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RESUMO

As pesquisas envolvendo a sintese e a aplicagdo de sistemas
magnéticos nanoestruturados em biomedicina se intensificaram nas Uultimas
décadas, devido, em especial, a potencial especificidade desses sistemas. Os
estudos, entretanto, se limitavam as formas esféricas, em detrimento das
anisotrépicas. Comportamentos diferenciados entre nanoparticulas isométricas
e anisotrépicas sao esperados em meio biolégico, de forma que o uso desses
sistemas em aplicagdes biomédicas in vivo e in vitro, apesar de ainda pouco
explorado, tem perspectivas promissoras. O objetivo desse estudo, portanto, é
o desenvolvimento de novos sistemas magnéticos nanoestruturados, baseados
em nanoparticulas alongadas de magnetita (FesOs) e maghemita (y-Fe20s3),
visando aplicagdes biomédicas. A sintese das nanoparticulas foi realizada por
meio da coprecipitacdo de Fe?* e Fe* em meio alcalino a 100 °C. A fim de se
alcancar o sistema mais adequado para as finalidades propostas, foram
investigadas a influéncia do tempo de reacdo, natureza dos contra-ions,
propor¢cao entre Fe(ll) e Fe(lll) e natureza da base, nas propriedades das
nanoparticulas obtidas. Os resultados mostraram que a combinacao
FeS0,4.7H,0, FeCl;.6H.0 e ureia, na proporcao de Fe(ll):Fe(lll) = 1:2 foi a mais
apropriada para a obtengcdo de nanoparticulas magnéticas alongadas de
magnetita, com formato de bastdo. Essas nanoparticulas apresentaram
comportamento ferromagnético nas curvas M vs H e uma variagdao de
temperatura grande com a aplicacdo de campos magnéticos altos, nos
experimentos de hipertermia. Apesar de nédo ser o objetivo do estudo, no
decorrer dessa investigacdo, nanoparticulas monodispersas esféricas de
maghemita, com comportamento superparamagnético nas curvas M vs H,
foram obtidas por um procedimento simples, com a mesma combinagao de
reagentes descrita acima, exceto a ureia, em uma sintese do tipo one-pot, em
solugdo amoniacal. Em virtude dos resultados positivos, essas sinteses
também foram investigadas. A amostra obtida com seis horas de digestao
apresentou uma variacao de temperatura grande com a aplicagao de campos
magnéticos baixos, nos experimentos de hipertermia. Pelos resultados, ambas

as amostras possuem potencial para aplicagées em hipertermia magnética.
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ABSTRACT

The researches involving the synthesis and application of nanostructured
magnetic systems in biomedicine have been intensified in recent decades, due
to the potential specificity of these systems in particular. The studies, however,
were limited to spherical shapes, instead of anisotropic ones. Distinct behavior
between anisotropic and isometric magnetic nanoparticles are expected in a
biological environment, so that the use of these systems in biomedical
applications (in vivo and in vitro), although poor explored, has interesting
perspectives. Therefore, the aim of this study is the development of new
nanostructured magnetic systems based on elongated nanoparticles of
magnetite (Fe;O4) and maghemite (y-Fe.O3) for biomedical applications. The
synthesis of nanoparticles was realized by coprecipitation of Fe?* and Fe** in
alkaline medium at 100 °C. In order to achieve the most appropriate system for
the purposes, the influence of reaction time; nature of counter ions; ratio of Fe
() and Fe (lll); and nature of the base on the nanoparticles properties were
investigated. The results showed that the combination FeSO4.7H.0,
FeCl;.6H,O and urea in the proportion of Fe(ll):Fe(lll) = 1:2 was the most
suitable for obtaining rod-shaped elongated magnetite nanoparticles. These
nanoparticles showed ferromagnetic behavior in M vs H curves and a large
temperature variation with the application of high magnetic fields, in the
hyperthermia experiments. Although was not the aim of this study, in the course
of this investigation, monodisperse spherical maghemite nanoparticles, showing
superparamagnetic behavior in M vs H curves, were obtained by a simple
procedure, with the same combination of reagents described above, except
urea, in an one-pot synthesis, in ammoniacal solution. Given the positive
results, these syntheses were also investigated. The sample obtained with six
hours of digestion showed a large temperature variation with the application of
low magnetic fields in the experiments of hyperthermia. The results showed that

both samples have potential for applications in magnetic hyperthermia.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducao

Os primeiros estudos da aplicacdo de materiais magnéticos para
hipertermia datam do final da década de 50.' Porém, foi no final da década de
70, que o primeiro estudo sobre a aplicagdo de micro e nanoparticulas
magnéticas para o carreamento de drogas para alvos especificos no
organismo, foi reportado.? A partir de entdo, as pesquisas acerca das
aplicagdes dos sistemas magnéticos nanoestruturados em biomedicina se
intensificaram, devido, em especial, a potencial especificidade desses
sistemas.

Esse potencial se deve a trés fatores principais. O primeiro € relativo a
dimensao nanométrica das particulas, que as situa na faixa de dimenséao das
proteinas (5-50 nm), DNA (10-100 nm) e virus (20-450 nm), permitindo, além
de uma aproximacao das estruturas biolégicas de interesse, a sua circulacao
no interior do corpo e 0 acesso a areas especificas. O segundo fator refere-se
as suas caracteristicas magnéticas, que as faz responder a aplicagao de um
campo magnético externo. Uma vez que os campos magnéticos penetram nos
tecidos do corpo, elas podem ser manipuladas remotamente, caracteristica
explorada no seu transporte e imobilizacao; além da geracao de calor em sitios
especificos, quando aplicado um campo magnético alternado (CMA). O terceiro
fator esta relacionado a facilidade de modificacdo de sua superficie,
caracteristica usada para associar grupos e substancias de interesse a elas,
possibilitando o carreamento de drogas e genes para alvos especificos e
também, aumentar ainda mais a sua especificidade. A unidao e a exploracao
dessas caracteristicas permitem a aplicacao biomédica desses sistemas com

finalidades terapéuticas e diagnosticas (Figura 1).
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Figura 1. Nanoparticulas magnéticas em biomedicina. (a) A superficie das nanoparticulas

magnéticas deve ser biocompatibilizada e funcionalizada antes de sua administragéo; (b) elas
podem ser guiadas até o alvo pela aplicagdo de um campo magnético externo ou pela
aplicagado direta na regiao apropriada. Depois de localizadas no alvo, as propriedades
magnéticas das nanoparticulas adquirem nova funcionalidade: (c) como agentes de contraste
para a obtengdo de imagens; (d) como agentes de hipertermia; (e) como carreadores de
drogas ou genes; (f) para separagéo e diagnéstico in vitro.

A constatacdo de que nessas aplicagbes utilizam-se, geralmente,
nanoparticulas magnéticas esféricas, motivou a proposta desse projeto de
pesquisa: a sintese de sistemas magnéticos baseados em nanoparticulas
magnéticas alongadas. Visto que a magnetita (Fe;O4) e a maghemita (y-Fe2O3)
sdo as particulas magnéticas mais comumente estudadas para essas
finalidades, elas foram o foco desse estudo. Espera-se que, em virtude de sua
morfologia anisotrépica, elas se comportem de modo diferenciado das
nanoparticulas esféricas, em relacdo as suas propriedades magnéticas e
Opticas; as interacdes com as entidades bioldgicas; e ao seu transporte in vivo,
0 que pode potencializar as aplicacbes desses sistemas em determinadas
situacoes.



1.2. Objetivos

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos sistemas magnéticos nanoestruturados, baseados
em nanoparticulas alongadas de maghemita (a-FexO3) e magnetita (FeszOs),

visando a aplicagédo em biomedicina.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas alongadas de maghemita e magnetita;

e Caracterizar as nanoparticulas magnéticas sintetizadas;

e Selecionar as nanoparticulas com as propriedades mais adequadas para as
finalidades desse estudo para os ensaios bioldgicos e testes de hipertemia;

¢ Realizar ensaios de citotoxicidade in vitro das nanoparticulas selecionadas;

e Efetuar medidas de hipertemia magnética das nanoparticulas selecionadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contextualizacao

De maneira simplificada, nanociéncia e nanotecnologia se referem ao
estudo e aplicagao, respectivamente, da matéria em escala nanométrica. A
interdisciplinaridade € uma caracteristica marcante dessa area de fronteira

entre quimica, fisica, biologia, medicina, engenharia e informatica (Figura 2).
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Figura 2. Areas de fronteira em nanotecnologia.* Drug delivery (carreamento de drogas) e

displays (mostradores).

Um de seus campos em franco desenvolvimento é a nanobiotecnologia,
que pode ser definida como a aplicacdo de conhecimentos em escala
nanométrica, para o desenvolvimento de materiais que agreguem valor a
produtos/processos bioldgicos. Nesse contexto, estd situado o foco desse
estudo, que € o desenvolvimento e aplicacdo de sistemas magnéticos
nanoestruturados para terapia (carreamento de drogas e hipertermia) de

condicoes patoldgicas (Figura 3), em especial, o cancer.
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Figura 3. Terapias de condigbes patologicas utilizando sistemas magnéticos nanoestruturados,
adaptada.’

2.2. Parametros que Influenciam a Eficiéncia dos Sistemas
Magnéticos Nanoparticulados para Aplicacoes

Biomeédicas in Vivo

As aplicagbes biomeédicas in vivo das nanoparticulas magnéticas se
baseiam, geralmente, no seu transporte passivo até o alvo pretendido pela
circulagdo sanguinea, motivo pelo qual a farmacocinética deve ser considerada
no desenvolvimento dos sistemas magnéticos que visam essas aplicagdes.
Assim, para que seja efetiva, fatores relacionados as suas propriedades
magnéticas, geometria (dividida didaticamente nesse trabalho em dimenséo e
forma) e citotoxicidade, além de fatores fisioldgicos relacionados a regiao alvo

e ao transporte das nanoparticulas até 14, devem ser considerados.



2.2.1. PROPRIEDADES MAGNETICAS

As propriedades magnéticas de um material estdo relacionadas ao
movimento dos elétrons nos atomos e a compreensao da sua dinamica é
fundamental para o entendimento dos mecanismos que regem 0s sistemas
magnéticos nas aplicacdes biomédicas.

O momento magnético, m, € um parametro utilizado para quantificar as
propriedades magnéticas de um material.® Em um atomo ou ion livre, ele é
originado do spin dos elétrons, do seu momento angular orbital em relagcado ao
nucleo e da mudanga no momento orbital, induzida por um campo magnético
aplicado.”® Ele ndao pode ser medido diretamente, mas é dado em fungédo da

susceptibilidade magnética molar, x, segundo a Equagéo 1:°

m = 2,83,/xT (Equacao 1)

onde, T é a temperatura absoluta e y denota a relacéo entre a magnetizacéo, M
(soma dos momentos magnéticos dos atomos da amostra por unidade de
volume),®® sofrida por um material disposto em um campo magnético aplicado,
H.

M = yH (Equacao 2)

A unidade utilizada para m é Joule/Tesla, mas utiliza-se também
magneton de Bohr (MB).

O magneton de Bohr, ug, € o momento magnético associado ao
movimento orbital de um elétron, girando na primeira érbita de Bohr. Ele é

considerado o momento magnético fundamental® e é dado por:
up =€y, . . =92732.107%4.T (Equagéo 3)
e

onde e e m, sdo a carga e a massa do elétron, respectivamente; ¢ é a

velocidade da luz; e h é a constante de Planck.



Dessa forma, 0 momento magnético de um atomo é a soma vetorial dos
momentos magnéticos associados ao movimento dos elétrons em suas Orbitas
e ao spin de cada um deles. Uma vez que, tanto o0 momento angular orbital
quanto o momento de spin sdo quantizados, o momento magnético também
sera quantizado.

Considerando a dinamica de interacao entre os momentos magnéticos,
podemos distinguir duas situagdées: magnetismo individual e magnetismo
cooperativo.

O magnetismo individual se caracteriza pela auséncia de interacdes
magnéticas de longo alcance, de modo que os momentos magnéticos estao
orientados aleatoriamente a campo zero. Dentro desse quadro, duas situagdes
sao possiveis:

e Diamagnetismo: os momentos magnéticos individuais dos elétrons se
cancelam e o atomo nao possui momento resultante. A susceptibilidade
magnética dessas substancias é pequena (da ordem de 10°®), negativa e
independente da temperatura.® O atomo de zinco (Zn) é um exemplo de
diamagnetismo, pois possui 30 elétrons, todos emparelhados, como

mostra a Figura 4.

B It NN (N (NI (NN (N

5 25 20 35 30 3 ds

Figura 4. Distribuigao eletronica do atomo de Zn.

e Paramagnetismo: o cancelamento dos momentos magnéticos individuais
€ parcial, uma vez que existem elétrons desemparelhados e o atomo
possui um momento magnético resultante. Assim, a aplicagdo de um
campo magnético promove o alinhamento parcial dos momentos
magnéticos paralelamente ao campo. A susceptibilidade magnética esta
na faixa de 0 a 0,01, é positiva e varia com a temperatura.® O 4tomo de
ferro (Fe) € um exemplo de paramagnetismo, uma vez que apresenta

quatro de seus 26 elétrons desemparelhados, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Distribui¢éo eletrénica do dtomo de Fe.

No magnetismo cooperativo, 0s materiais possuem ordenamento

magnético proveniente de interacdes magnéticas de longo alcance entre os

momentos magnéticos atdmicos, conduzindo a uma magnetizacao espontanea.

Essa situagdo s6 ocorre abaixo de uma temperatura critica, denominada

temperatura de Curie (Tc), para materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos, e

temperatura de Néel (Tn), para materiais antiferromagnéticos. Acima dessa

temperatura, os efeitos de flutuagbes térmicas sao suficientes para quebrar a

ordem e o material se torna paramagnético. Dentro desse quadro, trés tipos de

ordenamento sdo possiveis:

Ferromagnetismo: 0os momentos magnéticos dos diferentes atomos
estdo alinhados paralelamente entre si (Figura 6). Esses materiais
apresentam um momento magnético resultante e uma alta e positiva
susceptibilidade magnética (0,01 — 10°).°
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Figura 6. Representacdo do alinhamento paralelo dos momentos magnéticos em um material

ferromagnético.

Antiferromagnetismo: os momentos magnéticos de igual magnitude dos
diferentes atomos estdo alinhados antiparalelamente entre si, de modo
que se anulam e o momento magnético resultante do material é zero
(Figura 7). Eles apresentam uma susceptibilidade magnética pequena e
positiva (0 —0,1).8
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Figura 7. Representagdo do alinhamento antiparalelo dos momentos magnéticos em um

material antiferromagnético.

e Ferrimagnetismo: tal qual no antiferromagnetismo, os momentos
magnéticos dos diferentes atomos estdo alinhados antiparalelamente
entre si. Entretanto, a magnitude desses diferentes momentos
magnéticos é desigual, levando a um momento magnético resultante

diferente de zero (Figura 8).
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Figura 8. Representagdao do alinhamento antiparalelo dos momentos magnéticos em um

i

material ferrimagnético.

Em um cristal, portanto, a magnetizacao é resultado da interacdo dos
momentos magnéticos de muitos atomos. Para que a energia magnetostatica
desse sistema seja minimizada, ele se subdivide em regides com diferentes
tamanhos e formas, em cujos interiores 0s momentos magnéticos tendem a se
alinhar espontaneamente, em uma mesma direcdo, gerando momentos
magnéticos resultantes opostos. Essas regides sdo chamadas de dominios

magnéticos e seus limites sdo as “paredes de Bloch” (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo dos dominios magnéticos dentro de uma amostra, separados pelas
paredes de Bloch.®

O alinhamento espontaneo dos momentos magnéticos se da segundo
diregdes preferenciais, chamadas de eixos de facil magnetizagdo ou eixos de
magnetizacao espontanea. Essa preferéncia na orientagdo dos momentos
magnéticos esta associada a uma energia (anisotropia magnética), que é
minima quando os momentos magnéticos estdo orientados ao longo destes
eixos.

Assim, cada um desses dominios possui um vetor magnetizacao proprio,
oriundo do alinhamento dos momentos magnéticos individuais segundo os
eixos de facil magnetizagdo dentro do dominio. Os vetores magnetizagdo de
todos os dominios da amostra podem nao estar alinhados, originando uma
magnetizacao menor do que a esperada se todos esses vetores estivessem
perfeitamente alinhados. Diminuindo-se o tamanho das particulas, diminui-se o
namero de dominios até uma dimensao critica, abaixo da qual se tem um
monodominio magnético.

Aplicando-se um campo magnético H a uma amostra, € possivel notar
que a sua magnetizagdo M aumenta com o aumento da forca do campo
aplicado até um valor maximo, denominado magnetizacao de saturagdo, Ms
(Figura 10). Nessa situagao, os momentos magnéticos de todos os dominios
estdo alinhados. A curva de M versus H mostra um lagco de histerese
correspondente a magnetizacao e desmagnetizacdo, porque nem todos os
dominios magnéticos da amostra retornam as suas orientacdes originais,
quando o campo magnético aplicado é reduzido, apds ter atingido a Ms. Dessa
forma, quando H retorna a zero, ha uma magnetizacao remanente, Mg, que

pode ser removida pela aplicacdo de um campo magnético reverso,

12



denominado campo coercivo, Hc. Materiais com um monodominio magnético

nao apresentam laco de histerese, pois eles sdo superparamagnéticos (SPM).
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Figura 10. Curva de magnetizagdo versus campo aplicado, onde FM é ferri/ferromagnético e
SPM é superparamagnético.'

2.2.1.1. Superparamagnetismo

O fendmeno do superparamagnetismo pode ocorrer em monodominios
magnéticos ou em temperaturas muito elevadas.'’

Os fundamentos fisicos do superparamagnetismo sao baseados numa lei
de ativacao para o tempo de relaxacao rda particula, tido como o tempo médio
que a particula leva para passar de um estado de equilibrio a outro. Dois
mecanismos de relaxacdao sdo fundamentais e possuem o seu tempo de
relaxacao caracteristico: relaxacdo browniana e relaxacao de Néel-Brown.

A relaxacdo browniana corresponde a rotacao fisica das particulas
propriamente ditas e o seu tempo de relaxagdo, = (Equacdo 4),>'? depende
das propriedades hidrodindmicas do fluido no qual as nanoparticulas estao

dispersas:

3nV, ~
Tg = n B/kBT (Equacéo 4)

onde, n é a viscosidade do meio no qual as particulas estdo suspensas; v, é 0
volume hidrodinamico da particula que inclui qualquer camada nao-magnética;

kg € a constante de Boltzmann; e T a temperatura.
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Ja a relaxacdo de Néel-Brown diz respeito a rotacdo dos momentos
magnéticos dentro de cada particula e o seu tempo de relaxacao, zy (Equacao
5)'2, sobre o qual se apoia o0 superparamagnetismo, é determinada pela
energia de anisotropia magnética das nanoparticulas superparamagnéticas

relativa a energia térmica:
Ty = To€Xp KaV/kﬁT (Equacio 5)

onde, 7, é tempo de relaxagao do spin (da ordem de 10°); K,, é a densidade de
energia anisotrépica; V é o volume da particula. O produto de K, e V fornece a
barreira de energia, E, que separa os dois estados de equilibrio."

Uma particula é dita superparamagnética quando z € menor que o tempo
necessario para a realizacado de uma medida, . Entretanto, se zy for maior

que tn, a particula se encontra no chamado estado “bloqueado”. Assim, se kT

>> E, ou seja, para altas temperaturas ou volumes muito pequenos, 7y tende a
ser menor que tn, 0s momentos magnéticos das particulas flutuam livremente e
0 sistema esta no estado superparamagneético. Por outro lado, se kgT << E, ou
seja, em temperaturas mais baixas e para particulas com volume maior, 7y
tende a ser maior que tn, de modo que 0 momento da particula se encontra em
um vale durante a medida e o sistema esta no estado “bloqueado” (Figura 11).

Entao, para particulas muito pequenas, AE € comparavel a kT a temperatura

ambiente, de maneira que elas podem apresentar superparamagnetismo nessa
condicao. Assim, na auséncia de um campo magnético externo, os momentos
magnéticos das particulas estao orientados aleatoriamente. Quando um campo
magnético € aplicado, os momentos magnéticos tendem a se orientar na
direcdo desse campo, que, a partir de certo valor, conduz todos os momentos
magnéticos a se alinharem paralelamente a sua diregcdo, atingindo a
magnetizacao de saturacdo. Na medida em que o campo é reduzido, ndo ha
magnetizacao remanente e, portanto, ndo ha lago de histerese. Isso evita, por

exemplo, que as nanoparticulas magnéticas superparamagnéticas se
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aglomerem no corpo na auséncia de um campo magnético externo, podendo

provocar a obstrucao de vasos sanguineos.

(a) (b) \
® ~) &) ®
\( A\

T<Tg T>Tg

ou t, << 1y ou t, >> 1y

Figura 11. llustragdo do conceito de superparamagnetismo. Os circulos representam trés
nanoparticulas magnéticas e as setas, a diregdo da magnetizacédo de rede nessas particulas.’

2.2.2. GEOMETRIA

A geometria das nanoparticulas esta intimamente relacionada ao seu
tempo de permanéncia na circulagdo sanguinea, cujo aumento permite a maior
acumulacao dos sistemas magnéticos nos tecidos alvo, potencializando a sua
efetividade. A rapida remocdo desses sistemas da circulacdo pode reduzir
substancialmente a sua funcionalidade biomédica. Dessa forma, a busca pelo
aumento do tempo de permanéncia dos sistemas magnéticos na circulacdo tem
sido um dos desafios no desenvolvimento desses sistemas.

O sistema mononuclear fagocitario (SMF), também conhecido como
sistema reticuloendotelial (SRE) é o principal responsavel pela remocao das
nanoparticulas magnéticas da circulacdo. O SMF atua, dentre outras coisas, na
remogao de células velhas, mortas ou alteradas e corpos estranhos, em varias
reacdes inflamatdrias e na destruicdo de micrébios e células tumorais. No
processo de remoc¢ao das nanoparticulas magnéticas, as proteinas do plasma
(opsoninas) funcionam como marcadores, se adsorvendo na superficie das
nanoparticulas, que sdo entdo, reconhecidas e removidas da corrente

sanguinea pelas células do SMF.
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2.2.2.1. Dimensoes

As dimensbdes das nanoparticulas influenciam diretamente a sua
trajetéria no organismo. O limite superior da dimensao das nanoparticulas é
determinado pelo SMF e o limite inferior, pela filtracdo renal: nanoparticulas
maiores que 100 nm s&o geralmente opsonizadas e eliminadas da circulagao
via SMF; nanoparticulas com 5-6 nm de diametro sdo removidas pela filtracéo
renal e excretadas pela urina.'® Em geral, quanto maior uma particula, menor o
seu tempo de permanéncia na circulagdo sanguinea.'® Dessa maneira, é
geralmente aceito que nanoparticulas com didmetro de 10 —100 nm séao
farmacodinamicamente apropriadas para aplicagées in vivo.

Uma das maneiras das nanoparticulas alcancarem o alvo é através do
efeito de permeabilidade e retengcdo aumentadas (do inglés Enhanced
Permeability and Retention Effect — EPR). Esse fenbmeno se baseia em
anormalidades estruturais nos vasos sanguineos de certas patologias, como
tumores, inflamacdes ou infeccbes, ou seja, esses tecidos possuem vasos
sanguineos “vazados” que permitem que certas dimensdes de particulas
extravasem e se acumulem mais no alvo do que em tecidos normais (Figura

12). Assim, as dimensdes das nanoparticulas podem ainda ser exploradas no

desenvolvimento desses sistemas, visando o aproveitamento desse efeito.

Ligante especifico

@4\ FAL N A4 ,,f"/ Células saudaveis
Campo magnético .-~ P

Vasculatura
permeavel

Células tumorais

Figura 12. Representagao das modalidades de direcionamento das nanoparticulas magnéticas
para tumores. (a) EPR; (b) direcionamento molecular; (c) direcionamento magnético.17
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2.2.2.2. Forma

Além da dimensdo, as propriedades das nanoparticulas magnéticas
estdo relacionadas também a sua forma. Nanoparticulas esféricas tém sido a
forma classica estudada e utilizada em aplicagdes biomédicas, apesar de
modelos tedricos terem apontado os beneficios do uso de particulas nao-
esféricas no carreamento de drogas, baseados na influéncia da sua forma na
internalizagéo celular e nas dinamicas vasculares.'®'® Recentemente, muitos
estudos vém propondo o uso de nanoparticulas alongadas para essas
finalidades.?*?'

Uma vez administradas por via intravascular, as nanoparticulas sao
transportadas pelo fluxo sanguineo e aderem as paredes dos vasos
sanguineos, em condi¢cdes apropriadas. A partir dai, elas tém que controlar a
internalizacao celular, evitando-a ou favorecendo-a, dependendo dos objetivos
do tratamento. Decuzzi e colaboradores® dividiram essa trajetéria
didaticamente em trés eventos: dindmica de marginacdo, adesao firme e

controle da internalizagao.

Dindmica de marginacao

Marginagdo é um termo conhecido em fisiologia, convencionalmente
utilizado para descrever o deslocamento leucocitario ou plaquetario da porgcao
central do fluxo sanguineo para a periferia do fluxo, ao longo das paredes
endoteliais, em casos inflamatérios. Quando esse conceito é aplicado as
nanoparticulas, trata-se do processo do seu deslocamento da por¢cao central do
fluxo, para as proximidades das paredes endoteliais, onde elas devem se
acumular, preferencialmente. Esse acumulo é desejavel por dois motivos
principais: (1) com a maior proximidade, a probabilidade das interagdes entre
as nanoparticulas e as paredes dos vasos aumenta, possibilitando, dentre
outras coisas, 0 seu extravasamento pelas fenestracbes do endotélio e a
expressao mais efetiva dos marcadores celulares, quando ligados a elas; (2) as
nanoparticulas podem passar mais facilmente dos vasos sanguineos com
maior calibre para os de menor calibre, se acumulando na microcirculagao.

As hemacias, ao contrario, se concentram na porcao central do fluxo

sanguineo, evitando interacdes com as paredes endoteliais. A consequéncia
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imediata disso é a formacdo de uma camada livre de hemacias nas
proximidades da parede, cuja espessura varia com o calibre do vaso e com a
velocidade média do fluxo sanguineo (Figura 13). As nanoparticulas
desenvolvidas para circular no fluxo mais marginal tendem a se acumular

nessa camada livre de células, onde se observa quase um fluxo laminar linear.

Trilha das hemacias Nanoparticulas

Camada livre da célula

Figura 13. As particulas tendem a se acumular nas proximidades das paredes dos vasos
sanguineos e se deslocam mais facilmente para os vasos sanguineos de menor calibre, o que

pode aumentar a sua acumulagdo nessas regides.”

As forcas de resisténcia hidrodinamica e de empuxo, bem como o torque
exercido pelo fluxo sanguineo, dependem da geometria e da orientacdo da
particula em relagdo a direcao do fluxo e mudam constantemente. Estudos
mostraram que nanoparticulas esféricas submetidas a um fluxo laminar linear
se movimentando nas proximidades de uma parede em um fluido viscoso, s6
podem se deslocar lateralmente sob a acdo de uma forca externa que force
esse deslocamento.? A Figura 14 mostra a trajetéria de uma particula esférica
e outra elipsoidal se deslocando em um tubo imitando um capilar. Assim que o
fluxo se inicia, a particula esférica se move para uma distancia de equilibrio da
parede e segue o curso nessa linha. J4 a particula elipsoidal roda e translada
seguindo o fluxo da corrente, se movimentando lateralmente de um lado para o
outro do capilar, explorando as paredes do tubo. Isso porque particulas nao-
esféricas experimentam movimentos mais complexos que podem ser usados
para controlar as dindmicas de marginacao, sem a necessidade da acao de
forcas externas. Foi mostrado que, para particulas nao-esféricas, a velocidade
de desvio lateral é diretamente relacionada a sua razao de aspecto, com um
maximo entre os dois extremos: a esfera (razdo de aspecto unitaria) e o disco

(razdo de aspecto infinita).?®
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Figura 14. A trajetdria de uma particula esférica e uma elipsoidal em um capilar idealizado sob
tipicas condicdes hidrodinamicas capilares.?

Adesé&o firme

As particulas se movendo nas proximidades das paredes do vaso
sanguineo podem se aderir firmemente as células endoteliais por meio de
interacdes especificas e nao-especificas, em condicbes apropriadas de
cisalhamento hidrodindmico na parede e de tipo e nivel de expressdao dos
receptores moleculares. Essa etapa é critica, visto que a adesao deve superar
as forcas hemodinamicas exercidas sobre a particula pelo fluxo sanguineo, que
tende a retirar a particula do sitio ao qual ela aderiu.

Estudos mostraram que para qualquer forma da particula, existe um
volume 6timo para o qual a forca de adesdo € maxima e que as particulas
achatadas (razdo de aspecto > 1) sdao mais efetivas na adesao a uma
superficie sob um fluxo laminar do que as classicas esféricas (razao de aspecto

=~ 1) em um volume fixo."®

Controle da internalizagdo

Uma vez aderidas as células endoteliais, as particulas podem ou nao ser
internalizadas, dependendo do objetivo da sua aplicagdo. A internalizacéo
pelos macrofagos depende ndo exatamente da forma da particula como um
todo, mas da geometria local no ponto de primeiro contato com o macréfago.?
Isso determinara se ocorrerda a fagocitose ou simplesmente o espraiamento
sobre as particulas.

A geometria local varia ndo sé entre diferentes particulas, mas também
em pontos diferentes de contato inicial do macréfago em uma mesma particula,

exceto para particulas esféricas. A Figura 15 mostra um exemplo no qual os
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macrofagos se ligam as microparticulas com formato de discos elipsoidais de
poliestireno (PS) em pontos iniciais de contato com geometria diferente. A
internalizacdo ocorre rapidamente (3 min) quando os macréfagos se ligam as
microparticulas ao longo do maior eixo (Figura 15-A). A sua membrana envolve
todo o comprimento da microparticula em um movimento Unico e coordenado.
Quando os macréfagos se ligam as mesmas microparticulas ao longo do
menor eixo (0 lado com menor curvatura), as microparticulas ndo sao
internalizadas nem apos 2 h (Figura 15-B). O que acontece é o espraiamento
sobre a superficie em um movimento ndo sincronizado, com frentes se
movendo em dire¢cOes diferentes, em tempos diferentes. Dessa maneira,
microparticulas esféricas sao internalizadas mais rapidamente do que
particulas nao-esféricas, visto que, independente do ponto de contato do
macroéfago, se dara o mostrado na Figura 15-A. Esse modelo pode ser um
ponto de partida para o estudo da influéncia da forma na internalizagdo de

nanoparticulas.

38.5 min

Figura 15. Clipes de video-microscopia por time-lapse abrangendo 39 minutos da interagao
entre macréfagos e microparticulas idénticas de PS nao opsonizadas com forma de disco
elipsoidal (eixo maior 14 um e eixo menor 3 um) em duas orientagbes diferentes. (A) o
macréfago se liga ao longo do maior eixo da microparticula e a internaliza completamente em 3
min. (B) o macréfago se liga ao lado achatado de uma microparticula idéntica e se espraia,

mas n&o a internaliza.?*

Chithrani e colaboradores®® estudaram a dependéncia da forma e
tamanho de nanoparticulas de ouro em sua absorgcdo por células de
mamiferos. Eles observaram que nanoparticulas esféricas tém maior
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probabilidade de entrarem nas células do que nanoparticulas alongadas. Geng
e colaboradores® mostraram que as nanoparticulas cilindricas estudadas por
eles, as filomicelas, tendem a permanecer mais tempo na corrente sanguinea
de camundongos do que as suas equivalentes esféricas, que sao eliminadas
rapidamente. Dessa maneira, é interessante observar que, a escolha da forma
das nanoparticulas esta diretamente relacionada ao objetivo de sua aplicagao.
Além disso, Cribb e colaboradores®” assinalaram outras vantagens em se
usar nanoparticulas nao-esféricas, no caso, nanoparticulas cilindricas, como
carreadores de farmacos, em certos contextos fisiologicos, como matriz
extracelular, barreiras de muco e fluidos sinuviais. Eles observaram que as
nanoparticulas cilindricas utilizadas provocaram a pseudoplasticidade nos
meios estudados, em especial no muco, ou seja, elas diminuiram a viscosidade
relativa dos meios pelo aumento da tensdo de cisalhamento. Apesar dessas
nanoparticulas experimentarem uma maior resisténcia, elas também
experimentaram uma for¢ca motriz maior e, portanto, uma maior tensdao de
cisalhamento e capacidade de provocar a pseudoplasticidade. Confrontando as
duas tendéncias, os autores notaram que as nanoparticulas cilindricas
alcancam velocidade muito superior as nanoparticulas esféricas nesses meios
com a aplicagdo de um mesmo campo. Dessa forma, a opg¢éo por

nanoparticulas cilindricas diminui a necessidade de campos fortes.

2.2.2.2.1. ANISOTROPIA MAGNETICA DE FORMA

Em relacao as propriedades magnéticas de nanoparticulas alongadas,
uma das vantagens mais evidentes de seu uso é que elas apresentam
anisotropia magnética de forma, ao passo que nanoparticulas esféricas sao
isotropicas.

A anisotropia magnética de forma € uma propriedade que reflete a
existéncia de uma direcao preferencial de magnetizacao dependente da forma
da particula. Essa anisotropia estda relacionada com a energia

desmagnetizante, descrita pela Equacéo 6:%
E; = —ng-Ms (Equacéo 6)
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onde, H; = N;Mg é o campo desmagnetizante e N; € o coeficiente de

desmagnetizacdo na direcdo de M. Para uma particula elipsoidal, com eixo

maior a, a Equagao 6 assume a forma da Equagéo 7:%®
Eq = M2N, + 2 (N, — N)MZsen?o (Equacio 7)

na qual, N, e N, sdo os fatores desmagnetizantes e 6 é o angulo entre a
magnetizacao e o eixo de facil magnetizagdo. Assim, E; é anisotrépica com
relacdo a forma externa do cristal, que determina a separacdo dos polos de
superficie para diferentes orientacées de magnetizacdo. Ela é uniaxial, com o
eixo facil de magnetizacao sendo paralelo ao eixo maior, isto é, para 6 = 0°ou
6 =180°
Dessa forma, os momentos magnéticos de nanoparticulas esféricas
estdo dispostos aleatoriamente e tendem a se cancelar, diluindo a for¢ca do
sinal magnético. Ja nas nanoparticulas elipsoidais, eles tendem a se orientar
segundo o seu eixo longo, de modo que eles estardo sempre apontados para
dois sentidos possiveis, dentro de uma mesma dire¢cdo. Assim, a for¢a do sinal
magnético é potencializada. Ou seja, particulas alongadas experimentam uma
maior forga quando comparadas as particulas esféricas de mesmo volume.
Rebolledo e colaboradores® citaram ainda algumas outras situagdes em
que se espera um comportamento diferenciado entre nanoparticulas
anisotropicas e isotrépicas, em meio biolégico. Sdo elas: em aplicagdes de
imagens por ressonancia magnética e tratamento de cancer por hipertermia,
em que se esperam diferencas nos tempos de relaxacdo; em sistemas
transportadores de drogas e de genes, nos quais a vetorizacdo magnética

tende a ser favorecida, visto que o gene também tem forma anisotropica.
2.2.3. TOXICIDADE

Apesar do numero de publicacées sobre materiais nanoparticulados ter
crescido significativamente nos ultimos anos, o foco da maior parte delas esta

na sintese e desenvolvimento de novos materiais e menos de 1% tratam dos
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seus impactos biolégicos.®®* Uma vez que as aplicagdes biomédicas de
nanoparticulas magnéticas envolvem o uso em humanos e animais, faz-se
necessaria a avaliacao da toxicidade desses sistemas.

Um dos paradigmas para o uso de nanoparticulas in vivo é a toxicidade
derivada da producédo de excesso de espécies de oxigénio reativo (ROS).3%%"-%2
Acredita-se que as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro catalisam a

geracdo de ROS por meio da reacéo de Fenton:*?

H.0, + Fe** — Fe* + OH + OH* (EQ. Quim. 1)

ROS séao fisiologicamente necessarias e, em niveis moderados,
desempenham papéis especificos no organismo. Entretanto, o excesso dessas
espécies é um indicativo de estresse oxidativo e pode danificar as células pela
peroxidacao de lipideos, alteracdo de proteinas, ruptura do DNA, interferéncia
em funcdes de sinalizagdo e modulagao da transcricdo génica.*

Os métodos de andlise in vitro sao importantes no estudo da toxicidade
de materiais nanoparticulados porque tém baixo custo e geram resultados
rapidamente e com boa reprodutibilidade, sem o uso de animais.®® A interagéo
desses sistemas com o sistema biolégico in vivo é dindmica e complexa, de
maneira que os testes in vivo sdo indispensaveis em momentos posteriores aos

testes in vitro, com carater preliminar.

2.3. Quimica de Superficie e Biocompatibilidade

O recobrimento da superficie das nanoparticulas € uma estratégia
utilizada para reduzir ou eliminar alguns comportamentos indesejaveis nas
aplicagbes biomédicas. O seu intuito é aumentar a biocompatibilidade das
nanoparticulas. Eles sdo utilizados, dentre outras finalidades, para estabilizar
as particulas e prevenir a aglomeracao; retardar internalizacdo celular das
nanoparticulas ou facilitar, dependendo dos objetivos do seu uso; modificar a
carga ou a composicao da superficie, influenciando a sua biodistribuicao e a
geracao de ROS; prevenir a sua dissolucdo e a liberacdo de ions téxicos.
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Muitos grupos de materiais tém sido utilizados para modificar a quimica de
superficie de nanoparticulas magnéticas, visando aplicagdes biomédicas:

e Polimeros biocompativeis: dextrana, amido, quitosana, polietileno glicol,

poliésteres alifaticos derivados de acidos latico e glicolico;

e Surfactantes orgéanicos: oleato de sddio, dodecilamina;

e Metais: ouro;

e Oxidos inorganicos: silica;

e Moléculas e  estruturas  bioativas:  lipossomos, peptideos,

ligante/receptor.

2.4. Aplicacoes Biomédicas

As nanoparticulas magnéticas sao aplicadas com finalidades
terapéuticas e diagndsticas em biomedicina, sendo que varios sistemas tém
sido desenvolvidos para integrar as duas fungdes, o que deu origem ao termo
“funcdo teranostica”.'”®® Dentre as aplicagdes terapéuticas, iremos nos
concentrar nos sistemas de carreamento de drogas e no tratamento contra o

cancer por hipertemia.
2.41. SISTEMA DE CARREAMENTO DE DROGAS

As maiores desvantagens do tratamento convencional contra o cancer
com quimioterapicos sao os efeitos adversos provenientes da nao-
especificidade desse tratamento. Uma vez que a via de administracdo dos
agentes terapéuticos é intravenosa, a sua distribuicao € sistémica e a natureza
nao-especifica dessas drogas leva, portanto, ao atague ndo somente de
células tumorais, que sao os alvos primarios, como também de células normais
e saudaveis, resultando nos tdo conhecidos efeitos adversos da quimioterapia.
Os estudos de sistemas magnéticos nanoparticulados para esse fim se
baseiam no potencial de reducdo dos efeitos adversos do tratamento com
agentes quimioterapicos convencionais pela reducao da sua distribuicao

sistémica, bem como pela possibilidade de administragdo de doses menores,
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porém mais acuradas dos agentes terapéuticos, visto que serdo liberadas
diretamente e somente no alvo.

Os primeiros estudos do uso de micro e nanoparticulas magnéticas
como carreadores de drogas para alvos especificos no corpo datam do final da
década de 70.2%3* Os autores desses estudos desenvolveram e testaram in
vivo micro e nanoparticulas magnéticas as quais agentes terapéuticos podem
se ligar. Desde entdo, varios grupos tém realizado pesquisas visando ao
desenvolvimento e as aplicagcbes biomédicas de sistemas magnéticos
nanoparticulados.?'3°%:37

Esses sistemas, cujos nucleos sdo nanoparticulas magnéticas as quais,
de modo resumido, estao ligadas drogas, sao, em geral, administrados por via
intravascular e transportados pelo fluxo sanguineo. O diferencial desse
tratamento é a especificidade advinda da aplicagdo de um campo magnético
externo, usado para guiar e reter os sistemas magnéticos em um alvo
especifico (Figura 16). Esses sistemas podem, alternativamente, ser injetados
diretamente na area de interesse. S6 apo6s alcancarem e se concentrarem no
alvo, as drogas sao liberadas, ou pela atividade enzimatica ou por mudancgas
nas condicdes fisiolégicas, levando a uma maior absorcdo dos farmacos pelas
células-alvo. Dessa forma, doses menores de droga podem ser administradas,
sem sobrecarregar 0 organismo com as doses massivas utilizadas na

quimioterapia convencional.

Tecido

o, Sistemas Vaso sanguineo
P magnéticos
.

PSSy e, RS VISR Sy e,

Superficie do
corpo | Magneto l

Figura 16. Corte transversal do funcionamento de um sistema magnético hipotético de
veiculacgo de drogas.'
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Os principios fisicos que fundamentam a dispersdo das nanoparticulas
magnéticas in vivo baseiam-se na forga exercida por um gradiente de campo
magnético externo sobre uma nanoparticula superparamagnética, de acordo

com a Equacdo 8:"
2 ~
E,=V,AxV|B /2#0 (Equacéo 8)

onde, F, é a forca magnética; V,, € o volume da particula; Ax=ym - xw € a
susceptibilidade magnética efetiva da particula em relacdo a agua; B é a
inducdo magnética; e u, € a permeabilidade do espaco livre. Assim, o0s
sistemas magnéticos sao separados da solucao circundante por meio de sua
imobilizagdo pela forgca magnética F,, ao passarem por uma regiao onde existe
uma gradiente de campo magnético. Essa forca deve superar a forca de
resisténcia hidrodindmica, F;, atuando na particula magnética na solucdo

fluente, ou seja, F,, > F;, para que haja dispersdo (Equacao 9):"
F; = 6mnR,,,Av (Equacao 9)

na qual, » é a viscosidade do meio circundante da célula; R,, € o raio da
particula magnética; e Av =v,, —v,, € a diferenca entre as velocidades dos
meios de diferentes viscosidades (da célula e da agua).’

Widder e colaboradores®® foram os primeiros a utilizar carreadores
magnéticos para levar drogas citotdxicas (doxorrubicina) a sarcomas
implantados na cauda de ratos. Eles conseguiram que 77% dos animais aos
quais a droga foi administrada por sistemas magnéticos tivessem remissao
total do sarcoma com apenas uma sessao de terapia, ao passo que nenhuma
remissdo ou regressao foi observada nos ratos tratados com sistemas néo-
magnéticos.

Libbe e colaboradores® reportaram, em 1996, o primeiro experimento
clinico realizado em humanos. A droga epirrubicina, ligada a carreadores
magnéticos, foi administrada a pacientes que apresentavam diferentes tipos de

cancer em estagio avancado. Eles ja haviam sido tratados por quimioterapicos
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convencionais, poréem sem resultados satisfatorios. Os autores concluiram que
o tratamento pareceu ser seguro, mas que ajustes necessitavam ser feitos
para, dentre outras coisas, torna-lo mais efetivo.

Os sistemas magnéticos nanoparticulados podem carrear, além de
drogas, genes, na chamada terapia génica: o tratamento de doencas baseado
na transfeccao de material genético. A transfeccdo mediada por nanoparticulas
magnéticas, chamada de magnetofeccéao, foi demonstrada pela primeira vez, in
vitro, em 2000, por pesquisadores da Universidade da Flérida,*® com resultados
promissores, visto que aumenta a especificidade e eficiéncia da transfecgao.
Desde entdo, tem sido estudada para a retificacdo de desordens genéticas,
tratamentos contra canceres, infecgdes virais ou para a producao de agentes

que possam estimular o sistema imune.**>*

2.4.2. HIPERTERMIA

Outro procedimento terapéutico utilizado no tratamento contra o cancer é
a hipertermia induzida. Ela se baseia no aumento da temperatura de uma
determinada regidao do corpo que esteja afetada por uma neoplasia para 41 —
46 °C,>* | preferencialmente 42 — 44 °C,"* visando causar a lise de suas
células tumorais, visto que elas sdo, em geral, mais sensiveis ao calor do que
células normais. Esse procedimento €, frequentemente, utilizado em conjunto
com outros procedimentos terapéuticos, como quimioterapia e radioterapia,*®
sobretudo por potencializar a acao dos agentes terapéuticos utilizados nesses
tratamentos, sem aumentar o seu potencial citotéxico.*’

A hipertermia pode ser alcangcada pela aplicacdo de laser,
radiofrequéncia, microondas, ultrassom, infravermelho*® ou implantes
ferromagnéticos.** Um dos obstaculos desses métodos, entretanto, é a
dificuldade em aquecer uniforme e especificamente a regido do tumor a
temperatura pretendida, sem, contudo, danificar as células normais vizinhas.
As nanoparticulas magnéticas surgem, entdo, como agentes de hipertermia
alternativos para aquecer especificamente o alvo e assim, preservar os tecidos
saudaveis. Esse método se baseia no fato de que particulas magnéticas,

quando submetidas a um campo magnético alternado (CMA), sdo aquecidas
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por processos de perda magnética. Nesses casos, o tratamento € chamado de
magnetohipertermia (MHT) ou magnetotermocitélise.

Essas perdas magnéticas ocorrem durante o processo de reversdo da
magnetizacao no sistema das particulas magnéticas e podem ocorrer por
diferentes mecanismos, mostrados na Figura 17: histerese, em materiais de
multidominios magnéticos; e relaxacdo browniana (Equacdo 4) e de Néel-
Brown (Equacéo 5), em materiais superparamagnéticos de monodominio. Em
comparagcdo as perdas magnéticas, a circulagdo de correntes parasitas

induzidas em particulas magnéticas pequenas é desprezivel.

Fenémeno de magnetizagcao reversa

Nanoparticulas FM Nanoparticulas SPM

Mecanismo de perda por histerese Relaxacdo de Néel ~
Relaxacéo de Brown

RA Ry —

—"
4 Orientagdo do momento magnético

Eneraia
<

Figura 17. Fenémeno da reversao da magnetizagdo para geragao de calor sob o efeito de um
CMA (Hp, f). (esquerda) Mecanismo de geragdo de calor por perda por histerese para
nanoparticulas ferri e ferromagnéticas. Mecanismo de geragdo de calor por relaxagdo de
(centro) Néel e (direita) Brown para nanoparticulas superparamagnéticas.'®

Para induzir a hipertermia especificamente no alvo, as nanoparticulas
magnéticas sdo guiadas e retidas na regidao tumoral por um gradiente de
campo magnético externo (Figura 16), apdés a administragcdo, como descrito na
secao anterior. Aplica-se, entdo um CMA, de forca e frequéncia tal, que a
magnetizacao das particulas seja continuamente revertida, gerando calor
necessario para causar a lise das células tumorais, que € liberado para as
células vizinhas (Figura 18). Se essa temperatura puder ser mantida na faixa

10,13

preferencial de 42 — 44°C por 30 min ou mais, o cancer pode ser destruido.

A minimizacdo dos danos aos tecidos normais circunvizinhos faz da MHT uma

técnica promissora para o tratamento de canceres diversos.320-°1:52:53:54
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., i Células saudaveis
Acumulo das nanobarticulas no tumor /

Figura 18. Principios da MHT."’

A vasta possibilidade de biofuncionalizacao aa superficie das
nanoparticulas pode ser explorada para afinar a sua capacidade de
reconhecimento quimico e, portanto, a sua especificidade pelas células
tumorais.®'” Quanto maior for a especificidade das nanoparticulas por essas
células, menor é o aquecimento das células normais e, portanto, os efeitos
colaterais. O transporte das nanoparticulas via sistema vascular, permite ainda
que o tratamento por MHT possa ser realizado em tecidos mais profundos, que
nao poderiam ser tratados por hipertermia de outra maneira.

Gilchrist e colaboradores' foram os primeiros a propor o uso de
nanoparticulas de 6xido de ferro no tratamento contra o cancer por hipertermia
em 1957. Os estudos para aplicacdo dessa técnica em seres humanos,
entretanto, se iniciaram com Jordan e colaboradores®™ apenas em 2001,
quando eles apresentaram um novo sistema de terapia com campo magnético
alternado para aplicacao clinica da MHT utilizando fluidos magnéticos, visando
aplicagbes no tratamento de glioblastomas e carcinoma de préstata. Esses
estudos culminaram com o estudo de Maier-Hauff e colaboradores,’® em 2007,
que reportou o primeiro caso da aplicacao de nanoparticulas magnéticas para o

tratamento de cancer por hipertermia em humanos.
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A pesquisa envolveu 14 pacientes com glioblastoma multiforme, que
foram tratados com uma combinacdo de radioterapia e sessdes de MHT. As
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro foram injetadas em regides de
tumor, detectadas por imagens de ressonancia magnética. Cada tumor recebeu
de 0,1 a 0,7 mL do fluido magnético e foram, entdo, expostos a um campo
magnético alternado de 100 kHz e 3,8 a 13,5 kA m™'. Esse estudo mostrou que
essas nanoparticulas podem ser utilizadas com seguranga para os pacientes
no tratamento desse tipo de tumor cerebral, sendo depositadas nos alvos
planejados e 14 mantidas por semanas; € que as temperaturas de hipertermia
podem ser atingidas. Contudo, ndo foram feitas consideracdes acerca da

sobrevivéncia dos pacientes e do controle do tumor.

2.5. As Nanoparticulas Magnéticas

Nanoparticulas de 6xido de ferro, em especial a magnetita (Fe;04) € a
maghemita (y-Fe2O3), sdo as nanoparticulas magnéticas mais usadas em
aplicacoes biomédicas, devido as suas propriedades magnéticas e a sua
toxicidade relativamente baixa no corpo humano. A Fes;O4 foi aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA) para o uso como agente de contraste em

imagem por ressonancia magnética.”’
2.5.1. ESTRUTURA CRISTALINA DA MAGNETITA E MAGHEMITA
A estrutura cristalina da magnetita pode ser descrita em termos da

estrutura do espinélio (MgAIl.Q,), classificada como empacotamento compacto

cubico (ecc) , esquematizado na Figura 19.
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Figura 19. Estrutura de empacotamento compacto cubico (ecc).’®

Nas estruturas ecc, os intersticios, ou sitios, correspondem a 26% do
volume total da amostra e estdo relacionados ao espaco ndo ocupado do
reticulo cristalino. Esses sitios podem ser tetraédricos ou octaédricos, como
mostra a Figura 20a.

Figura 20. (a) Sitios tetraédricos e octaédricos em um reticulo de empacotamento compacto;
(b) sitio tetraédrico; e (c) sitio octaédrico.>

Um sitio octaédrico origina-se do intersticio formado pela sobreposicao
de dois triangulos planares de esferas em direcdes opostas. Dessa forma, ele é
delimitado por seis esferas, com seis centros nos vértices de um octaedro
(Figura 20c). Ja o sitio tetraédrico, é formado pela sobreposi¢cdo de uma Unica
esfera sobre a depressao formada entre um triangulo planar de esferas. Ele &,
portanto, delimitado por quatro esferas arranjadas em um tetraedro que pode

ser normal ou invertido, dependendo da orientacdo do apice do tetraedro
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(Figura 20b). Em muitos sélidos, esses sitios sdo ocupados por outros atomos,
sendo que os sitios octaédricos podem acomodar esferas de raio nao superior
a 0,414r e os sitios tetraédricos, esferas de raio nao superior a 0,225r, onde r é
a relagcdo entre os raios dos anions.®>°

As estruturas relacionadas ao espinélio podem ser dadas pela férmula
geral AB>O4 e consistem em um arranjo cubico de face centrada (cfc) dos ions
O?%, no qual os fons A habitam em um oitavo dos sitios tetraédricos e os ions B,
em metade dos sitios octaédricos (Figura 21). Ela geralmente é representada
por A[B2]O4, com o colchete identificando a espécie localizada nos intersticios

octaédricos.®

O oxigénio
® B cities
octaédricos

@ A: sitios
tetraédricos

Figura 21. Um segmento da célula unitaria de espinélio.*®

A estrutura da magnetita € do tipo espinélio invertido, no qual a
distribuicdo geral dos ions é B[AB]O4 (Figura 22). Assim, os sitios octaédricos
sdo ocupados por A (Fe?*) e B (Fe'), enquanto os sitios tetraédricos s&do
ocupados por B (Fe®*). Sua célula unitaria possui 32 fons O arranjados em
ecc, com arestas de 0,839 nm, gerando 64 sitios tetraédricos, dos quais 8
estdo ocupados por Fe*, e 32 sitios octaédricos, dos quais 16 estdo ocupados

por Fe?* ou Fe®* .68
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Figura 22. Estrutura cristalina da magnetita.’

A maghemita possui estrutura cristalina similar a magnetita,
diferenciando-se pela auséncia (ou diminuicdo) de Fe®" no reticulo cristalino,
gerando vacancias ou lacunas. Idealmente, ha apenas cations Fe** ocupando
aleatoriamente 8 dos sitios tetraédricos e 16 dos sitios octaédricos gerados
pelo arranjo em ecc dos fons O%. A célula unitaria possui arestas de 0,834 nm
e é composta por 32 fons O%; 21,33 cations Fe®; e 2,33 vacancias, localizadas

nos sitios octaédricos.®
2.5.2. PROPRIEDADES MAGNETICAS DA MAGNETITA E MAGHEMITA

A magnetita ideal é ferrimagnética a temperatura ambiente e temuma T¢
de 577 °C. Os sitios tetraédricos e octaédricos em sua estrutura originam
subredes magnéticas. Abaixo da T¢, os spins dos ions nos sitios tetraédricos e
octaédricos sao antiparalelos. Além disso, na célula unitaria desse 6xido, 8 dos
64 sitios da subrede tetraédrica estdo ocupados por Fe**, e 16 dos 32 sitios
octaédricos estdo ocupados por Fe?*ou Fe®*, podendo, o arranjo de spin ser
descrito como Fe**[Fe**Fe?*]O,4, no qual os fons entre colchetes se localizam
nos sitios octaédricos. A origem da magnetizacdo se da, portanto, pela
diferenca numérica de ions nas duas subredes e pela diferenca de magnitude
dos momentos magnéticos dos ions Fe?* e Fe**. Nessa ferrita, o eixo de facil
magnetizacdo é o (111).°

Tal qual a magnetita, a maghemita é ferrimagnética a temperatura
ambiente. A T¢ desse 6xido é de dificil determinacao, pois ele é instavel em
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temperaturas elevadas e se transforma em hematita (a-FexOs), sua forma

polimérfica, acima de 440 °C. Contudo, ela foi estimada entre 547 e 713 °C.
2.5.3. NANOPARTICULAS MAGNETICAS ALONGADAS
2.5.3.1. Meétodos de Sintese de Nanoparticulas Alongadas

Uma das metodologias utilizadas para a sintese das nanoparticulas
alongadas € a hidrélise forcada de sais de ferro na presenca de certos anions
que influenciam a forma das particulas. Nesse procedimento, aproveita-se a
vantagem de que cations hidratados de ferro sdo desprotonados em solugdes
aquosas a temperaturas préximas de 100 °C. Dois dos anions utilizados para
essa finalidade sdo o fosfato (PO4*) e o sulfato (SO,*). Por meio de sua
adsorcao especifica as faces da hematita paralelas ao eixo c, eles retardam o
crescimento do cristal na direcdo normal a esse eixo, originando particulas
alongadas.®®

Ozaki e colaboradores®' foram os primeiros a realizar essa sintese, de
maneira que muitos estudos posteriores foram desenvolvidos, utilizando a
mesma metodologia para a obtencdo de particulas de hematita nesse
formato.?26364658 Eles desenvolveram dois procedimentos para a sintese de
nanoparticulas alongadas de hematita. No primeiro método, solugdes aquosas
ou etanol/agua contendo cloreto de ferro (FeCls) e fosfato ou hipofosfito de
sédio (NaH.PO4 ou NaH.PO,, respectivamente) foram envelhecidas a 100 °C
por diferentes periodos de tempo. O segundo método consistiu em,
primeiramente, precipitar hidroxido de ferro pela adicdo de hidroxido de sodio
(NaOH) a uma solucgao de nitrato de ferro (Fe(NOs)s), com subseqtiente adicao
de &cido cloridrico (HCI) e NaH2POu4, seguido por envelhecimento a 100 °C. Os
autores observaram que a adicdo de pequenas quantidades de ions fosfato ou
fosfito levou a alteragdo na forma das particulas resultantes, tornando-as
alongadas. Um ano depois, os autores publicaram um estudo no qual
obtiveram maghemita a partir da hematita sintetizada, por tratamento térmico.

As particulas obtidas mantiveram o formato das precursoras (Figura 23).%
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Figura 23. Micrografia de transmissé@o eletrénica de particulas alongadas de (a) hematita,
preparadas em presenga de ions fosfato; e (b) maghemita, preparadas a partir de tratamento
térmico da hematita obtida.®’

Além dessa metodologia, Sugimoto e colaboradores®® prepararam
particulas alongadas de hematita, utilizando o método sol-gel, com adicao de
PO, e SO,%. Ocafia e colaboradores®® obtiveram nanoparticulas de hematita
pela precipitacdo de perclorato de ferro (lll) (Fe(ClO4)3), na presenca de ureia
(CO(NH),) e PO,>. E sabido que a ureia libera fons hidréxido, quando
aquecida a sua temperatura de decomposicdo em solugdo aquosa,
alcalinizando o meio.”

Compostos organicos também foram utilizados para conferir a forma
elipsoidal a essas particulas,”’ tais como citratos, oxalatos,”? glicina” e
asparagina.”

As maiores dificuldades encontradas para a sintese de nanoparticulas

séo o controle de sua forma e dispersao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

e Acetona, CsHgO, VETEC — Quimica Fina LTDA;

e Acido cloridrico, HCI, P.A., VETEC — Quimica Fina LTDA;

e Acido fosférico, HsPO4, 85%, P.A, VETEC — Quimica Fina LTDA;

e Acido sulfarico, HoSO4, 95/97%, P.A., F. Maia S/A Ind.;

e Agua Milli-Q;

e Dicromato de potassio, KoCr.O7, P.A., Quimiobras — Industrias Quimicas
Limitada;

e Difenilamina, (CsHs)2NH, pureza = 99%, Aldrich;

e Cloreto de mercdrio (ll), HgCl,, Merck;

e Cloreto estanoso dihidratado, P.A., SnCl.2H,O, VETEC — Quimica Fina
LTDA;

e Cloreto férrico hexahidratado, FeCl;.6H.0O, P.A., VETEC - Quimica Fina
LTDA;

e Cloreto ferroso tetrahidratdo, FeCl,.4HO, Merck;

o Hidroxido de amoénia, NH,OH, P.A., InLab.

e Sulfato ferroso hexahidratado, FeS0O..7H>0, Carlo Erba do Brasil;

e Sulfato férrico, Fe,(SO4)3.nH20, Carlo Erba do Brasil;

e Tripolifosfato de s6dio, NasP301o, Sigma-Aldrich Co..

3.2. Metodologia

3.2.1. SINTESE DAS NANOPARTICULAS

A sintese das nanoparticulas foi realizada por coprecipitacdo em meio
alcalino de ions Fe** e Fe** em solugdo aquosa a temperatura de ebulicdo, sob
refluxo e agitag@o vigorosa. Alguns parametros foram variados com o objetivo
de estudar as suas influéncias nas particulas resultantes e, assim, alcancgar o
sistema mais adequado para os fins desse estudo. Eles foram: tempo de

reacao, natureza dos contra-ions, proporcao entre Fe(ll) e Fe(lll) e natureza da
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base utilizada na alcalinizacao do meio, dando origem ao primeiro grupo de

nanoparticula sintetizadas.

1.

Tempo de reagdo: utilizando 1,5 mmol de FeS04.7H,O, 3 mmol de
FeCls.6H20 e 20 mmol de ureia, para a alcalinizacao do meio, os tempos
de reacao das nanoparticulas estudados foram:

e NP1A: 1 hora;

e NP1B: 2 horas e trinta minutos;

e NP1C: 4 horas;

e NP1D: 6 horas;

e NP1E: 8 horas;

e NP1F: 12 horas.

Diante dos resultados satisfatorios obtidos para a amostra NP1D, as

proximas sinteses foram realizadas com seis horas de duragdo e, essa

amostra, inserida em cada um dos grupos de sinteses, para fins de

comparagao.

2. Natureza dos contra-ions: utilizando 1,5 mmol de Fe(ll), 3 mmol de

Fe(lll) e 20 mmol de ureia, para a alcalinizagdo do meio, em uma sintese
com seis horas de duracao, variou-se a natureza dos contra-ions da
seguinte maneira:

e NP2A: FeCl,.4H,0 e FeCl3.6H20;

e NP2B: FeS04.7H20 e Fex(S04)3.9H20;

e NP2C: FeCl2.4H20 e Fex(S04)3.9H0.

Proporcao entre Fe(ll) e Fe(lll): utilizando FeS0O,4.7H.0O, FeCls;.6H.0
como reagentes e 20 mmol de ureia, para a alcalinizacao do meio, em
uma sintese com seis horas de duracdo, variou-se a propor¢ao entre
Fe(ll) e Fe(lll):

e NP3A: 1,5 mmol de FeS04.7H,0 e 1,5 mmol de FeCl;.6H,0;

e NP3B: 3 mmol de FeS04.7H-0 e 1,5 mmol de FeCls.6H20.
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4. Natureza da base utilizada na alcalinizacdo do meio: utilizando 1,5 mmol
de FeS04.7H,O, 3 mmol de FeCls.6H,O, em uma sintese com seis
horas de duracdo, a natureza da base utilizada para a alcalinizacdo do
meio foi variada, mantendo-se a sua concentracao relativa:

e NP4A: 40 mmol de NH4OH.

A Tabela 1 resume as amostras sintetizadas no primeiro grupo:

Tabela 1. Condig6es de sintese das nanoparticulas do primeiro grupo.

Amostra Tempo de Natureza dos Proporcao entre Natureza da
reacao (hora) contra-ions Fe(ll):Fe(lll) base
NP1A 1 SO, eCI 1:2 Ureia
NP1B 2:30 SO, 4 eCI 1:2 Ureia
NP1C 4 SO e CI 1:2 Ureia
NP1D 6 SO, eCI 1:2 Ureia
NP1E 8 SO~ eCI 1:2 Ureia
NP1F 12 SO e CI 1:2 Ureia
NP2A 6 Cl'e CI 1:2 Ureia
NP2B 6 SO,” e SO~ 1:2 Ureia
NP2C 6 Cl e SO~ 1:2 Ureia
NP3A 6 SO~ eCI 1:1 Ureia
NP3B 6 SO, 5 eCI 2:1 Ureia
NP4A 6 SO e CI 1:2 NH,OH

Todas as amostras foram resfriadas naturalmente, lavadas com agua
Milli-Q até pH neutro, centrifugadas e secas em estufa a 70 °C.

Apoés a caracterizacdo desse grupo de nanoparticulas, a sintese na qual
se variou a natureza da base utilizada na alcalinizagdao do meio (NP4A), foi
selecionada para ser investigada paralelamente aos objetivos desse estudo,
devido aos resultados satisfatorios obtidos. Assim, além da sintese do primeiro
grupo de nanoparticulas, que visou a obtencao de nanoparticulas magnéticas
alongadas de oOxido de ferro, foi sintetizado um segundo grupo de
nanoparticulas de 6xido de ferro, nesse caso esféricas, utilizando NHsOH como
base na alcalinizagdo do meio.

Para as sinteses das nanoparticulas do segundo grupo, foram
adicionados 40 mmol de NH4OH a uma solugdo aquosa contendo 1,5 mmol de
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FexS04.7H20 e 3,0 mmol de FeCl;.6H20, lentamente e sob agitacdo suave a
temperatura ambiente. A mistura resultante foi aquecida a temperatura de
ebulicao, sob refluxo e agitacao vigorosa. A fim de se alcancar o sistema mais
adequado para aplicagdes biomédicas, o tempo de reacao foi variado:

e NPSO0: 0 hora (a mistura ndo foi aquecida);

e NPS1:1 hora;

e NPSS3: 3 horas;

e NPSB6: 6 horas;

e NPS9: 9 horas.

A Tabela 2 resume as amostras sintetizadas no segundo grupo:

Tabela 2. Condig6es de sintese das nanoparticulas do segundo grupo.

Amostra Tempo de Natureza dos Proporcao entre Natureza da
reacao (hora) contra-ions Fe(ll):Fe(lll) base
NPSO 0 S04~ e CI 1:2 NH,OH
NPS1 1 SO, 5 eCI 1:2 NH,OH
NPS3 3 SO, 5 eCI 1:2 NH,OH
NPS6 6 SO e CI 1:2 NH,OH
NPS9 9 SO~ eCI 1:2 NH,OH

Todas as amostras foram resfriadas naturalmente, lavadas com agua

Milli-Q até pH neutro, centrifugadas e secas em estufa a 70 °C.
3.2.2. CARACTERIZAGCAO DOS MATERIAIS

As amostras sintetizadas foram caracterizadas pelas técnicas descritas a

seqguir.

3.2.2.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras sintetizadas e dos reagentes
utilizados foram obtidos em um espectrémetro da Nicolet, Modelo 6700, com

128 varreduras, em uma resolugcdo de 4 cm'. Todos os materiais preparados
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foram diluidos em KBr, com 1% em massa das amostras (1 mg da amostra
para 100 mg de KBr). Os sofwares Origin 6.0 e OriginPro 8 foram utilizados

para a obtengao das figuras apresentadas nesse estudo.
3.2.2.2. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos utilizando um microscopio inVia
Raman da marca Renishaw, equipado com microscépio Optico Leica com
objetiva de 50x, na faixa de 100 cm™ — 3200 cm™. Um laser de He-Ne (632,8
nm) foi utilizado para excitacdo das amostras. A resolucdao espectral foi de 5
cm'. O sofware OriginPro 8 foi utilizado para a obtencdo das figuras

apresentadas nesse estudo.
3.2.2.3. Difracao de Raios X (DRX)

Os difratogramas das amostras foram obtidos em um difratdmetro de pé
da Bruker, modelo D8 Focus, com radiacdo CuK, = 1,5406 A a 40 kV e 30 mA.
A varredura foi realizada a 0,5° min™ e os valores de 26 foram analisados na
regidao de 20 a 70°.

A Lei de Bragg (Equagao 10) foi utilizada para o calculo das distancias

interplanares:
A =2dsenf (Equacéo 10)

onde 1 é o comprimento de onda da radiacdo incidente, d é a distancia
interplanar e 8 é o angulo de incidéncia da radiagao.

Uma vez que o objetivo da sintese € a obtencdo de magnetita e
maghemita, a equacao para o calculo de d em sistemas cubicos (Equacéao 11)
foi utilizada para a indexacdao dos picos, por meio da comparacao entre os
valores experimentais de d e os seus respectivos indices hk/ do banco de
dados PDF. Os ajustes dos picos dos difratogramas foram feitos com o
software Origin 6.0, que, juntamente ao OriginPro 8, foi usado para a obtencao

das figuras apresentadas nesse estudo.
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dpig = a/Vh? + k% + 12 (Equacéo 11)

Essa equacao também foi usada para calcular os parametros de cela
das nanoparticulas de magnetita e maghemita sintetizadas.

3.2.2.4. Medidas de Propriedades Magnéticas

As propriedades magnéticas das amostras foram obtidas a temperatura
ambiente e em regime quase-estatico, por meio de um magnetdémetro de
amostra vibrante (Vibrating Sample Magnetometer, VSM), modelo EV9,
fabricado pela empresa ADE-MAGNETICS (Figura 24), na Universidade
Federal de Goias (UFG). A precisdo de medidas desse VSM é de 10 emu. As
bobinas sao resfriadas com agua e podem atingir um campo magnético de até
2T.

Al

Sistema de vibragio —--—--u--—

Bobinas detectoras f=\
Amaostra
Campo magnético

Figura 24. Diagrama do VSM.

Os valores de Ms, Mg e Hc foram obtidos graficamente utilizando o
software OriginPro 8, que, juntamente ao Origin 6.0, foi utilizado para a

obtencao das figuras apresentadas nesse estudo.

3.2.2.,5. Microscopia de Forca Atomica (MFA)

As imagens por MFA foram obtidas utilizando-se um microscépio de

forga atdbmica Shimadzu SPM-9600, na Embrapa Recursos Genéticos e
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Biotecnologia, operado em modo dindmico, obtendo-se sinal de aquisicao de
topografia e fase, simultaneamente. A ponteira utilizada foi a PPP-NCHR da
Nanosensors™, recoberta com Al, com raio de curvatura < 10 nm, constante de
mola de 42 N m” e frequéncia de ressonancia de, aproximadamente, 330 kHz.
Para preparacao das amostras, as nanoparticulas foram dispersas em H>O
Milli-Q, com auxilio de um banho de ultrassom, depositadas em substrato de
muscovita e secas a temperatura ambiente.

Os softwares utilizados para o processamento das imagens foram o
SPM 9600 off-line e o WSxM versao 5.0. Foi realizada a corregcdo de plano

automatica 2D e o ajuste horizontal das imagens.

3.2.2.6. Microscopia de Transmissao (MET)

As imagens por MET foram obtidas, utilizando-se um microscépio de
transmissao JEOL 1011, operando a 80 kV, no Instituto de Ciéncias Biolégicas
da Universidade de Brasilia (UnB). Para preparagcdao das amostras, as
nanoparticulas foram dispersas em H>O Milli-Q, com auxilio de um banho de
ultrassom, depositadas em tela de cobre de 300 malhas cobertas com Formvar
0,4% e secas a temperatura ambiente, por 24 h em papel filtro.

As particulas foram medidas, utilizando o software ImageJ, versao 1.43.
A partir desses resultados, os histogramas de distribuicdo de dimensdes foram
feitos com o auxilio do software OriginPro 8, utilizando a medicdo de 100

particulas.

3.2.2.7. Determinacao de Fe(ll) e Ferro Total pelo Método de

Dicromatometria
A determinacdo de Fe(ll) e ferro total foi realizada pelo método da
Dicromatometria. Nesse método, o Fe(ll) é dosado, de acordo com a reacao de

oxido-reducdo, descrita pela Equacao Quimica 2:

Cr.0* + 6Fe?* + 14H*— 6Fe* + 2Cr*" + 7H,O  (Eq. Quim. 2)
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Para a determinacao de ferro total, Fe(ll) + Fe(lll), as amostras foram
“abertas” com acido cloridrico (HCI) e todo o ferro foi reduzido a Fe(ll), com o
auxilio de uma solucao de cloreto estanoso (SnCl,). O excesso do Sn(ll) em
solugdo, um interferente do método, foi oxidado a Sn(lV), utilizando uma
solucao de cloreto de mercurio (Il) (HgClz), que nao interfere no método. Uma
solucdo de acido sulfarico (H2SO4) e fosforico (HsPO4) 1:1 foi adicionada ao
sistema, a fim de se adequar a concentracdo hidrogenidnica e regular o
potencial do sistema Fe(ll)/Fe(lll), para facilitar a visualizagdo no ponto de
viragem do indicador difenilamina. Feito isso, a amostra foi titulada com uma
solucdo padrao de dicromato de potassio (KoCro0). A determinacao de Fe(ll)
foi feita pelo mesmo processo, porém sem a adicdo de SnCl, e HgCl.. A

concentracao de Fe(lll) foi calculada pela diferenca ferro total — Fe(ll).
3.2.2.8. Caracterizacao das Propriedades Texturais

As propriedades texturais da amostra NP1D foram caracterizadas em
um equipamento Particle Characterization da Quantachrome Instruments,
modelo NOVA 2200e, utilizando o método Brunauer, Emmet e Teller (BET)
com nitrogénio como gas de analise (adsorbato). A analise foi efetuada sob
vacuo e em baixa temperatura (amostra imersa em N> liquido), apds a amostra

ter sido seca em vacuo a 100 °C.
3.2.2.9. Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas TG foram obtidas em um analisador simultdneo
termogravimétrico e termodiferencial DTG-60H da Shimadzu, utilizando cerca
de 5,0 mg de amostra, em cadinho de platina. Os ensaios foram realizados em
atmosfera de nitrogénio (30 mL min”) a uma razdo de aquecimento de 10 °C

min™', da temperatura ambiente até 500 °C.
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3.2.3. REALIZAGCAO DE ENSAIOS VOLTADOS PARA APLICACOES
BIOMEDICAS

Apb6s a caracterizacdo das amostras obtidas pelas técnicas citadas na
secao 3.2.2., foram selecionadas duas amostras (uma de cada grupo), que
apresentaram as propriedades mais coerentes com os objetivos desse estudo,
para realizagdo de ensaios mais focados em aplicagdes biomédicas. Dessa
forma, as amostras NP1D e NPS6 foram selecionadas para as etapas

seguintes.

3.2.3.1. Magnetohipertermia

Os experimentos de hipertermia foram realizados na UFG, utilizando o
sistema do equipamento comercial de hipertermia da Ambrell, modelo
EasyHeat, que opera em campos de elevada amplitude e de baixa frequéncia
de campo magnético alternado (CMA). Nesse estudo, a frequéncia utilizada foi
de 300 kHz. Além disso, a amplitude do CMA foi obtida a partir de medicoes
utiizando uma sonda de CMA adquirida da AMF Life Systems. Elas variaram
de 169 a 312 Oe. As correntes utilizadas também variaram de 53 a 98 A. As
massas das amostras em pé utilizadas foram as mesmas (0,0070 £ 0,0002 g).
Um sistema de fibra 6ptica operando na regidao do infravermelho foi usado para

medicao da temperatura das amostras.
3.2.3.2. Funcionalizacao da Superficie das Amostras Selecionadas

Para a realizagdo dos ensaios de citotoxicidade, foi realizada a
dispersao (ou peptizacdo) das nanoparticulas em agua, a fim de se formar uma
suspensao coloidal estavel, por meio da funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas com um agente promotor de estabilizacdo: o tripolifosfato de
sodio (TPF). Para tanto, apds a sintese, as amostras foram lavadas com H>O
Milli-Q até o pH 7. Feito isso, o sobrenadante foi descartado e o pH foi ajustado
para 3,5, utilizando-se uma solugao de HCI 0,1 M. Foram adicionados, entao, 4
mL de uma solucdo de TPF 0,15 M e a mistura foi mantida sob agitacao por 20

h. Terminada a agitacao, o pH da mistura foi ajustado para 8, utilizando uma
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solugéo de HCI 0,1 M. A mistura foi decantada e o sobrenadante, descartado.
Posteriormente, adicionaram-se 10 mL de acetona a mistura que foi agitada por
10 m, decantada e o sobrenadante descartado. Essa etapa foi repetida. A
mistura foi mantida sob agitacdo, adicionando-se 0 minimo de agua, até a
evaporacgao total da acetona e formacao da suspenséao coloidal.

Os experimentos descritos a seguir foram realizados com as suspensées

coloidais das nanoparticulas das amostras NP1D e NPS6.

3.2.3.3. Distribuicao do Diametro Hidrodinamico das Nanoparticulas

As medidas de distribuicao de diametro das nanoparticulas foram feitas
pela medida do espalhamento dindmico da luz das suspensdes. A técnica
consiste na passagem de um feixe de luz por uma amostra, adicionada a uma
cubeta de plastico e posicionada no aparelho Zetasizer ZS90 (Malvern®). O
célculo é baseado no espalhamento da luz laser, quando as nanoparticulas
passam através de um movimento aleatério pela frente da fonte de luz. O
espalhamento da luz devido a esta sobreposicdo de particulas confere o seu

tamanho médio. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.3.4. Cultura de Células

A linhagem celular imortalizada, derivada de um adenocarcinoma
mamario murino 4T1, foi utilizada como modelo biolégico para avaliar o
potencial citotdéxico das suspensdes de nanoparticulas sobre esta linhagem
celular. A escolha de uma linhagem tumoral se deve ao fato da potencial
aplicacao das suspensdes de nanoparticulas contra tumores malignos, quando
aplicadas na magnetohipertermia. As culturas celulares foram mantidas em
meio de cultura DMEM (GIBCO-BRL), suplementado com soro fetal bovino a
10% e Penicilina / Estreptomicina a 10.000 pg/mL (Gibco, USA), na proporcao
1 mL do antibi6tico para cada 100 mL de meio, em pH 7,4. Os frascos de
cultura foram mantidos a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO, e 80% de
umidade.
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3.2.3.5. Citotoxicidade das Nanoparticulas Selecionadas sobre Sistemas
de Culturas Celulares de Mamiferos

O potencial de citotoxicidade das nanoparticulas NP1D e NPS6 foi
avaliado sobre as células 4T1. Para a execugdo dos ensaios, 24 h antes dos
tratamentos, células 4T1 foram transferidas para placas de cultura de 96 pocos,
em uma densidade celular de 10* células/200uL/poco de cultura. Esse
procedimento visa permitir a adesao das células transferidas ao fundo do pogo
da placa de cultura. Apés esse periodo inicial, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes das nanoparticulas NP1D (0; 8,0 x 10'%; 16,0 x 10'%;
24,0 x 10'%; 32,0 x 10'%; 40,0 x 10" particulas/mL) e NPS6 (0; 4,0 x 10'%; 8,0 x
10'%; 12,0 x 10'3; 16,0 x 10™%; 20,0 x 10" particulas/mL). Cada concentragéo

experimental foi aplicada em quatro pog¢os de cultura diferentes (quadruplicata).

Apb6s 24 h de exposicao celular as suspensdes de nanoparticulas, foi
realizado um ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT. Este ensaio de
citotoxicidade & um teste colorimétrico, estabelecido por Mosmann,” que
quantifica a reducao do reagente MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil-tetraz6lio) em um composto conhecido como formazan, pela acédo de
desidrogenases mitocondriais. A presenca de desidrogenases mitocondriais
ativas € um indicativo de viabilidade celular. Os cristais do corante roxo
formazan, formados pela redu¢cdo do MTT, sdo quantificados por técnicas de
espectrofotometria. Assim, o meio de cultura foi substituido por um meio
adicionado com solugao estoque de MTT (5 mg/mL) na proporgéao 20uL/180 uL
de meio de cultura. Apds 3 h de incubacdo com o meio de cultura adicionado
com o corante MTT, este meio foi removido e adicionado 200 pL de DMSO
para a solubilizacdo das estruturas celulares. Apdés 3 min, os cristais de
formazan foram dissolvidos e a quantificacdo deste produto foi realizada em
leitora de placa (Espectra M2) em comprimento de onda 600 nm.
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3.2.3.6. Visualizacao da Alteracao da Morfologia Celular apds o
Tratamento com Nanoparticulas

Para a avaliagdo das possiveis alteracbes morfolégicas, apdés o
tratamento com as suspensdes de nanoparticulas, as células 4T1 foram
transferidas para placas de cultura de 6 pocos, em uma densidade celular de
10° células/2mL de meio/pogo de cultura. Apds um periodo de sedimentacdo
de 24 h, as células foram tratadas com supensdes de nanoparticulas em uma
concentracdo de 16,0 x 10", para a NP1D, e 8,0 x 10", para a NPS6. Apds 24
h de exposicdo as suspensdes de nanoparticulas, as células foram
processadas para analise de microscopia de luz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das metodologias mais utilizadas para a sintese de nanoparticulas
esféricas de magnetita é a coprecipitagdo de Fe(ll) e Fe(ll) em meio
alcalino.”®””"8" Ela pode ser descrita, resumidamente, pela Eq. Quim. 3.7%%°

Fe?" + 2 Fe® + 8 OH— Fe;04 + 4 H.O (Eq. Quim. 3)

Os mecanismos relacionados a essa reacao envolvem a dissociacao de

sais de Fe(lll) para a formacao de hexaquoions octaédricos:
FeCls + 6 HoO —>[Fe(H20)6]** + 3 CI (Eq. Quim. 4)
O ion complexo formado, exceto em pH muito baixo (<1), sofre hidrélises
sucessivas, de acordo com as Eq. Quim. 5 e 6, formando espécies como as
mostradas na Figura 25:

[Fe(H20)e]*" + HoO — [Fe(H20)5(OH)J?* + HsO*  (Eq. Quim. 5)

[Fe(H20)s5(OH)?* + HoO — [Fe(H20)4(OH)2]* + HsO* (Eq. Quim. 6)

H,0 T 2+ H,0

H,0 — / HO /
e Fe
/ \DH / \OH
H,0 H,0
H,0 H.0
Figura 25. Produtos isolados da hidrolise de Fe(lll), mostrados nas Eg. Quim. 5 e 6,

respectivamente.®
As hidrélises podem ser potencializadas pela adicao de uma base, pelo

aquecimento (hidrélise forgada), ou pela diluicdo da solucdo.® Tais condicées

podem levar também a polimerizacdo dos ions resultantes da hidrélise do
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[Fe(H20)¢]**, devido a capacidade dos grupos hidroxila formarem pontes entre
ions metalicos.®®

Os produtos da polimerizagdo, tais como dimero [Fe2O(H20)1o]** (Figura
26), favorecem reacdes hidroliticas adicionais pela disponibilizacdo de grupos
hidroxos extras, que por sua vez podem formar mais pontes entre os metais,
aumentando a cadeia. Os termos “hidroxo” e “oxo” sao freqientemente
utilizados para denominar sistemas complexos com pontes M-(OH)-M e M-O-

M, respectivamente.

H;0 nk

H,0
Figura 26. Dimero formado a partir dos produtos da hidrélise do [Fe(H,0)e]*" .2

Uma sequéncia de reacdes de condensacao hidrolitica, chamadas de
olagbes ou oxolagcbes, dependendo do tipo de pontes formadas, levam estes
hidroxopolimeros coloidais a precipitados, por mecanismos que envolvem
processos de nucleagdo e crescimento cristalino. Nessa etapa, podem ser
formados subprodutos da reacdo, como hidroxidos e Oxidos amorfos nao
desejaveis.®

No caso da formacao da magnetita, ocorre a coprecipitacao de Fe(ll) e
Fe(lll), com formagdo de cristal misto. Estes mesmos ions, que podem estar
coordenados octaedricamente ou tetraedricamente por moléculas de agua,
formam entre si pontes hidroxo e oxo a medida que o pH é alterado, de forma
que, em condicdes limitrofes, uma estrutura do tipo espinélio pode surgir.

A proposta de sintese das nanoparticulas magnéticas do primeiro grupo
foi realizada com o intuito de solucionar a questao dos gradientes locais de pH,
originados pela adicao de bases fortes ao meio. Isso influencia diretamente o
produto resultante nesse tipo de sintese, pois a formacao dos cristais € muito
rapida, sendo complexo o controle das caracteristicas morfoldgicas. Algumas

tentativas ja foram realizadas nesse sentido, como a utilizagdo de bases mais
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fracas, ou a tentativa de uma agitacdo mais homogénea. Lian e
colaboradores®' sintetizaram nanobastdes de magnetita por coprecipitagdo
homogénea de FeCl;.6H.O e FeSO4.7H.0, utilizando ureia como agente
precipitante. Segundo os autores, as particulas obtidas apresentaram diametro
de 40-50 um e comprimento de 1 um. Quanto as propriedades magnéticas,
elas apresentaram Msde 67,55 emu/g e coercividade de 114 Oe.

A hidrélise da ureia se processa lentamente em temperaturas proximas a

100 °C e pode ser representada pela Eq. Quim. 7:
(NH2)2CO + 3 H:O ——> CO2 + 2 NHs" + 2 OH  (Eq. Quim. 7)

Dessa forma, ela é muito empregada para a geracdo homogénea de
ions OH" na precipitacao a partir de uma solucdo homogénea. Nesse processo,
o precipitado é formado pela geracdo do agente precipitante de forma
homogénea em toda a solugdo, por meio de uma reacao quimica lenta. Uma
vez que o agente precipitante — o ion OH’, no caso da ureia — é formado lenta e
homogeneamente, ele reage imediatamente com o analito em cada ponto da
solugdo, nao havendo excessos localizados deste e mantendo a
supersaturacdo relativa baixa.** Assim, os gradientes locais de pH gerados
pela adicdo de bases fortes podem ser contornados, resultando, entre outras
coisas, em uma provavel maior homogeneidade do precipitado obtido. A
influéncia da ureia, como base utilizada na sintese das nanoparticulas
magnéticas, foi uma das variaveis avaliadas no primeiro grupo de
nanoparticulas sintetizadas nesse estudo.

Outra variavel avaliada nas sinteses do primeiro grupo foi a utilizacao do
fon SO4* para a obtencéo de particulas anisotrépicas. Sabendo que esses ions
retardam o crescimento do cristal de hematita na direcdo normal ao eixo c,
resultando em particulas alongadas, a sua influéncia na sintese proposta foi
estudada.
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4.1. Sinteses e Caracterizacoes do Primeiro Grupo

O intuito das sinteses do primeiro grupo foi a obtencdo de
nanoparticulas magnéticas alongadas de éxidos de ferro, de acordo com o
objetivo desse estudo. Alguns parametros foram variados a fim de se alcancar

o sistema mais apropriado para as aplicacdes biomédicas visadas.
4.1.1. INFLUENCIA DO TEMPO DE REACAO

As imagens de MET das nanoparticulas obtidas variando-se o tempo de
reacdo mostraram que todas elas possuem dimensdes nanométricas e formato
alongado, como pode ser observado na Figura 27.

Por meio da andlise das imagens da Figura 27, foram obtidos
histogramas de distribuicdo de comprimento (Figura 28-1) e largura (Figura 28-
2) para as nanoparticulas sintetizadas nessa etapa do estudo. Os histogramas
mostraram uma larga distribuicdo dos comprimentos e uma distribuicdo mais
estreita das larguras das nanoparticulas sintetizadas. Apesar disso, as
dimensdes das nanoparticulas se encontram, majoritariamente, entre 10-100
nm. De acordo com alguns autores, as nanoparticulas cujas dimensodes se
enquadram nessa faixa sdo farmacodinamicamente apropriadas para
aplicacbes biomédicas in vivo."” Nanoparticulas menores que 10 nm estdo
sujeitas a extravazamento para tecidos subjacentes e filtracdo renal, ao passo
que nanoparticulas maiores que 100 nm tendem a ser rapidamente
opsonizadas e removidas pelo SMF. Além disso, o EPR permite que
nanoparticulas com dimensdées dentro dessa faixa, se acumulem

preferencialmente nos tumores.®
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a
Figura 27. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas com variagdo de tempo

de sintese: (a) NP1A, (b) NP1B, (c) NP1C, (d) NP1D, (e) NP1E e (f) NP1F. Barra de escala =
0,2 um.

54



Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

(1a)

20

40

60 80 100 120
Comprimento (nm)

140

160

(1b)

60 80 100 120
Comprimento (nm)

(1c)

60 80 100 120

Comprimento (nm)

(1d)

o
n
S

60 80 100 120
Comprimento (nm)

140

160

Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

Frequéncia (%)

(2a) |
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Largura (nm)
(2b)
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Largura (nm)
(2¢)
0 15 20 25
Largura (nm)
(2d)
] 5 10 15 20 25 30 35 40

Largura (nm)



(1e) (2e)

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)

T T T T T T
0 20 40 B 120 140 160 180 0 5 10 15 20 25

HH ;. Uuﬂﬂﬂmﬁ mﬂ [ B

40
Comprimento (nm) Largura (nm)

(1f) (2f) i [

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)

T
80 0 5

T T 1 T
15 20 25 30 35 40

T T T T T
20 40 60 140 160 1

T T
80 100 120

- . mill

Comprimento (nm) Largura (nm)
Figura 28. Histogramas de distribuicdo de comprimento (1) e largura (2) para a (a) NP1A, (b)
NP1B, (c) NP1C, (d) NP1D, (e) NP1E e (f) NP1F.

Observando os valores da Tabela 3 e os diagramas de dispersao
mostrados na Figura 29, observa-se que as dimensdes médias das
nanoparticulas aumentam com o tempo de reacdo. Linhas de tendéncia
polinomial de ordem 2 e linear, com um valor de R? de aproximadamente 0,8,
podem ser obtidas para os diagramas de dispersdo dos comprimento médios e
das larguras médias, respectivamente. Essas tendéncias mostram que o
aumento observado tende a ser mais acentuado para os comprimentos do que
para as larguras. Em 12 h de reagéo, o comprimento médio aumentou em 50%,

enquanto a largura média aumentou em 25%.

56



Tabela 3. Dimensdes médias das nanoparticulas magnéticas obtidas com a variagéo do tempo
de reacao e seus respectivos desvios-padrao.

Amostra Comprimento médio (nm) Largura média (nm)

NP1A 413x25 15,9+£0,2
NP1B 58,4 £2,6 16,7 £0,9
NP1C 50,1 £1,5 18,2+ 0,4
NP1D 49920 16,5+0,3
NP1E 55,0£2,2 19,0+£0,3
NP1F 79,4 £6,5 20,3+0,4
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Figura 29. Diagrama de dispersao dos (a) comprimentos e das (b) larguras das nanoparticulas
sintetizadas variando-se o tempo de reagao.

A observacao das imagens topografica e de fase obtidas por MFA da

NP1B, mostradas na Figura 30, permitem a diferenciacdo das nanoparticulas

alongadas que compdem os agregados.
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Figura 30. Imagem (a) topogréfica e (b) de fase da NP1B, obtidas por MFA em modo dindmico.
Imagem de 2,5 x 2,5 um.

A Figura 31 mostra a magnificacdo de duas nanoparticulas mostradas
na Figura 30. Comparando-se as imagens topografica e de fase dessa figura,
observa-se que as diferencas nas superficies das nanoparticulas podem ser
atribuidas a topografia, ou seja, a superficie das nanoparticulas apresenta
irregularidades. Essas irregularidades podem resultar em uma maior area
superficial, sendo atraente para a ligacdo de grupos de interesse. A area
superficial da amostra NP1D foi obtida pelo método BET, resultando em 18,89
m?/g, coerente com o valor descrito na literatura de 10 a 100 m%/g.°

Nota-se ainda, que o formato dessas estruturas difere. Isso leva a crer
que houve a formacéao de estruturas heterogéneas, como pode ser notado pela

observacao das extremidades dessas nanoparticulas.
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Figura 31. Imagem (a) topogréfica e (b) de fase da NP1B, obtidas por MFA em modo
dindmico/viscoelastico. Imagem de 156 x 156 nm.

A Figura 32 mostra a imagem tridimensional das nanoparticulas.

Figura 32. Imagem de MFA obtida no modo fase da NP1B em 3D.
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A partir dos difratogramas obtidos das amostras, é possivel calcular,
utiizando a Lei de Bragg (Equacao 9), as distancias interplanares, s,
relacionadas a cada pico e, comparando-as com o banco de dados PDF,
identifica-los. O perfil dos difratogramas obtidos por DRX das amostras dessa
etapa do estudo (Figura 33) revela que, exceto a NP1A, todas apresentam a

estrutura do espinélio.
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Figura 33. Difratogramas das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagdo de tempo
de sintese.

Observando-se a Figura 34, é possivel relacionar o perfil geral dessas
amostras ao padrao da magnetita. Isso se torna ainda mais claro com os dados
das Tabelas 4 e 5, que mostram a comparacao dos picos dos difratogramas
entre as amostras obtidas nessa etapa e os valores do banco de dados para o
padrao de magnetita. Os resultados revelaram uma aproximacao excelente, o
que permite a indexacao desses picos como magnetita. Nota-se, entretanto, a
presenca, em todas as amostras, de um pico em, aproximadamente, 26=21°e
de outro pico em 20 = 36,64°, que nao pertencem a magnetita, marcado como
goethita (G) (a-FeOOH) nos espectros. Esses picos também podem ser

observados no difratograma da magnetita sintetizada por Lian e
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1

colaboradores,®' apesar dos autores afirmarem que nao foram observados

picos de impureza.
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Figura 34. Comparagao entre os difratogramas da NP1D e da magnetita pura.

Tabela 4. Tabela comparativa das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagao do

tempo de reagéo, indexadas como magnetita.

Pico 1
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp [Rieo  hkl
NP1A 0,1930 30,0840 0,2968 0,2967 255 30 220
NP1B 0,1436 30,1010 0,2966 0,2967 339 30 220
NP1C 0,1183 30,1350 0,2963 0,2967 36,0 30 220
NP1D 0,1475 30,1200 0,2965 0,2967 28,0 30 220
NP1E 0,1458 30,0900 0,2968 0,2967 306 30 220
NP1F 0,1328 30,1400 0,2963 0,2967 325 30 220

Pico 2
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IRieo hkl
NP1A 0,1502 35,4390 0,2531 0,2532 100,0 100 311
NP1B 0,1671 35,4620 0,2529 0,2532 100,0 100 311
NP1C 0,1445 35,4940 0,2527 0,2532 100,0 100 311
NP1D 0,1677 35,4770 0,2528 0,2532 100,0 100 311
NP1E 0,1601 35,4420 0,2531 0,2532 100,0 100 311
NP1F 0,1469 35,4980 0,2527 0,2532 100,0 100 311
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Pico 3

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp R0  hkl
NP1A 0,1741 43,0660 0,2099 0,2099 23,0 20 400
NP1B 0,1938 43,0860 0,2098 0,2099 20,2 20 400
NP1C 0,1673 43,1290 0,2096 0,2099 19,6 20 400
NP1D 0,2323 43,1070 0,2097 0,2099 20,4 20 400
NP1E 0,1952 43,0840 0,2098 0,2099 18,4 20 400
NP1F 0,1683 43,1250 0,2096 0,2099 21,3 20 400

Pico 4

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp [Rieo  hkl
NP1A 0,4519 53,2530 0,1719 0,1715 38,1 10 422
NP1B 0,4620 53,3400 0,1716 0,1715 11,2 10 422
NP1C 0,4700 53,4240 0,1714 0,1715 7,5 10 422
NP1D 0,2844 53,4680 0,1712 0,1715 8,8 10 422
NP1E 0,2304 53,4540 0,1713 0,1715 7.1 10 422
NP1F 0,2441 53,4740 0,1712 0,1715 5,5 10 422

Pico 5

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp [Rieo  hkl
NP1A 0,3288 57,0280 0,1614 0,1616 176 30 511
NP1B 0,2503 56,9910 0,1615 0,1616 20,2 30 511
NP1C 0,2289 57,0650 0,1613 0,1616 21,8 30 511
NP1D 0,2368 57,0210 0,1614 0,1616 225 30 511
NP1E 0,2588 56,9770 0,1615 0,1616 189 30 511
NP1F 0,2374 57,0230 0,1614 0,1616 19,4 30 511

Pico 6

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IRieo hkl
NP1A 0,3800 62,5930 0,1483 0,1485 254 40 440
NP1B 0,2966 62,5820 0,1483 0,1485 256 40 440
NP1C 0,2616 62,6590 0,1481 0,1485 28,5 40 440
NP1D 0,2899 62,6110 0,1482 0,1485 27,2 40 440
NP1E 0,2734 62,5670 0,1483 0,1485 26,1 40 440
NP1F 0,2543 62,6140 0,1482 0,1485 26,4 40 440
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Tabela 5. Indexagédo dos picos de DRX para as nanoparticulas magnéticas sintetizadas com
variagao do tempo de reagao.
NP1A NP1B NP1C NP1D NP1E NP1F

hkl (d/di)ieo  (d/di)exp (d/di)exp (d/di)exp (d/di)exp (d/di)exp (d/di)exp

220 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

311 1,173 1,173 1,173 1,173 1,173 1,173 1,172

400 1,414 1,414 1,414 1,414 1,414 1,415 1,414

422 1,732 1,729 1,729 1,729 1,731 1,733 1,730

511 1,837 1,837 1,837 1,837 1,837 1,838 1,836

440 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 1,999

Na Figura 35, a amostra NP1A foi comparada ao padrao de goethita, a
fim de se observar a presenca desse 6xido/hidroxido de ferro na amostra com o
menor tempo de reacdo. O pico em 26 = 21° pode ser indexado como 0 pico
(110) — de maior intensidade — e o pico em 26 = 37° como o pico (111) —
segundo pico de maior intensidade — da goethita, sugerindo que ele é um
intermediario provavel dessa reacao. A diminuicdo da intensidade desses picos
com o aumento do tempo de reacédo é um indicativo de que a goethita formada
evolui para a formacao de magnetita, 0 que resulta em uma maior pureza da
magnetita sintetizada. Isso € corroborado pelas analises dos outros picos dos
difratogramas das nanoparticulas que nao podem ser indexados como

magnetita.
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Figura 35. Comparacgao entre os difratogramas da NP1A e da goethita pura.
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Os picos nao pertencentes a magnetita presentes no difratograma da
amostra NP1A foram indexados como goethita na Figura 35. Todos esses
picos diminuem a medida que o tempo de reagdo aumenta, de maneira que a
sua distincdo nas nanoparticulas sintetizadas com tempo de reacgao igual ou
superior a 6 h é complexa, exceto para os picos (110) e (111), que séo os picos
de maior intensidade da goethita discutido anteriormente. O pico (221) da
goethita se sobrepde ao pico (422) da magnetita e, como se esperava, houve
uma reducao significativa em sua area nas amostras NP1D, NP1E e NP1F.

Relacionando esses resultados com o mecanismo de formacdo da
magnetita por coprecipitacao de Fe(ll) e Fe(lll), pode-se afirmar que a hidrolise
do hexaquoion de Fe(lll) ocorre até a formacao de goethita e que a magnetita é

obtida a partir desse intermediario.®’

[Fe(H20)e]** — 0-FeOOH + 3H" + 4 H,0 (Eq. Quim. 8)
Uma vez que a morfologia basica do cristal de goethita é acicular,®
supbe-se que a forma das particulas de goethita obtidas como intermediarios
sdo preservadas, durante a sua conversao para magnetita.

Para se obter um grau de pureza satisfatério das nanoparticulas de
magnetita, observou-se que a sintese deve ser realizada com, no minimo 6 h
de reacao, para que a conversao seja tal que a quantidade de goethita seja
reduzida.

Sabendo-se entdo, que a fase de magnetita das particulas sintetizadas
pertence ao sistema cubico (espinélio), foi utilizada a Equacao 11 para calcular
os parametros de cela dessa fase, sendo que o valor de aresta obtido
corresponde a média dos valores obtidos para cada pico. Os resultados estao

expostos na Tabela 6.
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Tabela 6. Calculo dos parametros de cela da fase de magnetita para as nanoparticulas

magnéticas sintetizadas com variagéo do tempo de sintese.

Aexp (NM) A0 (NM)
NP1A 0,839 0,839
NP1B 0,839 0,839
NP1C 0,838 0,839
NP1D 0,839 0,839
NP1E 0,839 0,839
NP1F 0,838 0,839

Como no sistema cubico a = b = ¢,*® a cela unitaria da fase de magnetita
das amostras obtidas com variacdo do tempo de sintese, possui arestas de
0,839 nm, valor préximo ao descrito na literatura para esse 6xido.° Esse
resultado é um indicativo de que as estruturas cristalinas dessa fase das
amostras se assemelham estreitamente a magnetita.

A determinacado de Fe(ll) e ferro total nas amostras por Dicromatometria,
cujos resultados estdo expostos na Tabela 7, mostrou que em nenhuma
amostra a proporc¢ao inicial entre o Fe(ll) e o Fe(lll) se manteve constante, fato
ja esperado. Como a reacdo foi realizada em atmosfera oxidante, parte do

Fe(ll) deve ter sido oxidado a Fe(lll) durante a reacao.

Tabela 7. Proporgéo de Fe(ll) e Fe(lll) nas amostras obtidas com a variagdo do tempo de
reagao, determinada por Dicromatometria.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)

NP1A 1,00 22,53
NP1B 1,00 6,14
NP1C 1,00 6,12
NP1D 1,00 3,46
NP1E 1,00 3,17
NP1F 1,00 3,32

A proporgao mais discrepante foi apresentada pela amostra NP1A. Uma
vez que os Kpys do hidréxido de ferro (ll) (Fe(OH).) e hidréxido de ferro (lII)
(Fe(OH)3) sdo 2 x 10 e 4,1 x 107"°, respectivamente, infere-se que o Fe(OH)s

precipita primeiro e evolui para goethita, segundo a Eq. Quim. 9:%'
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Fe(OH)s — FeOOH + H.0 (Eg. Quim. 9)

A precipitacdo do Fe(OH). sé ocorre apés a formacdo de mais ions
hidroxila. Assim, justifica-se a propor¢cao encontrada para essa amostra, pois
como o Kys do Fe(OH)s é bem menor que o Kys do Fe(OH)2, provavelmente, 1 h
de reacdo nao foi suficiente para que a precipitacdo do Fe(OH), atingisse o
desejavel. Esse resultado é coerente com os de DRX, que indicam que essa
amostra é composta, dentre outras fases, por goethita.

Essa razdo diminui com o aumento do tempo de reacado, como
esperado. Todavia, mesmo ap6s 12 h de reacdo, ndo se chega a uma
proporcao de Fe(ll):Fe(lll) = 1:2. Buscando solucionar essa questao, alguns

879 ou utilizam

pesquisadores retiram o ar das misturas, antes da reacéo,
proporcdes entre Fe(ll) e Fe(lll) menores que 1:2 na sintese.®

A fim de avaliar a influéncia da atmosfera oxidante nas nanoparticulas
sintetizadas, foi realizada uma sintese nas mesmas condigdes da NP1D, porém
em atmosfera inerte, borbulhando nitrogénio na mistura durante as 6 h de
reacdo. Essa amostra foi denominada de NP1DIl. A Tabela 8 mostra os
resultados obtidos para a determinagdo de Fe(ll) e ferro total por

Dicromatometria para essa amostra.

Tabela 8. Proporcao de Fe(ll) e Fe(lll) na NP1DI.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)
NP1DI 1,00 5,51

A proporgao entre Fe(ll):Fe(lll) = 1:5,5, foi ainda maior do que a obtida
para a amostra NP1D. Esse resultado vai de encontro ao esperado, podendo
ser atribuido as variagdes no acondicionamento da amostra € no tempo em que
ela ficou armazenada antes da realizagdo das medidas, uma vez que a
oxidacdo continua com o tempo, em uma taxa mais lenta, porém nao
determinada nesse estudo. Assim, apesar desse método ser validado para
esses fins, é sugerido que mais estudos sejam feitos para sanar essa questao.
De qualquer forma, o difratograma dessa amostra (Figura 36) ndo apresentou
variacdes significativas, em relagdo as outras amostras ja apresentadas. Os

dados das Tabelas 9 e 10 corroboram essa afirma¢dao. Como essa diferenga
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nao foi expressiva, as sinteses continuaram sendo realizadas em atmosfera

oxidante, a fim de se alcancar o procedimento mais simples para a obtencao

das nanoparticulas.

Intensidade (u.a.)

(220)

(311)

(400)

(511)
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(440)

20

Tabela 9. Dados obtidos por DRX da amostra NP1DlI, indexada como magnetita.
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Figura 36. Difratograma da amostra NP1DI.
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Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hkl
Pico 1

0,1204 30,0760 0,2969 0,2967 28,8 30 220
Pico 2

0,13924 35,43 0,2532 0,2532 100,0 100 311
Pico 3

0,16279 43,052 0,2099 0,2099 19,1 20 400
Pico 4

0,35477 53,351 0,1716 0,1715 7,5 10 422
Pico 5

0,20892 56,94 0,1616 0,1616 19,7 30 511
Pico 6

0,24032 62,534 0,1484 0,1485 25,6 40 440

67



Tabela 10. Indexagao dos picos de difragao de raios X para a amostra NP1DI.
'NP1DI
hkl (d/di)eo  (d/di)exp
222 1,000 1,000
311 1,173 1,173
400 1,414 1,414
422 1,732 1,730
511 1,837 1,837
440 2,000 2,000

Os espectros de FTIR das nanoparticulas sintetizadas variando-se o
tempo de reacao (Figura 37), exceto a NP1D, apresentam uma banda de
absorcdo em 3128 cm’, atribuida & vibragdo da ligagdo O-H estrutural,
presente na goethita e em outros Oxidos/hidréxidos de ferro. Embora em
pequena escala, os grupo OH também podem estar presentes nas pontes Fe-

OH-Fe dos 6xidos de ferro.

P1A

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm”)

Figura 37. Espectros de FTIR das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagdo de
tempo de sintese.

Nessa regiao, podem-se ter ainda bandas de absorcao deslocadas para
comprimentos de ondas maiores, relacionadas a vibragcdo dos grupos OH da
superficie. Os atomos de ferro sdo considerados sitios acidos, segundo a
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definicho de Lewis, e, em meio aquoso, adsorvem &anions hidroxila ou
moléculas de agua. E importante notar a contribuicdo da 4gua em 3000 cm™
As moléculas de agua adsorvidas, geralmente, se dissociam, resultando em
uma superficie coberta por OH". Esses anions sdo os grupos funcionais dos
oxidos de ferro em meio aquoso. Para remové-los da superficie dos éxidos, €
necessario o tratamento térmico a temperaturas elevadas o suficiente, sendo
que, mesmo apods a desidroxilacdo, caso sejam expostos a umidade, o
processo pode ocorrer novamente. Esses ions sdo capazes de se coordenar
ao Fe de maneiras diferentes (Figura 38), gerando deslocamentos das bandas
de vibracdo. Dessa forma, era esperado que a superficie das nanoparticulas
magnéticas sintetizadas nesse estudo estivesse recoberta por anions OH,

mesmo apds a secagem, visto que foram sintetizadas em meio aquoso.

e O H
| 1 |
| 7N 7N Fe
Fe Fe Fe Fe Fe
Simples Duplo Triplo

5 H
| |
w7 Q777 O 7o
N/
Fe

Geminal

Figura 38. Tipos de coordenagéo dos grupos OH" superficiais ao Fe.°

As bandas de absorcdo em 1645 cm’, presentes nos espectros de todas
as amostras, se referem a deformacao HOH. Essa agua pode ser relacionada a
umidade adsorvida no KBr utilizado para fazer as pastilhas, bem como a agua
adsorvida a superficie das amostras.

As bandas em 897 e 798 cm” sdo relacionadas as deformacgdes da
ligagdo O-H.6%°888 Como essas duas bandas sédo caracteristicas desse 6xido
hidréxido, esses resultados ndo apenas confirmam os dados obtidos por DRX,
como também mostram que a amostra sintetizada com 12 h de reacao
apresenta goethita em sua composigao.

Outro aspecto notavel desses espectros € o aumento da intensidade
relativa da banda de estiramento da ligacdo Fe-O, em 600 cm’, com o
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aumento do tempo de reacdo. Desse resultado, podemos inferir que ha um
aumento do numero de pontes Fe-O-Fe com o aumento do tempo de reacao.
Esse aumento pode ser resultado do crescimento dos cristais, confirmando a
tendéncia de aumento da area das particulas com o aumento do tempo de
reacdo, mostrada na Tabela 3. Além disso, comparando-se essa banda com a
correspondente da goethita (630 cm™), é possivel assinalar um deslocamento
para comprimentos de onda menores, situadas na regido dos éxidos de ferro,
indicando a mistura de fases nessas amostras.

O espectro do FeS04.7H.O, um dos reagentes utilizados nessas
sinteses, apresenta uma banda larga e forte em 1095 cm™ com um ombro em
1144 cm™, atribuida a vibragédo do SO,%. Esse anion é um ligante de elevada
simetria e, dependendo do modo como ele se coordena ao metal, a sua
simetria é reduzida, resultando na degeneracdo das bandas de absorcdo
(Figura 39).%8 Visto o perfil dessa banda no espectro do FeS0,4.7H:0, pode-se
admitir a hipotese de sobreposicao de bandas. O mesmo ocorre nas amostras
NP1A, NP1E e NP1F, pois, embora menos intensas, a sua forma sugere a
sobreposicdo. Ainda nesses espectros, é possivel observar uma banda na
regido de 469 cm’', também associada a vibragdo do SO.,%, que aparece
somente como um ombro no espectro das outras amostras. Isso pode ser um
indicativo de mudanca do modo de coordenacdo desse ion. No espectro do
FeS0,4.7H.0, h4a uma banda larga na regido de 942 a 400 cm’, centrada em

623 cm', com indicios de sobreposicdo de uma banda nessa regiao.

Figura 39. Modos de coordenacao do sulfato.®®

As curvas termogravimétricas (TG) das amostras NP1A, NP1B e NP1D
(Figura 40) mostram uma perda de massa com T4 (temperatura na qual a taxa

de variacdo de massa é maxima) em, aproximadamente 250 °C. A perda de
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massa entre 200 e 300 °C é atribuida a perda do OH estrutural, pela reacao de

desidroxilagdo (Eq. Quim. 10):%%

2 OH —> 0% + H.0

(Eg. Quim. 10)

A perda de massa nessa etapa diminui com o aumento do tempo de

reacao, como mostrado na Tabela 11. Isso € mais um indicio da diminuigdo da
fase de goethita nas amostras.
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Figura 40. Curvas TG das amostras (a) NP1A, (b) NP1B e (c) NP1D.
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Tabela 11. Perda de massa das amostras NP1A, NP1B e NP1D na etapa de degradagao entre

200 e 300 °C.

Amostras Perda de Massa (%)
NP1A 8
NP1B 4
NP1D 3
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Além disso, as perdas de massa entre 100 e 200 °C sdo associadas a

agua adsorvida nas amostras. Dessa forma, as curvas TG evidenciam a

presenca tanto de agua adsorvida, quanto de grupos OH estruturais.®

As curvas M vs H das nanoparticulas obtidas nessa etapa do estudo

(Figura 41) mostraram que todas as amostras atingiram a saturagdo magnética.

Os valores de Ms dessas amostras, bem como os valores de H. e Mg estdo

expostos na Tabela 12.
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Figura 41. Curvas M vs H das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagéo de tempo

de sintese.

Tabela 12. Propriedades magnéticas das amostras obtidas variando-se o tempo de reagao.

Amostra Ms(emu/g) H¢ (Oe) Mg (emu/g)
NP1A 12,3 79,6 0,7
NP1B 37,8 93,4 3,2
NP1C 50,8 57,0 3,0
NP1D 56,9 71,5 3,1
NP1E 55,5 82,1 41
NP1F 60,9 79,5 4,6

E possivel notar que os valores de Ms aumentam com o aumento do

tempo de reacdo, isto €, com o aumento da quantidade de magnetita, como

mostrado na Figura 42-a. A grande diferenca observada entre as Ms das
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amostras NP1A e NP1F pode ser explicada pela composicdao de cada uma
delas, baseando-se nos difratogramas e nas dosagens, que evidenciam o
aumento da fase ferromagnética (ou ferrimagnética) de magnetita, em
detrimento da diminuicdo da fase pouco magnética de goethita, com o aumento
do tempo de reacdo. A Figura 42-b mostra a Ms em funcdo da quantidade
estimada de magnetita contida nas amostras. Ajustando-se os dados
experimentais, é possivel estimar a Ms em 100%, isto é, para magnetita pura,
em 85 emu/g, proximo ao valor da Ms da magnetita macica descrita na

literatura de 92 — 100 emu/g.°
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Figura 42. (a) Ms em fungao do tempo de reagao e (b) Ms em fungéo da quantidade estimada

de magnetita em percentual de massa contida nas amostras.

A Figura 41 e a Tabela 12, juntamente com a Figura 43, que mostra o
detalhe do lagco de histerese dessas amostras, permitem observar que todas
elas exibem comportamento ferromagnético, nessas situacdes. Os valores de
Mg sdo baixos, apesar do campo relativamente alto, necessario para reverter

essa magnetizagao.
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Figura 43. Detalhe do lago de histerese da curva M vs H nanoparticulas magnéticas

sintetizadas com variagado de tempo de sintese.

Apesar da amostra NP1F apresentar a maior Ms, optou-se por dar
continuidade aos estudos com a amostra NP1D, visto a diferenca na Ms vir
acompanhada de uma menor Mg e Hc. Além disso, a amostra NP1D apresenta
dimensdes inferiores as da amostra NP1F, e um perfil de distribuicao de
comprimento e largura que sugerem uma dispersao menor, aumentando o seu
potencial em certas aplicacées biomédicas. Os outros resultados apresentados
nao mostraram diferencas significativas entre as amostras NP1D e NP1F, de
modo que essa selecdo foi baseada nos fatores j4 mencionados e em 6 h a
menos de reacao para obté-los, o que torna essa sintese mais viavel. Assim,
as sinteses das outras etapas foram realizadas com esse tempo de reacao,
nao descartando a possibilidade de retomar os estudos com outras amostras

desse grupo mais adiante, se for julgado interessante.

4.1.2. INFLUENCIA DOS CONTRA-IONS

Nessa etapa, a influéncia dos contra-ions nas nanoparticulas
sintetizadas foi avaliada. A Tabela 13 foi desenvolvida visando a uma melhor

visualizagdo da proporgao entre os reagentes utilizados nas sinteses.
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Tabela 13. Proporcéo entre os reagentes utilizados na sintese da NP2A, NP1D, NP2B e NP2C.

Amostra FeCl,.4H.O FeSO,. 7H,0 FeCl;.6H,0 Fex(S0,)s. 9H.0
NP2A 1 - 2
NP1D - 1 2
NP2B - 1
NP2C 1

As imagens de MET das amostras obtidas com variagdo dos contra-ions
mostraram as diferengas nos formatos e dimensdes dessas nanoparticulas,

como pode ser observado nas Figuras 44 e 45 e na Tabela 14.

- . |
e g

- (©) '[J; d (d)
P . e

1

Figura 44. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas com variagao dos contra-
fons. (a) NP2A, (b) NP1D, (c) NP2B, (d) NP2C. Barra de escala = 0,2 um.
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Figura 45. Histogramas de distribuigado de comprimento (1) e largura (2) para a (a) NP2A, (b)
NP1D, (c) NP2B e (d) NP2C.
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Tabela 14. Dimensbes médias das nanoparticulas magnéticas obtidas com a variagdo do
tempo de reagéo e seus respectivos desvios-padrao.

Amostra Comprimento médio (nm) Largura média (nm)
NP2A 102,6 £ 3,3 57,7 +0,5
NP1D 49,9+20 16,5+0,3
NP2B 36,0 £2,2 16,5+0,3
NP2C 40,6 £1,6 159+0,4

Considerando-se apenas os contra-ions, a amostra NP2A foi sintetizada
utilizando-se somente CI, o que resultou em nanoparticulas com o formato
mostrado na Figura 44a e dimensdes superiores as das outras amostras
(aproximadamente, 2 vezes o comprimento e 3,5 vezes a largura da NP1D). O
formato dessas particulas é alongado, porém nao se assemelham ao formato
das nanoparticulas sintetizadas com reagentes contendo SO4*. Alguns estudos
foram feitos para entender a influéncia do CI' na formagao de 6xidos de ferro.
Musi¢ e colaboradores® realizaram a hidrélise de FeCl; em solugdes contendo
ureia a elevadas temperaturas. Eles observaram que o produto hidrolitico
principal é a akaganeita (B-FeOOH), rapidamente convertida em hematita (a-
Fe,Os3). De acordo com Sugimoto,® os ions CI' produzem hematita
pseudocubica, pelo retardamento do crescimento da fase (012), em sistemas
sol-gel altamente condensados. Segundo Cornell,’ o fon CI' favorece a
formacao de lepidocrocita (y-FeOOH). Foi sugerido que ele retarda a formacéao
de magnetita, impedindo a condensacdo de grupos OH vizinhos, para a
formacao das pontes Fe-O-Fe.

No presente estudo, o alongamento das particulas da amostra NP2A
indica que ndo s6 a precipitagdo homogénea influencia na morfologia dessas
nanoparticulas, mas também a formacao de um intermediario alongado, uma
vez que ndo houve a adicdo de SO,*. Dessa forma, é provavel que essa
sintese tenha passado pela akaganeita como intermediario, cujas morfologias
basicas sdao somatdide e bastdo. A possibilidade de formacdo de outro
intermediario poderia explicar as diferencas de morfologia e composicao das
nanoparticulas formadas.

Em contra-partida, a adicdo de SO4> mesmo em pequena proporgao
(NP1D), conduz a formacado de nanoparticulas alongadas com formato de

bastdes, provavelmente, como descreve a literatura:*® pela adsorcéo especifica
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desses anions as faces do cristal paralelas ao eixo ¢, suprimindo o crescimento
do cristal na direcdo normal a esse eixo. E interessante ressaltar que as
nanoparticulas que ndo tiveram a adicdo de SO,* (NP2A) apresentaram
largura 3,5 vezes superior a maior largura obtida nesse grupo de sinteses
(NP1D), corroborando a hipétese da adsorcao especifica desses anions. Além
disso, 0 SO4% induz & formagao de goethita,® cuja morfologia basica é acicular.
Assim, o formato das nanoparticulas sintetizadas com esse contra-ion pode ser
resultado tanto da adsorcdo especifica do SO, quanto da transformacéo
topotatica do provavel intermediario goethita em magnetita.

Em relacdo a amostra NP2B, o que mais chama a atencao é a reducao
de sua polidispersao, ou seja, a variacao das dimensdes dessas nanoparticulas
€ menor do que das amostras sintetizadas com CI". Assim, pode-se supor que
esse anion intefere na polidispersdo das nanoparticulas. Além disso, as
amostras NP2B e NP2C apresentaram comprimento médio um pouco menor
do que das nanoparticulas ja discutidas.

Os difratogramas das nanoparticulas sintetizadas variando-se o contra-
ion, bem como os calculos de dh, apresentaram diferengas significativas, de
maneira que eles foram estudados separadamente.

O difratograma da NP2A apresentou estreita relagcdo com o difratograma
do padrao de hematita (o-Fe>O3), como mostra a Figura 46. Os resultados da

Tabela 15 comprovam essa proximidade.
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Figura 46. Comparagao entre os difratogramas da NP2A e do padrao de hematita.

Tabela 15. Indexagao dos picos do difratograma da NP2A como hematita.

Pico Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) Ry IReo hkl
1 0,1626 24,1390 0,3684  0,3660 33,4 25 012
3 0,1690 33,1400 0,2701 0,2690 100,0 100 104
4 0,2430 35,5800 0,2521 0,2510 93,2 50 110
5 0,2234 40,8490 0,2207  0,2201 25,3 30 113
7 0,2519 49,4420 0,1842 0,1838 30,9 40 024
8 0,2261 54,0430 10,1695 0,1690 44,7 60 116
10 0,3118 57,4740 0,1602 0,1596 9,0 16 018
11 0,4214 62,5160 0,1485 0,1484 21,7 35 214
12 0,2779 63,9820 0,1454  0,1452 24,0 35 300

A formacao dos éxidos mistos, todavia, acontece. A presenca de picos
nao indexados como hematita, marcados como “M” na Figura 46, podem ser
indexados como o (220), (400) e (511) do espinélio. O dy desses picos esta
entre o da magnetita e 0 da maghemita cubica, de modo que podemos supor
que se trata de uma fase intermediaria, devido a oxidagao parcial de Fe(ll) a
Fe(lll). Além desses picos, nota-se que o pico indexado como (110) da NP2A
apresenta intensidade relativa quase duas vezes superior ao da hematita pura.
Esse pico se encontra na mesma regiao do (311) do espinélio, inferindo-se que

o pico da NP2A pode ser resultado da soma do (110) da hematita com o (311)
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do espinélio. Do difratograma da NP2A conclui-se, portanto, que essa amostra
contétm no minimo duas fases, a hematita e a fase intermediaria entre
magnetita e maghemita, sendo a primeira, a provavel fase principal. Esse
resultado esta coerente com a literatura, que diz que o CI induz a formacgao de
hematita®® e tende a retardar a formagéo de magnetita.®

Os difratogramas da NP2B e NP2C (Figura 47) apresentaram um perfil
mais complexo. Os calculos de diq, mostrados na Tabela 16, confrontados aos
dados da goethita, mostraram semelhancas entre eles. O difratograma da
NP2B apresenta picos estranhos a goethita, relacionados aos picos do

espinélio e marcados com “M” nessa Figura.
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(121)220) 00z Goethita
o
= 1)
[i}]
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- (G2oft w2} NP2B
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[ (111)
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Figura 47. Comparagao entre os difratograma da NP2B, NP2C e goethita pura.
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Tabela 16. Tabela comparativa da NP2B e NP2C, indexadas como goethita.

Pico 1
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NP2B 0,3749 21,2230 0,4183 0,4183 100,0 100 110
NP2C 0,3495 21,3000 0,4168 0,4183 100,0 100 110
Pico 2
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM)  IRexp IR0 hkl
NP2B 0,3613 33,2410 0,2693 0,2693 452 35 130
NP2C 0,4808 33,3130 0,2687 0,2693 416 35 130
Pico 3
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NP2B 0,2950 34,6940 0,2584 0,2583 227 12 21
NP2C 0,2581 34,7720 0,2578 0,2583 29,3 12 21
Pico 4
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NP2B 0,2563 36,6570 0,2450 0,2450 853 50 111
NP2C 0,2836 36,7200 0,2446 0,2450 842 50 111
Pico 5
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hkl
NP2B 0,1692 39,9620 0,2254 0,2253 242 14 121
NP2C 0,4015 40,0600 0,2249 0,2253 204 14 121
Pico 6
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hkl
NP2B 0,5322 41,1550 0,2192 0,2190 23,2 18 140
NP2C 0,4204 41,2680 0,2186 0,2190 26,2 18 140
Pico 7
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieco (NM)  IRep [Ryeo  hkl
NP2B 0,4625 53,2830 0,1718 0,1719 31,3 20 221
NP2C 0,4325 53,3280 0,1717 0,1719 355 20 221
Pico 8
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NP2B 0,3671 59,0210 0,1564 0,1564 306 10 151
NP2C 0,5091 59,0890 0,1562 0,1564 243 10 151
Pico 9
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieco (NM)  IReyp [Ryeo  hkl
NP2B 0,4533 61,3180 0,1511 0,1509 21,0 8 2
NP2C 0,2698 61,3840 0,1509 0,1509 22,6 8 2
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Tal como na amostra NP2A, o dwg dos picos marcados com “M” esta
entre o da magnetita e o da maghemita cubica, de modo que deve se tratar de
uma fase intermediaria, devido a oxidacao parcial de Fe(ll) a Fe(lll). Essa
amostra, sintetizada apenas com SO,%, é uma mistura de pelo menos essas
duas fases, com aparente predominancia da goethita. Esses picos ndo sao
identificados na NP2C, o que é um resultado interessante, visto que essa
amostra foi sintetizada com os anions ClI' e SO,* como a NP1D. Entretanto,
essa Ultima é composta majoritariamente por magnetita. E sabido que o
FeCl..4H,0 é instavel e facilmente oxidado, o que pode justificar a diferenca de
composicdo da NP2C e NP1D, pois, provavelmente, ndo havia Fe** em
solugdo para que ocorresse a formacao do cristal misto. De qualquer modo,
esses resultados indicam que, como mencionado anteriormente, 0 SO4* induz
a formagédo de goethita.®

A Figura 48 mostra a comparacao entre os difratogramas das amostras
obtidas nessa etapa do estudo. Dela, infere-se que a influéncia dos contra-ions

(e dos reagentes) ultrapassa a morfologia das particulas, afetando a sua
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Figura 48. Difratogramas das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com varia¢do do contra-

jon.
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A Tabela 17 mostra os resultados da determinacao de Fe(ll) e ferro total
nessas amostras, aonde pode-se observar que as amostras sintetizadas com
FeCl,.4H,O apresentaram uma maior quantidade de Fe(lll), especialmente a
NP2C. Uma vez que no difratograma dessa amostra nao foi possivel identificar
picos de espinélio, esses resultados sdo coerentes entre si, mostrando que na

NP2C houve larga oxidacao de Fe(ll) a Fe(lll).

Tabela 17. Proporgao de Fe(ll) e Fe(lll) nas amostras obtidas com a variagao dos contra-ions,
determinada por Dicromatometria.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)

NP2A 1,00 20,15
NP2B 1,00 14,85
NP2C 1,00 53,53
NP1D 1,00 3,46

Visto que a reagao é realizada em atmosfera oxidativa, os ions Fe(ll) do
FeCl,.4H,0O podem ter sido amplamente oxidados a Fe(lll) durante a reacao,
devido a instabilidade desse sal. Esses resultados estdo coerentes com os
apresentados por DRX, que mostram que a Unica amostra cuja fase principal é
magnetita € a NP1D, cuja proporcao Fe(ll)/Fe(lll) é razoavel.

A banda de absorgéo na regido acima de 3000 cm™, nos espectros de
FTIR das amostras NP2B e NP2C (Figura 49), possui um perfil diferente das
amostras NP2A e NP1D. Essa banda, nas amostras NP2B e NP2C, pode ser
considerada como a sobreposicdo de ao menos quatro bandas: (i) a banda em
3447 cm' pode ser associada as vibragdes dos grupos OH superficiais,
adsorvidos do meio aquoso, aonde foi realizada a sintese, ou do ambiente; (ii)
a banda em 3352 cm'' pode ser atribuida & vibragdo da ligagdo N-H, oriunda da
ureia utilizada; e (iii) a banda de absorcdo em 3200 cm™, pode ser relacionada
a vibracao de estiramento da ligagdo O-H estrutural. A presenca da banda em
3200 cm' é coerente com o resultado obtido por DRX, que mostrou que essas
amostras sao compostas, principalmente por goethita. Essa banda nédo pode
ser identificada nos espectros das amostras NP1D e NP2A. Como discutido
previamente, a amostra NP1D é composta, principalmente, por magnetita,
contendo tracos de goethita, que ndo devem ser expressivos o suficiente, para

que essa banda seja visivel. J& a amostra NP2A, é majoritariamente composta
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por hematita, com tragcos de magnetita. Ambos os oéxidos de ferro,
teoricamente, ndo contém OH estrutural. Ruan e colaboradores® mostraram
que hematita com excesso de OH’, chamada de hidrohematita, pode ser
formada a partir da goethita.

NP2A

NP1D

NP2B

4\

Transmitancia (%)

! [ ! I ' I ! I ! I ' I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 49. Espectros de FTIR das nanoparticulas sintetizadas, variando-se os contra-ions.

As bandas de absorcao relativas a deformacdo HOH continuam
presentes nos espectros tanto das amostras, quanto dos reagentes utilizados
(Figuras 49 e 50) na regido de 1660-1630 cm'. Como mencionado
anteriormente, ela pode ser relacionada a umidade adsorvida no KBr utilizado
para fazer as pastilhas, bem como a agua adsorvida a superficie das amostras.
Nas amostras NP2B e NP2C, entretanto, essa banda se dividiu em duas,
centradas em 1662 e 1623 cm™. A divisdo das bandas de deformacdo HOH é
descrita na literatura e atribuida ao forte acoplamento entre os diferentes
modos vibracionais desse grupo.”!

Outro aspecto interessante dos espectros dessas duas amostras é o
aparecimento de duas bandas em 1463 e 1400 cm™, atribuidas & absorcéo da
ligagao N-H, dos grupos oriundos da ureia, concordando com a banda em 3352
cm™. Isso sugere a presenca desses grupos, que de alguma forma ficaram

adsorvidos e nao foram liberados como amoénia.
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O espectro do Fey(S04)3.9H,O (Figuras 50 e 51) apresenta quatro
bandas em 1225, 1144, 1067 e 994 cm", relacionadas & vibracdo do SO4*. De
acordo com discussao prévia, pode-se concluir que o SO4* se coordena como
um ligante bidentado (Figura 39c e 39d)% nesse sal. As bandas em 675, 587 e

499 cm™' também sao atribuidas & absorgao desse anion.

FeCl,4H,0

FeSO\7H,0

-EE‘.:ELI'!;‘F H,0

9H,0/

3" 2

Fe (S)

Transmiténcia (%)

! I ! | ' I ! I ! I ! T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm”)

Figura 50. Espectro de FTIR dos reagentes utilizados nas sinteses das nanoparticulas obtidas,
variando-se os contra-ions.
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Figura 51. Comparagao entre os espectros de FTIR do Fe,(SO,);.9H,0 e das amostras NP2B
e NP2C.

Os espectros das amostras NP2B e NP2C apresentam uma banda em
1116 cm™ com um ombro em 1170 cm™’, semelhante ao perfil do FeS04.7H-0
e diferente do perfil do Fey(S04)3.9H20. Porém, elas também apresentaram as
bandas em 675, 587 e 499 cm' de maneira idéntica ao Fe(SO4)3.9H:0.
Relacionando esses dados as imagens obtidas por MET dessas
nanoparticulas, observa-se que elas possuem formato semelhante, porém
dimensdes levemente reduzidas, quando comparadas a NP1D. Dessa forma,
supbe-se que o sulfato se coordenou as nanoparticulas NP2B e NP2C de
maneira tal, que o numero de sitios acessiveis para o crescimento adicional do
cristal foi reduzido, levando a particulas menores.** A Figura 52 mostra os
modos de coordenagdo possiveis de ligantes & superficie dos éxidos de ferro.®
Suspeita-se, portanto, que esse anion pode se coordenar de maneiras distintas
nessas amostras, porém mais analises precisariam ser feitas para aprofundar

essa discussao.

L L L
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T O 7o o Qo Qe 7 Qoo Q7
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Fe Fe Fe Fe
mononuclear mononuclear binuclear

monodentado bidentado bidentado

Figura 52. Modos de coordenacdo de ligantes a superficie dos 6xidos de Fe.®
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Tal como os espectros das nanoparticulas obtidas com variacdo do
tempo de sintese, a NP2B e NP2C também possuem duas bandas em 897 e
798 cm’, relacionadas as deformacées da ligagdo O-H.58%86:90

Ruan e colaboradores® atribuem as bandas de vibragdo abaixo de 700
cm' as vibragdes do reticulo octaédrico de FeOs. No espectro da amostra
NP2A, a banda em 564 cm' é caracteristica da hematita e associada a
vibracdo Fe-O. Pode-se observar o deslocamento dessa banda para
comprimentos de onda maiores na amostra NP1D (600 cm™) e NP2B e NP2C
(620 cm™), em concordancia com as regides dessa vibragdo na magnetita e na
goethita, respectivamente.® Esses resultados corroboram a hipétese de que a
fase principal formada na NP2A é hematita, na NP1D é magnetita e nas NP2B
e NP2C é goethita.

As curvas M vs H das nanoparticulas obtidas variando-se os contra-ions
foram mostradas separadamente, visto a discrepancia em suas respostas ao
campo magnético aplicado.

Na Figura 53, as curvas M vs H das amostras NP2A e NP2B, mostram
que essas amostras atingem a saturacdo magnética. Esse resultado preliminar
concorda com os resultados de DRX, que assinalam a presenca de magnetita
ou maghemita nessas amostras, visto que hematita e goethita nao se saturam

em campos de 1-2 T.
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Figura 53. Curvas M vs H da NP2A e NP2B.
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A Ms da NP2B é maior que da NP2A (Tabela 18), resultado coerente
com os apresentados até aqui. Foi mostrado anteriormente que essas
amostras apresentam propor¢oes proximas de Fe(ll):Fe(lll), sendo que a NP2B
possui mais Fe(ll), o que sugere uma maior quantidade de magnetita nessa
amostra, aumentando, portanto, a sua Ms. Esses valores para a goethita e a
hematita descritos na literatura sdo 0,01-1 emu/g e 0,3 emu/g,®
respectivamente, o que fortalece a suspeita da presenca de outra fase, visto

que os valores de Ms das amostras sdo superiores a esses.

Tabela 18. Propriedades magnéticas das amostras sintetizadas variando-se os contra-ions.

Amostra Ms(emu/g) H¢ (Oe) Mg (emu/g)

NP2A 17,1 143,6 2,7
NP2B 22,4 4,4 0,8
NP2C - 70,8 0,4
NP1D 57,0 71,5 3,1

Na curva M vs H da NP2C (Figura 54), observa-se, primeiramente, que
essa amostra ndo atinge a saturacao magnética. O seu valor de magnetizacao
maxima em campos altos é 3,15 emu/g. Todos os resultados mostrados até
aqui confirmam a suspeita de que essa amostra, provavelmente, ndo contém

espinélio e deve ser composta por goethita e outras fases pouco magnéticas.
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Figura 54. Curva M vs H da NP2C.

88



A Figura 55 mostra o detalhe do laco de histerese correspondente a
magnetizacdo e desmagnetizacdo das amostras, da qual se conclui que elas
apresentam comportamento ferromagnético ou ferrimagnético, nessas
condigbes. Os valores de Mg, contudo, sdo muito baixos. Um resultado
interessante € o elevado valor de coercividade da NP2A, indicando que apesar
da magnetizacdo remanente ser baixa, € necessario um campo relativamente

alto para reverté-la, ou seja, os momentos dessa amostra resistem a

desmagnetizagao.

60 -
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Figura 55. Detalhe do lagco de histerese das curvas M vs H da NP2B e NP2C.

A Figura 56 compara as curvas M vs H de todas as amostras dessa
etapa, mostrando a influéncia dos contra-ions nas propriedades magnéticas

das nanoparticulas obtidas.
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Figura 56. Curvas M vs H das nanoparticulas magnéticas sintetizadas, variando-se os contra-

jons.

A unido de todos os resultados das amostras obtidas com variacdo dos
contra-ions mostrou que a combinacdo de contra-ions que mais atende aos

objetivos desse estudo é a da amostra NP1D.

4.1.3. INFLUENCIA DA PROPORCAO ENTRE Fe(ll) E Fe(lll)

De acordo com a reacdo de formacao da magnetita (Eq. Quim. 3), é
necessario uma razao molar inicial de Fe(ll)/Fe(lll) = 1:2, para a formacéao
desse 6xido misto. Nessa etapa, foi estudada a influéncia dessa propor¢cao no
produto obtido.

As imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas variando-
se a proporgao entre Fe(ll) e Fe(lll) (Figura 57) mostraram que a morfologias
das amostras NP3A e NP3B diferem, consideravelmente, da morfologia da
amostra NP1D. Elas apresentaram formato indefinido, entre o esférico e o
pseudocubico e, aparentemente, uma forte tendéncia para formarem
aglomerados nessas condicbes. Além disso, é importante notar que o filme de
Formvar das telinhas de cobre usadas como substrato foi danificado no preparo

das amostras NP3A e NP3B. Essas sinteses e caracterizagdes, contudo, foram

90



repetidas, alcancando-se 0s mesmos resultados, assegurando que as
nanoparticulas obtidas por essa sintese de fato possuem esse aspecto. A
imagem da amostra NP3A utilizada se refere a repeticao dessa caracterizacao
e por isso, o fundo esta normal. Ja a imagem selecionada da amostra NP3B, se
refere ao primeiro ensaio e foi selecionada para esse trabalho, porque se

mostrou a mais representativa da amostra, mesmo com o fundo prejudicado.

—

Figura 57. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas variando-se a proporgao
entre Fe(ll) e Fe(lll). (a) NP1D, (b) NP3A e (c) NP3B. Barra de escala = 0,2 um.

Os difratogramas obtidos dessas amostras (Figura 58), bem como os
célculos e comparagdes com valores padrao de dng correspondente a cada
pico (Tabelas 19 e 20), mostraram que com as propor¢cdes estudadas, as
amostras sintetizadas possuem a estrutura do espinélio e duwg entre os valores

de magnetita e maghemita cubica.
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Figura 58. Difratogramas das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagdo da

concentragao de Fe(ll) e Fe(lll).

Sabendo-se que a maghemita e a magnetita possuem estrutura
cristalina similar e que a diferenca entre elas reside na auséncia (idealmente)
de Fe(ll) no reticulo cristalino, gerando vacancias, supde-se que nessas
amostras ocorreu a oxidagao parcial de Fe(ll) a Fe(lll), gerando vacancias no
reticulo cristalino, tal como ocorreu em outras amostras ja discutidas. Portanto,

essa fase pode ser tratada como uma fase de transicao entre os dois éxidos.

Tabela 19. Indexacdo dos picos de difragdo de raios X para as nanoparticulas magnéticas
sintetizadas com variagao proporgao de Fe(ll) e Fe(lll).
NP3A NP3B NP1D

hkl (d/di)eo (d/di)exp (d/di)exp (d/di)exp

220 1,000 1,000 1,000 1,000

311 1,173 1,172 1,173 1,173

400 1,414 1,413 1,414 1,414

422 1,732 1,730 1,732 1,731

511 1,837 1,835 1,837 1,837

440 2,000 1,998 2,000 2,000
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Tabela 20. Tabela comparativa da NP3A e NP3B, indexadas como magnetita.

Pico 1
Amostra Largura 20 dexp (NM)  dieo FE304 (nM)  dieo y-Fe203 (NM)  IRexp IR0 hkl
NP3A 0,2559 30,2110 0,2956 0,2967 0,2953 30,4 30 220
NP3B 0,2357 30,1980 0,2957 0,2967 0,2953 30,0 30 220
NP1D 0,1475 30,1200 0,2965 0,2967 0,2953 28,0 30 220
Pico 2
Amostra Largura 20 dexp (NM)  dieo FE305 (M) dieo y-FE203 (NM)  IRexp IR0 hkl
NP3A 0,2669 35,5520 0,2523 0,2532 0,2518 100,0 100 311
NP3B 0,2354 35,5730 0,2522 0,2532 0,2518 100,0 100 311
NP1D 0,1677 35,4770 0,2528 0,2532 0,2518 100,0 100 311
Pico 3
Amostra Largura 20 dexp (NM)  dieo FE304 (NM)  dieo y-Fe203 (NM)  IRexp IR0 k!
NP3A 0,3227 43,2100 0,2092 0,2099 0,2089 20,0 20 400
NP3B 0,2228 43,2180 0,2092 0,2099 0,2089 21,7 20 400
NP1D 0,2323 43,1070 0,2097 0,2099 0,2089 20,4 20 400
Pico 4
Amostra Largura 20 dexp (NM)  dieo FE305 (M) dieo y-FE203 (NM)  IRexp IR0 hkl
NP3A 0,4780 53,6000 0,1708 0,1715 0,1704 6,8 10 422
NP3B 0,1935 53,6210 0,1708 0,1715 0,1704 10,6 10 422
NP1D 0,2844 53,4680 0,1712 0,1715 0,1704 8,8 10 422
Pico 5
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo FE304 (nm) dieo V-Fe203 (nm)  IRexp IR0 hkl
NP3A 0,3134 57,1450 0,1611 0,1616 0,1607 25,6 30 511
NP3B 0,3457 57,1770 0,1610 0,1616 0,1607 26,2 30 511
NP1D 0,2368 57,0210 0,1614 0,1616 0,1607 22,5 30 511
Pico 6
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo Fe30, (nm) dieo 7-Fe205 (nm)  IReypy IR  hkl
NP3A 0,4175 62,7630 0,1479 0,1485 0,1476 33,4 40 440
NP3B 0,3271 62,7850 0,1479 0,1485 0,1476 35,9 40 440
NP1D 0,2899 62,6110 0,1482 0,1485 0,1476 27,2 40 440

Comparando esses resultados com os da amostra NP1D, é possivel

notar, ao contrario das amostras obtidas com variacao do tempo de reacéo, a

auséncia do pico (110) da goethita, nas amostras NP3A e NP3B. Entretanto, na

NP3A, pode-se identificar um pico em 26 = 33,865 (dy = 0,2645 nm), que nao

pertence ao espinélio. Esse pico se aproxima do dy = 0,2693 nm, (130) da

goethita, entretanto, ndo se pode afirmar que se trata dele. De qualquer
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maneira, a amostra NP3B ndo apresenta picos estranhos ao espinélio,
indicando que se invertendo a proporcao entre Fe(ll) e Fe(lll), essa estrutura é
obtida, porém com morfologia indefinida e com forte tendéncia a se aglomerar.
Isso sugere que além da influéncia dos anions SO, e do processo de
precipitacdo homogénea provocado pela hidrélise da ureia, a proporcao entre
os metais também influencia na morfologia das particulas. Com a auséncia do
pico (110) da goethita, supbe-se que, quando a propor¢cdo dos metais é
variada, a sintese ndo passa por esse intermediario, 0 que poderia justificar a
forma ndo alongada da NP3A e NP3B, assumindo que a influéncia dos anions
SO nao é suficiente para induzir, individualmente, as particulas ao
alongamento, nessas condigoes.

Uma vez que a NP3A e a NP3B foram classificadas no sistema cubico, a
Equacdo 11 foi utilizada para calcular os seus parametros de cela, cujos

resultados estao expostos na Tabela 21.

Tabela 21. Célculo dos parametros de cela para as nanoparticulas magnéticas sintetizadas

com variagao da proporcao entre Fe(ll) e Fe(lll).

Aexp (NM) @i, Fe304 (NM)  ay, y-Fe,03 (nm)

NP3A 0,837 0,839 0,835
NP3B 0,836 0,839 0,835
NP1D 0,839 0,839 0,835

Dentre as amostras sintetizadas com a variagcdo da proporcao entre
Fe(ll) e Fe(lll), a NP1D apresentou o resultado mais proximo ao da magnetita
pura. Ja as amostras NP3A e NP3B, como esperado, apresentaram valor de
aresta entre o da magnetita e o da maghemita, fortalecendo a hipétese de que
sao uma fase intermediaria desses dois 6xidos.

A determinacao de Fe(ll) e ferro total por Dicromatometria (Tabela 22)
mostrou que, utilizando uma maior quantidade inicial de Fe(ll), obtém-se uma
proporcao mais razoavel no produto final, caso este fosse identificado como
magnetita. Os resultados, entretanto, ndo estdo coerentes com os obtidos por
DRX, os quais evidenciaram que a fase principal na amostra NP1D é magnetita

e nas NP3A e NP3B, é uma fase intermediaria entre magnetita e maghemita,
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obtida pela oxidagdo de Fe(ll) a Fe(lll). A proporcao entre Fe(ll) e Fe(lll)
nessas amostras deveria, portanto, ser inferior a obtida para a NP1D.

Tabela 22. Proporgao entre Fe(ll) e Fe(lll) nas amostras obtidas com a variagao da proporgao
entre Fe(ll) e Fe(lll), determinada por Dicromatometria.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)

NP3A 1,00 5,06
NP3B 1,00 2,62
NP1D 1,00 3,46

O que se observa nos resultados de Dicromatometria € que a amostra
NP3B contém uma maior proporcao Fe(ll)/Fe(lll), o que indicaria, a principio,
que essa amostra contém mais Fe(ll) em sua estrutura e, portanto, o seu
difratograma deveria apresentar maiores semelhangas com o da magnetita.

Como discutido anteriormente, quando a coprecipitagdo de Fe(ll) e
Fe(lll) é realizada em atmosfera oxidativa, o Fe(ll) é oxidado a Fe(lll), sendo
muito dificil manter a proporcao Fe(ll)/Fe(lll) = 1:2 durante a precipitacdo. Para
sanar esse problema, Maity e colaboradores®* realizaram a coprecipitacdo de
Fe(ll) e Fe(lll) com NH4+OH, utilizando razdo molar inicial de Fe(ll):Fe(lll) = 1:2,
tal como foi feito nesse estudo. Apesar do objetivo dessas sinteses ter sido a
formacao de magnetita, os autores observaram que mesmo utilizando maiores
quantidades de Fe(ll), a fase principal formada em todas as razdes Fe(ll)/Fe(lll)
utilizadas foi a maghemita, devido a oxidacao de Fe(ll) em Fe(lll), contendo um
pouco de e-FezO3 e tragos de magnetita.

Os espectros de FTIR das amostras obtidas variando-se a proporgcao
entre Fe(ll) e Fe(lll) (Figura 59) evidenciam a presenca da banda relacionada a
vibragcdo do SO4* na regido de 1200-1000 cm. Pode-se notar a provavel
sobreposicdo de outras bandas, de maneira que esse ligante deve se

coordenar das formas (b), (c) ou (d) da Figura 39.
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Figura 59. Espectros de FTIR das nanoparticulas obtidas variando-se a proporgao entre Fe(ll)
e Fe(lll).

E possivel observar também, uma diminuicdo significativa das bandas
de deformagdo O-H em 897 e 798 cm', caracteristicas da goethita,
concordando com os resultados obtidos por DRX.

Outro aspecto interessante nesses espectros é o deslocamento da
banda do Fe-O para comprimentos de onda menores (581 cm™"), em relagdo a
NP1D (600 cm'). Esse deslocamento pode estar associado as vacancias
geradas pela oxidagao parcial do Fe(ll) a Fe(lll), confirmando os resultados de
DRX.

As curvas M vs H das amostras obtidas nessa etapa (Figura 60)
mostram que essas amostras atingem a saturagdo magnética. Os valores de
Ms estao expressos na Tabela 23.
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Figura 60. Curvas M vs H das nanoparticulas magnéticas sintetizadas variando-se a proporgao

entre Fe(ll) e Fe(lll).

Os valores de Ms das amostras NP3A e NP3B s&o proximos e maiores
que os da amostra NP1D. De fato, foi possivel observar por DRX que as
amostras NP3A e NP3B ndo possuem os picos indexados como goethita, de
modo que elas sdo compostas majoritariamente por espinélio. Além disso, elas
possuem morfologia bem diferente da amostra NP1D, fatores aos quais podem
estar associados essa maior Ms.

Essas amostras foram relacionadas a fases intermedidrias entre a
magnetita e a maghemita. A Ms da maghemita descrita na literatura € 60 — 80
emu/g,’ em concordancia com os valores obtidos. Entdo, apesar da amostra
NP1D ser composta principalmente por magnetita, a sua Ms é inferior a das
amostras NP3A e NP3B, compostas por uma fase intermediaria entre
magnetita € maghemita, que deveriam ser, supostamente, menos magnéticas,

devido, provavelmente, a fase de goethita presente e a sua morfologia.
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Tabela 23. Propriedades magnéticas das amostras obtidas variando-se a proporgao entre

Fe(ll) e Fe(lll).
Amostra Ms(emu/g) H¢ (Oe) Mg (emu/g)
NP3A 74,94 97,18 11,09
NP3B 71,40 102,19 11,26
NP1D 56,95 71,52 3,10

A Figura 61 mostra o detalhe do laco de histerese correspondente a

magnetizacdo e desmagnetizacdo dessas amostras, da qual se conclui que as

amostras apresentam comportamento ferromagnético ou ferrimagnético,
nessas condicées. Os valores de Mg e Hc (Tabela 23) das amostras NP3A e

NP3B sao superiores ao da NP1D, o que faz sentido, uma vez que a Ms

dessas amostras também é superior. Esse resultado pode ser relacionado a

maior tendéncia aparente que essas nanoparticulas tém em se aglomerar,

comparando-as com a NP1D, mostrado pelas imagens de MET.
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Figura 61. Detalhe do lago de histerese das curvas M vs H das nanoparticulas magnéticas

sintetizadas com variagao da proporgao entre Fe(ll) e Fe(lll).

Os resultados dessa etapa mostraram que apesar da obtencdo de

amostras supostamente mais puras e com Ms maior, 0 uso de propor¢cdes

Fe(Il)/Fe(lll) > 0,5 levou a morfologias indesejaveis nesse estudo € a um valor
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relativamente alto de magnetizacao remanente e coercividade. Assim, a
amostra NP1D se mostrou a mais apropriada para os objetivos desse estudo,

de maneira que foi selecionada nessa etapa.

4.1.4. INFLUENCIA DA BASE UTILIZADA NA ALCALINIZAGAO DO MEIO

Pela observacdo das imagens obtidas por MET das amostras
sintetizadas variando-se a base utilizada na alcalinizagdo do meio (Figura 62),
notaram-se diferengas significativas no formato e dimensfées das

nanoparticulas sintetizadas, dependendo da base utilizada.

-,\'- A 7

Figura 62. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas sintetizadas com variagéo da base

utilizada na alcalinizagéo do meio. (a) NP4A e (b) NP1D. Barra de escala = 0,2 um.

A Figura 62a mostra que, utilizando-se NH4OH, foram obtidas
nanoparticulas esféricas monodispersas com dimensdes reduzidas, quando
comparadas as nanoparticulas sintetizadas utilizando-se ureia (Figura 62b). Os
histogramas de distribuicdo de comprimento e largura, mostrados na Figura 63,
assim como a Tabela 24, evidenciam diferencas significativas entre as
dimensdes das nanoparticulas sintetizadas (os histogramas da amostra NP4A
sao os mesmos, mudando-se somente a escala para fins de comparac¢ao, uma

vez que essas nanoparticulas sao esféricas).
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Figura 63. Histogramas de distribuigao de comprimento (1) e largura (2) para a (a) NP4A e (b)
NP1D.

Tabela 24. Dimensbes médias das nanoparticulas magnéticas obtidas com a variagédo do
tempo de reagao e seus respectivos desvios-padrao.

Amostra Comprimento médio (nm) Largura média (nm)
NP4A 14,1 £ 0,1 14,1 £0,1
NP1D 49,9+20 16,5+0,3

O primeiro fator observado nessas figuras é a notavel diferenca na
dispersdao das amostras NP4A e NP1D. Na sintese dessa amostra, o NH,OH
foi adicionado a frio, lentamente, sob agitacao, e entao, aquecido a 100 °C, sob
refluxo, por 6 h. Mesmo com a adigdo lenta dessa base, ocorreu,
provavelmente, a elevacdo da supersaturacdo relativa, resultando em um
aumento significativo da velocidade da etapa de nucleacéao, de maneira que ela
constituiu 0 mecanismo de precipitacdo principal e um grande numero de
particulas pequenas com dimensdes semelhantes foi formado.®? J& na sintese
da NP1D, a precipitacdo ocorreu a partir da geracdo homogénea de ions

hidréxido, de maneira que a supersaturacdo relativa foi, provavelmente,
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mantida baixa durante toda a precipitacdo, favorecendo a velocidade de
crescimento das particulas, em detrimento da nucleagéo adicional. Sabendo-se
que os ions SO4* se adsorvem especificamente nos nulcleos, o crescimento
das particulas ocorreu na dire¢cdo do eixo ¢, de maneira que a largura media
das nanoparticulas da NP1D se aproxima das dimensées da NP4A. Segundo
ltoh e colaboradores,” a adsorgdo dos fons sulfato ocorre lentamente. Dessa
maneira, a técnica de precipitacdo utilizada pode influenciar a forma das
nanoparticulas obtidas, uma vez que permite essa adsorcao.

A Figura 64 revela que os picos do difratograma da NP4A estédo
levemente deslocados para a direita, se sobrepondo aos picos do padréo de
maghemita. Esse deslocamento é confirmado pelos dados da Tabela 25, que
mostra as comparagodes das amostras NP4A e NP1D com os valores padréo de
dng para a magnetita e maghemita correspondentes a cada pico. Esses

resultados sugerem que a NP4A é maghemita.
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Figura 64. Difratogramas das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagdo da base

alcalinizante em comparagao com os padroes de magnetita e maghemita.
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Tabela 25. Indexagao dos picos dos difratogramas da NP4A como maghemita e da NP1D

como magnetita.

Pico 1

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hki

NP4A 0,6691 30,3310 0,2944 0,2953 394 35 220

NP1D 0,1475 30,1200 0,2965 0,2967 280 30 220
Pico 2

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl

NP4A 0,6189 35,6750 0,2515 0,2518 100,0 100 311

NP1D 0,1677 35,4770 0,2528 0,2532 100,0 100 311
Pico 3

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl

NP4A 1,2304 43,3280 0,2087 0,2089 27,0 16 400

NP1D 0,2323 43,1070 0,2097 0,2099 20,4 20 400
Pico 4

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieco (nM)  IReyp IR0  hkl

NP4A 0,8222 53,8600 0,1701 0,1704 14,3 10 422

NP1D 0,2844 53,4680 0,1712 0,1715 8,8 10 422
Pico 5

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hki

NP4A 0,7699 57,3710 0,1605 0,1607 298 24 511

NP1D 0,2368 57,0210 0,1614 0,1616 22,5 30 511
Pico 6

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0  hkl

NP4A 0,7109 62,9920 0,1474 0,1476 42,0 34 440

NP1D 0,2899 62,6110 0,1482 0,1485 27,2 40 440

Tabela 26. Indexagao dos picos de DRX da NP4A.

NP4A NP1D

hki (d/di)eo (d/di)exp (d/di)exp

220 1,000 1,000 1,000

311 1,173 1,171 1,173

400 1,414 1,411 1,414

422 1,732 1,731 1,731

511 1,837 1,835 1,837

440 2,000 1,997 2,000

A sintese de nanoparticulas por coprecipitacdo em meio alcalino

utiizando NH4OH € geralmente realizada a frio, resultando em nanoparticulas
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esféricas de magnetita, sendo realizada a digestao posterior, em alguns
casos.”®”® Nesse estudo, ela foi realizada a 100 °C, para que 0 Unico
parametro variado fosse a base utilizada. Sabendo-se que o produto formado
foi maghemita, supbe-se que o produto inicialmente obtido foi magnetita, porém
as 6 h de aquecimento aceleraram a oxidacao do Fe(ll) a Fe(lll) nesse éxido,
levando a sua conversdo em maghemita.

Comparando-se o difratograma obtido, com o difratograma da amostra
NP1D, podemos obervar a auséncia do pico (110) da goethita, sugerindo, tal
como para as amostras NP3A e NP3B, que essa sintese ndo passa por esse
intermediario.

Como a magnetita e a maghemita obtida pertencem ao sistema cubico, a
Equacéao 11 foi utilizada para calcular os parametros de cela dessas amostras
mostrados na Tabela 27. A maior proximidade da aresta da NP4A a maghemita

€ mais um indicio da composicao dessa amostra.

Tabela 27. Calculo do parametro de cela da NP4A.

Acxp (NM) a0 Fe304 (NM)  ay, y-Fe20; (nm)
NP4A 0,834 0,839 0,835
NP1D 0,839 0,839 0,835

Os resultados obtidos por Dicromatometria (Tabela 28) concordam com
os obtidos por DRX, que mostram que a fase principal da NP4A é maghemita.
A proporcao Fe(ll)/Fe(lll) muito pequena, indica que grande parte do Fe(ll) foi

oxidado durante a sintese, levando a formag¢ao de maghemita.

Tabela 28. Proporgao entre Fe(ll) e Fe(lll) nas amostras obtidas com a variagdo da base,
determinada por Dicromatometria.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)
NP4A 1,00 37,10
NP1D 1,00 3,46

No espectro de FTIR da amostra NP4A, mostrado na Figura 65, a banda
larga acima de 3000 cm™ esta relacionada aos grupos OH estruturais ou de
superficie e a banda em 1645 cm™, & deformagdo HOH da &gua estrutural ou

de superficie, ndo sendo possivel distingui-las. O aparecimento da banda fraca
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em 868 cm’, no lugar das bandas de deformagdo O-H em 897 e 798 cm™',
caracteristicas da goethita, atribuida ainda a deformacao desses grupos, € um
indicio da presenca de OH estrutural nessa amostra, uma vez que a sintese foi

realizada em meio aquoso.
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Figura 65. Espectros de FTIR das nanoparticulas sintetizadas variando-se a base.

O aspecto mais interessante nesse espectro é, contudo, a divisdo da
banda referente as vibracées Fe-O, gerando duas bandas centradas em 634 e

587 cm'. De acordo com a literatura,®*®°

essas bandas sdo um reflexo da
desordem das vacancias no cristal de maghemita.

A curva M vs H da NP4A mostra que essa amostra atinge a saturacao
magnética, apesar do seu perfil de curva ser diferente do perfil da amostra
NP1D (Figura 66). O valor de 65,7 emu/g encontrado para a amostra NP4A
esta em 6tima concordancia com o descrito na literatura para a maghemita (60

— 80 emu/g),® como mostra a Tabela 29.
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Figura 66. Curvas M vs H das nanoparticulas magnéticas sintetizadas com variagdo da base

alcalinizante do meio.

Tabela 29. Propriedades magnéticas das amostras obtidas variando-se a base alcalinizante do

meio.

Amostra Ms(emu/g) H¢ (Oe) Mg (emu/g)
NP4A 65,70 0 0
NP1D 56,95 71,52 3,10

As diferengas observadas entre os valores de Ms obtidos para a amostra
NP1D e NP4A podem ser associadas a diversos fatores. Apesar da Ms tedrica
da magnetita ser superior a da maghemita, o0 que se tem nesse caso, em
especial para a amostra NP1D, comprovado previamente, € uma mistura de
oxidos de ferro. Na amostra NP1D, a goethita presente reduz a Ms esperada,
caso esse material fosse magnetita pura. Na amostra NP4A, nao foi claramente
diferenciada nenhuma outra fase, o que leva a crer na maior pureza dessa
amostra. Adicionalmente, € importante considerar o tamanho médio inferior das
nanoparticulas da amostra NP4A. Ao reduzir as dimensdes de uma particula,
se reduz também os dominios magnéticos dessa particula. E, por fim, deve-se
levar em conta o formato diferente dessas nanoparticulas, que afetara

diretamente as suas propriedades magnéticas.
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O detalhe do laco de histerese dessas curvas (Figura 67) e os valores
mostrados na Tabela 29 indicam que a amostra NP4A apresenta um
comportamento superparamagnético nessas condigdes, motivo pelo qual o
perfil de curva dessas duas amostras é diferente. Assim, apesar de nao
possuirem o formato alongado, essas nanoparticulas apresentaram boa
dispersdao e pureza. Além disso, pelas curvas de magnetizacdo, elas
apresentaram comportamento magnético adequado para certas aplicacdes

biomédicas, tendo potencial para essas finalidades.
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Figura 67. Detalhe do lago de histerese das curvas M vs H da NP4A e NP1D.

Os resultados das caracterizagbes das amostras obtidas variando-se a
base mostraram que a ureia influencia diretamente a morfologia das
nanoparticulas obtidas. O interessante nessa etapa, entretanto, foi que as
nanoparticulas obtidas com NH4OH, sob as mesmas condi¢des, apesar de nao
serem o0 alvo primario desse estudo, apresentaram grande potencial para
aplicagbes biomédicas. Por esse motivo, foi realizado, paralelamente ao
objetivo geral desse trabalho, um estudo mais aprofundado acerca desse grupo
de nanoparticulas, chamado de segundo grupo de sinteses, que sera

apresentado a seguir.
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Acerca do primeiro grupo de nanoparticulas sintetizadas, apresentado
até aqui, é interessante notar que nanoparticulas com diferentes formatos,
dimensdes, composicao e propriedades magnéticas foram obtidas. A ideia
inicial era selecionar apenas uma amostra para dar continuidade aos estudos.
Entretanto, as nanoparticulas esféricas da amostra NP4A surpreenderam e
foram selecionadas para um estudo mais aprofundado e para ensaios focados
nas aplicagbes biologicas. Essa selegdo nao exclui a potencialidade de
aplicacao de outras amostras sintetizadas nesse grupo. Como ja discutido,
existem inumeras possibilidades de aplicacées biomédicas in vivo e in vitro
para as quais, algumas dessas amostras sintetizadas podem ser interessantes.
Entretanto, para tornar esse estudo viavel e, considerando-se os objetivos
iniciais, apenas uma das amostras alongadas foi selecionada (NP1D) e,
excepcionalmente, uma amostra das nanoparticulas esféricas que sera

escolhida apos o estudo apresentado a seguir.

4.2. Sinteses e Caracterizacoes do Segundo Grupo

As sinteses do segundo grupo foram realizadas em fungdo dos
excelentes resultados obtidos no primeiro grupo, ao se estudar a influéncia da
base utilizada na alcalinizagago do meio. Nanoparticulas esféricas
monodispersas superparamagnéticas de maghemita foram obtidas em uma
sintese do tipo one-pot. O intuito das sinteses do segundo grupo foi o estudo e
otimizacao dessa sintese, a fim de se obter o sistema mais apropriado para as
aplicacoes biomédicas. O unico parametro variado foi o tempo de reacgao.

As imagens obtidas por MET (Figura 68) mostraram que aumentando o
tempo de reacao, a forma esférica das nanoparticulas obtidas torna-se mais

definida e, aparentemente, diminui a tendéncia a se formarem aglomerados.
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Figura 68. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas do segundo grupo, sintetizadas
variando-se o tempo de reagao: (a) NPSO, (b) NPS1, (c) NPS3, (d) NPS6, (e) NPS9. Barra de

escala = 100 nm.
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Na Figura 69, € possivel observar um estreitamento dos histogramas de
distribuicdo de diametro obtidos para essas amostras, exceto para NPS9,
revelando uma tendéncia a diminuicdo da polidispersdao das nanoparticulas

com o aumento do tempo de reagao.
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Figura 69. Histogramas de distribuicdo de didmetro para a (a) NPSO0, (b) NPS1, (c) NPSS3, (d)
NPS6 e (e) NPS9.

Os diametros médios obtidos por meio do ajuste desses histogramas
com uma curva log normal estdo expressos na Tabela 30. O diagrama de

dispersao dos diametros médios dessas amostras (Figura 70) possibilita uma
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melhor visualizacdo do comportamento do produto obtido com o aumento do

tempo de reacao. O valor discrepante da amostra NPS1 pode ser resultado de

um ajuste ndo tdo adequado, visto que a maior frequéncia obtida nesse

histograma se encontra entre 12,5 e 15 nm, que se encaixaria melhor no

diagrama de dispersao, seguindo uma tendéncia de crescimento exponencial.

De qualquer maneira, observa-se que o diametro médio das nanoparticulas

aumenta com o tempo de reacéo.

Tabela 30. DimensGes médias das nanoparticulas magnéticas do segundo grupo estimadas

por MET e pela Equagéo de Scherrer, usando os dados de DRX.

Amostra MET - Diametro médio (nm)

DRX - Diametro médio (nm)

NPSO 11,5+£0,3 11,0
NPS1 176 £0,4 11,9
NPS3 12,8 £0,2 10,7
NPS6 14,1 £0,1 13,1
NPS9 19,4 +0,9 12,6
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Figura 70. Diagrama de dispersao dos didmetros das amostras do segundo grupo.
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A Tabela 30 também mostra o didmetro médio de cristal calculado pelos

resultados das andlises de DRX por meio da Equacao de Scherrer (Equacao
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11), visto que as nanoparticulas obtidas possuem formato, aproximadamente,

esférico:

d= kfl/’[), cos 0 (Equagdo 11)

onde d é o diametro médio das particulas; k é a constante de proporcionalidade
que depende da forma das particulas, assumida como esférica (k = 0,9); A é o
comprimento de onda da radiagdo do Cu (1,5406 A); e B é a largura a meia
altura do pico.

Alguns valores de didametro médio de particula estimados pela Equacéao
de Scherrer diferem daqueles determinados pela analise das imagens obtidas
por MET. Para esse tipo de comparacdo, deve-se ponderar que o DRX
considera apenas a parte cristalina das particulas e que, provavelmente,
existem espécies em sua superficie, que podem ser medidas pelas imagens
obtidas por MET, que n&o sé&o cristalinas. Assim, esses resultados podem ser
um indicativo de que nao necessariamente cada particula individual seja um
cristal isolado.

Os valores de pH medidos ao final das reagdes variam de,
aproximadamente, 10 (NPS0) para 7 — 8 (NPS9) e auxiliam na elucidacdo dos
processos envolvidos nas sinteses. Devido ao tempo prolongado de
aquecimento, a base evapora e, em novas condigcdes (meio mais acido) e em
elevadas temperaturas, as particulas menores sdao mais susceptiveis a
dissolugdo. O Fe®* oriundo desse processo, provavelmente, se incorpora as
particulas que nado se dissolveram, em um processo de reprecipitacdo,® visto
que a concentracdo de Fe detectada no sobrenadante ao término da reagao é
pequena. Essa hipétese pode justificar a tendéncia de aumento do diametro
médio das nanoparticulas, nos valores obtidos por meio das andlises das
imagens de MET.

Os difratogramas das amostras do segundo grupo, expostos na Figura
71, mostraram que o0s picos do difratograma da amostra NPSO estao
deslocados para a esquerda, se aproximando do padrao de magnetita. Na
medida em que o tempo de reacdo aumenta, os picos se deslocam para a

direita, se sobrepondo ao padrdao de maghemita. Esse deslocamento é sutil,
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mas pode ser visualizado com clareza, confrontado os valores de espaco

interplanar, obtidos para as amostras e os valores das fichas dos 6xidos em

questdo. Na Tabela 31, os valores experimentais obtidos foram comparados

aos valores padrdao de magnetita — amostra NPSO — e de maghemita —
amostras NPS1, NPS3, NPS6 e NPS9.

Figura 71. Difratogramas das amostras de nanoparticulas esféricas do segundo grupo.
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Tabela 31. Indexacao dos picos dos difratogramas das amostras esféricas do segundo grupo

como maghemita, exceto a NPS0, indexada como magnetita.

Pico 1
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NPSO 0,8270 29,701 0,3005 0,2967 33,7 35 220
NPS1 0,6015 30,365 0,2941 0,2953 32,0 35 220
NPS3 0,7484 30,346 0,2943 0,2953 37,7 35 220
NPS6 0,6696 30,331 0,2944 0,2953 38,9 35 220
NPS9 0,6649 30,415 0,2937 0,2953 31,2 35 220

Pico 2
Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NPSO 0,7553 35,057 0,2558 0,2532 100,0 100 311
NPS1 0,7019 35,724 0,2511 0,2518 100,0 100 311
NPS3 0,7792 35,718 0,2512 0,2518 100,0 100 311
NPS6 0,6357 35,675 0,2515 0,2518 100,0 100 311
NPS9 0,6611 35,763 0,2509 0,2518 100,0 100 311
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Pico 3

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IRweo hkl
NPSO 0,8612 42,772 0,2112 0,2099 20,9 16 400
NPS1 0,6634 43,384 0,2084 0,2089 18,2 16 400
NPS3 0,8521 43,368 0,2085 0,2089 17,0 16 400
NPS6 0,8310 43,311 0,2087 0,2089 16,6 16 400
NPS9 0,7443 43,460 0,2081 0,2089 18,9 16 400

Pico 4

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IRweo hkl
NPSO 1,4175 53,138 0,1722 0,1715 18,0 10 422
NPS1 1,1666 53,778 0,1703 0,1704 16,2 10 422
NPS3 1,3096 53,771 0,1703 0,1704 16,9 10 422
NPS6 0,7392 53,863 0,1701 0,1704 12,7 10 422
NPS9 1,2993 53,89 0,1700 0,1704 20,9 10 422

Pico 5

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IRieo hkli
NPSO 0,7388 56,698 0,1622 0,1616 28,2 24 511
NPS1 0,7580 57,369 0,1605 0,1607 27,0 24 511
NPS3 0,8639 57,421 0,1604 0,1607 26,5 24 511
NPS6 0,7662 57,371 0,1605 0,1607 29,3 24 511
NPS9 0,5655 57,458 0,1603 0,1607 29,0 24 511

Pico 6

Amostra Largura 20 dexp (NM) dieo (NM) IRexp IR0 hkl
NPSO 0,8850 62,364 0,1488 0,1485 38,7 34 440
NPS1 0,7685 63,016 0,1474 0,1476 36,7 34 440
NPS3 0,9055 62,985 0,1475 0,1476 431 34 440
NPS6 0,6798 62,991 0,1474 0,1474 40,6 34 440
NPS9 0,8076 63,077 0,1473 0,1476 37,6 34 440

Tabela 32. Indexagao dos picos de DRX das amostras do segundo grupo .

NPSO NPS1  NPS3  NPS6  NPS9
Akl (d/di)es  (A/di)op (A/0i)ory (/Al)exp (A/i)oxp  (A/Ci)orp
220 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
311 1,173 1471 1471 1172 1171 1,474
400 1,414 1412 1411 1412 1,411 1,411
422 1,732 1,728 1,727 1,728 1,731 1,727
511 1,837 1,833 1,833 1,835 1835 1,832
440 2,000 1,996 1,996 1,996 1,997 1,994
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Tabela 33. Calculo dos parametros de cela para as amostras do segundo grupo.

Aexp (M) Ateo Fes04 (nM)  ay, 7-Fe,0; (nm)

NPSO 0,844 0,839 0,835
NPS1 0,834 0,839 0,835
NPS3 0,834 0,839 0,835
NPS6 0,834 0,839 0,835
NPS9 0,832 0,839 0,835

Esses resultados corroboram a discussé&o iniciada na sessao 4.1.4, na
qual foi sugerido que o produto inicial dessa sintese (antes do aquecimento —
NPS0) é magnetita, como descrito na literatura.”®”® O aquecimento posterior
acelerou a oxidacdo de Fe(ll) a Fe(lll), levando a sua conversao em
maghemita. Segundo a reacdo que descreve a formacdo da magnetita (Eq.
Quim. 3), uma razdo molar inicial de Fe®:Fe®'= 2:1 é necesséaria para a
formacao desse 6xido. Entretanto, quando a sintese é realizada em atmosfera
oxidante, é dificil manter essa razao, pois o Fe** é oxidado a Fe®*" e a magnetita

é convertida em maghemita, de acordo com a Eg. Quim. 11:

2Fe304 + 1202 — y-Fex03 (Eg. Quim. 11)

Os resultados da dosagem dessas amostras (Tabela 34) confirmaram
essa hipétese. Eles mostram que a divergéncia da razdo molar Fe®*:Fe®*
aumenta com o aumento do tempo de reacdo. Essa razdo para a amostra
NPSO0 é consistente com a magnetita. O aumento do tempo de reacao acelera
a oxidacdo de Fe** a Fe*, até uma razdo de Fe®*:Fe? = 58,50, obtida pra
amostra NPS9, na qual o Fe** deve estar praticamente ausente e a estrutura
mais plausivel € a da maghemita. Isso é consistente com resultados prévios,
nos quais a magnetita foi convertida a maghemita em atmosfera oxidante

durante a digestio das amostras.®’
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Tabela 34. Proporcdo entre Fe(ll) e Fe(lll) nas nanoparticulas esféricas do segundo grupo,
determinada por Dicromatometria.
Amostra Fe(ll) (mol) Fe(lll) (mol)

NPSO 1,00 3,07
NPS1 1,00 30,00
NPS3 1,00 40,33
NPS6 1,00 37,10
NPS9 1,00 58,50

Nos espectros de FTIR das amostras do segundo grupo (Figura 72),
duas regides chamam a atencdo: a regido de 1285 a 945 cm' e a regido de
772 a 492 cm™. Na primeira (1285 a 945 cm’'), observa-se o desaparecimento
da banda centrada em 1070 cm’ e o surgimento de trés bandas em,
aproximadamente, 1215, 1154 e 1054 cm', com o aumento do tempo de
reacdo. De acordo com Nakamoto®®, essas trés bandas se associam ao grupo
SO,% se ligando ao metal como um ligante bidentado, como mostrado na
Figura 39-c. Dessa maneira, é possivel que com o aumento do tempo de
reacdo, e constatado nesse estudo a partir de 6 h (NPS6), o modo de
coordenacdo do grupo SO,* muda, gerando uma mudanga em sua simetria
local.

Na segunda regido (772 a 492 cm’), ja discutida na secdo 4.1.4, a
divisdo da banda, atribuida as vibragdes Fe-O, em outras duas, centradas em
634 e 587 cm’, foi associada a desordem das vacancias dos céations no cristal
de maghemita, de acordo com a literatura.®** Morales e colaboradores®
utilizaram a espectroscopia no infravermelho com sucesso para estudar as
caracteristicas de ordem-desordem na estrutura da maghemita. Essas
caracteristicas se referem ao ordenamento das vacancias octaédricas que
geram varias simetrias cristalinas. Foi sugerido que as vacancias podem ser
distribuidas de trés formas: aleatoriamente (grupo espacial Fd3m); como o
céation de litio em LiFesOg (grupo espacial P4:32); e com uma distribuicao
ordenada com simetria tetragonal (grupo espacial P432:2). A partir das 6 h de
reacdo, nota-se que a banda em 634 cm’, que até entdo era menos intensa
que a banda em 587 cm’, se tornou mais intensa nas amostras NPS6 e NPS9.
Segundo os autores, isso € um indicio do aumento do grau de ordenamento

das vacéancias. Outro ponto interessante a ser observado é a mudancga do perfil
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da banda em 587 cm'' na amostra NPS9, que sugere o inicio da divisdo dessa
banda. Ainda segundo os autores, multiplas bandas de absorcao nessa regiao
estdo associadas a um maior grau de ordenamento, fortalecendo a hipotese

levantada anteriormente.
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Figura 72. Espectros de FTIR das nanoparticulas esféricas das amostras do segundo grupo.

Devido as similaridades entre os difratogramas da magnetita e da
maghemita, a espectroscopia Raman foi utilizada como uma técnica para se
distinguir diferentes fases nas nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro
(Figura 73). No espectro da amostra NPS0, as bandas largas em 302, 560 e
662 cm' foram atribuidas aos fénons associados aos modos Ai4 € E4 da
magnetita. Além disso, as bandas largas em, aproximadamente 710, 500 e 370
cm’ mostradas no espectro da amostra NPS6 podem ser associadas a
oxidacdo parcial do Fe?* em Fe®*, levando a transformagdo de magnetita em
maghemita.”®%'® Dessa forma, os espectros dessas amostras obtidas por
espectroscopia Raman confirmaram as discussdes realizadas até esse ponto
acerca da composicao das amostras desse grupo.
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Figura 73. Espectros Raman das amostras NPS0 e NPS6.

As curvas M vs H das amostras do segundo grupo (Figura 74) mostram

que todas as amostras atingem a saturacdo magnética.
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Figura 74. Curvas Mvs H das amostras do segundo grupo.

Esperava-se que houvesse uma diminuigdo na Ms das nanoparticulas

com o aumento do tempo de reacdo, visto que a Ms tedrica da magnetita
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inicialmente gerada é maior do que a Ms tedrica da maghemita, obtida a partir
da oxidacdo desse produto. Entretanto, os valores de Ms obtidos (Tabela 35)
variam bastante, ndo sendo possivel estabelecer uma relagdo entre eles. A

maior Msobtida foi a da amostra NPS6.

Tabela 35. Propriedades magnéticas das amostras do segundo grupo.

Amostra Ms(emu/g) Hc (Oe) Mg (emu/g)

NPSO 60,50 0,00 0,00
NPS1 63,74 0,00 0,00
NPS3 50,70 0,00 0,00
NPS6 65,70 0,00 0,00
NPS9 56,95 0,00 0,00

A Tabela 35, juntamente com o lagco de histerese das curvas M vs H
(Figura 75), também mostra que as amostras do segundo grupo apresentam
comportamento superparamagnético nessas condigcdes, como observado na

secao 4.1.4.
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Figura 75. Detalhe do lago de histerese das curvas M vs H das amostras do segundo grupo.

Dessa forma, utilizando um procedimento simples, nanoparticulas

magnéticas esféricas superparamagnéticas nessas condicdes de analise, com
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diametro variando de 11,5 a 19 nm e com uma distribuicdo de tamanho
reduzida foram obtidas. Uma vez que nao foram utilizados reagentes toxicos
durante essa sintese e nem para a oxidacao das particulas, e, levando-se em
consideracdo as caracteristicas interessantes alcancadas, as nanoparticulas
obtidas apresentaram potencial para aplicagdes biomédicas.

Para dar sequéncia aos estudos, a amostra NPS6 foi selecionada para
as anadlises envolvendo possiveis aplicacbes biomédicas, devido as

propriedades serem satisfatérias com um tempo de reagao razoavel.

4.3. Realizacao de Ensaios Voltados para as Aplicacoes
Biomédicas

Apls as caracterizagdes das nanoparticulas sintetizadas, uma amostra
de cada grupo foi selecionada para dar continuidade aos estudos, focando nos
experimentos relacionados diretamente com as aplicacbes biomédicas.
Baseando-se em discussoes prévias, as nanoparticulas alongadas da amostra

NP1D e as nanoparticulas esféricas da amostra NPS6 foram selecionadas.
4.3.1. MAGNETOHIPERTERMIA

As propriedades de magnetohipertermia das amostras NP1D e NPS6
foram investigadas. A Figura 76 mostra curvas de variagao da temperatura em
funcdo do tempo de medicdo, variando-se a amplitude do campo magnético
aplicado, para a amostra NP1D.

119



Temperatura (°C)

300 kHz

20 | L I R R R AN L L
50 100 150 200 250 300 350 400

Tempo (s)
Figura 76. Variagdo da temperatura em funcao do tempo de medigao para a amostra NP1D,

variando-se 0 campo magnético aplicado.

Nessa figura, observa-se que quanto maior o campo magnético, maior a
variagdo de temperatura para essas amostras. Partindo-se da temperatura
ambiente, o inicio da faixa de temperatura preferencial de hipertermia (42-44
°C)'"* foi atingido apds, aproximadamente, 3 min, quando um campo de 223
Oe foi aplicado. A variacao de temperatura continua aumentando com o tempo,
apesar de ser de maneira mais suave, chegando aos 44 °C, em cerca de 6 min.
Fazendo uma projecao simples pelo perfil da curva, ap6s o tempo requerido
para causar a lise das células tumorais (cerca de 30 min), a temperatura tera
aumentado, aproximadamente, 20 °C, o que poderia causar danos irreversiveis
para as células normais circunvizinhas nesse caso. Isso trata de outro aspecto
interessante dessas curvas, que é o aumento de sua inclinagdo com o aumento
do campo magnético aplicado, ou seja, um aumento da taxa de aquecimento.
Em um perfil de curva ideal, a temperatura de hipertermia seria atingida
rapidamente e mantida estavel durante o tempo requerido. Dessa maneira, se
teria um grafico com duas inclinagdes: a primeira, referente a variacdo de
temperatura inicial, com a maior inclinagao possivel; e a segunda, um patamar
na temperatura desejada. Nesse caso, a temperatura aumenta rapidamente no

inicio (primeira inclinagdo) e depois de certo ponto, continua aumentando,
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porém com uma taxa menor que no inicio (segunda inclinacdo). O aumento da
primeira inclinagao mostra que, com o aumento do campo magnético aplicado,
a variacao da temperatura inicial é mais rapida, o que de certo modo €&
desejavel. O aumento mais suave da segunda inclinacao pode estar associado
a fatores experimentais e ndo necessariamente as caracteristicas das
nanoparticulas, como por exemplo, o aquecimento da bobina dentro da qual as
medidas sao realizadas.

A influéncia da composicdo das nanoparticulas nas propriedades de
magnetohipertermia também foi investigada. A Figura 77 mostra a comparacao
entre as curvas de variacao de temperatura em fungcéo do tempo de medicao
para as amostras NP1A e NP1D, compostas, majoritariamente por goethita e
magnetita, respectivamente. As duas amostras investigadas mostraram um
aumento da temperatura em funcao do tempo, sendo que a NP1A apresentou o
menor aumento. Observando os perfis das duas curvas, que fazem parte das
nanoparticulas do primeiro grupo, sintetizadas variando-se o tempo de reacéo,
pode-se inferir que a diminuicdo do percentual de goethita, cujas propriedades
magnéticas sao inferiores, e o0 aumento do percentual de magnetita nas
amostras levou a um aumento significativo na taxa de aquecimento, como
ocorreu com a Ms, ja discutido anteriormente. E importante observar que o
aumento da quantidade de magnetita vem acompanhado de um aumento de
cerca de 8 nm nas dimensdes dessas nanoparticulas, o que pode também ter

influenciado as propriedades de magnetohipertermia.
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Figura 77. Variagao da temperatura em fungao do tempo de medigéo para as amostras NP1A

e NP1D, aplicando um campo de 267 Oe.

A Figura 78 mostra curvas de variagao da temperatura em funcdo do

tempo de medicdo, variando-se a amplitude do campo magnético aplicado,

para a amostra NPS6.
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Figura 78. Variagdo da temperatura em fungdo do tempo de medi¢do para a amostra NPS6,

variando-se 0 campo magnético aplicado.

122



Assim como na Figura 76, quanto maior o campo magnético aplicado,
maior a variacdo de temperatura para essas amostras. Comparando-se esses
resultados com os resultados obtidos para a amostra NP1D (Figura 79), nota-
se que as nanoparticulas da amostra NPS6 aquecem melhor a baixos campos
do que as nanoparticulas da amostra NP1D, até um campo critico (223 Oe). A
partir desse campo, as curvas se cruzam e a situagao se inverte, ou seja, as
nanoparticulas da amostra NP1D passam a se aquecer mais com o campo
aplicado. Esse fendmeno pode ser compreendido a partir da constante de
anisotropia das nanoparticulas.

Pelas curvas de magnetizacao, realizadas em frequéncia quase estatica
(Figura 66), observou-se que as nanoparticulas da amostra NPS6
apresentaram comportamento superparamagnético nessas condi¢cdoes, em
contraposicdo com as nanoparticulas da amostra NP1D que apresentaram laco
de histerese. Dessa forma, é esperado que a constante de anisotropia da
amostra NPS6 seja menor. Uma menor constante de anisotropia responde
melhor a baixos campos, um dos motivos pelo qual a amostra NPS6 aquece
melhor nessas circunstancias. O aquecimento, contudo, depende da area da
histerese. Ap6s romper a barreira energética que estava impedindo a rotacao
dos spins na amostra NP1D em baixos campos, ela se aquece muito mais,
devido a sua maior constante de anisotropia. O baixo aquecimento visualizado
nessa amostra a baixos campos, provavelmente, deve-se a rotacao dos spins
das particulas menores, visualizadas no histograma de distribuicao de
tamanhos (Figura 45-b). Esse mesmo comportamento foi descrito previamente
na literatura para outras particulas.' 1%

De qualquer maneira, os resultados preliminares obtidos nessa etapa do
estudo foram positivos, indicando que as nanoparticulas estudadas tém

potencial para aplicagdes magnetohipertermia.
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Figura 79. Comparagao da variagao da temperatura em fungéo do tempo de medi¢ao entre as
amostras NP1D e NPS6, em (a) 169 Oe, (b) 223 Oe, (c) 267 Oe e (d) 312 Oe.

4.3.2. FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS

Em uma suspensao coloidal de nanoparticulas magnéticas, ha um sutil
equilibrio de forgas, principalmente, a forca gravitacional, que compete com a
agitacao térmica (movimento Browniano), que mantém as nanoparticulas
suspensas; e as forgas atrativas de van der Waals e de dipolo magnético. Em
geral, esse balango é desfavoravel a peptizacao do coloide e forcas repulsivas
devem ser introduzidas a superficie das particulas, para favorecer esse
equilibrio. Podem ser empregadas varias estratégias para introduzir essa
repulsdo no sistema, dentre elas a funcionalizagdo quimica e a introducao de
cargas elétricas.

Na funcionalizagdo, em geral, um impedimento estérico entre as
nanoparticulas é gerado por meio da adsorcao de agentes tensoativos em suas
superficies, contrapondo-se a floculacdo devido as forcas atrativas. Ja na

introducao de cargas, cria-se uma densidade superficial de carga elétrica nas
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nanoparticulas pela formacdo de uma dupla camada elétrica, por meio da
adsorcdo de ions em sua superficie. Isso da origem a uma repulsédo
eletrostatica que se contrapde as forcas atrativas de van der Waals e de dipolo
magnético. Ha, ainda, a possibilidade de combinar ambas as estratégias, em
especial com a adsorcdo de polieletrélitos, que gera um impedimento ao
mesmo tempo estérico e elestrostatico (Figura 80). Essa foi a estratégia
adotada nesse estudo com a funcionalizagcdo das superficies com TPF, que é
um polieletrélito de baixa toxicidade, possibilitando a preparacdo de

suspensodes coloidais mais biocompativeis.

Figura 80. Modelo de funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas via adsorcao de
polieletrolitos.

Apb6s funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas com TPF, em
especial da amostra NP1D, o sol formado nao se mostrou estavel ao longo do
tempo. Um percentual ndo determinado, se decantava, indicando desequilibrios
entre as forgas citadas anteriormente. Nesse momento, duas fases eram
originadas: o decantado (fase preta) e o sobrenadante (fase amarelada).
Imagens obtidas por MET de cada uma dessas fases sao mostradas na Figura
81.
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Figura 81. Imagens obtidas por MET das nanoparticulas da amostra NP1D, cujas superficies

foram funcionalizadas com TPF: (a) decantado e (b) sobrenadante. Barra de escala = 0,2 um.

E possivel observar que, na imagem do sobrenadante, ha uma cobertura
sobre os aglomerados, em um cinza mais claro, que nao € visualizado na
imagem do decantado. Essa cobertura pode ser associada ao TPF, que se
adsorveu melhor a essas particulas ou que ficou em excesso. E importante
ressaltar a polidispersao da amostra NP1D, com 16% das nanoparticulas
acima de 100 nm. Trata-se, portanto, de uma amostra com um percentual
razoavel de nanoparticulas grandes, o que gera dificuldades de manté-las em
suspensao — o tamanho ideal gira em torno de 10 nm.

Observou-se também que essas suspensdes apresentaram
propriedades tixotrépicas. Apos certo tempo, elas adquiriram aspecto de gel,
que se alterava pela agitagcao da suspensao, levando a um fluido com menor
viscosidade.

De qualquer maneira, foram essas as amostras utilizadas nas etapas

seguintes.
4.3.3. ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

A distribuicdo do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas das
amostras NP1D e NPS6 funcionalizadas foram obtidas por espalhamento de
luz dinamico. Entretanto, os calculos realizados pelo préprio equipamento para

obtencdo desses resultados, basearam-se em nanoparticulas com o formato
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esférico (ou aproximadamente, esférico). Para a obtencdo de resultados
confidveis para as nanoparticulas alongadas da amostra NP1D por meio desse
equipamento, seria necessaria a introdugdo de outras bases de calculos,
apropriadas para particulas com o formato em questdo. Dessa maneira, 0s
célculos realizados para as nanoparticulas alongadas da amostra NP1D nao
foram reportados nesse estudo, por ndo apresentarem confiabilidade.

A Figura 82 mostra os resultados obtidos para a amostra NPS6.
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Figura 82. Histograma de distribuicdo de tamanho hidrodindmico das nanoparticulas da
amostra NPS6.

Observa-se que a maioria das particulas possui de 24 a 80 nm,
aproximadamente, sem levar em consideracdo o elevado desvio-padrao
dessas medidas. Comparando-se esse resultado com o histograma de
distribuicdo de tamanho obtido por MET para as nanoparticulas cujas
superficies nao foram funcionalizadas (Figura 69-d), nota-se o deslocamento
do histograma para a direita. Esse fato pode ser atribuido a dois fatores
distintos. O primeiro diz respeito a funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas com TPF, como mencionado na seg¢ao anterior. Assim,
esperava-se que a superficie das nanoparticulas fosse recoberta com ions,
como ilustrado na Figura 80, que mostra o core da particula e o shell, no caso a
particula de maghemita e os ions do TPF, respectivamente. Portanto, esse
aumento no tamanho médio das nanoparticulas pode estar associado ao shell
das nanoparticulas, quando dispersas em um liquido. O segundo fator associa-
se a aglomeragao das nanoparticulas, cujas superficies foram funcionalizadas

com TPF, quando dispersas em agua.
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Apesar da discussdo acima, o elevado desvio-padrao dessas medidas
nao permitem conclusdes. Mais experimentos sao necessarios para a obtencao

de resultados com mais reprodutibilidade, que permitiriam conclusdes parciais.
4.3.4. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Os resultados preliminares dos ensaios de viabilidade celular por MTT
para as amostras NP1D e NPS6 estdo expressos nas Figuras 83 e 84,
respectivamente. Esses graficos ndo podem ser comparados diretamente, visto
a diferenca nas concentragdes de nanoparticulas utilizadas. Essas
concentracées foram obtidas apds a realizacdo dos testes, partindo-se das
diluicdes utilizadas e da pesagem da massa da solugao coloidal e do pd, apos
secagem em estufa a 50 °C.

Os resultados obtidos para a amostra NP1D mostram que, na faixa de
concentracdo utilizada, essas nanoparticulas apresentam baixa toxicidade.
Além disso, é possivel observar que a viabilidade celular se mantém,
aproximadamente, constante em cerca de 70% com o aumento da
concentracdo. Isso é um indicativo de que a toxicidade das nanoparticulas da

amostra NP1D nao é dose-dependente nessa faixa de concentracao utilizada.
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Figura 83. Viabilidade celular das nanoparticulas da amostra NP1D funcionalizadas, em uma

linhagem celular imortalizada derivada de um adenocarcinoma mamario murino 4T1.
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Ja na faixa de concentracdo utilizada nos ensaios da amostra NPS6
(Figura 84), a toxicidade parece ser dose-dependente. Adicionalmente,
observa-se que a viabilidade celular diminui drasticamente de 75% para 43%
com o aumento da concentracdo de 16 x 10'® particulas/mL para 20 x 10"

particulas/mL.
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Figura 84. Viabilidade celular das nanoparticulas da amostra NPS6 funcionalizadas, em uma

linhagem celular imortalizada derivada de um adenocarcinoma mamario murino 4T1..

A Figura 85 permite avaliar alteracées na morfologia celular, ap6s 24 h
de tratamento com as nanoparticulas nas células 4T1. Nesse ensaio, nao foi
observado morte celular em nenhum dos dois casos. Nota-se que, mesmo nas
imagens em que as células estao carregadas de fluido, ainda assim as células

se mantém viaveis.
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Figura 85. Imagens obtidas por microscopia de luz da alteragdo da morfologia celular ap6s o
tratamento com nanoparticulas. (a) controle; (b) NP1D; (c) NPS6 e (d) NPS6 com concentragdo
de 20 x 10" particulas/mL.

Esses sdo ensaios preliminares a respeito da citotoxicidade dessas
nanoparticulas. Os experimentos devem ser ajustados, bem como o processo
de funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas, que pareceu nao ser
eficiente para as finalidades propostas. Contudo, esses resultados sdo um
indicativo de que essas suspensdes tém baixo potencial de citotoxicidade nas

concentracdes e nas células utilizadas.
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5.

5.1.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusoes

O formato alongado das nanoparticulas magnéticas sintetizadas utilizando-
se FeS04.7H.0, FeCl;.6H-O e ureia como reagentes, na proporcdao de
Fe?:Fe® de 1:2, esta relacionado a presenca do SO* (e, provavelmente, &
sua adsorcdo especifica aos cristais) e da ureia (cuja termolise leva a
geragdo homogénea de ions hidroxido em solugéo). Além disso, deve-se
considerar a influéncia do formato acicular da goethita, que é o
intermediario das sinteses utilizando esses reagentes.

As nanoparticulas obtidas utilizando-se FeCl».4H,O, FeCl;.6H.O e ureia
como reagentes (NP2A) diferiram das nanoparticulas obtidas utilizando-se
os reagentes FeS0,.7H.O, FeCl;.6H.O e ureia (NP1D) em formato,
dimensdo e composicdo. As primeiras, compostas majoritariamente por
hematita, apresentaram dimensbes, aproximadamente, 2 vezes o0
comprimento e 3,5 vezes a largura da amostra NP1D, com formato
alongado, porém com largura aumentada. A troca do reagente FeCl,.4H,0O
pelo FeS04.7H,O, na amostra NP1D, ndo apenas mudou o formato,
levando a formacdo de nanobastbes, como também influenciou a
composicao das amostras obtidas, gerando magnetita, preferencialmente.

A variacdo da proporcdo Fe?*:Fe** para 1:1 (NP3A) e 2:1 (NP3B), levou a
obtencao nanoparticulas magnéticas compostas por uma fase intermediaria
entre a magnetita e a maghemita cubica. O formato predominante dessas
nanoparticulas ndo foi alongado, como objetivou esse estudo. Isso pode ter
relacdo com o intermediario das sinteses nessas propor¢oes, que pode nao
ter sido a goethita (formato acicular), visto ndo haver vestigios de sua
presenca nas amostras. Além disso, as Ms dessas amostras foram
superiores & da amostra NP1F (Fe?":Fe®" = 1:2), porém com maiores de Mg
e Hg, indicando uma maior tendéncia a formacao de aglomerados.

Dentre as amostras de nanoparticulas magnéticas alongadas sintetizadas, a
amostra selecionada para a realizagdo de ensaios mais focados nas

aplicacoes biomédicas foi a amostra NP1D, obtida com 6 h de reacdo. A
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escolha dessa amostra em detrimento da amostra com 12 h de reagcao
(NP1F) foi pautada, principalmente, na maior viabilidade da sintese, em
contraste com as diferengcas entre as propriedades das amostras. Essa
selecdo nao descarta a retomada da amostra NP1F para realizagcdo dos
ensaios citados, a fim de se observar e comparar o seu comportamento.

A utilizacao da ureia, ao invés do NH,OH (mais convencional), influencia
diretamente o formato das nanoparticulas nas condicdes de sintese
descritas, pela priorizagdo da etapa de crescimento cristalino, em
detrimento da nucleacdo, conduzindo a formacdo de nanoparticulas
alongadas, em contraste com a formagao de nanoparticulas esféricas.

Com a variacdo dos tempo de reagao, contra-ions, proporgdes entre Fe?* e
Fe®* e base utilizada na alcalinizagdo do meio, foi possivel obter
nanoparticulas de Oxidos de ferro com diferentes dimensdes, formatos,
composicoes e propriedades magnéticas. Apesar de apenas duas amostras
serem selecionadas para dar continuidade a esse estudo, uma gama de
opcdes de particulas foram delineadas para estudos posteriores. Como ja
discutido, existem inUmeras possibilidades de aplicagdes biomédicas in vivo
e in vitro para as quais, algumas dessas amostras sintetizadas podem ser
interessantes.

Apesar de nao ser o objetivo desse estudo, utilizando um procedimento
simples, nanoparticulas esféricas monodispersas superparamagnéticas de
maghemita, com didmetro médio variando de 11,5 a 19 nm, foram obtidas.
Isso foi atingido por meio de uma sintese do tipo one-pot, onde o Fe* e o
Fe® foram precipitados em solucdo amoniacal, levando a formacdo de
nanoparticulas de magnetita, cuja oxidacdo a maghemita foi acelerada por
uma etapa de digestao hidrotérmica. Como nao foram utilizados reagentes
toxicos nem passos adicionais para reduzir a dispersdo ou oxidar a
magnetita a maghemita, as nanoparticulas obtidas apresentam potencial
para aplicagoes teragnosticas no campo biomédico. A amostra obtida com
seis horas de reacao (NPS6) foi selecionada para as proximas etapas do
estudo utilizando os mesmos critérios de selecdo da amostra NP1D. Da
mesma forma, essa selecao nao descarta a retomada da amostra NPS9
para realizacdo dos ensaios citados, a fim de se observar e comparar o seu

comportamento.
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e Os experimentos de hipertermia mostraram que, para ambas as amostras
analisadas (NP1D e NPS6), a variacdo de temperatura aumenta com o
aumento do campo magnético aplicado. A amostra NPS6 aquece melhor
em baixos campos, devido a sua menor constante de anisotropia, até o
campo critico de 223 Oe, a partir do qual ocorre uma inversao, e a amostra
NP1D passa a aquecer mais, devido a sua maior constante de anisotropia.
De qualquer modo, as duas amostras apresentaram potencial para
aplicagbes em magnetohipertermia.

¢ A funcionalizagédo da superficie das nanoparticulas NP1D e NPS6 com TPF
nao se mostrou eficiente para as finalidades propostas. As solucdes
coloidais obtidas ndo se mostraram estaveis ao longo do tempo, em
especial da amostra NP1D, cujas nanoparticulas sdo maiores, gerando
dificuldades para manté-las em suspensao.

e Os resultados preliminares de citotoxicidade in vitro das amostras NP1D e
NPS6 pelo método do MTT indicaram que essas nanoparticulas
apresentaram baixa toxicidade nas concentragbes utilizadas nas células
4T1. Esses resultados, contudo, devem ser tomados com cautela, visto a

instabilidade das solugdes coloidais com que eles foram feitos.

5.2. Perspectivas

Para dar continuidade a esse estudo, algumas sugestdes sao propostas:

e Reduzir a dispersdo de tamanhos das nanoparticulas alongadas,
sintetizadas utilizando-se FeS04.7H,O, FeCl;.6HO e ureia como
reagentes, na proporgao de Fe?*:Fe** de 1:2;

e Buscar a metodologia mais adequada para a funcionalizagdo das
superficies das nanoparticulas alongadas e esféricas selecionadas com
TPF e com polimeros hidrofilicos biocompativeis;

e Buscar outros tipos de recobrimentos biocompativeis para as
nanoparticulas alongadas;

e Aprofundar os estudos de citotoxicidade e biocompatibilidade das

nanoparticulas selecionadas;
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Investigagdo das propriedades Opticas das nanoparticulas magnéticas

selecionadas;
Aprofundar os estudos de hipertermia magnética, em especial das

nanoparticulas alongadas.
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