomedicina, em especial terapias de

hipertermia (Laurent et al., 2011).

O altissimo grau de toxidade conferido aos tratamentos de quimioterapia
impulsiona inimeras tentativas de buscar técnicas alternativas que minimizem os danos
causados a tecidos e 6rgdos saudaveis que sao comumente afetados por esse tratamento
agressivo. Dessa forma, esse trabalho se propds a sintetizar e caracterizar nanoparticulas
magnéticas (NPMs) de éxido de ferro recobertas com polietileno glicol (PEG) visando
estudar a capacidade e viabilidade da utilizagdo do aquecimento induzido dessas
nanoparticulas para potencializar o tratamento quimioterapico reduzindo seu impacto no

organismo.
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1.2 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral produzir NPs com ndcleo magnético de
oxido de ferro, em especial, nanoparticulas de maghemita (y-Fe,O3) recobertas com
polietileno glicol (PEG) e &gar visando potencial aplicagdo para o tratamento de

tumores malignos por hipertermia magnética.

1.3 Objetivo Especifico
Dentre os objetivos especificos, destacamos:

 Sintetizar nanoparticulas de 6xido de ferro de forma facil, reprodutivel e com
baixo custo utilizando o método de co-precipitacao;

» Realizar o revestimento das NPMs por meio de polietileno glicol (PEG);

+ Utilizar agar no meio reacional durante a sintese visando estreitar a distribuicéo

granulométrica das NPMs;

» Caracterizar as NPMs com relacdo a sua morfologia, propriedades quimicas e

magnéticas;
« Auvaliar a eficiéncia das NPMs na técnica de hipertermia magnética;

« Simular numericamente 0 processo de aquecimento localizado das
nanoparticulas inseridas em um cenéario de tratamento tumoral na regido

mamaria na presenca de um campo magnético externo.
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1.4 Ineditismo

Do ponto de vista do desenvolvimento das NPs, o método de co-preciptacdo
associado ao recobrimento e controle reacional pela adi¢do de agar, apresenta-se como
novidade nesta tese. Foram utilizadas diferentes e complementares técnicas de
caracterizacdo e avaliacdo de propriedades das NPs e suspensdes coloidais adequadas ao

tratamento de hipertermia.

Do ponto de vista do desenvolvimento de ferramentas para a avaliagdo do
tratamento in situ de células tumorosas, foi desenvolvido e implementado o
acoplamento fluidodindmico e magnético (MHD) simultaneamente ao mecanismo de
aquecimento por inducdo magnética, relacionados aos principais mecanismos de
interacdo e de aquecimento de particulas associados a problemas de hipertermia

magnética.

Finalmente foi realizada uma adaptacdo do modelo MPHMTP (Multi Phase Heat
and Mass Transfer Program) por Castro, 2001. O modelo foi acoplado ao modelo
tradicional de conservacgédo de energia (equacao bio calor), demonstrando a capacidade

de anélise e aplicabilidade do modelo magneto hidrodinamico (MHD).

1.5 Organizacéo da tese

O presente trabalho foi estruturado de forma a possibilitar um melhor
entendimento da tematica abordada. No capitulo 2 foram abordados os fundamentos
tedricos basicos para a compreensao dos fendmenos fisicos que governam a hipertermia
magnética bem como o comportamento dos fluidos magnéticos. No capitulo 3 foi feito
um levantamento do cenario geral do desenvolvimento de nanoparticulas de 6xido de
ferro relacionadas as aplicagdes médicas bem como a utilizacdo de distintos
recobrimentos descritos na literatura. O capitulo 4 fez uma descricdo da sintese das
nanoparticulas bem como técnicas de recobrimentos do nanomaterial visando sua
aplicacdo em areas relacionadas a biomedicina, alem de toda a instrumentacédo utilizada
na caracterizacdo das amostras, utilizadas neste trabalho. No capitulo 5, os resultados
obtidos através de cada técnica de caracterizagdo, foram discutidos investigando a

influéncia da temperatura, quantidade de revestimento e 4gar envolvidos na sintese. Este
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capitulo também contou com a descri¢cdo do modelo MPHMTP-MHD que possibilitou
simular numericamente o processo de aquecimento localizado das nanoparticulas
mediante a presenca de um campo magnético externo em uma situacao de tratamento de
cancer de mama. No capitulo 6 foi apresentada uma ampla discussdo e um fechamento

do trabalho de acordo com os resultados obtidos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo foi realizada uma explanacdo acerca das NPMs, suas aplicacfes
na area de biomedicina, bem como as caracteristicas que tornaram esse tipo de material
tdo interessante para essa e outras aplicagdes tecnoldgicas. Tratando em especial das
NPs de 6xido de ferro, foram discutidas as suas propriedades magnéticas, bem como os

principais métodos de obtencéo e de funcionalizacéo da superficie.

2.1 Nanotecnologia e nanoparticulas magnéticas

A nanotecnologia representa um importante papel no que diz respeito ao avango
de diversos setores tecnoldgicos nos dias atuais. O crescente interesse nesse intrigante
ramo tecnoldgico fez aumentar, em diversos paises, ndo s6 as pesquisas como também o
investimento financeiro visando o aprimoramento e desenvolvimento de Varios
segmentos da sociedade, tais como: informatica, telecomunicacdes, robdtica, quimica,
no tratamento de efluentes, no desenvolvimento de novas técnicas de diagnosticos e
tratamento de doengas, no desenvolvimento de novos remedios e produtos estéticos e

além da producdo de novos materiais para inimeras aplicagdes.

Esse ramo da ciéncia representa 0s materiais compreendidos em escala
nanométrica (1 nm = 10°m), ou seja, uma classe de materiais que apresenta dimensdes
na faixa de 1nm até 100 nm (Ferreira et al., 2009). Esse tipo de material est4 na ordem
de um bilionésimo de metro e pode ser comparado a algumas estruturas conhecidas
como, por exemplo, a largura de uma molécula de DNA que tem cerca de 2 nm de
largura, um glébulo vermelho do sangue que tem aproximadamente 7.000 nm de largura
OU mesmo um virus, que mede entre 20 e 450 nm (Bordelon et al., 2011).

E conhecido que, em 1 nm cabem aproximadamente 10 4tomos, estruturas dessa
ordem de grandeza possuem dimensfes atdmicas e, portanto, seus comportamentos
passam a ser descritos conforme a fisica quantica. Dessa forma, apesar de manter a
mesma composic¢do quimica dos materiais massivos (bulk), materiais nanoparticulados
podem muitas vezes apresentar propriedades fisicas e quimicas, tais como, térmicas,
oOpticas, magnéticas e elétricas diferentes dos correspondentes materiais massivos em
decorréncia da sua ampla reducdo de tamanho e aumento do efeito de superficie
(Hervault e Thanh, 2014).
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Os efeitos quanticos, que passam a governar 0os materiais em escala nanométrica
e o consideravel aumento na area superficial apresentado pelas nanoparticulas, d&o
origem aos efeitos de superficie e estes sdo 0s responsaveis pelas caracteristicas
singulares observadas em materiais que tem seu tamanho drasticamente reduzido. A
relacdo entre a area da superficie e o volume é muito maior em NPs do que nos
materiais massivos, dando origem a um sistema que em alguns casos pode ser

considerado como um sistema bidimensional ou unidimensional.

No que tange a razdo entre a superficie e 0 volume ocorre um aumento em
decorréncia da diminuicdo do tamanho das particulas, a forma como as particulas
interagem tanto com os sistemas que a cercam, quanto sozinhas sdo drasticamente
afetadas. Dessa forma, materiais em escala nanométrica sdo altamente reativos (Plathe
et al., 2013), ou seja, materiais em escala nanométrica tem uma alta energia superficial
que faz com que as particulas se agreguem para minimizar a energia do sistema,
tornando-se necessaria a funcionalizacdo de sua superficie para que algumas aplicacdes

sejam possiveis.

Devido a essas propriedades singulares, existe um crescente esfor¢co no que se
relaciona ao melhor entendimento e inovacdo de sistemas que tem como base as
caracteristicas e propriedades Unicas apresentadas por objetos nanoestruturados, para
que seja possivel para pesquisadores de todo 0 mundo desenvolver novos materiais e
dispositivos tecnoldgicos cada vez menores, mais modernos e econémicos. Conforme
Tabela 2.1.

Nesse sentido, destacam-se as NPMs e séo assim conhecidas por responderem a
presenca de um campo magnetico, possibilitando sua manipulacdo. Esse tipo de
material vem despertado grande interesse devido as suas distintas propriedades
magnéticas, que estdo relacionadas a estrutura cristalina, aos efeitos quéanticos e ao
aumento da area superficial, todos esses fatores estdo associados ao seu tamanho,

quando é drasticamente reduzido (Lodhia et al., 2010).
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Tabela 2.1. Exemplos de aplicacdes de nanomateriais nas diversas industrias, adaptado

por (Stefan dos Santos Cunha, 2014).

Industria

Exemplos de Aplicacbes de Nanomateriais

Automobilistica
e Aeronautica

Eletronica

e Comunicagoes

Quimica e Materiais

Farmacéutica,
Biotecnologia
e Biomédica
Setor de Fabricagédo

Setor Energético

Meio Ambiente

Defesa

Formacdo de materiais mais leves, pneus mais resistentes,

plasticos ndo inflaméveis e econdmicos

Armazenamento de dados, aumento na velocidade de

processamento

Catalisadores mais eficientes, ferramentas de corte mais

duras, fluidos magnéticos inteligentes

Novos farmacos baseados em nanoestruturas, conjunto para
autodiagnostico, materiais para regeneracdo de 0SS0S e

tecidos, hipertermia magnética

Novos microscopios e instrumentos de medida, ferramentas

para manipular a matéria a nivel atdbmico, bioestruturas

Novos tipos de bateria, fotossintese artificial, economia de

energia ao utilizar materiais mais leves e circuitos menores

Membranas seletivas para remover contaminantes ou sal da
agua, novas possibilidades de reciclagem, desenvolvimento
de materiais para biorremediacdo criando os chamados

“Lab-on-a-Chip ” para deteccdo e quantificacdo de poluentes

Detectores de agentes quimicos e organicos, circuitos
eletronicos mais eficientes, sistemas miniaturizados de

observacao, tecidos mais leves

Uma propriedade encontrada exclusivamente em NPMs é conhecida como
superparamagnetismo (Bean e Livingston, 1959). Essa propriedade confere as NPMs a
capacidade de permanecerem magnetizadas apenas enquanto estdo na presenca de um
campo magnético, ndo retendo nenhum tipo de magnetizacao na auséncia do campo. Em
razdo disso, uma das vertentes do magnetismo mais estudadas € o nanomagnetismo

devido as suas inumeras aplicagfes praticas que vdo desde a geologia até a gravagdo
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magnética, dos ferrofluidos ao transporte de drogas que podem ser direcionadas a

6rgdos ou tecidos especificos (Salem et al., 2003).

O nanomagnetismo € responsavel por estudar as diversas propriedades e
aplicacdes do magnetismo de nanoparticulas isoladas, nanofios, filmes finos e
multicamadas, e também amostras magnéticas volumosas que incorporam particulas
nanoscopicas. As propriedades e caracteristicas de qualquer sistema nanoparticulado sao
fortemente dependentes da morfologia das particulas, do seu tamanho e da sua
cristalinidade (Gupta e Gupta, 2005, Knobel et al., 2008). Torna-se entdo
imprescindivel o conhecimento de tais propriedades para que seja possivel escolher
dentre os diversos tipos de nanoparticulas, aquelas que sdo mais indicadas para cada

tipo de aplicacao especifica.

A possibilidade de funcionalizagdo ou de modificacdo quimica da superficie das
NPs com diferentes materiais que incluem polimeros, surfactantes ou materiais
organicos permite conferir a essas particulas caracteristicas distintas que as tornam
interessantes para diversas aplicacdes tecnoldgicas. Essas NPs sdo compostas
basicamente de um nucleo magnético (como por exemplo, ferro, niquel e cobalto)
recoberto por uma camada de algum ligante especifico apropriado para a aplicacdo de

interesse.

Em destaque estdo as NPs de 6xido de ferro devido a sua biocompatibilidade,
estabilidade e biodegrabilidade (Gubin, 2009), que conferem a esse tipo de material o
potencial para revolucionar a area da biomedicina (Sun et al., 2008) através do
transporte controlado de farmacos, como agentes de contraste em imagem por
ressonancia magnética nuclear, em tecnologias baseadas na separacdo magnética de
DNA/RNA, proteinas, bactérias, virus e outras biomoléculas, além do tratamento de

cancer pela técnica de hipertermia magnética.

Para que sejam produzidas NPs viaveis voltadas para aplicacGes biologicas, faz-
se imprescindivel que haja um rigoroso dominio do tamanho, da distribuicdo
granulométrica, da morfologia e da cristalinidade das particulas que é feito através do
controle de pardmetros quimicos e fisicos durante o processo de sintese, além também
do recobrimento adequado para esse tipo de aplicacdo (Ostroverkhov et al., 2019).
Dessa forma € possivel controlar a qualidade e desempenho das nanoparticulas, tornado

possivel estudar e prever seu comportamento em ambientes de interesse.
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2.2 Aplicacdes das nanoparticulas na biomedicina

Um dos setores que teve um crescente interesse no desenvolvimento e uso de
nanomateriais magneticos € relacionado a biomedicina, onde esse tipo de material é
utilizado em aplicacGes de diagndsticos, terapéuticas e em uma nova modalidade que
combina as duas areas e é conhecida como teragndstico (terapéutica + diagnostico)
(Hervault e Thanh, 2014; Lyutyy et al., 2019). Esse interesse se deve ao fato de
particulas em escala nanomeétrica possuirem tamanho comparavel a sistemas e entidades
bioldgicas como, por exemplo, o de virus (20 a 450 nm), proteinas (5 a 50 nm) e genes
(2 nm de largura e de 10 a 100 nm de comprimento) (Pankhurst et al., 2003), o que

permite a essas particulas atingirem diversos sistemas biologicos.

O recobrimento adequado pode promover o ancoramento das NPMs a estruturas
bioldgicas, evitar a ligacdo do ferro com componentes do sangue e impedir que o
sistema reticulo endotelial detenha as particulas inseridas no organismo imediatamente
apos sua insercdo (Gaoa e Xu, 2009). Também torna-se possivel atingir alvos
especificos dentro do organismo, como Orgdos, células ou tecidos através da
funcionalizacdo adequada da superficie das nanoparticulas com agentes biologicamente
ativos, como por exemplo, vitaminas, hormonios, antibiéticos, anticorpos, além de
outras moléculas e ions especificos capazes de guiar as particulas a regido de tratamento
(Sun et al., 2008).

Usualmente, as NPs sdo utilizadas em areas relacionadas a diagnosticos ou
terapia principalmente na forma de ferrofluido, que consiste basicamente em um meio
aquoso ou outro fluido biocompativel com o organismo no qual as nanoparticulas estdo
dispersas (Roca et al., 2019). A estabilidade desse fluido é importantissima nesse tipo
de aplicacdo dependendo fortemente do tamanho das particulas suspensas no ferrofluido
e do tipo de camada que reveste suas superficies. As particulas devem apresentar um
tamanho reduzido a ponto da influéncia do movimento Browniano superar a forca
gravitacional evitando a decantagdo das particulas, e terem suas superficies
funcionalizadas com cargas de forma a aumentar a repulsdo entre os nicleos evitando a

formagéo de aglomerados (Langer, 1990).

Para possibilitar sua insercdo no organismo para aplicacdes in vivo, ndo so a
superficie das NPMs deve ser recoberta visando promover tanto sua interagdo com o
organismo, quanto sua estabilidade dentro do sistema, visto que, existe uma forte
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tendéncia de nanoparticulas se aglomerarem quando dispersas em solucdo, como
também o seu tamanho deve ser inferior a 150 nm e sua magnetizacao de saturacao deve
ser elevada para possibilitar sua locomocgao através de vasos sanguineos e a passagem
através de barreiras bioldgicas com o auxilio de um campo magnético externo (Teja et
al., 2009).

A camada que reveste 0 nucleo magneético ndao s6 impede a aglomeracdo das
particulas quando dentro do organismo evitando a formacdo de coagulos, como também
possibilita a solubilizacdo das nanoparticulas em agua, diminui sua toxicidade e

aumenta sua biocompatibilidade com o organismo.

Dentre as diversas areas dentro da biomedicina nas quais as NPs ja sdo utilizadas
ou estdo sendo estudadas por apresentarem um grande potencial de aplicacéo, as NPMs
que apresentam um comportamento superparamagnetico em temperatura ambiente séo
amplamente desejadas, visto que apresentam baixa ou nenhuma remanéncia magnética
durante sua rapida mudanca de estado magnético, o que contribui para evitar sua
aglomeracdo em solucdo ou no organismo. Particulas nessas condi¢fes apresentam
melhores respostas quando submetidas a campos magnéticos, diminuindo assim a
quantidade necessaria de NPMs utilizada durante o tratamento (Teja et al., 2009).
Dentre essas areas, as que mais se destacam sdo: contraste para imagem por ressonancia

magnética (IRM), liberacdo controlada de farmacos e hipertermia magnética.

2.2.1 Contraste para imagem por ressonancia magnética (IRM)

A imagem por ressondncia magnética € uma técnica de imagem ndo invasiva
utilizada em diagndsticos médicos que possibilita a visualizacdo e estudo de tecidos
moles devido a sua alta capacidade de diferenciar tecidos, podendo ser aplicada a todo o
corpo humano (Gongalves e Ramalho, 2017). Essa técnica proporciona um contraste
mais elevado e um maior grau de detalhamento quando comparada a tomografia
computadorizada, por exemplo, o que possibilita a aquisicdo de imagens nitidas mesmo
nas regibes do corpo que sdo formadas por estruturas que possuem densidades

semelhantes entre si.

A obtencdo de imagens atraves dessa técnica é possivel gracas a alta
concentracdo de &gua existente nos sistemas biologicos, pois dela provém grande parte

dos numerosos atomos de hidrogénio que constituem o corpo (Sun et al., 2008;
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Carvalho et al., 2014). Apos serem submetidos a um forte campo magnético, os atomos
se alinham na direcdo do campo aplicado e sdo excitados em seguida por ondas de
radiofrequéncia. Apds esse processo, 0s atomos de hidrogénio realizam um processo de
relaxacdo nuclear restabelecendo assim a sua condicdo de equilibrio ao libertar o

excesso de energia que foi recebido do pulso de radiofrequéncia (Thomas et al., 2013).

O sinal produzido nesse processo é entdo tratado e origina as imagens que serdo
utilizadas para diagnosticos. Porém, nem sempre o sinal obtido através da técnica de
ressonancia magnetica resulta em imagens suficientemente nitidas para o diagnostico,
sendo entdo necessdrio aumentar o contraste das imagens para possibilitar uma
diferenciacdo mais eficaz dos tecidos em analise através do uso de agentes de contraste
(Laurent et al., 2008).

Nesse sentido, faz-se necessario a utilizacdo de agentes capazes de modificar a
amplitude dos sinais gerados pelos atomos de hidrogénio na presenca do campo
magnético ao interferir no seu tempo de relaxacdo e consequentemente aumentar o
contraste da imagem (Lee et al., 2014). Para isso, atualmente é mais comumente
utilizado agentes de contraste a base de gadolinio (Gd), que sdo materiais que
apresentam propriedades paramagnéticas e atuam diminuindo o tempo de relaxacdo dos
tecidos em que estdo presentes fazendo com que esses atomos se alinhem mais
rapidamente na direcdo do campo aplicado, fazendo com que dessa forma, o contraste

entre as regides e o sinal produzido aumente.

No entanto, o ion Gd ndo pode ser utilizado sozinho no organismo, pois
apresenta uma alta toxicidade e meia-vida bioldgica de algumas semanas, portanto, deve
ser sempre utilizado junto a um agente quelante capaz de reduzir tanto sua toxicidade
quanto seu tempo de meia-vida no organismo facilitando a eliminagdo do composto
através dos rins (Elias et al., 2008). A fim de reduzir as reacdes adversas provocadas
pelo uso de compostos a base de Gd, o uso de NPs vem sendo amplamente estudado

como um novo grupo de agentes de contraste de IRM para aplicacdes clinicas.

Dentre essas, estdo as NPs de oxido de ferro que ganham destaque devido as
suas propriedades superparamagnéticas unicas, bem como seu tamanho reduzido, sua
biodegradabilidade e a possibilidade de inimeras modificagdes quimicas da sua
superficie (Stephen et al., 2011; Xie et al., 2015). Essas modificagbes quimicas

possibilitam aumentar a biocompatibilidade das particulas com o organismo (visto que o
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ferro € abundante no corpo humano), torna-las ndo tdxicas, capazes de se concentrar
quase que especificamente no tecido ou 6rgdo de destino, evitar que as particulas se
agreguem impedindo assim que elas sejam reconhecidas pelo sistema imune, além de
aumentar o tempo de circulacdo das particulas na corrente sanguinea, permitindo
melhores interacOes bioldgicas e melhor desempenho como agente de contraste (Lee et
al., 2014).

2.2.2 Liberacéo controlada de farmacos

Uma das principais desvantagens do uso convencional de farmacos é o modo
como sua administracéo é feita, pois nesse caso, ocorre um aumento da concentracao da
droga na corrente sanguinea até que o nivel maximo de dissolucdo seja atingido,
seguido de uma diminuicdo no nivel da substancia ministrada. Isso torna necesséaria a
administracdo de uma nova dosagem com 0 objetivo de conservar 0s niveis de
concentracdo da droga no organismo dentro da faixa adequada para o sucesso do
tratamento. As oscilages no nivel de medicacdo durante o tratamento podem levar a
inconvenientes, pois concentracdes inferiores a faixa terapéutica tornam-se ineficazes
podendo levar em alguns casos a resisténcia ao farmaco, enquanto concentragcfes acima

da faixa ideal de tratamento podem causar toxidade (Bizerra e Silva, 2016).

No que diz respeito aos tratamentos convencionais por farmacos, a falta de
especificidade com o local da patologia, sua distribuicdo sistémica, além da necessidade
do uso de altas dosagens para que seja possivel alcancar a concentracdo ideal no local
do tratamento ocasionando reagBes adversas eventualmente também representam
desvantagens no seu uso em aplicagdes clinicas (Kim et al., 2009). No entanto, avancos
no ramo da nanotecnologia tém possibilitado a criagdo de sistemas de liberacdo
controlada de farmacos em escala nanométrica que mantém os niveis de drogas no
sistema dentro da faixa terapéutica por um tempo prolongado aumentando assim a
eficiéncia do tratamento, diminuindo a frequéncia com a qual o agente ativo &
administrado, o aparecimento de efeitos colaterais, além de possibilitarem a entrega de

substancias como anticorpos, drogas, biomoléculas e hormonios.

O uso de materiais nanoestruturados permite que as paredes dos vasos
sanguineos sejam penetradas e possibilita que a maxima concentracdo de farmacos

atinja exclusivamente a regido alvo, permitindo que uma menor quantidade de farmaco
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seja inserida no organismo. Para isso, as NPs devem ter sua superficie funcionalizada

com substancias especificas para o tipo de aplicacdo desejada (Wu et al., 2015).

Nesse sentido, a utilizacdo de NPMs mostra-se promissora principalmente no
caso de farmacos destinados ao tratamento quimioterapico, pois permite que a maior
parte do medicamento administrado interaja principalmente com as células da regido
doente minimizando os efeitos adversos aos quais as células normais sdo submetidas
durante o tratamento convencional (Libbe et al., 2001). As NPMs que transportam
farmacos sdo direcionadas para um local especifico no organismo por meio da utilizacéo
de um campo magnético externo que ajuda no transporte através das paredes do sistema
vascular e na retencdo das mesmas na regido acometida pelas células tumorais,

mantendo o medicamento no local por longos periodos de tempo (Willard et al., 2004).

2.2.3 Hipertermia magnética

No que se refere ao uso de NPMs no campo da biomedicina, a técnica de
hipertermia magnética vem se mostrando promissora no auxilio do tratamento de
tecidos neoplasicos malignos (cancer), que tem se tornado uma das maiores e mais

preocupantes enfermidades da sociedade (Zhao et al., 2006).

O uso de calor para o tratamento de doencas ndo € um conceito novo. A ideia foi
inicialmente proposta por Hipocrates (460-370 a.C.) que acreditava que, em ultimo
caso, doencas que ndo pudessem ser curadas com o uso de medicacdo ou intervencdo
cirargica poderiam ser curadas com a aplicacdo de calor, sendo entdo um dos primeiros
a fazer uso da técnica de hipertermia ao sugerir que tumores superficiais fossem tratados
através de cauterizacdo aplicando ferro quente (Soares et al., 2012). Entretanto, desde o
século XIX, a aplicagdo da técnica de hipertermia como modalidade dentro das técnicas
disponiveis para tratamento de tumores vem ganhando notoriedade em funcéo da sua
eficacia clinica ao possibilitar uma selecdo mais precisa da area a ser tratada

minimizando assim os efeitos no restante do organismo (Souza et al., 2011).

O tratamento de tumores através do processo de aquecimento pode ocorrer
respeitando as seguintes classificacGes relacionadas com a faixa de temperatura atingida
durante o tratamento: hipertermia moderada ou branda, cuja faixa de aquecimento da
regido doente varia entre 41-45 °C; hipertermia em regime quase ablativo, cujo

aquecimento tumoral atinge temperaturas entre 46-49 °C; ablacdo de tumores, onde a
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temperatura de trabalho é igual ou superior aos 50 °C; ou entdo a crioablacéo,
tratamento no qual ocorre o resfriamento intratumoral a temperaturas inferiores a -40 °C
(Yarmolenko et al., 2011).

A elevacdo da temperatura do tecido na faixa de 46-50 °C pode produzir necrose
de coagulacdo e apoptose celular promovendo a morte das células cancerosas, no
entanto, essa faixa de temperatura se aproxima da temperatura em que também ocorre
destruicdo das células saudaveis, fazendo com que seja necessario um maior controle na
utilizacdo da técnica (Jordan et al., 1999; Maier-Hauff et al., 2007). Ja& elevacdes de
temperatura na faixa de 41-45 °C embora ndo sejam normalmente capazes de produzir
imediatamente a destruicdo das células tumorais podem, no entanto, promover a
desoxigenacdo das celulas tumorais deixando-as mais suscetiveis a radiacdo (Hofer,
2002).

Isso acontece, pois células cancerosas sdo provenientes de uma desorganizagéo
genética que acarreta o descontrole celular, dessa forma, sdo oriundas de um ambiente
acido no qual existe pouca oferta de nutrientes e oxigénio (hipdxia) levando-as a uma
condicdo de maior sensibilidade ao aumento de temperatura quando comparadas a
células saudaveis do organismo (Rolf, 2008). Essa sensibilidade a variacGes de
temperatura diminui a resisténcia das células doentes e quando aliada a tratamentos
convencionais de quimioterapia e radioterapia é capaz de potencializar os resultados do

tratamento.

Segundo o Instituto Americano do Céancer, existem trés formas de tratamento de
cancro por hipertermia: hipertermia local, na qual o calor é aplicado a uma area restrita
através de mecanismos de geracdo de calor como, por exemplo, microondas,
radiofrequéncia e ultrassom; hipertermia regional, na qual o calor é aplicado a grandes
regibes do corpo como cavidade corporal, érgdos ou membros através de aplicadores
externos ou perfusores regionais; e hipertermia por todo o corpo, que é utilizada para
tratar tumores em fase metastatica espalhados por todo o corpo (Laurent et al., 2011;
Darwish et al., 2017).

Existem vérias formas de levar uma regido do corpo a hipertermia, porém, uma
das vertentes dessa técnica consiste basicamente na realizagdo do aquecimento de uma
regido doente do organismo utilizando NPMs, conhecida como magneto-hipertermia.
Para isso, as NPMs, ap0s serem inseridas no organismo na forma de ferrofluido e
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atingirem a regido de interesse, sdo submetidas a aplicacdo de um campo magnético

alternado com forca e frequéncia suficientes para produzir o aquecimento das particulas.

Esse aguecimento € possivel devido tanto as interacdes dos momentos de dipolo
magnéticos das nanoparticulas com um campo magnético alternado a que sao
submetidas (Dennis et al., 2013), quanto a dissipacdo de energia térmica por perda de
histerese que pode ocorrer através do mecanismo de relaxacdo de Néel, assim como
pelo aquecimento gerado pelo mecanismo de relaxacdo browniano das NMP
(Shaterabadi et al., 2018).

O aquecimento gerado pelas particulas depende diretamente do seu tamanho, da
sua forma, das propriedades magnéticas do material utilizado, da intensidade do campo
aplicado, da frequéncia de oscilacdo do campo, bem como da regido onde se encontra
localizado o tumor, um elevado fluxo de sangue em torno do tumor (perfuséo
sanguinea) favorece uma maior dissipacdo do calor produzido pelas NPMs aumentando
a dificuldade de aquecer a regido. A forma como as particulas chegam até a regido-alvo
também contribui para o sucesso da técnica, pois quantidades menores de particulas
dispersas na regido tumoral resultam numa reducdo da eficacia do aquecimento e

consequentemente do tratamento.

Apesar da utilizacdo da técnica de hipertermia através de NPMs apresentar um
panorama bastante promissor no que diz respeito ao tratamento de cancer no futuro, essa
técnica ainda ndo é utilizada como tratamento isolado, contudo, em alguns paises ja é
utilizada em conjunto com radioterapia e quimioterapia para potencializar os resultados
do tratamento de alguns tipos de tumores como os de Utero, préstata, pesco¢o, cabeca,
pulmdes e mama (Soares et al., 2012). No entanto, ainda é necessario que haja avancos

na producdo e controle da sintese das nanoparticulas visando essa aplicacao.

2.3 Nanoparticulas de 6xido de ferro

Para aplicagGes biomédicas preferencialmente s&o utilizadas particulas em escala
nanométrica com diametros suficientemente pequenos a ponto de apresentar um
comportamento superparamagnético. Para esse tipo de aplicacdo comumente sdo

utilizadas NPs compostas por um ndcleo metélico feito de 6xido de ferro e uma camada
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que reveste o nucleo protegendo-o da oxidacao e agregacédo, conferindo ao nanomaterial

propriedades pertinentes a aplicagao de interesse.

Existem diferentes tipos de 6xidos de ferro que podem apresentar composigdes
quimicas e propriedades magnéticas distintas. Dentre eles, as ferritas sdo 6xidos
formados através da ligacdo dos elementos ferro (Fe) e oxigénio (O), possibilitando a
formacgdo de variados compostos. Esse tipo de material pode ser dividido em dois
grupos cristalograficos: cubico e hexagonal, geralmente apresentando uma estrutura do
tipo MO(Fe,03), na qual M representa um ion metalico divalente que pode ser ferro,
cobalto, niquel, cobre, zinco ou manganés. Esta estrutura cristalina resulta numa
magnetizacdo espontanea a temperatura ambiente diferente para as particulas de ferro:
92 emu/g para a magnetita (FesO4) e 78 emu/g para a maghemita (y-Fe,O3) (Lodhita,
2010).

2.3.1 Métodos de obtencéo de nanoparticulas de 6xido de ferro

A sintese desempenha um papel crucial na obtencdo de particulas com
caracteristicas interessantes para aplicacdes especificas em diversas areas tecnoldgicas.
Dessa forma, é importante que o controle das condicdes de sintese seja feito
rigorosamente a fim de obter como resultado particulas com tamanho, morfologia,
distribuicdo granulométrica e propriedades magnéticas satisfatorias visando a aplicacao
de destino (Gupta e Gupta, 2005).

A obtencdo de NPs de 6xido de ferro pode ser feita atraves de diversos métodos
fisicos ou quimicos. Os métodos quimicos, no entanto, possibilitam um maior rigor do
produto final quando comparados aos métodos fisicos, sendo possivel ter maior controle
do tamanho, composicao, distribuicdo granulométrica e forma das nanoparticulas e séo,
portanto as rotas mais utilizadas na literatura (Kandasamy e Maity, 2015). Entretanto, o
controle e uniformidade das NPs obtidas como produto da sintese ainda representam um
grande desafio, principalmente no que se refere a areas médicas, mobilizando diversas

areas de pesquisa a fim de produzir materiais mais eficientes (Mahmoudi et al., 2011).

A sintese das NPs superparamagnéticas por rotas quimicas, em especial,
apresenta alguns desafios devido a natureza coloidal apresentada por esse tipo de
material. O primeiro deles consiste na definigdo das condicdes experimentais adequadas

para que o produto obtido resulte em particulas magnéticas monodispersas. Outro
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obstaculo é eleger um processo reprodutivel que possa ser industrializado sem que haja
necessidade de recorrer a processos complexos de purificacdo que dificultam e elevam o
custo da producdo das particulas. Para tanto, diversos métodos sao estudados atualmente
visando transpor essas barreiras, dentre eles estdo: microemulsdo, sintese sol-gel,
reacOes hidrotérmicas, além do coprecipitacdo de sais de ferro (Laurent et al., 2008),

que é o escopo desse trabalho e sera discutido adiante.

2.3.2 Co-precipitacdo

A precipitacdo quimica de sais de ferro em meio aquoso representa 0 método
mais rapido, pratico, além de econdmico para a obtencdo de NPs de 6xido de ferro com
propriedades magnéticas adequadas a diversas aplicacdes, incluindo na biomedicina e
certamente € 0 mais reportado em literatura. Para tanto, os sais de ferro devem ser
misturados em solucdo aquosa e precipitados através da adicdo de um hidroxido a
mistura, dando origem a particulas que podem abranger desde 5 até 180 nm de diametro
(Sato et al., 1987).

O crescimento dos cristais durante a sintese acontece em duas etapas: a
nucleacdo e o crescimento das particulas que ocorre logo em seguida. Quando a
concentracdo de ions na solucdo alcanga um valor de saturacédo critico acontece entdo o
rapido processo de nucleacdo que da origem a uma grande quantidade de cristalitos
(ndcleos). A agregacdo dos cristalitos formados promove o surgimento de cristais
maiores e termodinamicamente mais estaveis, 0 que consiste na etapa de crescimento
dos nicleos dos cristais. Devido a difusdo, tanto as variagdes de concentracdo e
temperatura nessa etapa tem um altissimo fator de impacto na velocidade com a qual a

reacdo ocorre (Zhang et al., 2006).

Tanto o tamanho, quanto a polidispersdo das particulas s@o controladas
diretamente pelas taxas de nucleacdo e de crescimento das particulas. Isso porque
quando ocorre a predominéncia do processo de nucleagdo, as particulas resultantes séo
pequenas e em maior quantidade, ja quando o crescimento das particulas é o processo
predominante, o tamanho resultante das particulas aumenta enquanto sua quantidade
diminui (Laurent et al., 2008). Contudo, a producdo de NPs de Oxido de ferro
monodispersas depende da separacao desses dois estagios, ou seja, a nucleacdo deve ser
evitada durante o periodo de crescimento.
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O estreitamento no tamanho das NPs esta intimamente ligado ao curto periodo
de nucleagdo. Dessa forma, a taxa de nucleacdo deve ser suficientemente elevada
evitando o aumento da concentracéo e favorecendo a criagdo de inimeros nucleos em
um curto periodo. Além disso, a taxa com a qual os nucleos sdo criados deve ser elevada
o suficiente para que a concentracdo possa ser reduzida abaixo de ponto de nucleacgéo de
forma répida dando origem a uma quantidade limitada de particulas enquanto a taxa de
crescimento deve ser lenta o suficiente para que o tempo de crescimento seja longo

quando comparado ao periodo de nucleacdo (Klabunde e Richards, 2009).

O rigoroso controle de parametros como pH final da solugéo, ordem de adicéo
dos reagentes, forca idnica no meio reacional, velocidade de agitacdo, temperatura,
concentracdo e razdo molar dos ions interfere diretamente nas propriedades fisico-
quimicas do produto final (Gupta e Gupta, 2005; Laurent et al., 2008), levando a
obtencdo de particulas com tamanho, homogeneidade e comportamento magnético
controlados.

A obtencdo de 6xidos de ferro como a magnetita (Fe30,) e a maghemita (y-
Fe,03) pode ser feita através da mistura de sais de ferro (Fe** e Fe®") em ambiente
aquoso seguido da precipitacdo por hidroxido. Embora esse método seja simples, o
produto obtido a partir dele pode apresentar uma ampla distribuicdo de tamanho (Tartaj
et al., 2003). No que tange a sintese de nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) com
elevado grau de pureza, existe uma forte dependéncia da razdo estequiométrica dos ions
Fe?" e Fe*', que deve obedecer a uma razdo de 2:1, bem como da atmosfera na qual a
sintese é realizada e do pH da reacdo que deve estar entre 9 e 14 (Kim et al., 2001;
Gupta e Gupta, 2005).

A precipitagdo da magnetita (FesO4) obedece a reagdo quimica descrita na
equacdo 2.1, na qual é possivel observar que sdo necessérios 2 mols de fons Fe** para

cada mol de fon Fe?*.

Fe?* 4+ 2Fe3* + 80H™ — Fe;0, + 4H,0 (2.1)

A completa precipitacdo da magnetita acontece quando a razdo molar entre 0s
fons de ferro é Fe**/Fe** = 0,5 e 0 pH da reacdo atinge valores entre 9 e 14. Para que
haja a formacdo da magnetita (FesO4) pura, 0 processo de sintese deve ser feito

preferencialmente em ambiente ndo oxidante, visto que na presenca de oxigénio, a

37



magnetita pode sofrer oxidacdo transformando-se em maghemita. Contudo, a oxidacao
em meio oxidante ndo € a Unica forma de obter-se nanoparticulas de maghemita (y-
Fe203).

A maghemita (y-Fe;O3), por sua vez, pode ser obtida obedecendo a seguinte
reacdo quimica apresentada na equagéo 2.2:

Fes0, + 2H* — yFe,05 + Fe?* + H,0 (2.2)

Outra forma de obter-se maghemita (y-Fe,O3) a partir da transformacdo da
magnetita (FesO4) ocorre através de processos de transferéncia de ions ou mesmo
elétrons dependentes do pH da suspens&o. Em meios 4cidos e anaerébicos os fons Fe?*
da superficie das particulas sdo dessorvidos, formando complexos hexaaqua em
solucdo. Em meio basico a oxidacdo da magnetita (Fe30,) envolve a oxidacdo-reducédo
da superficie (Gupta e Gupta, 2005; Laurent et al., 2008)

Segundo Jolivet e seus colaboradores (1992), a magnetita (Fe30y,)
estequiométrica com tamanho e composicdo homogéneos sdo obtidas quando a razédo
Fe?* / Fe* equivale a 0,5. Quando a sintese é feita sem obedecer & razdo de 0,5 entre 0s
ions de ferro, as particulas apresentam duas fases distintas, a saber: uma de oxihidroxido
férrico (FeO.OH) e outra constituida de magnetita (Fe3O;) ndo estequiométrica.
Enquanto a sintese utilizando uma razdo menor do que 0,3 entre os ions de ferro
levaram a formagdo de goethita (a-FeOOH) (Jolivet et al., 1992). A importancia que a
razdo molar de 1:2 entre os ions de ferro exerce na obtencdo da magnetita pura foi

investigada por Wei e colaboradores em 2007 (Wei et al., 2007).

A utilizacdo de atmosfera inerte durante o processo de sintese é reportada na
literatura com o intuito prevenir a possivel oxidacdo das nanoparticulas de magnetita
(FesO4) (Laurent et al., 2011), entretanto, a maghemita (y-Fe,Os), que corresponde a
forma oxidada estavel da magnetita (Fe3O,), também apresenta baixa toxicidade,
possibilidade de funcionalizacdo da sua superficie, além de propriedades magnéticas e
comportamento superparamagnético desejaveis a aplicagdes biomédicas (Lu et al.,
2007).

Embora o método de coprecipitacdo seja 0 mais eficiente, simples e econémico

para a obtencdo de NPMs de éxido de ferro, ele ja é investigado a mais de 30 anos,
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porém continua apresentando algumas desvantagens (Lodhia et al., 2010) que incluem a
dificuldade no controle do tamanho das particulas, da sua distribuicdo granulométrica,
bem como da fase resultante, além da alta agregacdo das particulas em funcdo da
existéncia de interacbes Van der Waals entre as mesmas (Kim et al., 2008) e da
interacdo magnetostatica, como resultado da interacdo dipolo-dipolo (Maity e Agrawal,
2007). Dessa forma, o uso de algum agente estabilizante que diminua a atragéo entre

elas é imprescindivel.

2.4 Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas

De uma forma geral, sdo empregadas duas formas distintas de estabilizacdo das
NPMs em meio liquido, conferindo assim uma boa dispersdo das NPs em soluc¢do, sao
elas: a repulsdo eletrostatica e o impedimento estérico. Enquanto na estabilizacéo
eletrostatica, as NPMs se repelem ao adquirirem superficies com a mesma carga
(repulsdo Coulombiana), ou seja, acontece uma repulsdo mutua entre as particulas que
causa um afastamento entre elas, na estabilizacdo estérica, uma camada de revestimento
é responsével por evitar o contato entre as nanoparticulas, esse processo é comumente
obtido por meio do uso de surfactantes, polimeros ou outras espécies organicas

(Cushing et al., 2004), como ilustra a Figura 2.1.

£ N\ A ++ 4+ ++ 4+
1, S - + + <+ +
A "'-'_; o 52 + + + +
S 7 18 < 7+ + + +

NS ++ + ++ +
(a) (b)

Figura 2.1. Mecanismos de estabilizacdo de nanoparticulas: (a) estabilizagdo por
efeito estéreo e (b) estabilizacdo eletrostatica.

O sucesso da aplicacdo de NPMs em diversas aplicacfes biologicas incluindo a
técnica de hipertermia magnetica depende de importantes fatores, como as
caracteristicas de superficie das NPs, bem como seu tamanho. Para terem seu uso viavel
em aplicagdes in vivo, as NPMs devem apresentar tamanho menor do que 150 nm, além

de um alto valor de magnetizacdo de saturacdo (Ms) para que seja possivel se
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movimentarem livremente dentro dos vasos sanguineos enquanto sdo guiadas atraves de
campos magnéticos externos e para atravessarem as barreiras bioldgicas (Shinkail et al.,

1998) e se acumularem especificamente nas células-alvo, sem danos as celulas normais.

As NPs, em especial das NPMs de Oxido de ferro, podem ser revestidas com
moléculas orgéanicas, surfactantes e também com polimeros, aumentando assim as
forcas repulsivas entre as NPs para balancear as for¢as de atracdo magnética e forcas de
Van der Waals que agem sobre as particulas (Shubayev et al., 2009). O recobrimento de
NPs utilizando polimeros acarreta em um grande aumento no potencial de aplicacdo

dessas particulas em diversos campos biolégicos e tecnoldgicos.

Os polimeros mais utilizados para revestimentir NPMs sdo a dextrana, a
quitosana, o PVA (polivinil &lcool), o PEG (polietilenoglicol), PAA (Acido
poliacrilico), entre muitos outros. Com relacdo as propriedades magnéticas de NPMs
voltadas para aplicacbes in vivo, torna-se desejavel que as NPs apresentem
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente, visto que esse tipo de
material apresenta melhor resposta a aplicacdo de campos magnéticos, 0 que acarreta
em uma reducdo das doses necessarias para garantir a eficacia do tratamento. Ademais,
NPs superparamagnéticas, apds a retirada do campo magnético aplicado, perdem
magnetizacdo rapidamente, o que contribui para a dispersdo das particulas em solucéo

ou até mesmo em orgaos (Laurent et al., 2008).

NPMs que tem como objetivo aplicacBes clinicas devem apresentar baixos
niveis de toxicidade, elevado momento de saturacdo magnética que permita minimizar
as doses de material (nanofluido) inserido no organismo, bem como as doses
eletromagnéticas exigidas quando outras técnicas sdo utilizadas em conjunto
(radioterapia e quimioterapia), alem de serem esféricas, com estreita distribuicdo
granulométrica, cristalinas, com boa estabilidade, e com elevados valores de

magnetizacdo de saturacédo (Laurent et al., 2008).

Os oxidos de ferro, como a magnetita (Fe3O4) e a maghemita (y-Fe,O3), sdo
particularmente interessantes para 0s mais variados propdsitos médicos porque
apresentam comportamento superparamagnético quando dispostos em escala
nanométrica, elevados valores de magnetizacdo de saturacdo e susceptibilidade
magnéticas, biocompatibilidade, além de apresentarem menor sensibilidade a oxidacao
que outros metais de transicdo como cobalto e niquel. Além disso, tanto a magnetita
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(FesO4) quanto a maghemita (y-Fe,O3) podem ainda sofrer modificacdes quando em
contato com sistemas bioldgicos, culminando na utilizacdo de seus metabolitos para a
formacgéo de hemoglobina, sem maiores preocupagdes quanto a sua permanéncia no

organismo (Weissleder et al., 1989).

No entanto, esse tipo de material apresenta uma forte tendéncia a agregacédo
formando grandes “clusters” devido a atra¢do anisotropica dipolar, perdendo suas
propriedades especificas associadas as estruturas de monodominio magnético, além de
poder sofrer um rapido processo de degradacdo quando inserido em ambientes
biolégicos devido a sua alta reatividade (Berry, 2003). Como as propriedades dos
polimeros podem se diversificar de acordo com a sua estrutura, foram apresentadas
apenas as propriedades do PEG e do Agar que sdo os polimeros utilizados nessa

pesquisa.

2.4.1 Polietileno glicol (PEG)

O Polietilenoglicol (PEG) é um composto com muitas aplicacdes médicas e
industriais. A sua composi¢do quimica pode ser observada na ilustracdo da Figura 2.2.
Dependendo do peso molecular medio, o PEG também é conhecido como éxido de
polietileno (PEO) ou polioxietileno (POE). O PEG é insollivel em hexano e éter
dietilico, no entanto, é sollvel em agua, metanol, etanol, acetonitrila, benzeno e

diclorometano.

PEG é um polimero hidrofilico, solivel em &gua, biocompativel e resistente a
proteinas, utilizado para estabilizar as nanoparticulas (Brullot, 2012). Constitui um
polimero de interesse na area de desenvolvimento de novos materiais porque é
economicamente acessivel, ndo toxico, ndo inflamavel, além de apresentar facil

manuseio.

E descrito na literatura que o PEG é capaz de aumentar atragio entre as cadeias
poliméricas mediante a coordenacdo e a agregacdo das nanoparticulas de diametros
maiores. Outra vantagem que pode ser mencionada sobre a utilizacdo do PEG refere-se
a uma fina camada polimérica que recobre o nicleo magnético prevenindo-o da
oxidagdo, aumentando a cristalinidade das amostras e alterando a morfologia do

produto, bem como suas propriedades magnéticas (Bricefio et al., 2012).
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Figura 2.2. Cadeia quimica do PEG (Brullot, 2012).

A grande chave de se utilizar O PEG (Hung et al., 2001) é porque ele permite
uma depuracdo retardada da proteina carregada a partir do sangue devido a sua
capacidade de adsorcao. Isso contribui diretamente para um efeito medicinal prolongado
e reduz a toxicidade possibilitando um maior intervalo entre as doses que seréo
administradas, visto que o medicamento tera seu efeito prolongado se administrado com
o PEG.

2.4.2 Agar

Encontradas nos oceanos Pacifico e Indico e no mar do Japdo, o &gar é um
polimero natural da classe dos poligalactanos extraido da parede celular de algas
marinhas vermelhas chamadas agarofitas. Em funcéo das suas propriedades, como baixa
viscosidade (em solugéo), elevada transparéncia, temperaturas de fusdo/gelificacdo bem
definidas (Souza, 2008), o agar é vastamente empregado em situaces nas quais se faz
necessaria a utilizacdo de um agente de suspensdo, estabilizacdo, espessamento ou
gelificacdo, tornando-o extremamente Util na indastria de alimentos, farmécia,

cosmética, microbiologia, entre outros (Yoshimura, 2006; Ouyang et al., 2018).

Segundo Schiavi e colaboradores, o 4gar é amplamente utilizado em varios
campos da pesquisa de engenharia de tecidos, como por exemplo, substituicdo de
tecidos, suporte de tecidos, imitacdo de tecidos, devido ao seu comportamento mecanico
efetivamente representativo dos tecidos biologicos reais, alem da sua
biocompatibilidade (Schiavi et al., 2016). A sua composicdo quimica pode ser

observada na ilustragéo da Figura 2.3.
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Figura 2.3. Cadeia quimica do agar (Xiao et al., 2017).

O agar é um polissacarideo composto principalmente por agarose e agaropectina.
A agarose, componente gelificante do agar, € um polissacarideo neutro com uma
estrutura linear de unidades repetitivas do dissacarideo agarobiose e a agaropectina é um
polissacarideo sulfatado, composto por agarose com grupos éster sulfatos, acido D-
glucurdnico e pequenas quantidades de acido piravico (Xido et al., 2017). A agarose é 0
principal componente do agar, representando aproximadamente 70% do total de sua

CoOmMposig&o.

2.5 Propriedades magnéticas das nanoparticulas

A estrutura eletrénica dos atomos que compdem um determinado material, bem
como a interacdo dos momentos magnéticos (g) entre si e com um campo magnético
externo (H) é responsavel por conferir a eles suas propriedades magnéticas. Cada
elétron em um &tomo tem duas orientagdes de seus momentos magnéticos: para cima
(up) e para baixo (down). Os momentos magnéticos sdo devido ao movimento do

elétron em torno do nucleo e a rotacdo do proprio elétron, também chamada de spin.

Os dipolos magnéticos atbmicos s@o responsaveis por originar os fendmenos
magnéticos da matéria. Esses dipolos surgem como resultado do movimento dos
elétrons em torno do seu nucleo atbmico. Na presenca de um campo magnético externo
H. os dipolos magnéticos podem se alinhar em uma determinada direcdo e esse grau de

alinhamento é caracterizado pela magnetizagéo (M).

Quando um material magnético é submetido a influéncia de uma forca
magnética, 0s momentos atdmicos individuais do material contribuem para sua resposta

global; a inducdo magnética é dada por:
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B = po(H+ ug) (2.3)

Onde pyo representa a permeabilidade magnética no vacuo, ou seja, capacidade de
um material para ser magnetizado em resposta ao campo magnético aplicado, pg é 0

momento magnético por volume e H é o campo externo aplicado.

As propriedades magnéticas de um material ndo sdo apenas caracterizadas pela
magnitude da magnetizacdo M, a maneira como M varia com 0 campo magnético
aplicado H também tem uma forte influéncia nessas propriedades. Dessa forma, visto
que a magnetizacdo de um material magnético é proporcional ao campo aplicado, este
fator de proporcionalidade, designado como susceptibilidade magnética (y), pode ser

escrito conforme a equacéo 2.3:

p % (2.4)

Existem diferentes tipos de materiais magnéticos que podem ser classificados de
acordo com suas propriedades magnéticas, momentos magnéticos e das interacdes entre
0s atomos. Os principais tipos de magnetismo sdo o diamagnetismo, o paramagnetismo,

o ferromagnetismo, antiferromagnetismo e o ferrimagnetismo.

Grande parte dos materiais exibe magnetismo apenas quando se encontram na
presenca de um campo magnético externo. Materiais que possuem susceptibilidade y na
faixa de 10° - 10" sdo classificados como paramagnéticos, ou diamagnéticos quando
apresentam valores negativos para a susceptibilidade y. Contudo, determinados
materiais exibem estados magnéticos ordenados permanecendo magnéticos mesmo na
auséncia de um campo magnético externo; esses materiais sdo classificados como
ferromagneticos e ferrimagnéticos. A interacdo de ligacdo entre 0s momentos
magnéticos no interior do material pode dar origem a uma significativa magnetizacdo

espontanea.

Quando todos os momentos atdmicos de um material ferromagnético se alinham
na mesma direcdo devido a influéncia de um campo magnético aplicado H
suficientemente elevado, a magnetizacdo do material atinge um valor maximo,
denominado magnetizacdo de saturacdo (Ms). Quando a presenca do campo ¢ retirada, o

material pode apresentar uma magnetizacdo residual (Mgr) denominada remanéncia, que

44



é comumente menor do que Ms. Dessa forma, surgem os dominios magnéticos que sdo
formados por pequenas regibes nas quais a magnetizacdo espontanea do material se
distribui, em funcdo da ocorréncia da minimizacdo da energia livre magnética em

materiais ferromagnéticos.

Em cada um dos dominios magnéticos ocorre o alinhamento dos momentos
magnéticos numa mesma direcdo e a magnetizacao em cada um é igual a magnetizacao
de saturacdo Ms. Contudo, as dire¢cdes de magnetizacdo de diferentes dominios ndo séo
essencialmente paralelas, pois existe uma regido de transicdo (limite) entre dois
dominios situados lado a lado, conhecida como parede de dominio, na qual os campos
magnéticos se aproximam gradualmente da orientacdo de outro dominio adjacente,
conforme apresentado na Figura 2.4. Vale ressaltar que no interior de uma parede de

dominio a magnetizacdo gira de forma coerente de uma regido para outra.

'y
||| v
\. EKI\'\I'\ \\.(t\%\f\ A

Figura 2.4. Parede de dominio, onde &y corresponde a largura da parede de dominio
(Ferreira, 2016).

NPMs com diametro critico (Dc) menor do que 20 nm formam um Unico
dominio magnético, enquanto que acima desse valor elas tendem a se dividir em
multiplos dominios na tentativa de minimizar a energia de desmagnetizacdo (Gupta e
Gupta, 2005), ou seja, com a diminuicdo das dimensGes das NPMs, o tamanho dos
dominios também diminui, alterando a estrutura e a largura das paredes que os dividem.
Logo, NPMs com tamanho inferior ao seu diametro critico se apresentam com todos 0s
momentos magnéticos alinhados na mesma direcdo, ou seja, como se fossem um
monodominio magnético, constituindo a configuracdo mais favoravel e com

caracteristicas de superparamagnetismo (Gupta e Gupta, 2005).
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2.5.1 Ciclo de histerese das nanoparticulas superparamagnéticas

A curva de histerese resume as propriedades magnéticas de materiais
ferromagneticos e ferrimagnéticos. Basicamente quando um material ferromagnético é
submetido a saturacdo em ambos os sentidos do campo magnético H , obtemos a curva
completa de histerese. Ao submeter um material ferromagnético a um ciclo de campo
magnético H, um rearranjo da distribuicdo dos momentos magnéticos ocorre para
tentar manter reduzida a energia do sistema. Dois mecanismos sdo cruciais para
compensar o efeito causado pelo campo externo: o movimento das paredes que separam

os dominios magnéticos e a rotacdo dos momentos.

O movimento das paredes acontece para aumentar as regifes nas quais as
direcdes de magnetizacdo estdo mais alinhadas com o campo magnético, extinguindo as
demais paredes do dominio. Quando este mecanismo chega a seu limite, ocorre a
rotacdo dos momentos magnéticos que tendem ao alinhamento com o campo magnético
externo (Camilo, 2006). Os spins dos materiais superparamagnéticos estdo
randomicamente orientados por todo o material e se cancelam, resultando em uma

magnetizacdo espontanea minima ou nula.

Aplicando-se um campo magnético externo H suficientemente grande, os
momentos magnéticos em cada dominio giram até se alinharem na direcdo do campo

aplicado e a magnetizacdo aumenta até atingir um valor maximo, conhecido como
magnetizacdo de saturacdo (Ms) (Cornell, 1996). Em materiais ferromagnéticos, a

estrutura de multiplos dominios e as interacfes entre eles fazem com que o valor da

magnetizacdo ndo seja nulo, mesmo apds a retirada do campo.
Esse valor € denominado magnetizagdo remanente ou remanéncia (MR), para o

qual o campo magnético H é nulo. Para que a magnetizagio M se anule, é necessaria a
aplicacdo de outro campo magnético em sentido contrario, conhecido como campo
coercivo ou coercividade (Hc). Variando-se novamente 0 médulo do campo, chega a
uma regido de saturacdo e repetindo-se o ciclo no sentido inverso obtém-se a curva

fechada, que é o ciclo de histerese, ilustrado na Figura 2.5 (Hausen, 1996).

46



g toagio de satracdo
Magnerancso do woterel s
!

_____

Nagnaciragds wmankrte L

CoeriivCade

R 5 - -\ ser
- >N D) e e
- e \
TN
A} o f .
| (AOES P S NLZN 2T argo ragrsnco

Magretiagiorels Vagrenzagad ruls

. -]
-

- S -
-

- }
=~ -
- - L

12 o S 'A'“'-'. e

Negnetica 3o de setraido
0 SANSS Spess

Figura 2.5. Ciclo de histerese de um material ferromagnético (Araujo, 2009).

Em linhas gerais, 0 ciclo de histerese mostra o quanto um material se magnetiza
sob a influéncia de um campo magnético externo e o quanto de magnetizacdo
permanece nele apds a retirada do mesmo (Knobe, 2006), como mostrado na Figura 2.5.
Além disso, a area interna da curva de histerese representa a energia dissipada para

completar esse ciclo, maneira usual de se calcular o valor das perdas magnéticas e da

permeabilidade (B/H).

A éarea sob a curva H xM corresponde ao trabalho magnético (W,, ) relacionado
ao alinhamento/desalinhamento dos polos magnéticos no material. Neste caso, através

do calculo de integracdo da area de histerese magnética, obtém-se a energia magnética

(W, )como mostra a Equacio 2.5.

W, ={HdB (2.5)

Diferentemente dos materiais massivos, que apresentam magnetizacéo
remanente diferente de zero, em regime superparamagnético, por outro lado, ha
auséncia de histerese e por isso materiais que apresentam esse tipo de comportamento
exibem formato bastante estreito, indicando que o campo coercivo (grandeza que indica
a dificuldade do material em desmagnetizar-se) e a remanéncia (magnetismo residual)

tendem a zero, conforme ilustrado na Figura 2.6 (Zhao et al., 2012):
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Figura 2.6. Curva de magnetizacdo tipica de material superparamagnético (Zhao et
al., 2012).

O valor de magnetizacdo de saturacdo pode ser obtido através da curva de
magnetizacdo versus o inverso do campo, extrapolando o valor de magnetizacdo para o
valor de 1/H =0. A magnetizacdo de saturacdo (Ms) depende da temperatura, das
caracteristicas da superficie e também do tamanho das NPMs. Em geral, devido ao
ambiente assimétrico dos atomos da superficie, hd um efeito de inclinacdo obliqua ou

desordem magnética nesses spins.

2.6 Mecanismos de geracédo de calor

Efeitos de relaxacdo e perdas por histerese sdo mecanismos fisicos, provenientes
de um aquecimento de particulas magnéticas quando sujeitas a um campo magnético
alternado. A seguir foram descritos na integra esses mecanismos, a fim de consolidar a
fundamentacéo tedrica desta pesquisa.

2.6.1 Efeitos de relaxacéo

O processo de histerese magnética € um processo fora do equilibrio, ou seja,

quando o ciclo histerese estiver completo, a magnetizacdo remanente tenderd a

desaparecer com um tempo de relaxagao especifico  esse tempo pode variar desde

milhGes de anos (minerais magnéticos na forma bulk) até intervalos muito pequenos da

ordem de segundos (nanoparticulas magnéticas) (Hergt, 2015). A razéo de reversdo dos
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momentos magneticos apds a retirada do campo magnético externo € a energia térmica

kT devido a agitacdo térmica, onde kg é a constante de Boltzman e T é a temperatura.

Os efeitos de relaxacdo podem estar associados a dois fendmenos: relaxagédo de
Néel e relaxacdo de Brown. A relaxacdo de Néel, para particulas que possuem
anisotropia uniaxial, esta relacionada a reversdo da magnetizacéo, devido ao movimento
dos momentos magnéticos no interior da particula que permanece imoével, esses
momentos podem oscilar em dois estados, 0 que promove 0 aquecimento. O tempo
necessario para reverter o momento magnético de um estado de equilibrio até outro é

chamado de tempo de relaxacéo t, e pode ser determinado pela lei de Arrhenius- Néel:

T = 1eE/kBT) (2.6)

onde kg é a constate de Boltzman, T é a temperatura e 7, € uma constante empirica com
valor entre 1072 — 10719 s em sistemas néo interagentes, E ¢ a energia de anisotropia
dada pelo produto KV, onde K € a constante de anisotropia magnética e V é o volume da
particula. De acordo com essa equacdo, T aumenta exponencialmente com o aumento do
didmetro da particula (Knobel et al., 2008; Garcia, 2017).

Em sistemas granulares, o comportamento magnético observado depende
fortemente do valor do tempo de medigdo caracteristico t,, (janela de tempo) da técnica
experimental empregada em relagdo ao tempo de relaxamento 7 do sistema intrinseco,
que é associado a barreira de energia. Esta janela temporal pode variar de grandes
valores, como observados em medicdes de magnetizacdo DC s&o da ordem de 100 s
para valores muito pequenos, como os utilizados na espectroscopia de Mdssbauer é da
ordem de 10® s. Dessa forma, a relagdo entre o tempo de medicéo, t,,, € 0 tempo de
relaxacdo t € que define o estado da particula. Nesse caso, se t,, > t, as particulas se
encontraram no estado superparamagnético, porém se T, < T, as particulas se
encontraram magneticamente blogueadas. Os efeitos da relaxacdo de Néel séo
predominantes quando as particulas estdo no estado superparamagnético (Knobel et al.,
2008).

A temperatura que divide ambos os regimes é chamado de temperatura de

bloqueio (Tg), e depende do tempo de medicdo caracteristico t,, (definido por t,, = 7).
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Uma vez que Tg estad associada a barreira energética, entdo o aumento no tamanho das

particulas e interacfes magnéticas produz um aumento na temperatura de blogueio.

Podemos entdo definir um didmetro critico em uma determinada temperatura

constante T, fazendo a consideracéo t,, = 7 ha equacdo 2.6.

2
KVcrit — In10
kBTO

Int=Inty + (2.7)

In10~8

Considerando t,, como o tempo convencional de uma medida de magnetizacao

que equivale a 100 segundos, obtemos a seguinte relacéo:

25ksT

crit ®
K

(2.8)

Para um dado tempo de medida conhecido, também ¢é possivel definir a
temperatura de bloqueio Tg fixando um volume V =V, e novamente considerando

T, = T. Dessa forma, obtemos:

KV, _ In 102
kBTB -

Int =Inty +

. 2.9)
In10°8

Adotando mais uma vez t,, = 100 s, obtemos a seguinte relagdo que nos

permite obter a temperatura de bloqueio para particulas em escala nanométricas:

KV,
25k

B%

(2.10)

Podemos entdo observar que o volume critico para que NPs apresentem
superparamagnetismo depende fortemente da temperatura de blogueio, ou seja, quanto
maior for a temperatura de bloqueio, maior serd o tamanho critico das NPs, portanto,
todas as NPs que apresentarem tamanhos inferiores ao tamanho critico se encontram
dentro do regime superparamagnético. Uma vez que Tg € diretamente proporcional ao

volume das particulas, bem como a sua constante de anisotropia magnética, particulas
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maiores se tornam superparamagnéticas a temperaturas mais elevadas (Knobel et al.,
2008).

Outro efeito de relaxacdo que pode ocorrer para particulas que estejam imersas
em algum fluido e em presenca de um campo magnético alternado, é a rotagcdo da
particula em relacdo ao meio circundante, esse efeito é conhecido como relaxacéo de
Brown, e é o resultado da dissipacdo de calor por meio do atrito entre a particula e o
meio circundante. Este fendmeno possui um tempo de relaxagdo dado por:

3nVy

=ZTH 2.11
Tg KT ( )

Durante a aplicagdo de um campo magnético num ferrofluido, esses dois
mecanismos podem ocorrer simultaneamente, onde um pode prevalecer sobre o outro,
isto vai depender do fluido onde as particulas se encontram e das caracteristicas fisicas e
magnéticas das particulas (Garcia, 2017). Desse modo o tempo de relaxacdo efetivo
deve ser uma combinacdo desses dois efeitos, portanto a expressdo para uma

combinacdo dos dois efeitos é dada por:

_ s (2.12)

T -
[
T TB

Entretanto, no processo de hipertermia magnética a contribuicdo da relaxacédo
browniana pode ser desprezada, em virtude das particulas se encontrarem imobilizadas
nos tecidos, fazendo com que a viscosidade (n) se torne muito grande, como a relaxacao

browniana é diretamente proporcional a n,7>>tN, a relaxacao efetiva se torna:

_=_+_z

1 1.1 1
Ty T T T

(2.13)

2.6.2 Perdas por histerese

Particulas superparamgnéticas tém suas perdas magnéticas governadas pelos
processos de relaxagdo, como descrito na secdo anterior. Acima de um determinado

diametro critico essas particulas passam ao regime blogueado em temperatura ambiente,
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nessa configuracdo as perdas de energia estdo relacionadas ao processo de histerese
(Garcia, 2017).

Para amostras macroscopicas (particulas multidominio) o movimento das
paredes de dominio € o que promove a reversdao da magnetizacdo. As barreiras de
energia a serem vencidas pelo movimento das paredes de dominio sdo pequenas em
relacdo a completa inversdo do momento magnético em particulas monodominio, assim,
particulas multidominio possui menores perdas energéticas, devido aos processos de

histerese.

Particulas monodominio podem sofrer a inversdo do seu momento magnéetico
quando estdo sob a influéncia de um campo magnético externo, através de trés modos
distintos, rotacdo coerente dos momentos magnéticos, curling e buckling. Essas
particulas necessitam vencer a barreira da energia de anisotropia para inverterem seus

momentos (Garcia, 2017).

Assim sendo, os didmetros das nanoparticulas exercem uma importante
influéncia nas perdas por histerese, que aumentam a medida que o tamanho das
particulas monodominio também aumentam, até que essas atinjam a regido

multidominio a partir dai o valor das perdas € minimizado.

2.7 SAR

A taxa de absorc¢do especifica (SAR) é um dos principais parametros utilizados
para caracterizar o potencial de aquecimento dos materiais magnéticos quando
submetidos a um campo magnético AC. Esse parametro mede a quantidade de energia

magnética convertida em calor por unidade de tempo e massa. A unidade de medida do

SAR & watts por grama (W /g).

Esses valores podem ser obtidos através dos parametros das particulas, tendo
uma intima relacdo com propriedades estruturais das particulas (tamanho, forma e
estrutura cristalina), viscosidade do ferrofluido, assim como as propriedades magnéticas
das nanoparticulas (estado magnético, anisotropia magnética, a existéncia ou ndo de
interacbes magnéticas) e também as condi¢des da medida. Ha também uma forte

dependéncia com os parametros da medida como amplitude de campo e frequéncia de
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oscilacdo (Garcia, 2017). Experimentalmente o SAR pode ser calculado através da

expressao abaixo:

SAR — C(E) massaferrofluido (214)
At Jmassa

nanopartialas

AT
Onde C é a capacidade calorifica do ferrofluido e ( At ) é a taxa de aquecimento.

2.8 Equacdo do calor em sistemas bioldgicos

A natureza do transporte de energia térmica em tecidos vivos € um processo
complexo e de dificil modelagem visto que envolve maultiplos mecanismos
fenomenoldgicos como a conducgdo, convecgdo, radiacdo, metabolismo, evaporacéo, e
mudangas de fase. Para que seja possivel haver um entendimento dos mecanismos de
transferéncia de calor em biomateriais torna-se necessario um conhecimento preciso das

propriedades térmicas e de perfusdo do tecido.

Em 1948, o fisiologista Harry Pennes (Pennes, 1948) desenvolveu o modelo de
maior expressdo para descrever a transferéncia de calor em tecidos bioldgicos que mais
tarde ficou conhecido como “Bio-heat transfer equation” (BHT) e continua sendo
amplamente aceito e considerado como a melhor abordagem para fins praticos. O
modelo continuo de Pennes foi inicialmente designado para predizer a distribuicdo de
temperatura do antebraco humano. Para tanto, Pennes assumiu em seu modelo que a
principal regido de equilibrio térmico ocorre no leito capilar e cada volume do tecido

possui um aporte de sangue arterial na temperatura basal do corpo (Ta).

A equacdo de bio-calor proposta por Pennes é normalmente descrita por:

aT
V-kVT, + €vpp,cp(Te —T+q +Q= pca—tt (2.15)

[1P2)

Onde “T{” representa a temperatura instantdnea do tecido em (°C), “p” e “c
representam a densidade de massa (kg/m®) e o calor especifico (J/kg.K) do tecido,

respectivamente; “k” ¢ a condutividade térmica (W/m.K), “w;,” ¢ a taxa volumétrica de
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fluxo sanguineo (kg/s.m?), “pp” é a densidade do sangue (kg/m®), “cy” representa o calor
especifico do sangue (J/kg.K), “Ty” é a temperatura arterial do sangue, nominalmente
definida como 37°C, “Q” corresponde a densidade de fonte de calor (W/m®) e “g""

representa a taxa metabolica de producéo de calor.

Normalmente mede-se o fluxo sanguineo através de uma superficie e incluindo
sua direcdo e amplitude. Grande parte dos efeitos de transferéncia de calor ocorrem nas
arteriolas terminais (pequenos vasos com didmetros de aproximadamente 50-100 pm),
no entanto, devido ao grande nimero de vasos e arteriolas terminais existentes no corpo
humano e sua arquitetura complexa seria invidavel analisar a contribuicdo da
transferéncia de calor de cada vaso ou arteriolas que participam do processo, com

excecdo somente as grandes artérias e veias.

Com a finalidade de solucionar esse problema, utiliza-se a definicdo de perfusédo

sanguinea, que representa a taxa de fluxo de massa de sangue por volume de tecido:

iy = massQsangue (k_g m3) (2.16)
volume;ecigo " tempo =~ s

Para chegar a essa formulacdo Pennes adotou as quatro simplificacGes listadas a
sequir (Reis, 2014):

1. Equilibrio Local: A principal troca de calor entre o sangue e o tecido acontece entre
0s vasos capilares e arteriolas de fornecimento de sangue aos capilares e as vénulas de
drenagem. Entdo, toda a transferéncia de calor entre as pré-arteriolas e pos-vénulas e 0s

tecidos sdo desconsideradas.

2. Perfusdao Sanguinea: O fluxo sanguineo nos pequenos capilares ¢ assumido como
sendo isotropico. Consequentemente isso desconsidera o efeito da dire¢do do fluxo

sanguineo.

3. Arquitetura Vascular: As grandes veias sanguineas na vizinhangas dos vasos capilares
ndo desempenham nenhum papel de troca de energia entre tecido e sangue capilar.

Consequentemente este modelo ndo considera a geometria vascular local.

4. Temperatura do Sangue: Assume-se que 0 sangue que alcanca as arteriolas, suprindo
0s vasos capilares, esta na temperatura interna do corpo T,. A temperatura do sangue T,

entra pelas vénulas e arteriolas e, instantaneamente, equilibra com a temperatura T do
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tecido local. Baseado nestas suposicdes, Pennes modela o efeito sanguineo como sendo
uma fonte ou sorvedouro isotropico de calor, o qual é proporcional a taxa de fluxo
sanguineo e a diferenca de temperatura entre a temperatura central do corpo T, e 0
tecido local T. Neste modelo, o sangue originalmente submetido a uma temperatura T,

ndo perde ou ganha energia conforme circula nos vasos sanguineos do corpo.

Embora muitos anos tenham se passado desde o modelo proposto por Pennes em
1948, esta equacdo classica ainda continua sendo a mais utilizada para fins praticos e de
estudos devido a sua simplicidade, visto que muitos outros modelos ainda necessitam de
resultados experimentais ou séo extremamente complexos para serem implementados na
rotina clinica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo foi realizada uma reviséo bibliografica dos principais trabalhos
cientificos dos altimos anos relacionados a confeccdo e utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas, em especial nanoparticulas de Oxido de ferro na biomedicina,

principalmente no tratamento de cancer por hipertermia magnética.

Em 2010, Jiang e seus colaboradores sintetizaram coldides de magnetita
monodispersos e superparamagnéticos com aproximadamente de 5 nm de tamanho.
Basicamente a sintese foi realizada dissolvendo cloreto de ferro, hidroxido de sodio e
oleato de sddio em tolueno e etanol. A fim de investigar o efeito das propriedades da
superficie, as concentracfes de NaOH e NaOL foram variadas sistematicamente. As
amostras foram caracterizadas por DRX, FTIR, TGA, TEM, SAED, DLS e VSM, e 0s
resultados indicaram que os revestimentos de superficie poderiam ser manipulados com
oleato para grupos hidroxila, aumentando a relacdo molar de NaOH e Fe (Il). A
quantidade de NaOH né&o apresentou uma influéncia no tamanho e na magnetizacéo de
saturacdo de nanoparticulas magnéticas. No entanto, NaOL mostrou-se 0 componente
mais importante para sintetizar coldides de magnetite, pois 0 NaOL agiu como um

reagente chave para manter as NPMs estaveis em meio solvente nao polar.

No mesmo ano, Zhixia e seus colaboradores estudaram a eficiéncia do
aquecimento num determinado campo magnético aplicado. Foram realizadas
sintetizacBes de nanoparticulas de magnetita usando os métodos da coprecipitacdo e o
método de precipitacdo por oxidacdo, a fim de encontrar o tamanho ideal da particula. A
eficiéncia do aquecimento in vitro das particulas, em um &gar de 58 mg de Fe por ml,
foi medida em um campo magnetico aplicado. Foram utilizadas diversas variacOes de
temperatura, através do aumento do campo magnético. Inicialmente em 120 Oe,
chegou-se a uma temperatura 9,3°C em 30s, foram utilizadas nanoparticulas de 8 nm.
Na sequéncia, utilizando um campo de 300 Oe, a temperatura alcangou 55°C com
nanoparticulas de 24 nm. A eficiéncia de aquecimento é devido a uma combinacéo dos
efeitos de relaxamento e perdas por histerese das particulas magnéticas. Os autores
acreditam que as NPMs com um tamanho entre 8-24 nm serdo Uteis para o tratamento

da hipertermia in situ do cancer.
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Guardia e seus colaboradores em 2011 sintetizaram nanoparticulas de 6xido de
ferro por decomposicdo térmica em meio orgénico. Foi estudada a influéncia de uma
variedade de parametros na sintese das nanoparticulas de magnetita e maghemita. Na
sequéncia foi estudado o papel do surfactante na forma, na distribuicdo de tamanho e
nas propriedades magnéticas. Foi utilizado acido oleico como agente tensoativo,
atingindo uma distribuicdo de (4-20 nm), com alta magnetizacdo de saturacdo, 80-85
emu /g a uma temperatura de 5 K. Por outro lado, ao ser utilizado &cido decandico, as
particulas foram obtidas com valores superiores a 45 nm e com a magnetizacao de
saturacdo (Ms) em 92 emu /g com a temperatura de 5 K, proximo ao valor esperado da
magnetita em sua forma massiva. Além disso, o uso de uma variedade de agentes
redutores monitora 0 comportamento magnético. No entanto, essas particulas
preparadas sem o uso de qualquer agente redutor proporcionam uma oxidacao uniforme
com um valor ligeiramente menor do que a magnetizacdo de saturacdo. Em contraste, a
hidrazina parece promover um efeito ndo uniforme na oxidagdo que resulta no
aparecimento do fendmeno de polarizagdo de troca e em uma saturagdo de menor
magnetizacdo. Novas maneiras de ajustar a forma, o tamanho e as propriedades
magnéticas foram realizadas, por meio de uma variedade de modificacGes da sintese de

Oxido de ferro baseado na decomposicéo térmica.

Ghosh e seus colaboradores em 2011, produziram nanoparticulas magnéticas
cobertas por acido oleico e Polietilenoglicol através do método de co-precipitacao.
Foram obtidas particulas de 8-12 nm. Uma reducdo na aglomeracdo das particulas foi
observada quando as nanoparticulas magnéticas (NPMs) foram cobertas com &cido
oleico (OA) e polietileno glicol (PEG), fato confirmado por analise de microscopia
eletronica de transmissdo. A magnetizacdo destas NPMs com temperatura ambiente, na
auséncia de um campo magnético aplicado, indicou um comportamento
superparamagneético. Observa-se que a magnetizacdo foi menor e a fracdo
superparamagnetica foi maior para 0s casos FezOs-4cido oléico e Fe3Oy-

Polietilenoglicol quando comparado ao caso estudado usando o0 método de Mossbauer.

Masoudi e seus colaboradores (2012) sintetizaram nanoparticulas de Fe3O4
funcionalizadas com polietileno glicol com o intuito de avaliar seu efeito na estabilidade
coloidal de solugGes com diferentes valores de pH e valores de forga idnica avaliando
também dessa forma o comportamento das nanoparticulas na fase aquosa para potencial

utilizacdo como agentes de contraste de Imagem em Ressonancia Magnética (MRI). Os
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resultados mostraram que em um meio &cido a camada de revestimento foi dissolvida
deixando as nanoparticulas desprotegidas. Por outro lado, o uso de solucdes de forca
ibnica mais elevada resultou numa sedimentagdo mais rapida. A absorcdo de
nanoparticulas administrada subcutaneamente pelos nos linfaticos foi detectada por
ressonancia magnética nas aplicacdes in vivo em ratos vivos para correlacionar 0s
resultados de estabilidade de dados experimentais com o0 seu comportamento em meios
bioldgicos reais. As amostras com a proporcao de peso de 3/1 PEG/NPM apresentaram
um melhor desempenho ao serem transportadas na corrente sanguinea e se dispersaram

adequadamente nos ganglios linfaticos.

Ainda em 2012, Shariful Islam com o auxilio de seus colaboradores realizaram
um estudo comparativo sobre a dissipacdo de calor, as propriedades morfoldgicas e
magnéticas de hipertermia de nanoparticulas de magnetita preparados através dos
métodos de co-precipitacdo e hidrotérmico. As amostras foram caracterizadas por DRX,
TEM, FE-SEM, SQUID, espectroscopia UV-Vis. As particulas sintetizadas pelo método
hidrotérmico apresentaram um DRX com picos mais estreitos evidenciando um
tamanho de 45-50 nm, enquanto o método de co-precipitacdo apresentou picos largos
com particulas na faixa de 15-20 nm. A comparacdo entre os dois métodos indicaram
que, em relacdo a capacidade de dissipacdo de calor, valores de magnetizacdo de
saturacdo e tamanho de particula, 0 método de co-precipitacdo apresentou um melhor
desempenho, sendo dessa forma preferivel para aplicacdes relacionadas a hipertermia.
No que se refere a forma das particulas e absorcédo (refleténcia), o método hidrotérmico

foi mais eficaz.

Em 2013, Jadhav e seus colaboradores com o auxilio de seus colaboradores
avaliaram a funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesO4) com
acido oleico (OA) em meio aquoso de carbonato de sodio, a fim de melhorar sua
biocompatibilidade. Essa solucdo foi estudada por infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR), TGA e em seguida utilizada na realizacdo de testes de hipertermia em
células de pele de ratos com fibrosarcoma obtida no Centro Nacional de Ciéncias
Celulares em Pune, india, para avaliar sua eficacia na morte de células tumorais apos
aquecimento por inducdo. Nos testes realizados, o incremento de temperatura atingido
foi de apenas 3°C, no entanto, embora a temperatura do meio ndo tenha atingido a
temperatura hipertérmica (42°C), a temperatura experimentada pelo microambiente

celular foi suficiente para desencadear uma inducdo de morte de células tumorais.
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Entretanto, o mecanismo detalhado da transmissdo de sinal induzido na superficie da
célula para o ndcleo, responsavel pela ocorréncia de morte por aptose de células

tumorais deve ser mais investigado.

Garcia-Jimeno e Estelrich (2013) desenvolveram um ferrofluido a base de
magnetita estabilizada com polietileno glicol (PEG) em quatro pesos moleculares, a
saber: 2000, 4000, 6000 e 10.000, com o objetivo de preparar dispersdes estaveis de
nanoparticulas de oxido de ferro adequados para uso como ferrofluidos. Para isso,
fatores como temperatura, tempo de reacdo e quantidade de base foram mantidos
constantes, modificando apenas a relagdo polimero/ferro. Para 0s casos onde foram
utilizados os PEG 2000 e 4000, a quantidade de polimero variou de 1,5 g a 6,0 g. Para
os PEG 4000 e 10000, o intervalo foi de 1,5 a 4,5 g. Foi possivel observar q valores
poliméricos inferiores a 1,5 g ndo sdo capazes de resultar em particulas devidamente
revestidas e para quantidades excessivas de revestimento, torna-se a viscosidade do
liquido resultante bastante elevada. Na auséncia de sal, a estabilidade fisica do
ferrofluido foi extremamente elevada, mantendo as mesmas propriedades magnéticas e

coloidais de quando foi originalmente preparado apds um periodo de dois anos.

Em 2014, Patil e seus colaboradores estudaram as diversas aplicaces das
nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro, no entanto observaram que com a baixa
estabilidade e a distribuicdo de tamanho heterogénea em meio aquoso representam
grandes desvantagens para aplicacdo in vivo. Estas desvantagens podem ser
minimizadas a partir da utilizacdo de surfactantes biocompativeis. Neste estudo,
nanoparticulas de magnetita (Fe3O,4) foram revestidas com acido oleico para reduzir sua
aglomeracdo e aumentar a estabilidade coloidal, elas foram ainda funcionalizadas com
betaina-HCI. No presente estudo, concluiu-se que a pureza e estabilidade que podem ser
obtidas usando FeCl, como Unica fonte e sem utilizar qualquer outro antioxidante. O
sucesso na sinterizacdo das nanoparticulas com &cido oleico e BTH foi alcangado. Os
resultados mostraram que as NPM’s formaram suspensdes coloidais altamente estaveis
e provaram ser muito eficientes no tratamento da hipertermia com base nos altos valores

de SAR e a baixa citoxicidade, o que é importante para usa-las em aplicagdes in vivo.

Yang e seus colaboradores (2014) produziram nanoparticulas de magnetita
(FesO,4) através da técnica de co-precipitacdo de sais de ferro a uma temperatura de
60°C sob diferentes condigdes externas, tais como a pressdo de vapor devido a abertura
ou vedacgdo do béquer durante a sintese, distintos pesos moleculares de PEG (PEG400,
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PEG1000 e PEG2000) ou, no caso do PEG1000, também foram variadas as quantidades
de PEG (49, 8g e 10g), a fim de obter melhor distribuicdo de tamanho e propriedades
magnéticas. Os autores observaram, com relagdo a abertura ou ndo abertura do béquer,
que a sintese realizada com o béquer aberto apresentou nanoparticulas com maior
cristalinidade e consequentemente maior magnetizacdo de saturacdo e menor
aglomeracdo. Com relacdo ao revestimento com PEG, foi observado que tanto o
aumento no peso molecular (PEG400, PEG1000 e PEG2000), quanto o aumento na
quantidade de PEG utilizada no revestimento (4g, 8g e 10g), levaram a uma diminuicédo
nas propriedades magnéticas das NPs, pois nesses casos, a massa de PEG supera a

massa de NPs.

Guo e seus colaboradores (2015) realizaram a sintetize de um ferrofluido de
Fe;O, estabilizado por uma tetra-camada de surfactantes composta por acido
oleico/PEG/agar/éacido oleico. Os autores analisaram a microestrutura de nanoparticulas
magnéticas revestidas sob a acdo de um campo magnético aplicado durante as anéalises
feitas no MEV, observando que as nanoparticulas magnéticas se organizam como
estruturas em forma de cadeia (ou em forma de bastdo) com vérias nanoparticulas
magnéticas na direcdo da largura e centenas de nanoparticulas na direcdo do
comprimento. Também foi relatado pelos autores que a magnetizacdo de saturacao
obtida para as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas através de uma tetra-camada
foi maior do que a de nanoparticulas revestidas com uma bi-camada de mesmo peso e
que, além disso, a variagdo do peso magnético apresentado pelo ferrofluido sintetizado
no estudo quando exposto a um campo magnético aplicado foi muito menor quando em
comparacdo ao ferrofluido composto por nanoparticulas com bi-camada, comprovando

dessa forma uma alta capacidade de estabilizagc&o produzida pela tetra-camada.

Nesse mesmo ano, Paresque e seus colaboradores estudaram a influéncia do
tempo do processo de revestimento no tamanho de nanoparticulas de magnetita. Para
isso, foram sintetizadas cinco amostras de magnetita que foram, entdo, revestidas com
polietileno glicol variando o tempo de duracdo da etapa de revestimento de cada
amostra em 10, 20, 30, 50 e 60 minutos. Analises dos tamanhos das particulas foram
feitas no Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) mostrando que o0s tempos de
revestimento crescentes promovem um aumento do tamanho até aproximadamente 30
mim e posteriormente decresce devido principalmente as interferéncias das camadas na

emulsdo. As condi¢des de adsorcdo do revestimento ao ndcleo foram avaliadas através
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de anélises realizadas no TGA/DSC que apontaram a perda de massa referente a camada
superficial de revestimento que envolve o nacleo por volta dos 300°C-450°C,
evidenciando a ocorréncia de uma camada de mistura polimérica adsorvida na

superficie do nacleo magnético responsavel por conferir estabilidade ao material.

Alves e seus colaboradores (2016) sintetizaram nanoparticulas de magnetita pelo
método de coprecipitacdo explorando dois novos meios dispersivos, gelatina e agar.
Paralelamente, foram sintetizadas NPs com a adi¢do de um surfactante (sodium dodecyl
sulfate) e também utilizando o método de decomposicédo térmica. Embora os diferentes
procedimentos de sintese tenham originado nanoparticulas com tamanhos médios
semelhantes, os produzidos em gelatina apresentaram a menor distribui¢do de tamanho,
0 menor grau de oxidacdo, um dos maiores valores de magnetizagédo de saturacdo a 300
K e 0 melhor desempenho de hipertermia quando comparado até mesmo aos resultados
da NPs recobertas por surfactante. A qualidade dos resultados obtidos foi atribuida
pelos autores ao papel da gelatina durante a sintese (atuando como um surfactante) e
também adsorvido na superficie das nanoparticulas, impedindo a oxidacdo das
nanoparticulas e levando a uma boa combinacdo de tamanho e largura de distribuicao de

tamanho.

Ainda em 2016, Yazdani e Seddigh sintetizaram nanoparticulas de magnetita
através do método de co-precipitacdo. Para investigar o efeito de varios precursores em
seu tamanho médio e na morfologia, seis grupos de precursores de magnetita foram
arranjados. Os resultados mostraram que a razao para este comportamento foi explicado
pela teoria da dupla camada e pelo tamanho do precursor. Portanto, para um tempo de
reacdo constante, 0s tamanhos meédios das nanoparticulas sintetizadas mudam
inversamente com a mudanga da espessura da camada difusa. Consequentemente, outro
parametro importante é controlar o tamanho das nanoparticulas. Selecionando o
precursor adequado com o tamanho do anion adequado, é possivel alterar e controlar o

tamanho médio do produto final das nanoparticulas.

Em 2017, Celis e seus colaboradores realizaram a sintese da magnetita pelo
método reverso. Foram obtidos tamanhos de particulas que variam de 4 a 8,5 nm.
Durante o processo de sintese, a concentracdo de sais de ferro de nitrato férrico e sulfato
ferroso, foram variados em relacdo ao volume de reacdo quimica. Usando diferentes

surfactantes tais como &cido oleico e brometo de hexadeciltrimetilaménio. As particulas
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de magnetita foram caracterizadas por microscopia eletrdnica de transmissao,
espectroscopia, difracdo magnética e de raios X. Foram obtidas nanoparticulas de
maghemita, nas particulas menores produzidas, em vez de magnetita. Para as particulas
intermediarias e maiores uma mistura de magnetita e maghemitas foram produzidos
como a magnetizacdo de saturacdo de aproximadamente 60 emu/g. Estes valores foram
medidos para a maioria das amostras, independentemente da concentracdo do
surfactante de revestimento, e de acordo com as curvas ZFC-FC as temperaturas de
blogqueio foram 225K e 275K.

No mesmo ano, Malekzadeh e seus colaboradores sintetizaram nanoparticulas de
Oxido de ferro pelo método da co-precipitacdo via estratégia de polimerizacdo em
massa. Para alcancar a propriedade de direcionamento das células tumorais, foi
incorporado a superficie, o polietileno glicol e o grupo carboxilico do acido félico. As
caracterizacdes foram realizadas por DRX, TEM, TGA, FT-IR, DLS e VSM. O objetivo
desta pesquisa é projetar um novo sistema multifuncional de administracdo de farmacos
baseado em nanoparticulas superparamagnéticas para terapia de céancer. O
direcionamento de drogas magnéticas € uma estratégia que pode ser usada para
melhorar a eficiéncia terapéutica em células tumorais e reduzir os efeitos colaterais em

células e tecidos normais.

Saragi e seus colaboradores (2018) verificaram a influéncia de diferentes
temperaturas no meio reacional durante a sintese de nanoparticulas de magnetita
(FesO4) em suas caracteristicas morfolégicas e no tamanho. Para isso, 0s autores
realizaram a sintese das particulas utilizando o método de co-precipitacdo no qual os
valores de temperatura foram variados numa faixa de 25°C a 80°C. Ap0s analises UV-
Vis, TEM e PSA das amostras sintetizadas a 25°C, 40°C, 60°C e 80°C, concluiu-se que
a temperatura de sintese pode ser capaz de controlar o tamanho das nanoparticulas de
magnetita quando adotado o método de co-precipitacdo, sendo observado um aumento
no tamanho médio das nanoparticulas com o incremento da temperatura de sintese

devido & aceleraco da reagdo quimica dos fons Fe?* e Fe**.

No mesmo ano, Arriortua e seus colaboradores sintetizaram Fe3O4 pelo método
de sintese de decomposicédo térmica. Com o objetivo de melhorar a seletividade das
nanoparticulas magnéticas para o tratamento de tumores por hipertermia, as

nanoparticulas de Fe;O, foram funcionalizadas com um peptideo do tipo arginina-
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glicina-aspartato seguindo uma abordagem quimica. O peptideo foi ligado as
nanoparticulas previamente através de diferentes tipos de revestimento e foram
analisados para melhorar a biocompatibilidade das nanoparticulas magnéticas.
Nanoparticulas de magnetita monodispersas e homogéneas foram sintetizadas pelo
método de crescimento de sementes e caracterizadas por DRX, andlise
termogravimétrica, espectroscopia na regido do infravermelho, microscopia eletronica
de transmissdo e medidas magnéticas. A eficiéncia da hipertermia magnética das
nanoparticulas também foi investigada e ensaios de citotoxicidade foram realizados para
nanoparticulas funcionalizadas. Altos valores de SAR foram obtidos para as
nanoparticulas, aumentando com o tamanho médio das NPs, quando as nanoparticulas
estdo dispersas na &gua. Assim, essas nanoparticulas de magnetita sdo excelentes
candidatas para aplicacbes biomédicas demonstrando que o Fe304 B

PMAO_PEG/RGD pode apresentar um grande potencial para o tratamento do cancer.

Em 2019. Nikitin e seus colaboradores pesquisaram a sintese de nanofios
magnéticos de 6xido de ferro e sua aplicacdo para hipertermia magnética aumentada,
através de irradiacdo por micro-ondas. As medidas magnéticas mostraram que tais fios
magnéticos possuem alto valor de coercividade (141 Oe). Além disso, experimentos de
hipertermia com amostras sintetizadas foram realizadas. Na frequéncia e intensidade de
campo de alternados foram obtidos, f = 261 kHz H = 20 kAm. A taxa de absorc¢do
especifica (SAR) e perda intrinseca poténcia foram iguais a 147/Wg e 1,4 nHm?/ kg
respectivamente, o que confirma a eficiéncia dos nanobastdes sintetizados em

aplicacdes de hipertermia.

Em 2019, finalmente, Li e seus colaboradores estudaram as aplicacdes
biomédicas do Fe3O,4, especificamente para hipertermia magnética, atraves de uma
abordagem multifacetada. As nanoparticulas magneéticas foram preparadas com a
promissora técnica de evaporacdo a laser, que permite a produgdo de grandes e
uniformes escalas, enquanto a sua perda especifica foi medida com trés técnicas
diferentes: medicOes térmicas em uma configuracdo de hipertermia personalizada,
medicdes de calorimetro e histerese dinamica rotacdes. Com 0 objetivo de comparar 0s
resultados obtidos pelos testes térmicos e calorimétricos, abrangendo campos
magnéticos aplicados de intensidades muito diferentes, loops de histerese estatica foram
explorados; eles cobrem facilmente intervalos de intensidade de campos muito grandes

e foi possivel oferecer uma boa medicdo de poténcia de perdas especificas. Modelos
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simples de campo medio foram exploradas para descrever as perdas de energia. A
técnica de fabricacdo selecionada é crucialmente importante para a realizacdo dos
resultados desejados da anélise comparativa, como uma grande quantidade de material é
necessaria para tal comparacdo, nos permitem reunir uma compreensdo profunda e

abrangente de suas propriedades funcionais para aplicac@es de hipertermia.
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4. METODOLOGIA

Neste capitulo foi descrito todo processo experimental adotado para realizacao
da sintese das nanoparticulas magnéticas, em particular nanoparticulas de oxido de
ferro, além da instrumentacdo utilizada durante o trabalho. Deste modo, foram
realizados experimentos de laboratdrio para sintetizar através da co-precipitacao de sais
de ferro nanoparticulas de o0xido de ferro como parte inicial desta pesquisa. Simulacdes
computacionais em conjunto com a modelagem matematica foram realizadas para obter
informacdes sobre processos e fendmenos envolvidos na aplicacdo e interacdo de

nanoparticulas magnéticas aplicadas a um caso tratamento de cancer de mama.

O método de co-precipitacdo de sais de ferro em solucdo aquosa serd empregado
para realizar a sintese das NPs, no entanto, para que essas particulas possam ser
trabalhadas na forma de fluido e serem inseridas em um ambiente in vivo é essencial
que seja feito o revestimento das mesmas para que o efeito de aglomeracdo das

particulas seja minimizado e sua biocompatibilidade seja aumentada.

A estrutura cristalina do material foi caracterizada utilizando a difragéo de raios-
X (DRX), enquanto o tamanho médio do cristalito e a espessura da camada polimérica
que reveste as NPs foram determinados utilizando o refinamento Rietveld e ensaios no
NTA. Anélises no FTIR e ensaios térmicos foram empregados para verificar a presenca
e a eficacia do revestimento na protecdo do nucleo magnético. A morfologia e o estado
de agregacdo das NPs foram estudados por meio de analises de microscopia de
transmissdo, enquanto sua estabilidade coloidal foi avaliada por potencial zeta. No que
diz respeito a aplicacdo das particulas, foram utilizadas técnicas de anélise do
comportamento magnético das NPs, bem como a quantificaco da resposta de

hipertermia.

Na sequéncia foi realizado o modelamento numérico dos processos e fendmenos
envolvidos na hipertermia magnética. Estes fendmenos foram implementados em um
modelo de Volumes Finitos, que considera o escoamento e a transferéncia de
nanoparticulas nas fases presentes. Os resultados obtidos experimentalmente foram
utilizados para ajustes dos submodelos e validacbes das implementagdes numéricas.
Desta forma, € possivel controlar, quantificar e estudar a influéncia das propriedades
magnéticas. Na Figura 4.1 apresenta-se o fluxograma com 0s experimentos a serem

realizados nessa pesquisa.
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Figura 4.1. Experimentos realizados.

4.1 Sintese das NPMs

Inicialmente foram realizadas cinco sinteses variando o tempo de duracdo da
etapa de revestimento das NPs, em 10, 20, 30, 50 e 60 minutos visando estabelecer uma
condicdo padrdo de processamento para a realizacdo da realizacdo da sintese das NPs
durante o restante desse estudo. Foram utilizados os dados empiricos (Silva, 2015)
obedecendo ao protocolo apresentado na Figura 4.2. Inicialmente aqueceu-se 400 ml de
agua destilada a uma temperatura de 80°C, a fim de reduzir a quantidade de oxigénio

dissolvido no meio de reacdo e minimizar a oxidagao dos ions ferrosos.

Os reagentes, listados na Tabela 4.1, foram dissolvidos na seguinte ordem:
primeiramente o sulfato ferroso (FeSQO,4.7 H,0) e em seguida o cloreto férrico (FeCls.6
H.0), dando origem a uma solucéo que foi mantida aquecida e sob agitacdo magnética
durante cinco minutos, utilizando uma barra magnética de tamanho grande para agitar a
solucdo em regime ndo turbulento. Na sequéncia, foi adicionada a solucdo uma mistura
de 50 % de hidroxido de aménio (NH,OH) com 50 % de agua ultrapura com o intuito
de agir como precipitante resultando em uma solucdo de coloracdo preta (precipitacéo
do Oxido de ferro). Apds as nanoparticulas serem precipitadas o processo de

revestimento das mesmas foi realizado.
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Tabela 4.1. Lista de reagentes utilizados, suas respectivas marcas e quantidades

utilizadas.

Reagente Marca Quantidades
FeCl3.6 H,O Dinamica 2,025¢
FeSQO,.7 H,O Synth 1,18 ¢

NH,OH Synth 7ml
Polietileno glicol (PEG) Synth 49

FeSO,, 7H,0 FeCls, 6H0 ’

ko
e NH.OH

1- Adicdo dos sais de ferro em dgua
ultrapura sob agitagcdo magnética e

8 ‘ temperatura de 80°C. > 8 ‘
o - ° o . °

® ., @ ® ., @
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Figura 4.2. Esquema da sintese das NPMs de 6xido de ferro.

O solido presente na solucédo foi recuperado por decantacdo magnética e lavado
com agua destilada varias vezes para garantir a condi¢do de neutralidade do produto
final. As particulas recuperadas no proceso de lavagem foram depositadas em placas de
Petri para facilitar sua secagem em estufa e levadas a estufa a 40°C por um periodo de
24 horas. Ap6s a secagem, as particulas retiradas da estufa foram maceradas em um
almofariz de porcelana para que todos os cristais fossem desagregados. As amostras
foram entdo nomeadas como MAG 10, MAG 20, MAG 30, MAG 50 e MAG 60,
conforme a duragdo da etapa de revestimento, 10, 20, 30, 50 e 60 minutos

respectivamente e foram enviadas para a caracterizacdo por DRX e NTA.

Apos estabelecia a melhor condicdo de revestimento das NPs, foram entdo
realizadas novas sinteses visando avaliar a influéncia de duas temperaturas distintas, a

saber: temperatura ambiente (25°C) e 80°C; a influéncia do aumento na quantidade de
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PEG utilizada para recobrir o nucleo magnético, a fim de avaliar a influéncia da
espessura da camada polimérica na eficiéncia da protecdo; bem como a influéncia da
presenca de agar em diferentes concentracfes no meio reacional como limitador de

tamanho e distribuicdo granulométrica das NPs.

A nova bateria de sinteses obedeceu a uma metodologia semelhante a adotada
para estabelecer a condicdo de processamento padrdo de revestimento, no entanto, dessa
vez, as amostras tiveram cargas de agar, que variaram entre 0g, 0,169 e 0,32¢, inseridas
no meio reacional antes que a dissolucdo dos sais de ferro fosse feita. Dessa forma, apos
a adicdo do agar ao meio reacional ter sido realizada, a sintese seguiu como ja descrita
anteriormente obedecendo ao esquema exemplificado na Figura 4.2. Depois de
sintetizadas, as amostras de M1 a M12 obedeceram aos mesmos procedimentos de
lavagem, secagem em estufa e maceracdo. As NPs tiveram suas sinteses realizadas as
temperaturas de 25°C e 80°C, as quantidades de PEG utilizadas para revestir o nlcleo
variando entre 3,5¢ e 7,09, além da quantidade de agar variando entre Og, 0,169 e 0,329,
conforme esquematizado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Planejamento fatorial das sinteses.

Amostra Concentragédo PEG Temperatura Carga
M1 3549 25°C O0g
M2 359 25°C 0,16 g
M3 359 25°C 0,32¢
M4 359 80°C 0g
M5 3,50 80°C 0,16 g
M6 350 80°C 0,32¢g
M7 709 25°C 0g
M8 709 25°C 0,16 g
M9 709 25°C 0,32¢g

M10 709 80°C 0g
M1l 709 80°C 0,16 g
M12 709 80°C 0,32¢g

Apbs serem realizadas as sinteses das amostras M1 a M12, decidiu-se avaliar o
efeito que uma quantidade extrapolada da carga de agar poderia causar na sintese das
NPs. Foram entdo sintetizadas novas amostras adotando o mesmo procedimento de
sintese utilizado anteriormente, porém extrapolando a quantidade de agar inserida no
meio reacional para 1g, 2g e 3g. Depois de realizadas as sinteses, amostras foram
nomeadas de ME13 até ME17 e também obedeceram as mesmas condigdes de lavagem,
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secagem em estufa e maceracdo utilizados anteriormente. Além disso, também foi
realizada a sintese de uma amostra contendo apenas a quantidade extrapolada de &gar,
ou seja, sem a adicdo de PEG ao meio reacional em qualquer momento da sintese, que
foi intitulada de M-Ag. Os parametros de sintese utilizados nesse caso foram mostrados
na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Planejamento fatorial das sinteses das amostras com carga de &gar
extrapolado.

Amostra Concentragéo PEG Temperatura Carga
ME13 3,50 80°C 1049
ME14 3549 25°C 10g
ME15 3,50 25°C 109
ME16 350 25°C 2049
ME17 350 25°C 3049
M-Ag - 25°C 1049

4.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

4.2.1 Difragao de raios-x

A difragdo de raios-x (DRX) permite identificar a estrutura cristalina dos
materiais, sendo entdo um método de caracterizacdo comumente utilizado na
caracterizacdo de oxidos de ferro e também na identificacdo da fase, sendo entdo capaz
de fornecer informagdes referentes ao tamanho do cristal e seu estado, dimensdes da
célula unitéria e grau de substituicdo de Fe por outros cations trivalentes (Schwertmann
e Cornell, 2000). Essa técnica consiste basicamente na avaliacdo da interacdo entre o
feixe de raios-X, que incide paralelamente sobre a superficie da amostra a ser analisada,

e 0s atomos da estrutura cristalina da amostra.

A intensidade dos picos obtidos atraves da difracdo de raios-X pode ser utilizada
para quantificar a proporcdo de nanoparticulas magnéticas presentes na mistura, através
da comparacdo da intensidade dos picos obtidos experimentalmente com os picos de
referéncia encontrados na ficha padrdo (ASTM) permitindo identificar a estrutura

cristalina da nanoparticula (Faraji et al., 2010).

Os ensaios de difracdo de raios-X foram realizados no Laboratério de
Difratometria de Raios X (LDRX) no Instituto de Fisica da Universidade Federal
Fluminense em Niterdi, com o intuito de observar a estrutura cristalina das NPs obtidas

na sintese por co-precipitacdo, permitindo avaliar a fase formada no produto final, bem
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como determinar os tamanhos obtidos para os nucleos magnéticos. O equipamento
utilizado foi um Bruker D8 Advanced para policristais e as analises foram conduzidas
utilizando radiagdo CuKa (A=1,54056 A°), 40 kV e 30mA, abrangendo um angulo de

varredura 20 variando de 20 a 80°.

O conjunto de difratogramas obtidos compreende as amostras sintetizadas para
estabelecer a condi¢édo padrao de revestimento: MAG-10, MAG-20, MAG-30, MAG-50
e MAG-60; as amostras sintetizadas sob condi¢des de sintese variadas: M1, M2, M3,
M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11 e M12; além também das amostras extrapoladas
ME14, ME16, ME17 e M-Ag.

4.2.2 Analise Rietveld

O método de Rietveld representa uma consolidada ferramenta utilizada na
caracterizacdo de materiais policristalinos que se encontram em forma de p6. A técnica
é comumente utilizada para refinar diversos tipos de estruturas cristalinas a partir de
dados extraidos da difracdo de raios X do material. Para isso, ¢ feito um ajuste com base
no método de minimos quadrados dos difratogramas fazendo com que o difratograma

calculado se aproxime do difratograma experimental.

Isso € feito a partir de uma simulacdo tedrica do espectro completo de DRX
assumindo a estrutura cristalina do material assim como as espécies atbmicas que
ocupam os sitios de rede, dessa forma, sdo feitos varios ajustes entre 0s espectros
simulado e experimental através do refinamento de diversos pardmetros estruturais e de

parametros utilizados nas condi¢cdes experimentais.

O processo de refinamento é feito de forma iterativa e os parametros sdo
refinados a cada ciclo de iteracdo, até que o maximo possivel de convergéncia seja
atingido. O refinamento Rietveld representa um método bastante satisfatorio e confiavel
na determinacdo do tamanho médio dos grdos de NPs, pois se baseia no espectro

experimental completo e ndo apenas em um Unico pico de Bragg (Konig et al., 2002).

A analise Rietveld foi realizada com o objetivo de confirmar a estrutura
cristalina das NPs obtida através da técnica de DRX, além de obter o tamanho médio
dos cristalitos que compde as amostras, bem como seus parametros de rede a efeito de

comparacdo com valores estipulados em literatura para o material estudado, ver Tabela
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4.4. Para isso foi utilizado o programa Topas-Academic versdao 4.1 e 0s parametros
tipicos de uma magnetita de Bragg para analisar os resultados mostrados nos
difratogramas obtidos.

Tabela 4.4. Parametros utilizados na analise Rietveld.

Local X y Z
Fel 0 0 0
Fe2 0,625 0,625 0,625

0] 0,385 0,385 0,385

O refinamento Rietveld foi realizado em todas as amostras para as quais foram
obtidos os difratogramas experimentais de DRX. O conjunto de amostras refinadas
compreende as amostras MAG-10, MAG-20, MAG-30, MAG-50 e MAG-60; M1, M2,
M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11 e M12; ME14, ME16, ME17 e M-Ag.

4.2.3 Nanosight (NTA)

O visualizador de particulas NanoSight NTA 2.3 é um dispositivo de iluminacao
a laser, equipado com um microscopio capaz de analisar e visualizar amostras liquidas
de particulas em escala nano; em particular, com tamanhos entre os 10 nm e os 2000
nm. Para isso, o dispositivo utiliza 0 método de analise e localizacdo de particulas (NTA
- Nanoparticle Tracking Analysis) que permite analisar e visualizar diretamente as NPs
em tempo real, quando estas se encontram dispersas em meio liquido, baseando-se no
seu movimento Browniano e nas suas propriedades de dispersdo de luz. 1sso é possivel
devido a utilizacdo de uma cé@mera digital cientifica que permite a visualizacdo
individual de todas as particulas suspensas no fluido e seu monitoramento por um
software de analise e monitorizagdo de imagem que analisa particula a particula e faz a
contagem e medicdo dos tamanhos apresentados e em seguida disponibiliza histogramas

das distribuicbes de tamanho das particulas analisadas.

Com o objetivo de obter informacdes acerca do tamanho das particulas, da sua
distribuicdo granulométrica, bem como do seu estado de agregacdo, as amostras foram
dispersas em agua ultrapura na proporcao de 0,5 g de particulas em 100 ml de &gua
ultrapura e agitadas manualmente. As solucGes foram entdo analisadas no NTA a

temperatura ambiente.
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A caracterizacdo por NTA foi realizada no laboratorio de Sistemas Multifasicos
da Pos-Graduacdo em Engenharia Metalurgica da Universidade Federal Fluminense em
Volta Redonda. As amostras analisadas visando estabelecer a condi¢cdo padrdo de
revestimento compreendem as amostras MAG-10, MAG-20, MAG-30, MAG-50 e
MAG-60; ja as amostras sintetizadas sob condi¢bes de sintese variadas analisadas
utilizando o NTA compreende o conjunto das amostras M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8, M9, M10, M11 e M12; além também das amostras extrapoladas ME13, ME14,
ME15, ME16, ME17 e M-Ag.

4.2.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) consiste em uma técnica de analise
instrumental que permite medir a variacdo de massa de uma amostra enquanto essa €
submetida a uma programacdo controlada de temperatura. As medidas de variacdo de
massa podem ser feitas de duas maneiras distintas: em funcdo de uma variacdo de
temperatura a qual a amostra é submetida e/ou em funcdo do tempo enquanto é
submetida a uma temperatura constante. Através dessa analise é possivel conhecer
caracteristicas importantes da amostra estudada como a faixa de temperatura de inicio e
término do processo de decomposicao da amostra, assim como o andamento das reacdes

de desidratacdo, oxidacdo, combustdo e decomposi¢éo, entre outros.

A técnica de TGA € amplamente utilizada para confirmar a presenca da camada
de revestimento em nanoparticulas magnéticas (especialmente os surfactantes e
polimeros), bem como estimar a eficiéncia da adsorc¢éo do revestimento sobre o nucleo
metéalico, desempenhando dessa forma um importante papel na analise da natureza da
interacdo nucleo/revestimento das nanoparticulas, isso porque a anélise da perda ou do
ganho de massa das NPs possibilita fornecer a informacéao sobre a estabilidade térmica e
decomposicdo dos componentes das amostras (Idris et al., 2010). Enquanto a perda de
agua ou de substancias volateis, como o oxigénio ou mesmo a decomposi¢do de matéria
orgénica, apresentam-se como perda de massa, a oxidacdo ou adsor¢do de gases

apresentam-se como aumento de massa.

Para verificar a natureza das interagdes nucleo magnético/revestimento, além da
estabilidade do material em diferentes temperaturas, foram realizadas analises

termogravimétricas (TGA) das amostras estudadas. Durante o aquecimento, o sistema
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foi mantido sob atmosfera controlada de ar comprimido, nitrogénio e argénio utilizando

taxas de aguecimento de 10°C/min até que a temperatura de 600°C fosse atingida.

A analise térmica das NPs foi realizada utilizando um TGA/DSC Q-600 TA
Instruments, localizado no laboratério de Sistemas Multifasicos da P6s-Graduagdo em
Engenharia Metaldrgica da Universidade Federal Fluminense em Volta Redonda-RJ. Os
termogramas realizados conforme descrito nas condi¢des acima foram obtidos para as
amostras M1, M3, M7, M9, ME14, ME16, ME17 e M-Ag.

4.2.5 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A Microscopia eletronica a transmissdo (MET) representa uma ferramenta
importante no que se refere a caracterizacdo de materiais em escala nanométrica devido
a alta resolucdo e a capacidade de ampliacdo fornecida pelo microscopio que permite
avaliar caracteristicas morfoldgicas, distribuicdo de tamanho e homogeneidade de NPs.
Isso é possivel, pois quando uma amostra fina € irradiada por um feixe de elétrons com
energia suficiente para transpassa-la é possivel produzir uma imagem bidimensional da

amostra.

A morfologia e o estado de agregacdo das nanoparticulas foram observados a
partir de imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo. Para isso, as
amostras foram dispersas em um solvente em alcool etilico na proporcéo 1:1 (% v/v) e
acondicionadas em grades de apoio. O solvente nas grades de apoio foi evaporado a
pressao e temperatura ambiente e em seguida as amostras foram inseridas com auxilio
de uma pingca no porta amostra apropriado que foi colocado na camara de vécuo do
microscopio de transmissdo. Os ensaios foram realizados no Laboratério de
Microscopia de Alta Resolugdo (LaMAR) situado no Instituto de Fisica da Universidade
Federal Fluminense em Niterdi utilizando um Microscopio Eletrénico de Transmissao
de alta resolugéo JEOL 2100 F, adotando 200 kV. As imagens obtidas compreenderam
as amostras M1 e ME14.

4.2.6 Espectroscopia Mdssbauer

A espectroscopia Mdssbauer é uma técnica de grande importancia para o estudo
da estrutura de particulas magnéticas (Herojit et al., 2016). Essa técnica torna possivel
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observar a distin¢do de diferentes parametros magnéticos hiperfinos, apresentando entédo
uma enorme vantagem na caracterizacdo de diferentes Oxidos de ferro. Um exemplo
disso é a magnetita (FesO;) e a maghemita (y-Fe,O3), que apresentam estrutura
espinélio quando ambas se encontram a temperatura ambiente, impossibilitando assim
sua distincdo. Entretanto, a técnica de Mdssbauer permite identificar os sitios de Fe (1)
e Fe (II1) na magnetita (Joos et al., 2015). Apesar da sua importancia, essa técnica
apresenta algumas limitagOes, pois ndo pode ser aplicada para todos os elementos
quimicos e também ndo pode ser utilizada em liquidos e gases, sendo entéo utilizada

principalmente para materiais como estanho e ferro.

A espectroscopia Mdssbauer utiliza radiacdo gama para detectar espécies
quimicas, quando uma amostra solida é entdo exposta a radiacdo, a intensidade da
radiacdo emitida pela amostra € mensurada através de um detector. Enquanto essa
técnica permite registrar 0 magnetismo interno do nicleo magnético das NPs, sem que
haja necessariamente a necessidade de aplicacdo de um campo magnético externo, pois
0s momentos magnéticos locais do elemento ferro sdo detectados via interacGes
hiperfinas dos nucleos dos atomos de °’Fe com seus elétrons circundantes, as medidas
magnéticas convencionais deduzem o momento magnético total do ndcleo de ferro, por

intermédio de suas intera¢cGes com um campo magnético externo.

As interacdes que ocorrem entre 0s nlcleos de ferro e a sua vizinhanga, de
natureza elétrica e magnética, sdo conhecias como interagdes hiperfinas, por terem
origem nuclear. Estas interacdes podem ocasionar trés tipos de espectros Mdssbauer, a
saber: os singletos, que sdo espectros que apresentam apenas uma linha de absorcéo, e
que ocorrem quando ndo ha interacdo magnética e a distribui¢do de cargas em volta do
nucleo tem simetria cubica; os dobletos, que sdo espectros com duas linhas de absorcéo,
e que ocorrem guando ndo ha interacdo magnética, mas a distribuicdo de cargas ndo tem
simetria cubica; e, finalmente, os sextetos, que representam espectros com 6 linhas de

absorcdo, ocorrendo apenas quando hé interagcdo magnética.

Os sextetos sdo simétricos relativamente ao seu canal central se a distribuicdo
de cargas em volta do ndcleo é cubica, e assimétricos no caso contrario. Cada sitio
cristalografico de ferro da origem a um espectro. Assim, se numa amostra existe mais
do que um “tipo” de ferro, o espectro total sera constituido por tantos subespetros

quantos os diferentes sitios de ferro (Fultz, 2011).
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A espectroscopia Mdossbauer foi realizada no Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF), no Rio de Janeiro, com o objetivo de identificar os sitios de Fe (Il) e Fe
(I1) presentes nas amostras a fim de possibilitar a distingdo entre a formagdo da
magnetita (Fe3O4) ou da maghemita (y-Fe,O3). Para isso, foram realizadas medidas dos
espectros a temperatura ambiente e a baixas temperaturas. O conjunto de amostras que
tiveram suas propriedades magnéticas avaliadas por meio da espectroscopia Mdssbauer
compreende as amostras M1, M9, ME14 e M-Ag.

4.2.7 Espectroscopia por infravermelho (FTIR)

A espectroscopia por infravermelho permite obter informagdes sobre os tipos de
ligacGes quimicas presentes no material sendo uma técnica abrangente no sentido de
poder ser feita em materiais solidos, filmes finos ou liquidos. Essa técnica permite
averiguar a presenca de determinados grupos funcionais, através da analise das bandas
de absorcdo dos espetros, que vao corresponder as frequéncias de vibracdo de
determinadas ligacGes. Isso € feito determinando a intensidade do feixe de
infravermelho em funcdo do comprimento de onda ou frequéncia apos a interacdo do

feixe com a amostra.

Quando a radiacdo eletromagnética, com energia na regido do infravermelho,
incide sobre a amostra, ocorre uma interacdo entre essa radiacdo e as moléculas
presentes na amostra que produz mudancas no comportamento vibracional e rotacional
dessas moléculas, tornando possivel obter informacBes relacionadas a geometria
molecular. No caso de NPs de éxidos de ferro, a espectroscopia FTIR possibilita a
répida identificacdo de componentes, sendo que a ampliacdo das bandas de absorgédo
reflete na diminuigdo da perfeicdo do cristal (Schwertmann e Cornell, 2000). Dessa
forma, o método constitui uma potente ferramenta no que se refere a obtencdo de
informagdes importantes sobre a estrutura da molécula analisada. No caso da magnetita,
sdo esperadas bandas referentes as posicOes tetraédrica e octaédrica da ligagcdo Fe-O na
faixa de valores compreendidos entre 590 e 450 cm™, respetivamente (Theofanides,
2012).

O objetivo do ensaio foi comprovar a existéncia dos grupos funcionais
adsorvidos no nucleo magnético. Para isso, a analise das amostras foi realizada para

uma regido de infravermelho de 4000-400 cm™ num espectrofotémetro Nicolet 6700
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FTIR, onde o programa de aquisicao utilizado foi OMNIC Specta 2.0.302 localizado no
laboratério de analises quimicas da Universidade Federal Fluminense em Volta
Redonda. Foi realizado um background antes de dar inicio as medidas. As amostras
analisadas foram maceradas, juntamente com KBr, numa almofariz de agata até se obter
um pé fino, uniforme e de coloracdo marrom claro, sendo posteriormente prensadas de
maneira a obter uma pastilha semi-transparente. O conjunto de amostras que tiveram
seus grupos funcionais avaliadas por meio da observacado do espectro de infra-vermelho
compreende as amostras M1, M3, M7, M9, ME14 e M-Ag.

4.2 .8 Potencial zeta

Quando ocorre o contato entre a superficie de um sélido, esteja ele em escala
macroscopica ou nano, e algum liquido, surge uma carga elétrica na superficie do
solido. Em funcéo disso, a distribuicdo de ions nos arredores das particulas é alterada,
acarretando no aumento do agrupamento de contra-ions junto a superficie da particula,
fendbmeno esse conhecido como dupla camada elétrica e surge na interface entre a
particula e o liquido. O potencial zeta é entdo o potencial eletrostatico gerado pela
acumulacdo de ions que ocorre na superficie da particula e é comumente aplicado na
determinacdo da carga de superficie de particulas, bem como da estabilidade de

suspencoes coloidais.

O potencial zeta fornece o nivel de repulséo existente entre as particulas vizinhas
carregadas presentes em uma dispers@o. Segundo Honary e Zahir, o valor fornecido pelo
potencial zeta esta diretamente ligado a estabilidade das dispersdes coloidais (Honary e
Zahir, 2013). Quando consideramos particulas com tamanhos reduzidos, valores
elevados de potencial zeta atestam se 0 meio analisado apresenta ou ndo estabilidade,

indicando se a solucéo sera capaz de resistir a tendéncia de sofrer agregacao.

Para valores absolutos de potencial Zeta superiores a 25 mV, podemos
considerar que as particulas sdo eletrostaticamente estaveis, ou seja, nesse caso, a
atracdo sera maior do que a repulséo propiciando a precipitacdo das particulas (Shete et
al., 2014). No que tange a estabilidade das solugdes, a magnitude obtida para o
potencial apresenta mais relevancia do que o sinal positivo ou negativo observado.
Portanto, suspensdes com valores de potencial zeta maiores que 25 mV ou menores que

-25 mV sdo geralmente consideradas estaveis (Alves et al., 2016). As medidas de
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potencial zeta podem ser influenciadas por diversos fatores como a superficie da
particula, o dispersante utilizado, valores de condutividade, além do pH ou forga ibnica

do meio, entre outros.

Para determinar a influéncia que diferentes valores de pH exercem na
estabilidade das NPs sintetizadas nesse estudo e avaliar se a estabilidade das particulas,
quando dispersas em solucdo, apresenta valores satisfatorios que tornem sua utilizacédo
viavel em aplicacdes biomédicas, o potencial zeta dessas solucdes foi medido. Foram
preparadas solugdes com trés valores distintos de pH a saber: pH 2 (&cido), pH 7
(neutro) e pH 11 (béasico). As solugdes foram feitas a partir de agua ultra pura e tiveram
seu pH ajustado com solucdes aquosas de NaOH e HNO; 10 mol.L™.

Apo6s prontas as solugbes com diferentes pH, foram preparadas dispersdes
contendo as amostras M7, M9 e ME14 para cada um dos trés pH, conforme o esquema
apresentado na Figura 4.3. Para a realizacdo das medidas de potencial zeta pipetou-se
1ml da amostra que foi em seguida inserida na cubeta que foi entdo devidamente lacrada
e posicionada no equipamento. O angulo de deteccdo de luz espalhada foi fixo em 90°, a
temperatura de 25°C. Esperou-se um tempo de estabilizagdo de 180 segundos antes da

realizacdo de cada medida.

pH 2

pH 7

pH 11

Amostra
ME14

pH 7

pH 11

Figura 4.3. Dispersdes preparadas com diferentes pH nas amostras M7, M9 e ME14.
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Para a realizacdo das medidas de potencial zeta foi utilizado o equipamento
Zetasizer Nano ZS da Malvern Instrument. O equipamento encontra-se localizado no
laboratério de Engenharia e Tecnologia Agroindustrial na escola de engenharia da

Universidade Federal Fluminense em Volta Redonda-RJ.

4.3 Avaliacéo das propriedades magnéticas

4.3.1 Curva ZFC/FC

O comportamento magnético das NPs é de suma importancia para que estas
possam ser destinadas a aplicacbes relacionadas a hipertermia magnética. Esse
comportamento depende fortemente da temperatura de blogueio apresentada pelas NPs
que é proporcional ao tamanho das NPs e se caracteriza por ser a temperatura na qual
acontece a transicdo entre o ferromagnetismo e o0 superparamagnetismo. Segundo
Gupta, as propriedades superparamagnéticas sdo pertinentes as particulas que exibem
menores temperaturas de bloqueio, enquanto propriedades ferromagnéticas sdo
observadas em particulas que apresentam temperaturas de bloqueio mais elevadas
(Gupta e Gupta, 2005).

Uma importante técnica utilizada na caracterizacdo de sistemas
superparamagnéticos é a Zero Field Cooling (ZFC) e Field Cooling (FC), mais
conhecida como ZFC-FC, que consiste em medir a magnetizacdo do material em funcgéo
da temperatura (M x T) enquanto € aplicado um campo magnético externo pequeno e
constante. Essa técnica € comumente utilizada para analisar transicdes magnéticas
induzidas pela temperatura, porém uma das suas principais aplicacfes € evidenciar um
sistema com comportamento superparamagnético, pois se obtém informagGes sobre a
barreira de energia e a temperatura de blogueio média (Tg). A Figura 4.4 apresenta
comportamento tipico de curvas ZFC/FC, onde se pode estimar a temperatura de
bloqueio das NPs, ou seja, a temperatura a partir da qual o sistema se encontra no

regime superparamagnético (Knobel et al., 2008).
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Figura 4.4. Aspecto tipico das curvas ZFC/FC. (Duarte, 2005)

As medidas referentes as propriedades magnéticas da curva ZFC-FC foram
realizadas em um equipamento PPMS (Physical Property Measurement System) que
permite obter dados de propriedades fisicas através de medidas de magnetizacdo, calor
especifico e resistividade em funcdo do campo magnético ou temperatura. Esse
equipamento permite alcancar faixas de temperatura que vao de 4 a 300 K e de campo

magnético que podem chegar até + 9 K.

As medidas foram realizadas em um PPMS da Quantum Design, modelo
Dynacool instalado no Laboratdrio de Magnetismo localizado no Instituto de Fisica da
Universidade Federal Fluminense em Niteroi. As curvas ZFC-FC realizados

compreenderam as amostras M1 e ME14.

4.3.2 Histeresimetro

O tragador de curvas de histerese Global Mag TCH 2020 permite tragar curvas
de histerese de amostras magnéticas a temperatura ambiente, permitindo avaliar a
magnetizacdo das nanoparticulas magnéticas em funcdo de um campo magnético
externo (H) que pode atingir um valor maximo de 4T e fornece o ciclo de histerese do

material magnético analisado.

Materiais nanoestruturados apresentam valores de magnetizacdo (Ms), em geral,

menores aos valores apresentados pelos materiais fora da escala nanométrica (Gupta e
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Gupta, 2005). Pesquisas reportam que a origem dessa reducao no valor da magnetizacéo
de saturagdo estd no tamanho das particulas. Quando a remanéncia exibida é nula (ou
seja, H € zero) e a curva de magnetizagdo mostra-se sem histerese pronunciada, & um
indicativo de que as nanoparticulas apresentam um  comportamento

superparamagnetico.

Para estudar as propriedades magnéticas apresentadas pelas NPs que foram
sintetizadas e recobertas utilizando o método de precipitacdo se sais de ferro, é
interessante observar tanto o valor de magnetizacdo de saturacdo (Ms), quanto 0s
valores da coercividade e da remanéncia apresentados pelas particulas visto que, a
obtencg&o de valores nulos para essas duas propriedades resulta na auséncia de histerese
que caracteriza 0 comportamento superparamagnético das NPs, imprescindivel para

particulas a serem aplicadas me areas biomédicas.

No que se refere a NPs de 6xido de ferro, a funcionalizacdo da superficie das
particulas com diferentes tipos de materiais, sejam eles organicos, poliméricos ou
surfactantes, forma uma camada ndo magnética que recobre todo o nicleo magnético e
reduz seu valor de magnetizacdo. Uma vez que essa € uma propriedade imprescindivel
aos materiais destinados a essa aplicacdo, sua caracterizacdo magnética torna-se
imprescindivel para garantir um bom funcionamento das NPs. Dessa forma, a obtencao
da curva de histerese das amostras, que consiste em medir a magnetizacdo do material
em funcdo do campo magnético aplicado (M x H), é pertinente no sentido de observar a
existéncia do comportamento superparamagnético evidenciado pela sua curva

caracteristica, além de determinar o valor da magnetizacéo de saturacdo das NPs.

Dessa forma, com o intuito de avaliar a viabilidade das propriedades magnéticas
das NPs sintetizadas no presente estudo em possiveis tratamentos oncoldgicos, optou-se
por caracterizar as propriedades magnéticas das amostras avaliando a magnetizagdo de
saturacdo, permitindo assim observar se 0s processos de sinteses realizados foram ou
ndo capazes de gerar particulas superparamagnéticas. As amostras foram submetidas a
ensaios magnéticos no histeresimetro TCH 2020 no laboratério de Sistemas
Multifasicos localizado na Universidade Federal Fluminense em Volta Redonda-RJ.
Para isso as amostras na forma de pd foram depositadas em um porta amostra cilindrico
medindo 30 mm de altura por 9,7 mm de didmetro e levemente compactadas para evitar

a possivel movimentacdo das NPMs durante a anélise.
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O conjunto de amostras que tiveram suas propriedades magnéticas avaliadas por
meio da observacdo da sua curva de histerese compreende as amostras M1, M3, M7,
M9, ME14 e M-Ag.

4.4 Avaliacdo de propriedades para hipertermia

4.4.1 Ensaio de hipertermia magnética

A hipertermia magnética consiste no aquecimento por inducdo de uma regido
através da aplicacdo de um campo magnético externo de corrente alternada. Essa técnica
pode ser empregada para promover a elevacdo da temperatura de regifes doentes do
organismo para a faixa de temperatura compreendida entre 41 °C e 45°C auxiliando
entdo técnicas convencionais ja utilizadas no tratamento de cancer ao promover o
enfraquecimento das células doentes que sdo mais susceptiveis ao aumento de

temperatura do que as células normais, resultando na sua morte por aptose.

Dito isso, é imprescindivel realizar o estudo e avaliacdo da capacidade das NPs
de promover aquecimento quando submetidas a um campo magnético variavel. Para
essa finalidade, faz-se necessario o uso de um equipamento de inducdo magnética que é
responsavel por gerar um campo magnético de intensidade e frequéncia variaveis capaz
de promover o aquecimento das NPs devido as relaxacfes de Néel e Brown a que as
particulas estdo sujeitas quando tentam se alinhar a direcdo do campo magnético que

varia com a corrente e entdo medir o aguecimento produzido pelo material magnético.

Visando aplicagBes in vitro ou in vivo, muitas vezes as NPs séo dispostas na
forma de ferro fluido, no qual as NPs sdo dispersas em um fluido carreador que ira
permitir sua internalizacdo em sistemas biologicos. A eficicia desse nanofluido com
propriedades magnéticas em promover aquecimento é quantificada pela taxa de
absorcdo especifica conhecida como SAR (Specific Absorption Rate). O SAR
representa a poténcia térmica dissipada por unidade de massa do material quando esta

sob a¢do de campo magnético AC.

O indutor magnético foi empregado para obter a curva de temperatura versus
tempo para cada amostra cujo coeficiente angular foi utilizado para calcular do SAR de
cada amostra. Para isso, 10 mg de amostra foi colocado em um porta amostra de vidro e
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disperso em 1 ml de agua destilada que foram em seguida sonicadas por cinco minutos.
Cada amostra foi entdo submetida a um campo magnético que variou até 200 Gauss e
uma frequéncia de 307 KHz durante 20 minutos nos quais sua variagao de temperatura
foi mensurada por um termopar. O equipamento aqui utilizado foi 0 modelo DM2 da
NanoScale Biomagnetics localizado no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas-CBPF,

no Rio de Janeiro.

4.5 Solucdo Numerica

A solucdo das equacgdes propostas no presente trabalho foi obtida por meio do
método numérico Volumes Finitos. O método dos Volumes Finitos baseia-se na
integracdo das equacOes diferenciais de conservagdo de massa e conservacao de
quantidade de movimento sobre um conjunto de volumes de controle, gerando valores
discretos da funcdo. As propriedades massa, a fracdo massica das espécies de
nanoparticulas e quantidade de movimento sdo conservadas, tendo em vista que as
equacOes diferenciais sdo obtidas por meio de balancos integrais sobre volumes de

controle.

Com base nesse conceito a conservacao estard garantida para todo tipo de
malha. Uma abordagem conveniente para a solucdo das equacdes diferenciais consiste
na formulacdo por volumes finitos em coordenadas generalizadas, onde a mesma €
integrada em um volume de controle arbitrario, conforme ilustrado na Figura 4.5. A
discretizacdo temporal utiliza o método implicito enquanto a discretizacdo espacial

utiliza o esquema “power law”, conforme (Patankar, 1985; Melaaen, 1992).
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Figura 4.5. Molécula computacional e volume de controle finito para integracdo das

equac0es de transporte (Castro, 2000).

O presente trabalho utilizou o algoritmo Simple para a solucdo acoplada dos
campos de temperatura, velocidade, pressdo, potencial magnético, potencial elétrico e
concentracdo de nanoparticulas e o0 esquema Power Law para o célculo dos coeficientes,
maiores detalhes em (Patankar, 1985). Na Figura 4.6 tem-se um exemplo de uma malha
computacional bidimensional para o método de Volumes Finitos, onde as letras
mindsculas representam a interface do volume de controle e as letras maiusculas

representam o centro do volume de controle.
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Figura 4.6. Malha para o método de VVolumes Finitos (Patankar, 1985).
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4.5.1 Solver SDI

A solucdo de sistemas de equacfes em uma simulacdo computacional para
transferéncia de nanoparticulas magnéticas e escoamento de fluidos num processo de
hipertermia magnética consome maioria do tempo durante o processamento do codigo.
Para a solucdo de sistemas de equagdes gerados, sdo apresentados dois métodos de
solucdo: Métodos Diretos e Meétodos Iterativos. Os métodos classificados como diretos
sdo caracterizados por realizarem um grande esforco computacional na hora do calculo

do sistema de equacoes.

O grande esforco computacional é ocasionado porque o método direto trata a
matriz inteira, necessitando desta forma de um processo de inversdo da matriz para a
solugdo: portanto, os métodos diretos ndo sdo aconselhados para resolver problemas de
hipertermia magnética. Por outro lado os métodos classificados como iterativos s&o
caracterizados por realizarem menor esforco computacional durante o calculo do

sistema de equacdes.

O menor esforco computacional é alcancado através de solugdes ponto a ponto
ou linha a linha, ndo considerando a matriz inteira para o calculo. Os métodos iterativos
precisam de uma estimativa inicial para o calculo. Portanto, os métodos iterativos
apresentam bom desempenho para solugdo de problemas de transferéncia de calor e
escoamento de fluido. Como exemplos de métodos iterativos podem ser citados o

método de Gauss Seidel e 0 método “line by line”.

O presente trabalho adota o método iterativo “line by line” por meio do
algoritmo TDMA (Tridiagonal matrix algorithm). O método “line by line” adota a
solucdo de uma linha do dominio de cada vez (ndo importando se o problema é 2D ou
3D). Esta abordagem induz a uma solugdo de problema unidimensional, no qual a
aplicacédo do algoritmo TDMA se torna eficiente quanto ao desempenho. O algoritmo de
Thomas (TDMA) transmite de forma réapida e eficiente as informacdes do contorno para

o interior do dominio.

Para que essa informacdo chegue mais rapida e com maior precisdo ao interior
do dominio ¢ adotado o método de solugao ADI (“Alternate Direction Implicit”). A

solucdo pelo método ADI consiste em alternar seguidamente a dire¢do da solugéo, ora
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linha a linha ora coluna a coluna, para que seja alcancada a convergéncia da solucao
mais rapidamente (Patankar, 1980). A Figura 4.7 ilustra 0 método de solucdo ADI para
0 conceito linha a linha, onde o solver percorrera linha por linha o dominio

computacional, gerando a cada linha percorrida uma matriz tridiagonal.

FRONTEIRA
FRONTEIRA

. . . . .

LINHA A LINHA

Figura 4.7. Solugéo linha a linha.

A Figura 4.8 ilustra o método de solucdo ADI para o conceito coluna a coluna,
onde o solver percorrerd coluna a coluna o dominio computacional. Gerando a cada
coluna percorrida uma matriz tri-diagonal. A Figura 4.9 mostra a matriz tri-diagonal
gerada para resolver o sistema de equagdo, resultante da solucdo linha a linha do “grid”

computacional.
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Figura 4.8. Solucéo coluna a coluna.
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Figura 4.9. Matriz tri-diagonal.

4.5.2 Formulagdo matematica

Campos eletromagnéticos sdo classicamente descritos pelas equacdes de
Maxwell. Especialmente, no caso de equacBes magneto-estaticas que sdo apropriadas
para campos magnéticos estacionarios ou que apresentem variacbes pequenas. As
equacdes abaixo representam o vetor potencial magnético e potencial elétrico. A partir
dessas variaveis € possivel determinar as componentes do campo magnético e da

densidade de corrente, além das componentes do campo elétrico.

( dA
V-GNV+0——>=O (4.1)
ot
9A 1 R R
<a——+Vx(—VxA)+aW/=o (4.2)
at Ho
. 0A
E=-vW-—— (4.3)
\ ot

As funcgdes apresentadas nas equacdes (4.1) e (4.2), relacionam o potencial

elétrico V e o potencial magnético A, onde o representa a condutividade elétrica, u,
representa a permeabilidade no vacuo e t € o tempo. A equacéo (4.3) apresenta 0 campo
elétrico a partir dos potenciais elétrico e magnético. A densidade de corrente e 0 campo

magnético poder ser obtidos a partir das seguintes equagdes constitutivas:

j=o0E (4.4)
B=VxA4
(4.5)
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As equacdes de conservacdo de massa, quantidade de movimento e energia
podem ser utilizadas para descrever o escoamento do fluido e a temperatura em todo o
dominio, podendo ser expressas nas formas a seguir:

Equacéo da continuidade:

0p
- - (D) = 4.6
oV (o) =0 (4.6)

Equacdo do momento:

61_5 - - - t - - =4
p §+U-Vv = —Vp+ uv-(Vo+ 'V¥)+ j x B

4.7
+ pog + poﬁ(T_ Tref)g)_%v
Equacao da conservacéo de Energia:
aT - 5k .
pCy1 (EJ’ ﬁ-VT)=V-(AVT)+]-E+2—:f-VT+Q (4.8)

Onde, v é o vetor velocidade do campo, t é o tempo, p é a densidade, u é a
viscosidade dinamica, p € campo de pressdo, g é aceleracdo da gravidade e T,.r € a
temperatura referéncia. O Gltimo termo da equacdo (4.8) nos fornece a parcela que
corresponde a pressdo exercida sobre um tecido poroso, onde adotamos & como a
porosidade do tecido, v como vetor velocidade do fluido intersticial, u como a
viscosidade do fluido, K como sendo a permeabilidade no tecido, T representa a

temperatura, A a difusividade térmica, kz; é a constante de Boltzman ,e € a carga

elementar do elétron, o termo j - E' é devido ao transporte de carga elétrica pela particula

e Q corresponde ao SAR e depende do material a ser analisado.

Os nanomateriais usados em magneto-hipertermia, em geral, sdo baseados em
sistemas superparamagnéticos de éxidos de ferro por conta da sua biocompatibilidade e
da elevada magnetizagdo (Mhamoudi et al., 2011). Segundo Andreu (2015), a
habilidade de gerar calor € medida pela taxa especifica de absorcdo de calor ou SAR

(Specific Absorption Rate), a qual depende da caracteristica do solvente utilizado
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(viscosidade, calor especifico) e também das caracteristicas do material magnético
utilizado (diametro, distribuicdo de tamanho, raio hidrodindmico, aglomeracéo,
magnetizacéo e anisotropia efetiva), de acordo com a equagao abaixo:

san = («(2) 57)

Onde c é o calor especifico do fluido utilizado, my,/m; € a concentragdo em massa das
nanoparticulas no fluido, AT ¢ a variagdo de temperatura e At é o intervalo do tempo da
medida. A unidade de SAR é Watts por grama, Wg™.

4.5.2.1 Condigbes de contorno

As condicdes de contorno utilizadas para especificar como o modelo interage
com o ambiente externo foram propostas por Rao em 2004. Para isso, serdo utilizadas as
condicdes de contorno de Drichlet, que afirmam que a temperatura é estabelecida no

contorno.

Tx=01t) = T, (4.10)

Utilizando um modelo unidirecional de comprimento L na dire¢do x, a segunda

condicgéo de contorno apresenta a seguinte forma,

Tx=Lt) = T, (4.11)

Assumimos uma condicéo inicial que determina que a temperatura em todos 0s
pontos do modelo deve ser igual a zero até o tempo igual a zero, depois disso ela retorna

a condicao inicial.

T(x,t=0) = T, (4.12)

Nas condicBes de contorno de Dirichlet escolhidas, o dominio computacional da

temperatura na fronteira é fixado em até 37°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo foram apresentados e discutidos os resultados obtidos nos ensaios
experimentais de natureza quimica e fisica, e nas simulacdes numéricas por meio da
implementacdo de submodelos através da Tecnica de Volumes Finitos. Pretende-se
avaliar a influéncia de parametros como temperatura, quantidade de revestimento e
viabilidade da utilizacdo de agar como um limitador na distribuicdo granulométrica das
particulas, bem como a aplicabilidade das NPMs através da simulacdo de um cenario de

tratamento de cancer de mama.

Na producdo das nanoparticulas seguiram-se duas etapas. Na primeira etapa
abordou-se o estudo da variacdo do tempo de duracdo da etapa de revestimento das NPs
visando estabelecer uma condi¢do padrdo de sintese a ser utilizada durante o periodo de
estudo. Na segunda etapa, visou realizar a sintese de NPMs seguindo as mesmas
condicdes de sintese adotadas na primeira etapa, variando, no entanto, 0os parametros:
temperatura do meio reacional, quantidade utilizada do polimero no recobrimento das
particulas e quantidade de &gar presente no meio reacional durante a sintese como
limitador da distribuicdo granulométrica. Desta forma, nesta tese sdo avaliadas as
varidveis de processamento na sintese do nucleo magnético, no revestimento e
propriedades das nanoparticulas produzidas. Os principais parametros avaliados
correspondem ao tempo de revestimento, o polimero utilizado no revestimento e a

temperatura de processamento.

5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas

5.1.1 DRX

As amostras sintetizadas nesse estudo atraves do meétodo de co-precipitacdo
foram caracterizadas utilizando a técnica de difracdo de raios-X, visando obter
informacgOes acerca da sua estrutura cristalina, das fases presentes, bem como

determinar o tamanho médio do cristalito.

A sequir estdo apresentados os difratogramas das amostras MAG-10 a MAG-60,
que tiveram o tempo de duracdo da etapa de revestimento variado de 10 a 60 minutos
durante o processo de sintese visando estabelecer uma condicdo padrdo de

processamento para futuras sinteses. Todas as amostras foram sintetizadas obedecendo
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ao mesmo procedimento experimental e quantidades utilizadas de reagentes. Na Figura
5.1 apresenta-se a comparacdo entre os difratogramas das amostras MAG-10, MAG-20
e MAG-30, respectivamente, objetivando-se avaliar o efeito do tempo de revestimento
na estrutura cristalina do nucleo magnético. Na Figura 5.2 apresentam-se 0s

difratogramas para as amostras MAG-50 e MAG-60, respectivamente.
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Figura 5.1. Difratogramas das amostras MAG-10, MAG-20 e MAG-30.

Conforme pode ser observado nas Figuras 5.1 e 5.2, apesar das variacdes de
tempo a que as amostras foram submetidas enquanto eram revestidas, os difratogramas
obtidos ndo mostraram qualquer alteracdo nas suas estruturas cristalinas, o que seria
esperado e desejado para este tipo de revestimento. Os difratogramas confirmam a
formacdo dos picos caracteristicos da fase dos 6xidos de ferro que podem ser magnetita
(FesO4) ou maghemita (y-Fe;Os3). Fica evidente ao observar os difratogramas que a
presenca do polietileno glicol (PEG) ndo é capaz de modificar a estrutura do nucleo
magnético formado durante a sintese, garantindo que a condicdo estabelecida para as

proximas sinteses é bastante satisfatoria para a aplicacdo em hipertermia magnética.
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Figura 5.2. Difratogramas das amostras MAG-50 e MAG-60.

Abaixo sdo apresentados os difratogramas das amostras M1 a M12, que tem suas
temperaturas de sintese de 25 °C (M1, M2, M3, M7, M8, M9) e 80°C (M4, M5, M6,
M10, M11, M12), a quantidade de revestimento de 3,5 g (M1, M2, M3, M4, M5, M6) e
7,0 g (M7, M8, M9, M10, M11, M12), e a quantidade de &gar de 0,16 g (M2, M5, M8,
M11) e 0,32g (M3, M6, M9, M12), conforme apresentados na Tabela 4.2. Além disso,
sdo também apresentados os difratogramas correspondentes as amostras ME14, ME16 e
ME17, que obedeceram ao mesmo procedimento experimental, porém na temperatura
de 25 °C e quantidade de revestimento de PEG 3,5g e uma extrapolacdo na carga de
agar para 1g (ME14), 29 (ME16) e 3g (MEL17), respectivamente.

Os difratogramas obtidos experimentalmente foram comparados com o padrao
da estrutura espinélio da magnetita obtido atraves da sua ficha catalografica (JCPDS 19-
0629) presente na literatura, conforme apresentada na Figura 5.3. Os resultados
evidenciaram a formacdo dos picos caracteristicos da fase magnetita (FesO4) ou
maghemita (y-Fe;O3) em todas as amostras para o0 angulo 26, cujos planos de difragao
correspondentes sdo (220), (311), (222), (400), (422), (511), (440) e (531), apresentados
nas Figuras de 5.4 a5.8.
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Figura 5.3. Difratograma padrdo da magnetita.

Na Figura 5.4 apresentam-se os difratogramas para as amostras M1, M2 e M3,
com objetivo de analisar a influéncia da quantidade de agar no nucleo magnético,
mantendo-se a quantidade de PEG 3,5g e temperatura de 25 °C. Como a largura do pico
é inversamente proporcional ao tamanho do cristalito, picos amplos no padrdo XRD
indicam que os cristalitos sdo pequenos (Linh et al., 2018).
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Figura 5.4. Difratogramas das amostras M1, M2 e M3: efeito da adi¢éo de agar (PEG
3,5ge25°C).
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Na Figura 5.5 apresentam-se os difratogramas para as amostras M4, M5 e M6,

com objetivo de analisar a influéncia da quantidade de agar no ndcleo magnético,

mantendo-se a quantidade de PEG 7,0g e temperatura de 80 °C.
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Figura 5.5. Difratogramas das amostras M4, M5 e M6: efeito da adicdo de agar (PEG

3,5g9¢e80°C)

Na Figura 5.5 apresentam-se os difratogramas para as amostras M4, M5 e M6,

com objetivo de analisar a influéncia da quantidade de agar no nucleo magnético,

mantendo-se a quantidade de PEG 3,5g e temperatura de 80 °C. Comparando-se as

Figuras 5.4 e 5.5, observa-se que nesta faixa de temperatura os difratogramas nao

apresentam mudancas significativas, o que seria esperado devido ao tratamento ocorrer

em temperaturas inferiores as temperaturas de transformacdo do nudcleo magnético.

Estes resultados indicam que nestas condi¢cbes a etapa de revestimento pode ser

executada com seguranca, sem que haja deterioragdo de propriedades magnéticas.
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Figura 5.6. Difratogramas das amostras M7, M8 e M9: efeito da adicao de &gar (PEG
7,0ge 25°C).

Na Figura 5.6 apresentam-se os difratogramas para as amostras M7, M8 e M9,
com objetivo de analisar a influéncia da quantidade de agar no ndcleo magnético,
mantendo-se a quantidade de PEG 7,0g e temperatura de 25 °C, enquanto na Figura 5.7
mostra-se condi¢bes de processamento semelhante, diferindo-se apenas a temperatura
de 80°C. Novamente, ndo se observa alteraces significativas nos difratogramas. Estes
resultados, portanto, confirmam a adequabilidade do processamento nesta faixa de

temperaturas para as diferentes adi¢Ges de PEG e agar simultaneamente.

A variacdo na temperatura de sintese das NPs (temperatura ambiente e 80 °C) e
0 aumento na quantidade de PEG (3,59 e 7,0g) utilizado para revestir o nucleo
magnético ndo causaram quaisquer tipos de desordem estrutural durante a formacéo do
oxido de ferro, comprovando a eficacia do PEG em adsorver-se na superficie das NPs
sem, no entanto, comprometer a integridade da estrutura cristalina das particulas.
Segundo Saregi e seus colaboradores, o tamanho médio das nanoparticulas de magnetita
(Fes04) aumenta conforme a temperatura durante a sintese aumenta devido a aceleragdo

na reac&o quimica entre os fons de Fe®* e de Fe** (Saregi et al., 2018).
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Apesar de o agar ter sido inserido no meio reacional antes da adicdo dos sais de
ferro 11 e 111, segundo a analise feita a partir dos difratogramas apresentados, a presenca
do &gar durante a sintese também ndo causou nenhuma forte interferéncia capaz de
comprometer a formacdo de nanoparticulas com a estrutura cristalina da magnetita
(FesO4). Entretanto, a distincdo entre as fases da magnetita (Fe3O,) e da maghemita (y-
Fe,0O3) torna-se dificil em escala nanométrica, sendo necessario recorrer a

espectroscopia Mossbauer para confirmar a real fase presente nas NPs.
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Figura 5.7. Difratogramas das amostras M10, M11 e M12: efeito da adi¢&o de agar
(PEG 7,0 g e 80 °C).

Finalmente, analisa-se a condicdo em que as quantidades de &gar séo
extrapoladas para altas quantidades (1g, 29 e 3g). Na Figura 5.8 apresentam-se 0s
difratogramas correspondentes as amostras ME14, ME16 e ME17, que representam
estas condicbes de processamento. Estes experimentos obedeceram ao mesmo
procedimento experimental, porém na temperatura de 25 °C e quantidade de
revestimento de PEG 3,5g. Novamente, ndo se observa o aparecimento de nenhuma
nova fase ou composto formado com o nucleo magnético, o que indica que estes

revestimentos podem ser utilizados em condicGes de processamento amplas, sem
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maiores consequéncias para o nucleo magnético. Estes resultados permitem a utilizacao
destas nanoparticulas com quantidades variadas de revestimento, permitindo-se o
planejamento adequado da dosagem e do controle da cinética de liberagcdo de
substancias durante o tratamento. Portanto, poderiamos recomendar estas nanoparticulas

para uma ampla gama de aplicacBes simultdneas de hipertermia e carreamento de

farmacos.
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Figura 5.8. Difratogramas das amostras ME14 (1g), ME16 (2g) e ME17 (3g): PPEG
3,59 e temperatura de 25 °C.

5.1.2 Andlise Rietveld

A andlise Rietveld corrobora os resultados obtidos através do DRX evidenciando
a formacdo da estrutura cristalina do 6xido de ferro magnetita (Fe304) ou maghemita (y-
Fe,03) em todas as sinteses realizadas, permitindo-se obter a informacao adicional dos
diametros medios das NPs, além da obtencéo do parametro de rede das NPs obtidas em
cada sintese, conforme apresentado nas Tabelas 5.1 e 5.2. As larguras dos picos
presentes indicam a formagé&o de cristais com tamanhos reduzidos durante o processo de
sintese (Risti¢ et.al., 2013).
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As Figuras 5.9 e 5.10 mostram os resultados obtidos a partir dos difratogramas

para as amostras MAG-10 a MAG-60 utilizadas para estabelecer a condi¢do padréo de

sintese ao realizar o recobrimento das NPs durante tempos variados.
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Figura 5.9. Refinamento Rietveld das amostras MAG-10, MAG-20 e MAG-30.
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Figura 5.10. Refinamento Rietveld das amostras MAG-50 e MAG-60.
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As Figuras 5.11 a 5.14 mostram o resultado do refinamento para as amostras M1

a M12, que tiveram suas condicGes de sinteses variadas entre temperatura, quantidade

de revestimento utilizado e quantidade de agar no meio reacional.
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Figura 5.11. Refinamento Rietveld das amostras M1, M2 e M3.

1.100 Magneiita 10000%

o Amostra M4

100
b i . R T S PRUTOTY . P ettt
A Ny ooy n——. ottt b e
100
Il L Il Il Il 1 Il Il | 1 Il Il 1 Il
20 22 24 P 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 56 58 80 82 84 &6 68 70 72 74 7€ 78
1,100 Magnetits 100.00 %

o Amostra M5

it

gl o AR i kel T "
e L (s b LT i o
1

20 2 2 26 28 30 3z M ® 3 40 4 44 4% ) 50 52 54 E3 58 60 a2 84 &6 68 70 2 7 75 78

1100 Amostra M6

Msgnetita 100.00 %

TRTVRg) IRV, Dt et " e " s i, b " N "
P i ' il v 4 i e t it
-100 [l
-200 | ! I | I ! ! ! 1 ! | I
w22 22w % 2B 30 2 x % 38 a0 a2 a 4 43 50 52 54 56 58 60 62 84 66 68 70 72 74 T8 78 80

Figura 5.12. Refinamento Rietveld das amostras M4, M5 e M6.

98



700 d Msgnetita 100.00 %

w0 Amostra M7

0d i TP TRTY YO OGN T IS TP PUSURTTIY "W | ottt bl RO s A kb et
Wik il L L o ah b e i S Ua i e W f AT A Uty pdioynialiiy
-100

Magnetita  100.00 %

¢ Amostra M8

100+
o Bt et o st bttt B oo B kbt b |

AR (LUANRIAS Lk A R A = f LB et g a0 Wi
100 1 ! 1 ! | ! ! | 11 | [ |
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 48 48 50 52 54 56 58 80 62 64 66 68 70 72 T4 76 78 30

500 Magnetita 100.00 %

AR e el bl e el b M s e ettt N A Ak I PR
b At e b ey e L i el oA

-100

I L I I I I I 1 L 1 11 I
20 22 2¢ 26 28 30 2 34 B 38 40 42 44 45 43 50 52 54 8 58 80 62 B¢ 86 88 70 72 74 76 78 e

Figura 5.13. Refinamento Rietveld das amostras M7, M8 e M9.
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Figura 5.14. Refinamento Rietveld das amostras M10, M11 e M12.

A Figura 5.15 apresenta os resultados obtidos a partir do refinamento para as
amostras ME14, ME16 e ME17 que tiveram sua carga de agar extrapolada para 1g, 2g e

39 respectivamente.
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Figura 5.15. Refinamento Rietveld das amostras extrapoladas ME14, ME16, ME17 e
M-Ag.

Pode-se observar uma concordancia satisfatoria entre os picos experimentais
quando sobrepostos aos picos tidos como parametro para a magnetita de Bragg. Isso
evidenciou a formacdo do nudcleo magnético em escala nanométrica obtido como
produto da sintese independente das condigdes utilizadas nas condi¢Ges de

revestimento.

Os diametros médios obtidos pelo refinamento variam entre 12 a 22 nm,
comprovando a eficacia do metodo de sintese utilizado na producéo de particulas com
nucleos em escala nanométrica. Segundo Gupta e Gupta (2005), para aplicacbes
destinadas a areas biomédicas, em especial aplicagdes in vivo, particulas na faixa entre
5-20 nm sdo candidatas mais promissoras, pois tem um maior tempo de circulagdo no
organismo, além de poderem penetrar mais facilmente em diversos tecidos. Dessa

forma, os nanocompositos sintetizados no presente trabalho encontram-se dentro da
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faixa esperada para o tratamento alvo segundo os resultados obtidos com a técnica de

DRX e refinamento Rietveld.

Tabela 5.1. Valores de diametros médios e parametros de rede obtidos a partir do
refinamento Rietveld para amostras com tempos de revestimento variados.

Amostra Diametro (nm) Parametro de rede (A)
MAG-10 16,66 8,3547
MAG-20 17,90 8,3793
MAG-30 18,11 8,3541
MAG-50 18,27 8,3526
MAG-60 18,55 8,3610

Parametro de rede: magnetita (8,396 A ); maghemita (8,346 A).

Os valores dos parametros de rede obtidos encontram-se entre 8,34-8,37 A que
correspondem a valores entre os pardmetros de rede da magnetita (8,396 A) e da
maghemita (8,346 A), indicando a formacdo de uma fase intermediaria entre a
magnetita (FesO4) ¢ a maghemita (y-Fe;O3) em algumas amostras e a formacao
predominante da fase maghemita (y-Fe,O3) nas amostras M1, M7, M8 e M17 (Alves et
al., 2016) que pode ser explicada pela presenca de oxigénio no meio reacional durante o

processo de sintese.

Tabela 5.2. Valores de diametros médios e parametros de rede obtidos a partir do
refinamento Rietveld.

Amostra Diametro (nm) Parametro de rede (A)
M1 13,21 8,3428
M2 18,20 8,3606
M3 13,61 8,3670
M4 21,66 8,3588
M5 22,57 8,3582
M6 23,23 8,3797
M7 13,18 8,3445
M8 12,90 8,3456
M9 12,95 8,3628

M10 19,96 8,3637
M11 22,69 8,3627
M12 21,34 8,3557
M14 12,96 8,3503
M16 13,61 8,3688
M17 13,23 8,3448
M-Ag 13,01 8,3565

101



5.1.3 Analise Nanosight

Para determinar o diametro hidrodindmico e o perfil hidrodindmico distribuicéo
de tamanho de NPs de Oxido de ferro foi utilizada a anélise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA), que também permite avaliar o comportamento de agregacao das
NPs em suspensdo (Dadfar, 2019). Esta técnica é bastante (til, pois indica as condi¢Ges
do comportamento das nanoparticulas em coloides que sdo fortemente influenciadas
pelo revestimento e fluido base. Desta forma, esta técnica permite analise detalhada da

condicdo de aplicacdo das nanoparticulas no meio.

5.1.3.1 Influéncia do tempo de revestimento na espessura e tamanho

da camada polimérica das NPs

A fim de avaliar o efeito do tempo de duracdo da etapa de revestimento no
tamanho final das nanoparticulas e estabelecendo assim uma condicdo padréo
processamento para as futuras sinteses a serem realizadas ao longo do periodo de
doutoramento. Foram inicialmente realizadas cinco sinteses obedecendo as mesmas
condigdes, quantidades dos percursores e metodologia, variando apenas o tempo de

duracdo em que as NPs foram revestidas com PEG em 10, 20, 30, 50 e 60 minutos.

A andlise da distribuicdo granulométrica apresentada por uma particula vai além
do valor do didmetro médio. Outros valores devem ser levados em consideracdo a fim
de assegurar uma andlise e conclusdo mais adequada acerca da granulometria obtida,
visto que, a distribui¢do de tamanho das particulas se refere ao nimero de particulas que
se enquadram em cada uma das diversas faixas de tamanhos na amostra de interesse. A
Tabela 5.3 fornece informagdes importantes acerca da distribuicdo granulométrica das

NPs quando estas se encontram em suspenséo em agua ultrapura.

A distribuicdo granulométrica € comumente composta por particulas que
apresentam diversos valores diferentes de didmetro. Assim sendo, existem poucas
aplicacdes onde um unico valor de particula é capaz de representar adequadamente a
amostra analisada como um todo. Dessa forma, muitas vezes é mais Util descrever toda
a distribuicdo de tamanho ao invés de apenas um Unico ponto sobre ela. Para tanto,
deve-se analisar ndo s6 o diametro médio das NPs, como também os didmetros D1, Dso

e Dqo.
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O diametro Dy indica a porcentagem de particulas ditas finas, ou seja, indica
que 10% das particulas presentes na amostra apresentam um tamanho inferior ao valor
desse didmetro. De forma semelhante, o didmetro Dy, indica a porcentagem de
particulas ditas grosseiras, ou seja, indica que 90% das particulas possuem tamanho
inferior a esse diametro. O didmetro Dso por sua vez, € um dos valores mais importantes
a ser analisado representando o valor médio da distribuicdo de tamanho de particula.
Isso significa que esse valor representa um valor mediano da distribuicdo de particulas,
em outras palavras, metade das particulas presentes na solucdo possui um diametro

menor do que esse valor, enquanto a outra metade das particulas possui um diametro

superior.
Tabela 5.3. Dados Nanosight para variados tempos de revestimento.

Tempos de Tamanho Médio (hm) D10 (nm) D50 (nm) D90 (nm)
Revestimento

10 minutos 31 14 24 53

20 minutos 33 19 28 50

30 minutos 40 22 34 63

50 minutos 40 22 34 63

60 minutos 38 21 32 59

A Figura 5.16 mostra a relacdo entre os tempos de revestimento ao quais as
particulas foram submetidas durante a sintese e 0s diametros Dmggio, D10, Dso € Dgo, que
correspondem respectivamente a média dos diametros das particulas presentes nas
solucBes e aos percentuais de particulas que apresentam tamanhos inferiores aos
diametros determinados por D1, Dsp € Dgp.

O tamanho médio das particulas se encontra dentro da faixa esperada para
aplicacdes biomédicas que estd entre 10-50 nm, possibilitando dessa forma uma
capacidade de resposta satisfatoria quando expostas a um campo magnético externo,
geracdo de calor para técnica de hipertermia, além de um bom equilibrio dos tempos de
circulacdo no organismo, devido também a presenca do revestimento adequado. Ainda
segundo Medeiros (2011), particulas menores do que 10 nm apresentam uma resposta
inferior aos campos magnéticos externamente aplicados em funcgdo da sua magnetizacéo
de saturacdo reduzida, sendo a faixa de tamanho ideal para aplicagdo em hipertermia

entre 10 e 20 nm.
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Figura 5.16. Comparacéo entre os valores de D1g, Dsp Dy € didmetro médio para as
amostras com variados tempos de revestimento.

Como observado na Figura 5.16, com o incremento no tempo de duracdo do
processo de revestimento das nanoparticulas houve um ligeiro aumento no diametro
médio. As particulas apresentaram um crescimento até o tempo de 30 minutos, apds o
qual houve um periodo de estabilizacdo, seguido pelo decréscimo do seu tamanho
indicando a ocorréncia de uma saturacdo na camada polimérica que reveste as

particulas.

Os valores de Djg, Dsp € Dgo, que descrevem a distribuicdo granulométrica das
particulas, apresentam curvas semelhantes. A parte fina da distribui¢do, representada
por Dio, apresenta tamanhos dentro da faixa ideal para a aplicacdo desejada. No caso
dos valores Dso, embora os valores encontrados para todas as amostras sejam superiores
ao esperado, ainda se encontram dentro da faixa desejada para aplicacdes biomédicas.
Com excecdo da amostra revestida por 20 minutos, as demais amostras apresentaram
um Dgo, que representa a medida da parte mais grosseira da distribuicdo, acima dos
valores desejados. Isso pode ser devido a ocorréncia de uma pequena aglomeracéo das

nanoparticulas apesar do seu revestimento.

5.1.3.2 Influéncia da variagdo de temperatura, concentracdo de PEG e de

agar na espessura e tamanho da camada polimérica das NPs

A influéncia provocada variacdo nas condicdes de sintese das NPs de 6xido de

ferro também foi avaliada, para isso, foram feitas sinteses variando a temperatura, as
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concentracdes de revestimento e de agar. A distribuicdo granulométrica dessas amostras

é apresentada na Tabela 5.4.

A anélise Rietveld feita a partir do difratograma obtido por DRX representa uma
técnica indireta capaz de mensurar o tamanho do nucleo magnético e estimar o didametro
médio da particula, no entanto, para isso a camada de revestimento é desprezada. A
analise por Nanosight®, por sua vez, inclui a camada polimérica que reveste as
nanoparticulas em suas medicfes. Isso ocasiona influéncia de possiveis efeitos de
aglomeracédo, entretanto, os resultados relacionados a essa técnica sdo obtidos por

observacdo direta das particulas em suspens&o.

Tabela 5.4. Dados Nanosight para variadas temperaturas, concentracdes de revestimento
e quantidade de agar.

Drmédio Concentracao
Amostra Do (nm)  Dso ("m)  Dgo (NM) (nm) (x10? particulas/ml)
M1 24,75 41,63 89,75 51,88 41,21
M2 39,38 66,75 134,75 79,25 36,23
M3 26,25 44,25 93,50 54,50 55,14
M4 28,80 50,60 113,00 63,60 41,93
M5 35,86 60,86 127,43 73,57 44,31
M6 26,57 45,43 101,43 57,14 42,41
M7 28,25 47,63 106,38 60,25 32,98
M8 29,25 50,63 112,88 63,25 37,02
M9 23,13 39,88 86,75 50,00 41,21
M10 36,00 62,00 131,71 75,43 31,31
M11 32,71 57,29 124,57 70,86 32,49
M12 33,83 59,50 132,00 74,17 37,39
ME13 39,20 66,20 135,00 79,20 34,72
ME14 22,00 30,60 49,00 33,30 26,08
ME15 21,50 30,30 48,80 34,20 30,65
ME16 24,10 35,20 60,20 40,30 33,60
ME17 21,50 30,10 49,10 34,10 35,69
M-Ag 25,38 41,38 84,63 50,63 45,38

As amostras foram sintetizadas utilizando duas quantidades distintas de PEG
para formar a camada polimérica. Enguanto o conjunto de amostras que vai de M1 a M6
e de M13 a M17 utilizaram apenas 3,5 g de PEG em cada sintese, o conjunto de
amostras que vai de M7 a M12 utilizou 7,0 g de PEG. Através da analise dos dados

apresentados na Tabela 5.4, com relacdo a espessura da camada polimérica adsorvida na
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superficie das NPs, ndo é possivel concluir que a quantidade isolada de PEG utilizada
para revestir o nucleo das particulas seja um fator determinante na espessura final, pois
embora a amostra M2 tenha sido sintetizada com uma quantidade menor de PEG, a

mesma apresenta um dos maiores tamanhos finais de particula.

Contudo, Jimeno e Estelrich (2013) descreveram que quantidades de PEG 4000
entre 1,5 g a 6,0 g sdo eficientes para revestir nanoparticulas, enquanto quantidades
abaixo 1,5 g sdo consideradas insuficientes no processo de estabilizacdo das particulas
magnéticas. Dessa forma, é possivel presumir que apesar da diferenca de tamanho
obtida pela caracterizacdo por NTA, todas as particulas receberam uma quantidade
suficiente de revestimento capaz de proteger o nicleo magnético e que no caso da
amostra M2, o seu elevado tamanho médio provavelmente se deve ao efeito da

aglomeracéo das particulas durante a anélise.

No que diz respeito a temperatura do meio reacional durante a sintese, foram
utilizadas duas temperaturas distintas durante a sintese, as amostras M4 a M6, M10 a
M12 e ME13 tiveram suas sinteses realizadas a temperatura de 80°C, enquanto as
amostras M1 a M3, M7 a M9, ME14 a ME17 e M-Ag foram sintetizadas a temperatura
ambiente de 25°C. A temperatura de reacdo € reportada como um fator determinante
durante a sintese para que sejam obtidas NPs com tamanho reduzido e granulometria
estreita. Segundo Liu e seus colaboradores, nas sinteses por co-precipitacao,
temperatura de reacdo interfere diretamente na morfologia das particulas, sendo
observada a obtencdo de particulas maiores a temperaturas mais elevadas (Liu et al.,
2002).

Embora seja possivel observar que as particulas sintetizadas a 80°C
apresentaram uma maior tendéncia a desenvolver tamanhos ligeiramente maiores
guando comparadas NPs sintetizadas a temperatura ambiente, algumas amostras nédo
apresentaram esse comportamento. A amostra M2, embora tenha tido sua sintese
realizada a 25°C pode ter apresentado a formacéao de regides de aglomerados visto que

nenhum tipo de dispersante foi utilizado durante a medida.

O agar foi utilizado em diferentes quantidades em diferentes sinteses, combinado
com a variagdo na temperatura e na quantidade de PEG, visando avaliar sua capacidade
de controlar a distribuicdo granulométrica das NPs limitando seu tamanho. No conjunto
de amostras que vai de M1 a M12, as sinteses foram feitas através da variacdo de trés
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quantidades de &gar, Og, 0,169 e 0,32g. Enquanto que as amostras M1 e M7 ndo foram
sintetizadas na presenca de agar, as amostras M2, M5, M8 e M11 foram sintetizadas
utilizando 0,169 de &gar e as amostras M3, M6, M9 e M12 utilizando 0,32g de agar no
meio reacional. N&o € possivel concluir a partir da analise dos dados obtidos para as
sinteses de M1 a M12 que a presenca do agar tenha influenciado isoladamente o produto
da sintese formando particulas menores. Entretanto, para o conjunto de amostras
compreendido entre ME13 e ME17 e M-Ag, que tiveram sua sintese realizada em meio
de agar extrapolado, no qual foram adicionadas quantidades superiores a 1g de agar, foi
possivel observar mais diretamente a interferéncia que este provocou nas caracteristicas
das NPs.

As amostras ME14, ME16 e ME17, utilizaram concentracGes de agar iguais a
19, 29 e 3g respectivamente, uma quantidade fixa de 3,59 de PEG e temperatura
ambiente no meio reacional. Nesses casos, observou-se a drastica reducdo do tamanho
médio das NPs obtidas através da co-precipitacdo, aléem também do forte estreitamento
na sua distribuicdo granulométrica. Embora a quantidade de agar utilizada na sintese das
amostras extrapoladas designadas pela sigla ME tenha sofrido um acréscimo de 100%
na amostra ME16 e de 150% na amostra ME17 em comparacdo com a amostra ME14,
ndo observou-se variagOes tdo acentuadas na sua granulometria, indicando a ocorréncia
de um limite de saturacdo no que tange a extrapolacdo de &gar, 0 que sugere que
quantidades de agar superiores a 1g ndo se tornam mais eficazes no recobrimento das
NPs. A amostra ME13 representa uma excecdo, pois embora também tenha sido
sintetizada em meio extrapolado de agar (1g) e revestida com 3,59 de PEG, foi feita
com a temperatura reacional mais elevada de 80°C, o que possivelmente levou a

formacdo de particulas maiores (Liu et al., 2002).

As amostras com agar extrapolado apresentaram uma camada de revestimento
mais fina, possivelmente devido ao tamanho da molécula de &gar dificultar o
empilhamento das camadas de revestimento. Uma camada mais fina revestindo o nucleo
magnético é desejavel no sentindo de ndo causar um grande aumento no tamanho das
particulas a ponto de inviabilizar sua utilizacdo em aplicagdes biologicas, como a
hipertermia magnética. O aumento excessivo no tamanho das NPs também acarreta na
necessidade de um aumento na quantidade de NPs a serem utilizadas durante o

tratamento para produzir o aquecimento necessario para o sucesso da aplicacgéo.
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A amostra M-Ag foi sintetizada apenas em meio saturado de &gar sem a
presenca de PEG na camada que reveste o nucleo. Embora seu tamanho médio néo seja
elevado, as particulas se encontram distribuidas em faixa granulométrica mais ampla
evidenciando que embora uma alta quantidade de &gar durante a sintese propicie um
estreitamento da distribuicdo, € a combinacdo de agar e PEG adsorvidos na superficie

das NPs a responsavel por conferir uma distribuicdo estreita e uniforme.

As Figuras 5.17 a 5.19 mostram a distribuicdo granulométrica das amostras M1
a M12, que tiveram suas condicdes de sinteses variadas entre temperatura, quantidade

de revestimento utilizado e quantidade de agar no meio reacional.
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Figura 5.17. Distribuigcdo granulométrica das amostras M1, M2, M3 e M4.
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Figura 5.18 Distribuicdo granulométrica das amostras M5, M6, M7 e M8.
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As Figuras 5.20 e 5.21 mostram a distribuicdo granulométrica das amostras

ME14, ME16 e ME17 que tiveram sua carga de agar extrapolada para 1g, 29 e 3¢

respectivamente.
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Figura 5.20. Distribui¢do granulométrica das amostras ME13, ME14, ME15 e ME16.
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Os gréaficos de distribuicdo granulométrica das amostras, que mostram a relacao
entre os tamanhos presentes na distribuicdo e a concentragdo de NPs suspensas em
fluido (nesse caso em &gua ultra pura), apresentam um perfil de curva uniforme. E
possivel observar que de forma geral, as amostras cujas sinteses foram realizadas em
temperatura ambiente apresentam uma distribuicdo um pouco mais estreita. As amostras
feitas em meio extrapolado de 4gar, ME14 a MEL7, apresentaram uma distribui¢do
ainda mais uniforme quando comparadas com as demais. Contudo, a concentragdo de
particulas em suspensdo para essas amostras € menor, indicando que houve uma
estabilizacdo do tamanho das NPs que promoveu a estabilidade na concentracdo de

particulas suspensas.

5.1.4 Anélises TGA-DSC

Em funcdo da grande area superficial a que as NPs estdo sujeitas, a sua
utilizacdo em &reas biomédicas depende fortemente da realizacdo adequada de
revestimento dessas NPs. O revestimento é responsavel ndo s6 por proteger o ndcleo
magnético de possiveis oxidacbes, como também tem como funcdo minimizar o estado
de agregacdo a que as NPs estdo sujeitas, aumentar seu tempo de internalizacdo no
organismo, aumentar sua estabilidade, bem como possibilitar sua dispersdo em liquidos
que muitas vezes sdo 0s responsaveis por realizar o carreamento das particulas para o

interior do organismo.

Visando a obtencdo dessas importantes propriedades, ¢ imprescindivel que o
revestimento escolhido esteja fortemente ligado a superficie das NPs. Isso deve
acontecer preferencialmente por adsor¢do quimica (quimissorcdo), pois moléculas
ligadas por adsorcdo fisica (fisissorcdo) podem se dessorver mais facilmente,
comprometendo a estabilidade das NPs, acarretando entdo na sua ineficacia durante a

aplicacdo especifica.

Para avaliar a qualidade da camada de revestimento, bem como sua capacidade
de adsorver-se no nucleo magnético foram realizados ensaios térmicos que permitiram
observar a variacdo de massa sofrida pelas amostras, conforme mostrado nas Figuras
5.22 a 5.29. Para isso, foram realizados ensaios utilizando atmosfera de ar, nitrogénio e
argonio com o intuito de avaliar o efeito de diferentes atmosferas na oxidacdo das

amostras.
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Figura 5.22. Variacdo de massa em relacéo & temperatura da amostra M1 utilizando ar,
nitrogénio e argbnio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.23. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra M3 utilizando ar,
nitrogénio e argbnio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.25. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra M9 utilizando ar,

nitrogénio e argénio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.26. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra ME14 utilizando
ar, nitrogénio e argoénio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.27. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra ME16 utilizando
ar, nitrogénio e argénio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.28. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra ME17 utilizando
ar, nitrogénio e argénio como atmosfera ambiente.
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Figura 5.29. Variacdo de massa em relacdo a temperatura da amostra M-Ag utilizando
nitrogénio e argbnio como atmosfera ambiente.

Para todas as curvas apresentadas, é possivel observar dois estagios nos quais a
ocorréncia de perda de massa se mostra mais significativa. O primeiro estagio, que

ocorre entre as temperaturas de 25°C e 100°C refere-se a evaporagdo dos residuos de
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agua que estdo adsorvidos na superficie das NPs (Abboud et al., 2015). Enquanto o
segundo estagio que ocorre a partir de 300°C, no qual ocorre uma perda de massa
substancial, deve-se a deterioracdo da camada superficial de revestimento que envolve o
nucleo magneético (Dutta et al.,2018), uma vez que a estabilidade térmica do 6xido de
ferro que compde o nucleo € elevada e, em contra partida, o material utilizado para

recobrir esse nlcleo possui natureza organica.

Para aplicacdes in vivo a estabilidade das NPs € de extrema importancia para
evitar a formacéo de regides de aglomerados no interior do organismo e permitir que o
maximo desempenho das propriedades magnéticas seja alcangado. A analise
termogravimétrica mostrou a existéncia de uma camada de mistura polimérica adsorvida

na superficie do nucleo magnético responsavel por garantir a estabilidade ao material.

As amostras M1 e M7 perderam a menor quantidade de massa independente da
atmosfera a que foram expostas. Embora a amostra M7 tenha sido exposta ao dobro da
quantidade de PEG durante a formacdo da camada de revestimento do que a amostra
M1, ndo é possivel observar uma diferenca significativa na massa perdida pelas duas
amostras. Comparando ambas as amostras a atmosfera de nitrogénio, notamos que a
perda total de massa da amostra M1 chegou a 6,84%, enquanto na amostra M7 chegou a
6,33%, indicando que o PEG, para essas quantidades, ndo exerce grande influéncia
sobre a espessura do revestimento devido a uma possivel ocorréncia de satura¢do na
camada polimérica formada pelo PEG e adsorvida no nucleo magnético, conforme
mostrado na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Porcentagem de perda de massa.

Amostra % perdaem Ar % perda em Nitrogénio % perda em Argonio

M1 6,80 6,84 7,21
M3 30,05 29,14 28,84
M7 - 6,33 -
M9 30,27 30,04 30,04

ME14 67,94 52,42 51,09

ME16 67,21 60,96 63,07

ME17 70,52 63,45 62,66

M-Ag - 37,37 38,34

As perdas de massa apresentadas nos termogramas obtidos para a amostra M1

em diferentes atmosferas mostra pouca variacdo, 6,80% para a atmosfera de ar
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comprimido, 6,84% para a atmosfera de nitrogénio e 7,21% para a atmosfera de argonio
(Tabela 5.5). Uma vez que a presenca da atmosfera tanto de nitrogénio quanto de
argbnio protege a camada polimérica da degradacéo, as perdas na presenca do oxigénio
existente na atmosfera de ar comprimido deveriam ser maiores, no entanto nao o séo.
Isso provavelmente ocorreu em funcdo de um possivel ganho de massa referente a
oxidacdo do nucleo magnético diante da sua exposicdo a uma atmosfera rica em
oxigénio depois de ocorrida a queima da camada responséavel por sua protecdo (Tai et
al., 2016).

A amostra sintetizada apenas, M-Ag, em meio extrapolado de &gar (1g), tem sua
perda de massa separada em duas etapas, a primeira (menor) ocorre a cerca de 100 °C
indicando a evaporacdo de um pouco de agua presente na superficie da amostra, e
segunda etapa (maior) aparece entre 250 e 350 °C, com um pico de temperatura de
300°C, indicando a degradacdo dos principais constituintes do &gar, sugerindo que a
degradacdo térmica do agar é uma reacdo de etapa Unica. Esse resultado estd em
concordancia com os resultados obtidos por Ouyang e colaboradores (2018), segundo 0s
quais, a degradacdo térmica do agar em atmosfera de nitrogénio ocorre em uma etapa
Unica de reacdo exotérmica. A estabilidade térmica do &gar esta diretamente relacionada
com a sua forca de gel, dessa forma, quanto maior a forca de gel do agar, melhor sera
sua estabilidade térmica. Ainda segundo o0s autores, quando aquecido a altas
temperaturas, o agar sofre uma forte decomposicao térmica. A reacdo de degradacdo
térmica do agar ocorre principalmente através da quebra de ligacGes glicosidicas e
desidratacéo.

No que diz respeito as amostras sintetizadas na presenca de agar e revestidas
com PEG, ficou evidente 0 aumento substancial na porcentagem de massa perdida nas
amostras a medida que a quantidade de agar em sua composi¢ao também foi aumentada,
conforme apresentado na Tabela 5.5. As amostras M3 e M9, que foram sintetizadas com
guantidade intermediaria de agar, apresentaram valores parecidos para a perda de massa
total independente da atmosfera utilizada, entretanto, apesar da pouca diferenca entre 0s
valores finais obtidos, é possivel observar que a perda de massa aconteceu de forma
menos acentuada nas atmosferas inertes, que minimizaram os efeitos da degradacao na

camada de revestimento.

Enquanto a perda de massa das amostras M3 e M9 ocorreram na faixa dos 30%,
as amostras ME14, ME16 e ME17, que tiveram sua sintese realizada em meio
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extrapolado de agar, com quantidades de 1g, 2g e 3g respectivamente, a quantidade de
massa perdida ficou na faixa de 50-70%. A porcentagem de massa perdida aumentou
com o incremento de agar incorporado ao meio reacional durante a sintese, indicando a
facilidade apresentada pelo agar em se ligar ao nucleo magnético e ao PEG formando
uma camada protetora. A grande porcentagem de perda de massa observada nas
amostras contendo agar concorda com resultados obtidos por Xiao e colaboradores
(2019) que observaram em &gares obtidos de diversas formas uma perda de peso inicial
de aproximadamente 16% na faixa de temperatura de 30°C a 245°C, seguida por uma
acentuada perda de massa de cerca de 50% na faixa de temperatura de 280-350 °C,
indicando o inicio da decomposicdo em &gar e por fim, observaram uma lenta
decomposi¢cdo quando a temperatura foi aumentada até 800°C, onde foram perdidos

mais 7% da massa.

Diferente do que ocorreu com as amostras sintetizadas apenas com PEG, as
maiores perdas de massa nas amostras com agar ocorreram sob atmosfera de ar,
indicando que a combinacdo de agar e PEG foi capaz de proteger o nlcleo das NPs da
oxidacdo mesmo em altas temperaturas tanto para a adicdo de quantidades

intermediarias de agar, quanto para as extrapoladas.

5.1.5 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As imagens obtidas pela microscopia eletronica de transmissédo - MET fornecem
informacBes importantes sobre as particulas obtidas e seu processo de sintese. Essa
técnica permite avaliar a morfologia das NPs que é um parametro que interfere
diretamente nas propriedades magneticas apresentadas pelas NPs (Claine et al., 2010),
além de permitir também a analise da distribuicdo de tamanhos e da monodispersividade
das particulas que sdo parametros cruciais para que haja uma estabilizacéo eficiente dos
ferrofluidos que serdo utilizados em aplicagdes biomédicas. Nas Figuras 5.30 e 5.31
apresentam-se as imagens obtidas por microscopia de transmisséo para as amostras M1
e M14.
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Figura 5.31. Microscopia eletronica de transmissdo da amostra ME14 em escala de 20 nm.

A morfologia observada nas imagens obtidas por MET para ambas as amostras
analisadas mostraram-se aproximadamente esférica com a presenca de algumas
particulas irregulares. As imagens confirmam a obtencdo de particulas com diametros
em escala nanométrica em concordancia com demais analises feitas para avaliar o
tamanho médio das particulas. Embora as amostras apresentem uma dispersao

satisfatoria, as particulas apresentam alguma aglomeracdo em funcdo da sua elevada
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area de superficie, bem como das interacbes magnéticas dipolo-dipolo que ocorrem

entre particulas em escala nanométrica.

A Figura 5.30 apresenta as imagens referentes a amostra M1 que foi revestida
com PEG, porém sem a presenca de &gar durante a sintese, e apresenta uma distribuicéo
granulométrica com tamanhos de NPs mais uniformes e contornos de superficies mais
nitidos. Embora o PEG tenha formado uma camada protetora que recobriu o nucleo
magnético protegendo e estabilizando-o, ainda é possivel observar aléem de particulas
menores, também a existéncia de particulas maiores que sdo produtos da formacao de
regibes de aglomerados. A amostra M1 apresenta uma ampla distribuicdo
granulométrica em concordancia com a analise obtida no NTA, que € caracteristico de
particulas obtidas através do método de co-precipitacdo de sais de ferro em meio aquoso
(Lodhia et al., 2010).

A amostra ME14, cujas imagens sdo mostradas na Figura 5.31, também foi
revestidas com PEG, porém teve seu processo de sintese feito em meio de &gar.
Também é observada para essa amostra a presenca de particulas em escala nanométrica.
Embora sua distribuicdo granulométrica seja uma das mais estreitas nos resultados
fornecidos pelo NTA, as imagens fornecidas pela microscopia eletronica de transmissdo
mostram particulas polidispersas, contornos pouco nitidos, além da formacdo de
grandes regides de aglomerados que podem ser explicados pela saturacdo da camada
polimérica adsorvida no nucleo das NPs que contribuiu para a ocorréncia do
empilhamento de camadas em virtude da espessa camada de revestimento que se

formou e que influenciou no estado de agregacao das particulas.

5.1.6 Espectroscopia Mdssbauer

Devido a semelhanca entre os padrdes de raios-X da magnetita e da maghemita,
a analise das NPMs através da espectroscopia Mdssbauer é recomendada para que seja
possivel obter uma identificacdo mais precisa das fases presentes nas amostras. Esta
técnica é comumente empregada na investigacao das formas quimicas do ferro presente
nas NPMs, o percentual de cada fase, a cristalizacdo das fases, o comportamento
magnético (superparamagnetismo, ferro ou ferrimagnetismo, antiferromagnetismo), e o

estado de oxidacdo do ferro.
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As amostras foram submetidas a duas analises por espectroscopia Mdssbauer, a
primeira a temperatura ambiente (300K) e a segunda a baixa temperatura (4,2K). Os
espectros de Mdssbauer obtidos a temperatura ambiente para as amostras M1, M9,
ME14 e M-Ag sdo mostrados na Figura 5.32.

Transmissfo Relativa (u.a)

Velocidade (mmis)

Figura 5.32. Espectro Mdssbauer a temperatura ambiente das amostras M1, M9,
ME14 e M-Ag.

E possivel observar nos espectros obtidos a 300K a formacdo de um sexteto
indicando a existéncia de uma contribuicdo magnética nas amostras analisadas.
Observa-se também a presenca do dupleto no ajuste das amostras M-Ag, M9 e
MEZ14 indicando a presenca de nanoparticulas muito pequenas na distribuicdo que
podem apresentar comportamento superparamagnético dificultando a medida. Isso
acontece, pois para NPs com diametros inferiores a 10 nm, o alinhamento dessas
particulas na presenca do campo magnetico oscila tdo rapidamente que, embora o
tempo de medida utilizado para analises em técnicas nucleares sejam extremamente
baixos (10 - 10%s), ainda néo é o suficiente para observar o exato momento do
alinhamento, pois a média temporal da magnetizacdo durante a medida acaba sendo

nula.
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E importante ressaltar a formacdo de um padrdo nos resultados obtidos por
espectroscopia Mdssbauer das amostras estudadas, indicando a formagéo do mesmo
material em nivel atdmico para todas as amostras, independente do revestimento ser
adicionado antes ou depois da precipitacdo do oxido de ferro, indicando que ndo
houve mudancas na estrutura das NPs.

Os valores obtidos para os parametros hiperfinos apresentados na Tabela 5.6
para a distribuicdo e para o dubleto ndo indicam a formacdo da fase magnetita
(Fes0,) para nenhuma das quatro amostras analisadas. E possivel observar, fazendo
uma comparacdo entre a tabela 5.6, que contém os dados experimentais, e tabela
5.7, que resume os valores obtidos na literatura para diferentes 0xidos de ferro, que
embora o valor do deslocamento quadrupolar (QS) seja proximo de zero, indicando
a formacdo de uma estrutura cubica, os baixos valores de deslocamento isomérico
(IS) das amostras ndo correspondem ao reportado para a magnetita (FesO,). A
auséncia do ponto isomérico que corresponde & presenca de Fe?* (IS ~ 0,67mm/s)
contido no sitio octaédrico da magnetita sugerem a oxidacdo do material formando

maghemita (y-Fe,03).

Tabela 5.6. Pardmetros de todos o0s espectros a temperatura ambiente (RT).

Distribuicéo Dubleto
LS (8) Q.S (A) Bure LS (8) Q.S (A) L.W.
M-Ag 0.32 0 39.1 0.34 0.67 0.51
M1 0.33 0 38.9 - - -
M9 0.31 0 38.1 0.30 0.55 0.40
ME14 0.32 0 39.5 0.33 0.63 0.55

Deslocamento isomérico em relagdo ao Fe.

onde: I.S. = Deslocamento Isomérico (mm/s).
Q.S. = Deslocamento Quadrupolar (mm/s).
L.W. = Largura da linha (mm/s).
Byr = Campo hiperfino (T).

Tabela 5.7. Dados dos parametros de espectroscopia Mdssbauer para Magnetita e
Maghemita a temperatura ambiente e 4,2K. (Adaptado de Murad, 2010).

Mineral Composicéo Bhy o/Fe A Bhf A
Temperatura ambiente 4.2 K
Magnetita Fe304 49.2 0.26 <]0.02] 50.6 0.00
46.1 0.67 <[0,02] 36-52  1.18-(-0.79)
Maghemita v-Fe;03 50.0 0.23 <]0,02| 52.0 <]0,02|
50.0 0.35 <]0,02] 53.0 <]0,02]
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Dessa forma, fez-se necessario examinar mais profundamente as amostras,
visando obter uma interpretacdo mais detalhada acerca da pureza de fase das NPs.
Para isso, foi realizado um espectro das amostras M1 e ME14 a 4,2K, como
observado na Figura 5.33. A reducdo da temperatura promove o ordenamento
magnético do material ao minimizar o efeito de relaxacdo (Cornell e Schwertmann,
2003), ou seja, nesse estado, 0s spins encontram-se congelados tornando mais facil
medir sua magnetizacdo uma vez que dessa forma eles ndo podem oscilar na
presenca do campo. Assim, no espectro obtido a 4,2K observa-se a melhor
definicdo do sexteto devido ao alcance da temperatura de bloqueio das

nanoparticulas.

Transmiss&p Relativa (u.a)
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Velocidade (mm/s)

Figura 5.33. Espectro Mdssbauer a baixa temperatura das amostras M1 e ME14.

As curvas obtidas a baixas temperaturas para as amostras M1 e ME14
mostram a presenca de seis picos bem definidos caracteristicos (sextetos) que
confirma as propriedades magnéticas apresentadas pelas NPs. Os espectros
puderam ser ajustados com dois sextetos que correspondem aos sitios tetraédrico e
octaedrico comprovando a formagdo de um éxido de ferro e indicando a formacéao
de maghemita pura, sem ocorréncia de outra fase concorrente.

Como pode ser observado na Tabela 5.8, os valores de deslocamento de
isomérico a 4,2K sdo consistentes com a presenca de espécies de alta rotacdo de Fe**, o
gue confirma que as nanoparticulas sdo maghemita pura. Segundo Cellis e
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colaboradores, valores praticamente iguais de deslocamento isomérico, 0,39 mm/s e
0,38 mm/s, foram observados para os sitios A e B respectivamente, o que segundo 0s
autores sugere a presenca de Fe** em ambos os sitios indicando que a amostra analisada

era formada apenas por maghemita (Celis et al., 2017).

Tabela 5.8: Parametros dos espectros adquiridos a 4,2 K.

S1 (sitio A) S2 (sitio B)
LS®G) Q.S(A) Bur L. W. ILSG) Q.S Bur L. W.
M1 0.27 0.0 51.0 0.56 0.34 0.0 53.0 0.50
ME14 0.28 0.02 51.2 0.61 0.34 0.01 53.1 0.49

Isomérico em relacdo ao Fe metalico.

Os valores observados para o deslocamento isomérico, tanto para a amostra
M1 quanto para a mostra ME14, sdo menores para o sitio A do que para o sitio B,
contudo, todos os valores estdo de acordo com os valores relativos a presenca de
Fe**. O valor de deslocamento quadrupolar (QS) relatado para amostras massivas
ou altamente cristalinas € quase zero (isto ¢, QS = 0), entretanto, a amostra ME14
apresentou um valor diferente de zero de deslocamento quadrupolar (QS = 0,02
para o sitio A e QS = 0,01 mm/s para o sitio B) que pode ser devido a uma distor¢ao
na simetria da superficie das NPs de maghemita (y-Fe,O3).

5.1.7 Andlises FTIR

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) consiste
em uma técnica comumente utilizada para complementar outras analises possibilitando
um melhor controle da qualidade de amostras e identificacdo dos grupos funcionais
nelas presente. A técnica foi empregada para confirmar a adsor¢do da matéria organica
na superficie do ndcleo magnético das NPMs. Os espectros obtidos podem ser

observados nas Figuras 5.34 e 5.35.
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Figura 5.34. Espectro de infravermelho das amostras M1, M3 e M7.

O espectro de FTIR foi utilizado para caracterizar os tipos de ligacdes presentes
nas amostras M1, M3, M7, M9, ME14 e M-Ag. E possivel observar em todos os seis
espectros a formacdo de picos caracteristicos nas posicdes 590 e 450 cm™ que
correspondem a vibracdo da ligacdo Fe-O das posicOes tetraédrica e octaédrica,
respetivamente, que sdo caracteristicas da estrutura de espinélio (Theofanides, 2012;
Abboud et al., 2015), o que confirma a presenca de um 6xido de ferro em todas as
amostras sintetizadas (Tai et al., 2016). Como observado nos resultados obtidos através
da espectroscopia Mdossbauer, o Oxido de ferro obtido corresponde a maghemita (y-
Fes0,).
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Figura 5.35. Espectro de infravermelho da amostra M9, ME14 e M-Ag.

A banda de 3450 cm™ corresponde & frequéncia da ligacdo O-H indicando a
presenca de agua (humidade) e pode ser também observada em todas as amostras (Tai et
al., 2016). Nesse caso, a presenca de uma banda forte e larga pode resultar também de
uma associacdo polimérica. Segundo Masoudi (2012), o grande pico préximo a 3450
cm™ pertence a grupos hidroxila anexados tanto ao PEG, quanto ao 6xido de ferro.

Em trabalho publicado por Xido e colaboradores em 2019, os autores, que
analisaram o &gar obtido através de diferentes métodos, atribuiram a presenca de uma
banda forte na faixa de 1650 cm™ as vibracdes da amida I, revelando a presenca de
proteinas da Gracilaria. Ainda segundo os autores, as bandas fortes em 3430 e 2920 cm’
! indicaram a presenca de grupos OH e CH, de &gar, respectivamente, como pode ser
observado na Figura 5.36 (Xido et al., 2019).
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Figura 5.36. Espetro de FTIR de uma amostra de agar (Adaptado de Xido et al., 2019).

J& segundo Murside e Giiven, as bandas referentes as ligacdes dos componentes
que constituem o agar (subunidades de galactose) sdo detectadas nos intervalos de 1500
a 800 cm™ e 3000 a 2800 cm™ (Murside e Giiven, 2002).

O espectro de nanoparticulas que tiveram suas superficies modificadas por PEG
apresentam uma banda de estiramento C-O-C referente ao alcool na faixa vibracional de
1100 cm™, além de uma banda de vibracéo (estiramento antisimétrico) referente 8 CH, a
1420 cm™ (Masoudi et al., 2012). Dessa forma, através dos espectros observados é
possivel verificar que tanto o PEG, quanto o &gar podem ser encontrados na superficie
das nanoparticulas sintetizadas.

5.1.8 Potencial zeta

A capacidade de manterem-se estaveis quando dispersas em fluido é essencial
para NPs que tem como destino a aplicacdo em &reas biomédicas principalmente em
aplicagdes in vivo, uma vez que uma baixa estabilidade é responsavel por gerar regides
de grande aglomeracdo de NPs dentro do organismo podendo levar a formacdo de
coagulos. Dai a importancia de determinar a estabilidade de NPs proporcionada pelo
revestimento adotado para proteger o nucleo magnético e minimizar os efeitos
relacionados a grande area superficial a que materiais em escala nanométrica estdo
sujeitos.
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A andlise do potencial zeta mostra o grau de repulsdo que existe entre as
particulas carregadas em algum tipo de disperséo coloidal. Essa técnica é comumente
utilizada para avaliar a estabilidade de nanoparticulas dispersas em um fluido. Para
particulas com tamanho reduzido, um valor elevado de potencial zeta caracteriza a
estabilidade do meio indicando a capacidade da disperséo resistir ou ndo ao processo de

agregacao e de sedimentacéo.

Pode-se afirmar que dispersdes que apresentam valores de potencial zeta que
superam o valor absoluto de 25 mV estardo menos propensas aos efeitos da
aglomeracdo, enquanto as que apresentarem valores de potencial zeta inferiores
(proximos de zero), estardo mais sujeitas aos efeitos da aglomeracdo, pois as forgas
atrativas entre as NPs excederdo as forc¢as repulsivas, causando assim a aglomeracao das
NPs. Sendo assim, particulas com alto potencial zeta, seja ele negativo ou positivo, sao
consideradas eletricamente estabilizadas enquanto particulas com potencial zeta

proximo de zero tendem a coagular ou flocular.

As amostras M7, M9 e ME14 tiveram suas estabilidades avaliadas em trés
diferentes valores de pH, um acido (pH 2), um neutro (pH 7) e por fim um alcalino (pH
11) a temperatura ambiente de 25°C. Ndo foram observados valores de potencial zeta
préximos de zero para nenhuma das amostras analisadas independente do pH utilizado,

conforme observado na Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Potencial zeta amostras M7, M9 e ME14 para diferentes pH.
Potencial Zeta (mV)

Amostras pH 2 pH 7 pH 11
M7 30,63 -28,03 -31,70
M9 25,60 -28,50 -33,03

ME14 23,87 -25,63 -34,50

Os valores obtidos estdo, em sua maioria, fora da faixa de + 25 mV indicando
que as amostras sintetizadas podem ser consideradas eletricamente estaveis, pois
qguando as particulas tém valores elevados de potencial zeta, sejam eles positivos ou
negativos, elas tendem a repelir umas as outras, 0 que consequentemente diminui a

tendéncia natural & aglomeragéo.

Avaliando os resultados, é possivel comparar os valores do potencial zeta das

amostras do mais eletricamente estavel para 0 menos estavel. A mostra M7, que possui
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em sua superficie apenas PEG, apresentou elevados valores de potencial zeta para todos
os pH avaliados, 0 que pode ser entendido como maior estabilidade das nanoparticulas
em solucdo. A amostra M9, cuja sintese foi realizada em meio de &gar e a superficie
revestida com PEG, também apresentou valores fora da faixa estipulada podendo ser
considerada estavel. Contudo, apesar de a amostra ME14, que foi sintetizada em meio
extrapolado de &gar, ter apresentado alta estabilidade em pH 11 e uma estabilidade
satisfatoria em pH 7, o0 mesmo nédo aconteceu em pH 2 e portanto, nesse caso as forcas
de atracdo que existem entre as NPs é superior a forca de repulsdo causada pelo

revestimento propiciando a instabilidade da amostra ME14 em pH basico.

Embora o PEG ja seja um polimero hidrofilo amplamente estudado devido ao
impedimento estérico que este produz em nanoparticulas em sistemas coloidais, aléem de
aumentar a interacdo com moléculas sanguineas, protecdo da carga de superficie, e
solubilidade (Torchilin et al., 2012), observa-se que as amostras que possuem agar em
sua composicdo apresentaram valores reduzidos de potencial zeta em pH 2, indicando
que embora o &gar seja estavel em pHs neutros ou alcalinos, pHs baixos podem afetar a
sua estabilidade. Vale ressaltar, entretanto, que todas as amostras podem ser
consideradas estaveis para aplicacdes bioldgicas, visto que o sangue possui pH proximo
a 7,4, no qual, todas as amostras apresentaram estabilidade.

5.2 Avaliacao das propriedades magnéticas

Considerando a importancia da resposta que as NPMs apresentam quando se
encontram na presenca de um campo magnético para 0 sucesso da técnica de
hipertermia magnética, ¢ imprescindivel caracterizar as propriedades magnéticas das

NPMs para determinar se estas sdo aptas para uma possivel aplicacdo in vitro ou in vivo.

5.2.1 Curva ZFC-FC

As Figuras 5.37 e 5.38 apresentam as medidas de magnetizacdo em fungéo da
temperatura M X T realizadas no modo zero-field-cooling/field-cooling (ZFC/FC) com
campo magnético de 100 Oe para as amostras M1, M3 e ME14, que permitiram avaliar

a temperatura de blogueio das NPMs produzidas, bem como seu tamanho médio.

129



Amostra M1

.

M (emuf
1

T T T T T
5 10 50 200 250 300

Temperatura (K)

Figura 5.37. Curvas FC (superior) e ZFC (inferior) da amostra M1.
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Figura 5.38. Curvas FC (superior) e ZFC (inferior) da amostra ME14.

A temperatura de blogueio (Tg) indica a temperatura a partir da qual o sistema
analisado torna-se superparamagnético. Dessa forma, para temperaturas abaixo de Tg,
considera-se que o sistema se apresenta em um estado bloqueado, ou seja, fora das
condicBes necessarias para que o superparamagnetismo das NPMs seja alcangado.
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A obtencdo da curva de magnetizacdo ZFC/FC para as amostras analisadas foi
feita em duas etapas. Na primeira etapa a curva de magnetizacdo ZFC foi obtida
enquanto a amostra foi resfriada sem um campo magnético aplicado desde a
temperatura ambiente (300 K) até baixas temperaturas, 5 K para esse estudo em
particular e em seguida, aplicou-se um campo magnético de 100 Oe e comegou-se a
medir a magnetizacdo durante o aquecimento até que a temperatura ambiente fosse
atingida. Na segunda etapa, a curva de magnetizagdo FC foi obtida enquanto a amostra
foi resfriada da temperatura ambiente até atingir a temperatura de 5 K mantendo o
campo magnético de 100 Oe. Uma vez atingida a temperatura de 5 K, comecou-se a
medir a magnetizacdo durante o aquecimento da amostra até atingir a temperatura de
300 K.

Para situacbes nas quais sdo avaliadas as NPMs é comum que ocorram
interacbes magnéticas entre as particulas, levando muitas vezes a aglomeragdo das
particulas. Esses aglomerados se comportam como uma Unica particula de tamanho

maior, o que acaba produzindo um aumento de Tg (Si, 2004).

A magnetizagdo ZFC/FC das amostras M1 e ME14 foi medida em uma faixa de
temperatura compreendida entre 5 K e 300 K, possibilitando estimar a temperatura de
bloqueio para ambas as amostras visto que esta € proporcional a temperatura maxima
Tmax Observada na curva ZFC (Tg = Tpns,) (Cannas et al., 2006; Fantechi et al., 2012).
Portanto, para a amostra M1 foi observada uma temperatura de blogueio por volta de
240 K. Entretanto, foi observado um pequeno desnivel na curva ZFC da amostra ME14
indicando a existéncia de duas temperaturas de bloqueio distintas para essa amostra,
uma por volta de 170 K e outra por volta de 230 K. Isso sugere a ocorréncia de dois
tamanhos de particulas concorrentes, ou seja, existe um grupo de particulas que
apresentam um tamanho menor e, portanto, um menor valor de Tg, enquanto outro

grupo de particulas possui tamanho maior, acarretando num aumento de Tg.

O diametro médio estimado para as amostras pdde ser estimado a partir da lei de
Arrhenius-Néel, conforme mostrado na Equacéo 5.1. Para isso, foi considerado que as

particulas apresentavam forma esférica e, portanto:

g (ﬂ)% (5.1)

T

. p 25kgT
onde V, como descrito no capitulo 2, corresponde a: V = =2-£,
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Foi obtido um didmetro magnético de aproximadamente 23 nm para a amostra
M1, enquanto os valores estimados para a amostra ME14 correspondem a 20,5 nm e
22,7 nm para as temperaturas de 170 K e 230 K respectivamente. Os diametros
observados para ambas as amostras apresentaram valores maiores quando comparados
aos obtidos atraves do DRX, indicando a formacdo de aglomerados que se comportam
como particulas Unicas de tamanho maior levando a uma temperatura de blogueio mais

elevada.

5.2.2 Curvas de histerese

Os perfis magnéticos das amostras de Oxido de ferro foram avaliados ao
submeté-las a um campo magnético externo de magnitude variada (campo H). As
curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 5.39, As curvas de histerese obtidas por
intermédio do histeresimetro foram analisadas tendo em vista que a area apresentada no
grafico é diretamente proporcional a quantidade de energia gerada no processo de
magnetizacdo/desmagnetizacao.

O estudo das curvas de magnetizacdo em funcdo do campo magnético permite
analisar parametros vitais para compreender o comportamento magnético das NPMs
como campo coercitivo (Hc), magnetizacdo remanescente (Mr) e magnetizacdo de
saturacdo (Ms). Materiais superparamagneéticos, normalmente, devem apresentar

auséncia de campo coercitivo e magnetizacao remanente praticamente nula.

Dessa forma, o formato estreito observado nas curvas de histerese é
caracteristico de materiais com comportamento superparamagnético. Esse tipo de
comportamento € de extrema importancia para NPMs que se destinam as aplicacfes in
Vvivo, Vvisto que a area dessa curva se relaciona diretamente com a quantidade de calor
liberada pelas particulas. O campo coercivo e a magnetizacdo remanente nestas curvas
tendem a zero (curvas estreitas), indicando que as NPMs s@o aptas para aplicagdes
bioldgicas nas quais ndo é desejavel que algum magnetismo residual seja exibido ap6s

remocao do campo magnetico externo.
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Figura 5.39. Medidas de magnetizacdo M (emu/g) versus campo magnético H (kOe), a
temperatura ambiente.

A magnetizacdo das nanoparticulas cresce rapidamente com o aumento da
magnitude do campo H, até estabilizar na chamada magnetizacdo de saturacdo da
amostra (Ms). Uma vez que o valor de saturacdo magnética apresentado pelas NPMs ¢
diretamente proporcional a resposta magnética exibida na presenca de um campo
magnético aplicado, quanto maior for a magnetizacdo de saturacdo, menores serdo as
doses de nanoparticulas ministradas durante o tratamento. Segundo Yoo e
colaboradores, o valor de Ms é um parametro primordial para o sucesso da técnica de
hipertermia magnética, visto que o SAR, que representa um dos indicativos que atesta a
qualidade das nanoparticulas destinadas a esse tipo de aplicacdo, melhora conforme o
valor de Ms aumenta (Yoo et al., 2011; Lee et al., 2011).

Em funcdo da grande &rea superficial exposta nos materiais de dimensdes
nanométricas (que contribui para aumento da desordem magnética da superficie), bem
como da presenga de uma camada ndo magnetica adsorvida na superficie dos mesmos
(Mahmoudi et al., 2011), € observado um valor de saturacdo magnética inferior aos
valores reportados na literatura para os 6xidos de ferro na sua forma massiva, que
correspondem a 92-100 emu/g para a magnetita (Rebodos e Vikesland, 2010; Yang et
al., 2014) e 60-80 emu/g para a maghemita (Rebodos e Vikesland, 2010; Hirt et al.,
2014).
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Como observado na espectroscopia Mdssbauer, ndo houve a formacao da fase
magnetita (FesO4) nas amostras sintetizadas nesse estudo, provavelmente em fungéo da
presenca de oxigénio no meio reacional durante a sintese das mesmas. Dessa forma, as
NPMs de maghemita (y-Fe,O3) obtidas apresentaram valores de magnetizacdo muito
inferiores aos reportados em literatura para seu valor de bulk. Esta diferenca pode ser
explicada como um efeito do aumento da relagdo entre a superficie e o volume
observado em particulas em escala nanométrica, bem como a possivel presenca de
defeitos na superficie das NPs (Malekzadeh et al., 2017). Os valores de magnetizacédo

de saturacdo obtidos sdo apresentados na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Resultados de saturacdo magnética.

Amostra Saturagdo magnética (emu/qg)
M1 46
M3 35
M6 32
M7 47
M9 37
ME14 31
M-Ag 28

As amostras M1 e M7, que foram sintetizadas apenas com PEG, apresentaram
maiores valores de saturacdo magnética, enquanto as amostras ME14 e M-Ag, que
foram sintetizadas com quantidades elevadas de agar, apresentaram os menores valores.
Embora a amostra M7 tenha sido recoberta com o dobro da quantidade de PEG utilizada
na amostra M1, ambas apresentaram uma saturacdo magnética similar indicando que
quantidades superiores de PEG do que a utilizada em M1 ndo aumentou a espessura da

camada que recobre o nucleo magnético.

A medida que a quantidade de agar incorporada nas NPs aumenta, os valores de
magnetizacdo (Ms) obtidos diminuem. Observa-se que a saturagdo das amostras M3 e
M9, feitas com 0,32g de &gar diminuiu quando comparadas com M1 e M7 que nao
possuem &gar em sua composi¢do. As amostras ME14 e M-Ag, sintetizadas em meio
extrapolado de &gar apresentaram valores de saturacdo ainda mais reduzidos. 1sso
acontece, pois 0 aumento na quantidade de agar produz um incremento na camada de

revestimento. Esse aumento na camada de recobrimento causa uma diminuicdo
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significativa na quantidade de oOxido de ferro utilizada durante as medidas de

magnetizacdo causando uma reducéo efetiva nas curvas de magnetizacao de saturacao.

Em trabalho realizado por Xiao em 2017 junto a seus colaboradores,
nanoparticulas de magnetita (Fe3O,4) foram funcionalizadas com carboxyl e agarase. Os
autores observaram que, enquanto a magnetizacdo de saturacdo exibida pelas NPMs
recobertas apenas com carboxyl foi de 44 emul/g, a presenca de agarase nas NMPs
acarretou na diminuicdo da magnetizacdo de saturacdo para 29 emu/g (Xiao et al.,
2017). Segundo Yang, a magnetizacdo de saturacdo (Ms) diminuiu a medida que o0 peso
molecular (400, 1000, 2000) de PEG aumenta (Yang et al., 2014). Contudo, Ren e
colaborares avaliaram a influéncia de diferentes pesos moleculares de PEG no
recobrimento de NPs de magnetita com uma camada copolimerica (PLA-PEG),
observando que as NPs que possuiam PEG-4000 em sua composicdo apresentaram
maior saturacdo do que as demais (Ren et al., 2005). J& Guo e colaboradores
produziram nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) revestidas com &cido oleico, PEG-
4000, agar e novamente &cido oleico que apresentaram magnetizacdo de saturacao de
46,37 emu/g (Guo et al., 2015).

5.3 Avaliacao de propriedades para hipertermia

A capacidade que as NPs superparamagnéticas tém de gerar calor quando se
encontram na presenca de um campo magnético alternado, além de possuirem uma
superficie passivel de modificacdo que pode ser ligada a, desde substancias
estabilizadoras até drogas para tratamentos especificos, representa a qualidade mais

desejavel desse tipo de material quando se trata de aplicacdes biomédicas.

Nesse sentido, as NPs de oxido de ferro sdo interessantes por gerarem uma
quantidade de calor médio eficiente, que representa uma propriedade imprescindivel
para que essas NPs possam ser destinadas para fins clinicos, uma vez que a quantidade
da dose injetada durante o tratamento é reduzida conforme a capacidade das
nanoparticulas em gerar calor aumenta. Dessa forma, a evolucdo da temperatura para as
amostras M1, M7, M9 e ME14 em relacdo ao tempo foi avaliada através de ensaios de
hipertermia, que sdo mostrados na Figura 5.40, nos quais as amostras ficaram expostas a

um campo magnético externo em média 20 minutos.
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Figura 5.40. Evolucdo de temperatura das amostras, dispersas em agua, em relacao ao
tempo, sob influéncia de campo magnético externo (H = 200 G e f = 307 kHz).

Constata-se ao avaliar a Figura 5.40 que a temperatura do meio aumentou a
medida que o tempo da medida transcorreu. Além disso, foi possivel observar, em
alguns perfis, inflexdes irregulares, que podem estar relacionadas a decantacdo das

particulas promovida pela agdo do campo magnético.

Averiguou-se dessa forma a eficiéncia de todas as particulas produzidas em
gerar aquecimento quando sdo estimuladas por um campo magnético de corrente
alternada. O processo de geracédo de calor por NPs se deve comumente a um conjunto de
fatores como, por exemplo, 0s processos de perda por histerese e por relaxacdo de Néel

e Brown que acontece durante a reorientacdo dos dominios magnéticos.

Entretanto, como particulas que apresentam o diametro do seu ndcleo magnetico
inferior aos 30 nm sdo consideradas mono dominio, elas ndo participam do mecanismo
de perda por histerese. As perdas responsaveis pela geracdo de calor em NPs séo
oriundas do processo de relaxacdo que acontece em decorréncia da rotacao fisica das
particulas no fluido e da rotacdo dos momentos magnéticos atdmicos de cada particula.
A rotacdo das particulas é a chamada relaxacdo Browniana e a rotacdo do momento
magnético é a relaxacdo de Néel (Pankhurst et al., 2003). Enquanto NPMs que se
encontram bloqueadas sofrem perdas por relaxacdo Browniana, as NPs acima da
temperatura de bloqueio, ou seja, em regime superparamagnético, sofrem perdas

preferencialmente pelo mecanismo de relaxacdo de Néel.
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As amostras M1 e M7 apresentaram maior elevacdo de temperatura, quando
comparadas as amostras M9 e ME14 e, portanto, maior geragdo de calor. Embora todas
as amostras tenham apresentado um valor de didmetro do nucleo magnético parecido
conforme resultados obtidos através do refinamento Rietveld, pois todas as sinteses
foram realizadas a temperatura ambiente, segundo resultados obtidos através do NTA,

as amostras M1, M7 e M9 apresentaram didmetro médio superior ao da amostra ME14.

Contudo, tanto M1, quanto M7 foram recobertas apenas com PEG, enquanto M9
e ME14 tiveram suas sinteses feitas em meio de &gar. Provavelmente, a presenca de
agar na superficie das NPs promoveu seu confinamento pela encapsulacdo, diminuindo
a liberacéo de energia por efeito browniano, visto que a area de contato das particulas
com o meio aquoso foi reduzida. Ja as amostras M1 e M7, apesar de também possuirem
uma camada que reveste o nlcleo, apresentaram maior capacidade de geracdo de calor,
pois a quantidade de PEG adsorvida sob o nucleo foi capaz de protegé-lo segundo
resultados do TGA, porém ndo prejudicou sua capacidade de dissipar calor.

Os valores de variacdo de temperatura obtidos no ensaio de hipertermia sédo
apresentads na tabela 5.11.

Tabela 5.11. Variacdo de temperatura em ensaio de hipertermia magnética.

Amostra AT (°C)
M1 32,5
M7 31,7
M9 15,7

ME14 21,8

Embora a capacidade de gerar calor pelas NPs tenha sido comprovada, fatores
como tamanho da regido alvo e perfusdo sanguinea local devem ser considerados e
minunciosamente avaliados a fim de calcular a quantidade ideal de NPs a ser aplicada
para determinado tipo de tratamento e garantir a seguranca do paciente durante
aplicacbes in vivo, visto que a temperatura de tratamento ndo deve exceder a
temperatura de 45 °C, na qual as células cancerigenas sofrem danos irreversiveis,
garantindo o processo de lise, sem que, no entanto as células sadias sejam afetadas.

Portanto, a avaliagdo experimental puramente da susceptibilidade das
nanoparticulas somente pode ser utilizada em uma condi¢do de diluicdo adequada e
programada conforme a perfusdo apresentada pelo paciente. Na correta e adequada

137



tarefa de planejar e executar o tratamento individual da medicina de precisdo, modelos
capazes de simular de forma acoplada os fendbmenos de escoamento, campos elétricos,
magnéticos e correntes induzidas na regido do tecido sdo de fundamental importancia,

um dos objetivos estabelecidos para esta pesquisa.

5.4 SAR

A eficiéncia do tratamento por magnetohipertermia depende da capacidade do
material magnético gerar calor suficiente para destruir as células cancerigenas. Um
indicador utilizado para avaliar esse potencial quando um material magnético é
submetido a um campo AC ¢ a taxa de absorcdo especifica (SAR — termo inglés para
specific absorption rate). Esse valor depende de condi¢cdes da medida (amplitude do
campo e frequéncia de oscilacdo), como também da concentracdo, o tamanho das
particulas e a presenca de interacfes dipolares. Valores tipicos de SAR entre 10 - 100
W/g sdo comumente obtidos para ferrofluidos com baixa concentracdo de particulas e

de tamanho pequeno, como 12 nm (Hergt et al., 2006; Laurent et al., 2011).

A taxa de aquecimento fornecida pelas NPMs, que reflete sua eficacia em
possiveis situacdes de hipertermia, pode ser representada pela inclinacdo do inicio da
curva de aquecimento e permite calcular o SAR das NPs. Para isso, os intervalos
iniciais das curvas apresentadas na Figura 5.40 foram linearizados visando obter o
melhor valor de R? para cada uma das amostras. Dessa forma, o coeficiente angular de
cada uma das retas e 0s parametros das substancias envolvidas, foi utilizado para

calcular os valores do SAR apresentados na Tabela 5.12.

A linearizagdo das curvas de hipertermia foi realizada no intervalo entre 100 s e
300 s, resultando em retas com coeficiente de correlagdo (R?) superior a 0,97. Os
coeficientes angulares obtidos foram aplicados na Equacéo 5.2, a qual foi manipulada,
para o calculo do SAR considerando a agua como meio de suspensdo das NPMs. Para
isso, também foram levados em consideragdo valores de calor especifico da maghemita
(cp = 0,16 cal/g.°C), calor especifico da agua (Cr2o = 1 cal/g.°C), massa especifica da

agua (pr2o = 1000 mg/mL) e concentragdo massica das particulas (p, = 10 mg/mL).

(5.2)

.C AT
SAR = <cp +pH20 H20>

pp ) At
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Tabela 5.12. Avaliacdo dos parametros do ensaio de hipertermia magnética.

AT/At SAR ILP ILP

Amostra 1 X L L

(°C.s7) (W.g)) (Hm2kg™) (nH.m2kg™)
M1 0,05205 21,81256435  2,77542E1° 0,28
M7 0,05370 2250402893  2,8634E1° 0,29
M9 0,02830 11,85966515  1,50902E7° 0,15
ME14 0,04501 18,86231549  2,40003E*° 0,24

Pode-se observar que os valores de SAR estdo intimamente relacionados aos
resultados obtidos para a magnetizacao de saturagdo (Ms) (Tabela 5.10), ou seja, quanto
maior for a magnetizacdo de saturagdo, maior sera o valor da SAR observado,
resultando em melhores propriedades de hipertermia das NPs como também observado
por Dias e seus colaboradores (Dias et al., 2017). Entretanto, como todas as amostras
analisadas sdo compostas pelo mesmo material conforme ensaios realizados por
espectroscopia Mdossbauer e seus ndcleos magnéticos, responsaveis por produzir
aquecimento, ndo apresentam valores discrepantes de tamanho conforme observado em
analise de DRX, é importante ressaltar que a reducdo no aquecimento das NPMs ¢
devido a menor quantidade de 6xido de ferro nas amostras que possuem &gar em sua
composicdo, pois, nessas amostras a camada de revestimento é mais espessa
ocasionando uma diminuicdo na proporcao de nucleos magnéticos presentes durante a

analise.

Contudo, embora 0 SAR seja amplamente utilizado quando se trata de aferir a
eficAcia de materiais para hipertermia magnética, essa eficacia depende também de
parametros como o campo magnético aplicado (H) e da frequéncia (f), o que dificulta
sua comparacao com a de outros trabalhos. Portanto, a perda intrinseca de poténcia (ILP
- Intrinsic loss power) é relatada por diversos autores como um parametro intrinseco,
empregado para avaliar a capacidade de aquecimento de um material magnético

(Wildeboer et al., 2014). O ILP representa a razdo entre 0 SAR e o produto H’.f e pode

ser calculado conforme a Equagéo 5.3.

SAR

ILP =
H?f

(5.3)

Valores de ILP na faixa entre de 2,00 a 3,25 nH.m%kg foram reportados na

literatura em 2009 por Kallumadil e seus colaboradores para NPs comerciais de 0xido
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de ferro com didmetros entre 10 e 12 nm. Os valores de ILP mostrados na Tabela 5.12
para as amostras sintetizadas apresentaram valores inferiores aos observados pelos
autores, contudo, compativeis aos observados por Fortin e colaboradores em 2007. A
reducdo nos valores de ILP pode ser atribuida a dependéncia que o comportamento
magnético de NPs mantém com a varia¢do no tamanho e morfologia das nanoparticulas

(Wildeboer et al., 2014), acarretando dessa forma em mudancas também no ILP.

5.5 Resultados de simulagdo computacional

Com o objetivo de se demonstrar a capacidade de andlise e aplicabilidade do
modelo magneto hidrodindmico (MHD) acoplado ao modelo tradicional de conservacéo
de energia (equacdo bio calor), definiu-se um cenério de tratamento tumoral de um
tratamento na regido mamaria e aplicando dosagens de emulsbes coloidais de
nanoparticulas de magnetita com campo externo alternado.

Numa primeira etapa, foi aplicado o modelo na condicdo experimental de
realizacdo dos ensaios de hipertermia. Os resultados obtidos para os valores de
temperatura do nanofluido correspondente a condicdo experimental (campo magnético
externo de 200 G e frequéncia de 307 kHz) foram comparados com os valores
calculados e através de um processo iterativo de previsdes e correcdes visando ajustar a
variavel de susceptibilidade magnética do nanofluido foi estimado o valor experimental
para o parametro do SAR (Specific Absorption Rate).

Este procedimento de calculo permitiu obter os ajustes necessarios para
utilizacdo do modelo em cenérios de aplicacdo da técnica de hipertermia magnética em
condigdes variaveis de campo, frequéncia e infusdo sanguinea. Para isso, 0 método de
volumes finitos foi empregado utilizando um método de segunda ordem com uma
malha varidvel de 0,1 mm a 2 mm e com um critério de parada para convergéncia no

tempo com um erro maximo de 0,1 % para toas as variaveis analisadas.

Na Figura 5.41 apresenta-se a comparagdo da evolugdo da temperatura para as
amostras M7 e ME14 dos experimentos de hipertermia. Conforme pode-se observar, 0s
resultados previstos pelo modelo estdo em conformidade com os valores experimentais.
Estes resultados confirmam a aplicabilidade da utilizacdo do modelo de geracéo de calor

para a equacao de conservacdo de energia. Estes pardmetros foram, entdo, utilizados no
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modelo magneto hidrodindmico (MHD) acoplado ao modelo térmico (MHD-T)

desenvolvido.
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Figura 5.41. Comparagéo da evolugéo de temperaturas durante o experimento para
determinacdo do SAR — Ajuste e validacdo do modelo magneto hidrodinamico
acoplado a equacéo de conservacao de energia (Ho = 200 G e f = 307 kHz).

Na Figura 5.42 apresentam-se o0s vetores de velocidade da infusdo com a
respectiva distribuicdo de temperatura nos instantes iniciais do procedimento de
hipertermia magnética. Observa-se que nos instantes iniciais a perfusdo sanguinea nédo

permite a elevacdo de temperatura de forma significativa.

H0=200G HO = 200 G
) f=307 kHz S f= 307 KHz
R v=1,5mms v=1,5mm/s
| t=20s t=20s

37.14
1 3712

371
37.08
37.06
37.04
37.02
“\
- ‘\“
Y \ P -
Contraste de temperatura devido as interagoes
das nanoparticulas

Figura 5.42. Distribuicdo de temperatura e vetores de velocidade da corrente da corrente
sanguinea no interior do tecido submetido ao campo magnético externo alternado com
frequéncia de 307 kHz no inicio da exposi¢do (20 s): a) detalhe da regido de contraste

de temperatura; b) Perfusdo e identificacdo das células tumorais.
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Figura 5.43. Distribuigéo de corrente induzida no interior do tecido submetido ao campo
magnético externo alternado com frequéncia de 307 kHz no inicio da exposicéo (20 s).

Na Figura 5.43 apresentam-se o0s vetores de corrente induzida devido a injecdo
de nanofluido com particulas magnéticas. Nos instantes iniciais, a intensidade de
corrente ainda é pequena devido a baixa diluicdo do fluido magnético, embora ja seja
possivel observar o contraste devido a aderéncia das nanoparticulas nas células
tumorais. Este fenbmeno é importante para permitir o aquecimento local devido aos
efeitos do campo magnético. Na Figura 5.44 apresentam-se as distribuicdes espaciais da

corrente induzida e potencial elétrico no interior dos tecidos.

Figura 5.44. Distribuigdo de corrente e potencial elétrico induzidos no interior do tecido
submetido ao campo magnético externo alternado com frequéncia de 307 kHz no inicio
da exposicéo (20 s).
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Figura 5.45. Componente horizontal dos vetores de inducdo magnética e potencial
magnético no interior do tecido tumoral submetido ao campo magnético externo
alternado com frequéncia de 307 kHz no inicio da exposicédo (20 s).

Na Figura 5.45 apresentam-se as distribui¢bes espaciais dos vetores de inducéo
magnética e potencial elétrico sobrepostos aos vetores de potencial magnético no
interior dos tecidos. Este vetores sdo campos auxiliares para se obter o acoplamento do
modelo MHD resolvendo-se de forma completa as equagdes de Maxwell para o

dominio encampando a regido das células tumorais.

Figura 5.46. Componente horizontal dos vetores de campo elétrico e corrente no interior
do tecido tumoral submetido ao campo magnético externo alternado com frequéncia de
307 kHz no inicio da exposigdo (90 s).
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Figura 5.47. Distribuicao de temperaturas no interior do tecido tumoral submetido ao
campo magnético externo alternado com frequéncia de 307 kHz no inicio da exposicao
(90 s).

Na Figura 5.46 apresentam-se as distribuicGes espaciais das componentes dos
vetores campo elétrico e corrente elétrica induzidas no interior dos tecidos. De maneira
geral pode-se observar que as linhas de campo sdo bem distribuidas no inicio da
exposicdo ao campo. A Figura 5.47 apresenta a evolucdo do campo de temperaturas
para tempos de exposicdo ao campo externo em tempos longos (90 s). Inferem-se,
portanto que a elevacdo de temperaturas é obtida em tempos relativamente curtos
(ordem de minutos) e que a perfusdo sanguinea desempenha papel importante no

controle da temperatura na regido das células tumorais.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi proposto produzir nanoparticulas com nucleo magnético de
Oxido de ferro recobertas com polietileno glicol (PEG) e &gar visando potencial
aplicacdo para o tratamento de cancer por hipertermia magnética. As NPMs sintetizadas
pelo método de coprecipitacdo por via Umida apresentaram boas propriedades fisicas e
magnéticas, confirmando a funcionalidade do método. Por intermédio da coprecipitacao
de fons Fe®* e Fe** foi possivel a obtencdo de um ndcleo magnético de xido de ferro,
conforme desejado. Além disso, a coprecipitacdo de sais metélicos mostrou-se como
uma técnica relativamente facil e simples com possibilidades de ajuste dos parametros

do meio reacional para melhor funcionalizacdo do ndcleo magnético.

As técnicas de caracterizacdo propostas nesse estudo foram adequadas para
avaliar as propriedades mais relevantes para a aplicacdo da técnica de hipertermia
magnética. Pdde-se sintetizar NPs com caracteristicas superparamagnéticas com
tamanho entre 30 — 80 nm, com ndcleos magnéticos entre 12 e 24 nm compostos por
maghemita (y-Fe30;). O revestimento das NPMS de oxido de ferro com
Polietilenoglicol foi realizado com sucesso. Tal recobrimento foi comprovado através

ensaios no TGA e analises dos grupos funcionais através do FTIR.

A eficacia da insercdo do agar no meio reacional visando um maior
estreitamento da distribuicdo granulométrica foi comprovada, sendo possivel observar
uma maior uniformidade na distribuicdo das NPs que tiveram uma maior quantidade de
agar adicionada ao meio durante a sintese. Além disso, foram observados valores
satisfatorios de magnetizacdo de saturacdo indicando uma boa atividade do ndcleo
magnético, além de boa estabilidade em suspencdo, comprovando a eficacia do

revestimento na estabilizacdo do ndcleo.

As propriedades de hipertermia das NPMs, avaliadas durante a aplicacdo de um
campo magnético, apresentaram-se bastante satisfatdrias, além de produzirem valores
de SAR dentro da faixa reportada na literatuda para NPMs de 6xido de ferro, sendo
confirmado entdo o potencial das amostras para aplicacdo da técnica. Contudo, Para
definir qual amostra esta mais adequada a um procedimento de hipertermia é necessario
que se realize estudos sobre internalizacdo e hemodindmica das nanoparticulas no
interior do organismo para que sejam avaliadas as reais condi¢fes de distribuicdo de

calor no tecido, considerando o sangue como um possivel fluido de resfriamento.
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Os resultados obtidos para os valores de temperatura do nanofluido
correspondente a condicdo experimental do ensaio de hipertermia foram utilizados no
ajuste do modelo magneto hidrodindmico (MHD) acoplado ao modelo térmico (MHD-
T) desenvolvido, onde pdde-se observar que a elevacdo de temperaturas € obtida em
tempos relativamente curtos (ordem de minutos) e que a perfusdo sanguinea
desempenha papel importante no controle da temperatura na regido das células

tumorais.

A utilizacdo do modelo em complementariedade as analises clinicas mostra-se
um potencial a ser explorado no sentido de se realizar uma analise individualizada do
paciente a partir da aquisicdo de dados de tomografia da regido tumoral e a
planejamento da dindmica da dosagem, localizacdo e distribuicdo de temperaturas e
fluxo sanguineo durante o procedimento. Podendo-se fazer uma simulacdo prévia da

dindmica do procedimento de hipertermia magnética.
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