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RESUMO

Nanoparticulas superparamagnéticas de oOxidos de ferro (SPIONs) tem sido
intensamente estudada para diversas aplicagbes industriais, ambientais e
biomédicas. No campo dos biomateriais, as nanoparticulas apresentam propriedades
importantes para aplicacbes em tratamento de cancer por hipertermia, agentes de
contraste de ressonancia magnética, entrega controlada de drogas, entre outras
aplicacbes. Nesse trabalho, nanoparticulas superparamagnéticas de 6xidos de ferro
foram sintetizadas pela rota de coprecipitacdo e funcionalizadas com &acido oleico.
Foram realizados ensaios de caracterizacfes fisico-quimicas, através de analises de
microscopia eletrénica de transmisséo (MET) que comprovaram tamanho de particula
igual ou inferior a 10 nm, andlises de magnetizacao (em magnetémetro de amostra
vibratério — VSM) que comprovaram o carater superparamagnético do material
sintetizado, analises de potencial Zeta determinando a estabilidade das particulas em
suspensdo em diferentes faixas de pH, e o0s resultados de espectroscopias
Mossbauer e de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) que comprovaram
as fases presentes e a ligacédo covalente das moléculas de acido oleico na superficie
das nanoparticulas, estabelecendo o potencial uso terapéutico das nanoparticulas de

magnetita superparamagnética.

Palavras-chave: Sintese biomateriais, SPIONs, coprecipitacdo, funcionalizadas com

acido oleico.



ABSTRACT

Superparamagnetic nanoparticles of iron oxides have been intensively studied for
many industrial, environmental and biomedical applications. As biomaterials,
nanoparticles have interesting properties for applications such as hyperthermia cancer
treatments, contrast agents in MRI, controlled drug delivery, among others.In this
project, superparamagnetic nanoparticles of iron oxides were synthetized by co-
precipitation and coated with oleic acid. TEM analysis showed the particle size equal
or inferior to 10 nm, magnetization analysis (VSM) proved the superparamagnetic
character of the synthesized material, Zeta potential that shows the stabilitz of the
particles as suspension and the results spectroscopies of Mossbauer and Fourier
Transform Infrared (FTIR) confirmed the presences of phases and oleic acid
molecules on the surface of the nanoparticles, recommending the potential of

therapeutic use of nanoparticles of superparamagnetic magnetite.

Keywords : Synthesis biomaterials, SPIONs, co-precipitation, functionalized with oleic

acid.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 : Principais propriedades de nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro.
Figura 2 : Grafico de nimero de dominios em funcdo do tamanho de particula...... 20

Figura 3 : Diferencas entre tecido saudavel e tumoral. ............cccoooeeeeiiiiiiiiciien e, 22

Figura 4: Temperatura gerada em fungcdo de quantidade de particulas durante 10

minutos de campo magnético AC de 24 kKA.m-1 e 4185 kHz. ..., 23
Figura 5 : Estrutura cristalina e informacdes cristalograficas da hematita, magnetita e
L= Vo | U= 0 0T = SRR 27
Figura 6 : Morfologias tipicas de nanomateriais com recobrimento inorganico........ 31

Figura 7 : Representacdo esquemaética de recobrimento mono- e bicamada de acido

0leiCO SODIre MAagNELITA. .......ceeeiiiii e e 33
Figura 8 : Representacédo ideal do processo de fluorescéncia nuclear. ................... 34
Figura 9 : Niveis de energia no efeito MOssbauer. ...........c.ccoceiiiiii 35

Figura 10 : Linhas correspondentes ao picos de DRX de acordo com os padrdes y-
Fe203 (39—-1346), Fe304 (19-0629) e a-Fe203 (33—0664). .....ccevvrirrieeeriiiieeeeeiiieenn. 36
Figura 11 : Curva H-M de resposta magnética de diferentes classes de materiais
4 aF= 1o 0= 1ol LU P U PP PPPPPPPRPRR 38
Figura 12 : Imagem de MET de nanoparticulas de 6xido de ferro estabilizadas com
=T [0 [0 1 0] =1 o o JA 39
Figura 13 : Espectros de FTIR de amostras de oxidos de ferro. ..........cccccvveeeeeennn. 40
Figura 14 : Espectro de FTIR de magnetita exposta (a), magnética com recobrimento
limitado de &cido oleico (b) e magnetita com recobrimento de acido oleico em excesso
() N 42

Figura 15 : Representacéo de distribuicdo de cargas de uma particula carregada . 43

Figura 16 : Fluxograma materiais € MEtodoS ..........ccoeveeeeiiiiiiiiiiii e 44
Figura 17 : Representagdo esquematica da sintese das nanoparticulas
L8] [ (0] F= 174> T > 45

Figura 18 : Sintese de NPs com recobrimento de acido oleico, sem aquecimento.. 50
Figura 19 : Sintese de NPs de 6xido de ferro com recobrimento de acido oleico sem
aquecimento, apos etapa de separacdo MAgNELICA. ........vvveeeerreeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeiinnnns 50
Figura 20 : Espectro Mdssbauer de 57Fe obtidos a temperatura ambiente (RT)..... 51



Figura 21 : Difratograma da amostra de éxido de ferro, variando-se de temperatura

amDbIeNte @ L1000°C. ...t e et e e e e earaa 53
Figura 22 : Difratograma de amostras de oxidos de ferro, variacdo de temperatura
ambiente a 1000°C. Regi@o de 21 a 417 ... 54
Figura 23 : Destaque do pico (511) da amostra de magnetita/maghemita................ 55

Figura 24 : Difratograma do pico (511) de magnetita e maghemita em diferentes

01 0] 10 fod 01 7P 56
Figura 25 : Resultado de potencial Zeta da amostra de magnetita sem recobrimento.
................................................................................................................................. 57
Figura 26: Imagens de MET da amostra FEOX_YM. .....cocoiriiiiiiiiiiiieeeieeeeiie e 58
Figura 27 : Imagens de MET da amostra FEOX_YB. .......coovvviiiiiiiiiieiiceeicie e 59
Figura 28 : Imagem de MET da amostra FeOx_YB. Escala 10 nm.......................... 59
Figura 29 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 400 a 800 cm™.................... 60
Figura 30 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 800 a 1800 cm™.................. 61
Figura 31 : Representacédo esquematica da ligacédo do acido oleico em monocamada
como recobrimento de nanoparticulas de magnetita..............cccovvvvviiiiiee e, 62
Figura 32 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 3600 a 2800 cm™................ 62
Figura 33 : Gréfico VSM da amostra FEXOY _YM. ....ccooiiiiiiiiiiiiiieeeniiiiiieeeeee e 63
Figura 34 : Ampliacédo do loop de histerese da amostra FexOy_YM. .......ccccceeeeeeee. 64

Figura 35 : Potencial Zeta amostra com recobrimento de acido oleico.................... 65



10

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 : Oxidos € hidroxXidoS A FEITO..........ccueieeiee e 26
Tabela 2 : Comparacdo de métodos de SINteSe.........ccoeeeveeeiiiiiiee, 29

Tabela 3 : Parametros hiperfinos dos espectros Mossbauer de 57Fe obtidos a RT.52



11

LISTA DE SIMBOLOS E SIGLAS

SPION (superparamagnetic iron oxide nanoparticle): Nanoparticula
superparamagnética de éxido de ferro

NPs : nanoparticulas

EPR (enhanced permeability retention): Retencéo de permeabilidade aumentada
MRI : Ressonancia magnética

FM : Ferro- e ferrimagnético

SPM : Superparamagnético

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis induced): Apoptose relacionada ao

fator de necrose tumoral induzido

W : permeabilidade relativa

Xm : suscetibilidade magnética

Hc : coercividade

H : Campo magnético aplicado

M : magnetizacdo por unidade de volume

B : indugdo magnética

Ee : energia do estado estavel de um atomo isolado
Eo : energia do estado excitado de um atomo isolado

VSM (vibrating sample magnetometer): Magnetémetro de amostra vibratoria



12

SUMARIO
) TR 0] 1o Yo [ o> o 1P 14
1) B O o] 1= 1Y/ 0 1 SRR 16
2.1) ODJEUIVO GEIAI....cuiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeenes 16
2.2) ObjetiVOS ESPECITICOS ....uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitii e nranensannnnnnnnes 16
3) ReVISA0 DIDIOGIAfICA. .....cciiiiiiiiiiiie e 17
3.1) Contexto atual — nanoparticulas MagnetiCas ...........coevvriuviiiiiieeeeeee e 17
3.2) Materiais com propriedades magnéticas em biomedicina.............cccccevvvvnnnnnnnns 19
) 10 L= (=T 2 1] - PO 21
II) Aplificador de contraste em ressonancia magnética (MRI)...........ccccevvvieeeennn. 24
)  Entrega controlada de drogas .......ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiie e 24
3.3) Estrutura e sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro..........cccoeeeeeeevvivvinnnnnnn. 25
3.4) Funcionalizacéo de particulas magnéticas para biomedicina ..............cccc...ee.... 30
3.5) Caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro.................... 33
1) Espectroscopia MOSSDAUET ............couuiiiiiii e 33
I1) Difragao de raios X (DRX).....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 36
) MAagNELiZAGEAO .......ceeiiiiieiieee e 37
IV)  Microscopia electronica a tranSMISSA0...........ccuurrrreiieeeeniiireree e e 38
V)  Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) ......... 39
VI)  POENCIAI ZELA ... 43
4)  MateriaiS € MELOUOS ......uueiiiiiieeeie e et e e e e e s et e e e e e e e e e e annneeees 44

4.1) Sintese de nanoparticulas magnéticas, ndo funcionalizadas e funcionalizadas44

o O = (ol (=] 1= Lot Lo 1P 47
5) ReSUItad0S € AISCUSSAO .. ....uuiiiiiiiiiiei et e e e 49
5.1) EXperimentos eXploratOrioS.........ccooviiiiiiiiii e 49

5.2) Caracterizagdo das nanoparticulas sem recobrimento ............cccccccvvviviininnnnnns 51



13

o ESpectroscopia MOSSDAUET ........oiiiieiiiieeiiii e e e e e e e e e e e e eeanees 51
L I PP 53
@ POLENCIAI ZETA....ceiiiiiie e eaane 56
5.3) Sintese de nanoparticulas com recobrimento de acido oleico................cccuuueee. 57
5.4) Caracterizagdo de nanoparticulas com recobrimento de &acido oleico .............. 58
e Microscopia eletronica a transmiSSE0 (MET) .......coovviiiviiiiiiieeeeeeeiicee e 58
e Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)............. 60
®  IMAQNELIZAGAD ...ttt 63
I 0 (=] o= LA =] - RPN 64
G I O] o] 1§10 1= RPN 67
7) Sugestoes para trabalnos fUtUrOS .........oovviiiiiiie e 69

8) REFEIENCIAS ....evvviiiii i e e 70



14

1) Introducéo

Particulas superparamagnéticas de Oxidos de ferro, chamadas SPIONs
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles) tem mostrado grande potencial em
diversas areas, como aplicacbes industriais, ambientais e biomédicas. Nessa
categoria de nanoparticulas (NPs), tem-se O6xidos como magnetita (FesOa),
maghemita (y-Fe203) e hematita (a-Fe203) (MAHMOUDI et al., 2011).

Em aplica¢cbes industriais, nanoparticulas de 6xidos de ferro podem ser utilizados
para varios fins devido as propriedades magnéticas e cataliticas. Ambientalmente,
relatos da literatura indicam aplicacGes para remocdo de contaminantes da agua,
utilizando-se ndo sé as propriedades magnéticas e cataliticas, mas também sua

capacidade de adsorcéo e elevada area superficial.

Na biomedicina, muitos estudos tém sido realizados utilizando-se nanomateriais para
diagndstico e tratamento de cancer. Tratamentos convencionais como radioterapia,
imunoterapia e quimioterapia apresentam efeitos colaterais severos, o que motiva a
busca por alternativas mais especificas. Muitos agentes terapéuticos apresentam
limitac6es como baixa solubilidade, desativagéo rapida, farmacocinética desfavoravel
e biodistribuicdo limitada que podem ser superados por tratamentos a base de

nanomateriais de alta especificidade (NAZIR et al., 2014).

Além disso, uma grande vantagem com relacdo a outros tipos de nanoparticulas no
campo médico é que SPIONs se degradam por liberacéo de ions de ferro que podem
ser incorporados a hemoglobina ou utilizado por ciclos orgéanicos convencionais,
sendo entdo de baixa toxicidade. (NAZIR et al., 2014) Outros materiais magnéticos
atingem magnetizacdo de saturacdo superior ao ferro, como por exemplo, o cobalto,
porém apresentam toxicidade, fazendo do ferro o melhor candidato para biomateriais
magnéticos (AMSTAD; TEXTOR; REIMHULT, 2011).

Segundo FERREIRA et al. (2009) , para aplicacdes in-vivo, é importante envolver as
nanoparticulas (magnéticas) com uma camada ndo magnética, prevenindo a
agregacdo e a sedimentacdo, além de permitir a funcionalizagdo para aplicages

especificas e a reducéo a toxidez.
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E interessante que os SPIONs tenham sua superficie modificada, a fim de se
aumentar sua eficiéncia em aplicacdes clinicas. Dentre elas, a solubilidade,

biocompatibilidade e estabilidade.

No presente trabalho foi realizada sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de
oxidos de ferro por co-precipitacdo e sua funcionalizac&o utilizando-se acido oleico

para futuras aplicac6es biomédicas.
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2) Objetivos

2.1) Objetivo Geral

Desenvolver a sintese de particulas superparamagnéticas de Oxidos de ferro

(SPIONS) por coprecipitacéo e recobrimentos dessas particulas com acido oleico.

2.2) Objetivos Especificos

e Aprimorar o0 método de sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de
oxidos de ferro através da rota de coprecipitacao.

e Investigar as condi¢des de funcionalizacdo através de recobrimentos dessas
particulas com &cido oleico, avaliando os parametros de sintese que permitem
juntamente com recobrimento de acido oleico obter particulas de tamanho
inferior a 50 nm.

e Caracterizar fisico-quimicamente os SPIONs apds a sintese (proporcao de
magnetita e maghemita) e apos a funcionalizacao por andlises de difracao de
raio X (DRX), microscopia eletronica de transmissao (MET) e espectroscopias
Mossbauer e de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

e Avaliar magnetizacdo das particulas verificando o comportamento

superparamagnético.
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3) Revisédo bibliografica

3.1) Contexto atual — nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas tem sido intensamente estudadas em diversos campos
tecnoldgicos devido a propriedades interessantes como elevada area superficial,
superparamagnetismo, biocompatibilidade e superficie facilmente funcionalizavel,
indicadas na figura 1 (XU et al., 2012)

Figura 1 : Principais propriedades de nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro.

Manoparticulas
Elevada area superficial

biotin '
i =
: Wy
@ biotin i llJ_f
iv L e

E T
Lzgrans fak s

biotin

biotin
Biocompatibilidade Superparamagnetismo

e separagio magnética

Superficie modificavel

Fonte: Adaptado de Xu et al., 2012

Industrialmente, particulas de 6xido de ferro jA sdo comercializadas para diversas
fungbes como pigmentos, aditivos de materiais de construgdo, materiais de alta
resisténcia térmica, adsorventes, e em grau de pureza mais elevado, cosméticos e
embalagens de alimentos. Como aplicagdes industriais em desenvolvimento
encontradas na literatura, tem-se aplicacbes como catalisador de biocombustiveis
(HU et al., 2011), agente de dessulfuracédo (ISHAQ et al.,, 2017) e materiais para
armazenamento de energia (GROSU et al., 2017).
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HU et al. (2011) relata producédo de biodiesel utilizando-se nanoparticulas de Fe3Oas
de estrutura porosa e tamanho 50 nm, impregnadas com KF e CaO. As propriedades
magnéticas do catalisador permitem separacdo magnética ao fim do processo,
evitando perda de material e aumentando sua reusabilidade, em comparacdo com
filtrag&o ou centrifugacdo. Além disso, particulas nanométricas apresentam atividade
catalitica melhorada devido a elevada &rea superficial. Além de transesterificacao,
oxidos de ferro podem atuar como catalisador por transferéncia de fase (WEN et al.,
2008) , fotocatalisador se associado, por exemplo, a 6xidos de titanio (BEYDOUN et

al., 2000), entre outros processos quimicos.

Ainda com relacdo ao campo energético, a literatura relata uso de nanoparticulas
magnéticas para o processo de dessulfuracdo de combustiveis fésseis. O processo
utilizado industrialmente é a hidrodessulfuracdo, porém tem custo elevado, requer
condi¢Bes de trabalho severas e ndo remove com eficiéncia determinados compostos
sulfurados. ISHAQ et al. (2017) propde uma metodologia mais econdmica e eficiente
com o uso de particulas de bentonita carregadas com nanoparticulas de magnetita
para atuacdo como adsorventes. A adsor¢cdo melhorada da bentonita impregnada
pode ser associada a atividade catalitica da magnetita para co-conversao de espécies

sulfuradas.

Sobre aplicagdes ambientais, o crescimento populacional e industrial tem sido forte
motivacao na busca de materiais eficientes para remoc¢ao de contaminantes da agua.
Nanomateriais a base de 6xidos de ferro chamam atencéo pela possibilidade de se
utilizar técnicas de remocdo por magnetismo além de ser uma alternativa
ambientalmente amigavel e de baixo custo. Associada a separacdo magnética, a
técnica de tratamento de &gua pode utilizar a superficie das particulas como
catalisador capaz de converter os contaminantes em formas menos téxicas, ou como
nanoadsorvente, capaz de imobilizar os contaminantes devido a afinidade com metais
pesados, por exemplo. Modificacdo de superficie pode ser utilizada para melhorar as
propriedades de absorcdo, estabilizar a dispersdo em meio aquoso e evitar a

oxidacao das particulas (XU et al., 2012).

Na biomedicina, nanoparticulas magnéticas sao interessantes, primeiramente, pelo
tamanho controlavel na ordem de alguns nanémetros, permitindo a interagcdo com

células (10-100um), virus (20-450 nm), proteinas (5-50 nm) e genes (2 nm espessura
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e 10-100 nm comprimento). Em segundo lugar, as propriedades magnéticas séo de
grande interesse por permitir a manipulacdo por um gradiente de campo magnético
externo. Dentre as aplicacdes nesse campo, Wu et al. (2015) divide 3 grupos: agentes
de hipertermia, agentes de contraste magnético e vetores magnéticos (entrega

controlada de drogas)

3.2) Materiais com propriedades magnéticas em biomedicina

SPIONs sdo materiais multifuncionais no tratamento de céncer, devido a alta
eficiéncia em diagnostico, monitoramento, direcionamento e tratamento. Uma
tecnologia emergente é a terapia de cancer nanoteragndstica, que inclui
simultaneamente obtencdo de imagens por ressonancia magnética (MRI) e

tratamento do tumor pela aplicacdo de nanoparticulas (SANTHOSH; ULRIH, 2013).

Segundo Callister (2001), propriedades magnéticas de um material sao
consequéncias de interacdes entre um campo magnético externo e os momentos de
dipolo magnético dos seus atomos constituintes. Os fenbmenos magnéticos sao
classificados pelo autor em diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,

ferrimagnetismo e antiferromagnetismo.

7

O diamagnetismo € uma forma fraca de magnetismo encontrada em todos o0s
materiais, ndo permanente, induzido por uma variagdo do movimento orbital dos
elétrons devido a aplicacdo de um campo magnético. E um comportamento fraco, de
baixa permeabilidade relativa, u (razdo entre a permeabilidade magnética de um meio
e a permeabilidade do vacuo) e suscetibilidade magnética (Xm) negativa (Constante
de proporcionalidade entre a magnetizagdo do material e a forca do campo
magnético), logo, sem importancia pratica. O paramagnetismo é o comportamento
dos materiais que apresentam dipolos atébmicos livres para se orientar
preferencialmente em presenca de um campo magnético, gerando assim uma
permeabilidade relativa pequena e suscetibilidade magnética positiva. Materiais
diamagnéticos e paramagnéticos sdo considerados nao-magnéticos, pois a

magnetizacdo so ocorre em presenca de um campo externo (CALLISTER, 2001).
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No caso de materiais que possuem um momento magnético permanente,
independente da presenca de um campo externo, estes s&o chamados
ferromagnéticos. O comportamento resulta de momentos magnéticos atdbmicos
devido aos spins que ndo se cancelam na estrutura eletrdbnica. Em materiais
ferromagnéticos, a suscetibilidade magnética pode chegar a 10°. O ferrimagnetismo
€ semelhante ao ferromagnetismo, porém a distin¢cdo esta na fonte dos momentos
magneéticos resultantes. No ferrimagnetismo ocorre o acoplamento antiparalelo de
spins e o0 cancelamento incompleto dos momentos magnéticos. Finalmente, o
antiferromagnetismo é caracterizado pelo cancelamento total do momento magnético
devido ao acoplamento antiparalelo de &tomos ou ions adjacentes, ou seja, 0 material

nao apresenta qualquer momento magnético resultante (CALLISTER, 2001).

O alinhamento muatuo de spins ao longo do material, responsavel pelo comportamento
magnético, é chamado dominio. (CALLISTER, 2001) Os o6xidos de ferro apresentam
forte comportamento ferromagnético. Entretanto, com a reducdo do tamanho de
particula, ocorre um fenbmeno interessante, onde o material passa a apresentar
apenas um dominio. Abaixo de um tamanho de particula critico (1-20 nm), o material
apresenta propriedades ferromagnéticas ou paramagnéticas, dependendo da
presenca de um campo magnético externo. Esse fendbmeno relacionado ao tamanho
de particula é chamado superparamagnetismo, representado na figura 2
(SANTHOSH; ULRIH, 2013).

Figura 2 : Grafico de niumero de dominios em funcdo do tamanho de particula.

Multiplos dominios

S
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>

Coercitividade (Hc)
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Fonte: Adaptado de SANTHOSH; ULRIH, 2013
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No gréfico, observa-se que o numero de dominios depende do tamanho critico de
particula. A coercividade, Hc, € o termo utilizado para o campo magnético aplicado
necessario para se reduzir a zero a densidade do fluxo magnético de um material

ferromagnético ou ferrimagnético (CALLISTER, 2001).

Para se caracterizar 0 comportamento magnético de particulas, submete-se o
material a um campo magnético de intensidade H, e a resposta dos momentos

individuais dos atomos € dada pela indu¢cdo magnética B :
B = po(H + M)

sendo M a magnetizacdo por unidade de volume e p a permeabilidade relativa
(PANKHURST et al., 2003).

As particulas superparamagnéticas submetidas a campos magnéticos alternados tem
o momento dipolo rapidamente reorientado, dependendo de fatores como frequéncia
e intensidade do campo magnético, tamanho da particula e temperatura do meio. A
perda de energia nessa reorientacéo é dissipada em forma de calor, provocando o
aumento de temperatura do meio. Essa propriedade é explorada na

magnetohipertermia para destruir células tumorais (SANTHOSH; ULRIH, 2013).

) Hipertermia

O uso de calor para o tratamento do cancer tem registros desde o século 19, partindo-
se de principios magnéticos. A ideia surgiu da observacdo de que células tumorais
apresentam peculiaridades, se comparadas as células normais, como maior
permeabilidade, retencdo, sensibilidade a pH e temperatura (NAZIR et al., 2014).
Observou-se que células tumorais morrem quando expostas a temperaturas na faixa
de 42 a 46°C. Particulas ferromagnéticas e paramagnéticas sdo utilizadas
preferencialmente pela capacidade de geracao de calor em presenca de um menor
campo magnético (FERREIRA et al., 2016).

A figura 3 mostra as diferencas entre o tecido saudavel e tumoral, sendo que o tumor
apresenta anatomia e fisiologia particulares. As nanoparticulas sédo desenvolvidas

para permanecer no sangue e se acumular nos locais de tumores, de células
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aumentadas, elevada vascularizacdo, elevada permeabilidade e retencdo. Isso €
possivel devido ao efeito conhecido como EPR (enhanced permeability and retention),

permeabilidade e retencdo aumentada (NAZIR et al., 2014).

Figura 3 : Diferencas entre tecido saudavel e tumoral.

A=Drogas

B=Empacotamento normal, impedimento da
passagem de drogas pelo tecido normal
C=Permeabilidade de drogas para os tumores
pelz vascularizag3o vazada (Efeito EPR)

Fonte : Adaptado de NAZIR et al., 2014

Bons candidatos para aplicacdo em hipertermia devem apresentar eficiente
aguecimento sob efeito de campo magnético alternado e baixa toxicidade. Segundo
HOU et al. (2009) resultados in vitro que atingem 43 a 46°C indicam a habilidade de

se destruir células tumorais sem que as células saudaveis sejam danificadas.

SOARES et al. (2016) apresenta resultados de NPs de magnetita de
aproximadamente 8 nm sintetizadas por precipitacdo térmica, tratadas com citrato
trisddico e acido oleico para posterior recobrimento com quitosana. Os resultados de
aguecimento por magnetizacdo em relagdo a quantidade de particulas sé&o
apresentados na figura. S&o comparadas amostras sem tratamento (pristine-FesOa),
sem tratamento com recobrimento de quitosana (CS-pristine-Fes3Oa4), com tratamento
de citrato trisddico (Fes04-TC), com tratamento de citrato trisddico e recobrimento de
quitosana (CS-Fe304-TC), com tratamento de A&cido oleio (Fes30s-OA) e com
tratamento de acido oleio e recobrimento de quitosana (CS-Fez04-OA). Observa-se
gue a quitosana utilizada sobre amostras sem tratamento prévio ndo afeta

significantemente as propriedades magnéticas, mas apresenta grande influéncia nas
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amostras previamente tratadas. Com base nos resultados, os autores consideram
grande potencial de nanoparticulas recobertas com quitosana para tratamento por
hipertermia magnética, mesmo utilizando-se tratamentos intermediarios das

particulas (vide figura 4).

Figura 4: Temperatura gerada em funcao de quantidade de particulas durante 10

minutos de campo magnético AC de 24 kA.m-1 e 418.5 kHz.
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Fonte : Adaptado de SOARES et al., 2016

Estudos de ZHANG e SONG (2017) apresentam resultados de testes in vitro e in vivo
de uma estrutura complexa de hidrogel contendo nanoparticulas magnéticas
recobertas com &cido oleico e proteinas que induzem apoptose celular chamadas
TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand). As nanoparticulas de
Fes3O4 de aproximadamente 18 nm foram dopadas com Zn e Mn para se obter um
maior valor de saturacdo de magnetizacdo. O complexo final apresentou tamanho
meédio de 500 um. A entrega controlada de TRAIL na regido tumoral foi associada ao
tratamento de hipertermia, e testes in vivo mostraram 50% de morte das células que

foram focalizadas, em ciclo moderado de hipertermia, com toxicidade negligenciavel.

Além de tratamento por hipertermia, resultados bem sucedidos tem sido
observados em biomateriais para deteccdo e reconhecimento de tumores,

biosensores e outroas terapias de cancer (NAZIR et al., 2014).
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1)) Aplificador de contraste em ressonancia magnética (MRI)

SPIONs séo capazes de produzir elevado contraste por unidade de particulas, ou
seja, pequena quantidade de material é suficiente para otimizar imagens por

ressonancia, o que reduz questdes de toxicidade (NAZIR et al., 2014).

Nanoparticulas magnéticas com um revestimento denso de moléculas organicas ja
sdo comercializadas com agentes de contraste. O recobrimento tem a funcdo de
aumentar o tempo de circulagdo das particulas no sangue, permitindo sua chegada
no local de analise. Sua resposta magnética permite o diagnéstico de pequenos
tumores em regides de dificil acesso com boa resolucdo (SANTHOSH; ULRIH, 2013).

Estudos apontam deteccdo de tumores no figado de até 2 mm (HUANG et al., 2011).

A industria farmacéutica jA apresenta diversos amplificadores de contraste com
solucdes coloidais magnéticas no mercado, mas o niumero de patentes pendentes
nesse setor mostra que ainda ha muita pesquisa a ser realizada no assunto (WU et
al., 2015).

11)) Entrega controlada de drogas

Para aplicacdo como agentes de entrega controlada de drogas, algumas limitacdes
dos sistemas atualmente utilizados sao fortes motivadores, como distribuicdo
sistémica dos farmacos, falta de especificidade com o local da patologia, necessidade
de altas concentracbes para se atingir a concentracdo local desejada, efeitos

colaterais etc.

SPIONs sdo amplamente estudados como veiculos de carreamento de diferentes
substancias como hormonios, fatores de crescimento, anticorpos, drogas e
biomoléculas. Lipossomas e micelas séo utilizados para esse fim, porém apresentam
pouca especificidade e liberagdo descontrolada em regides indesejadas no
organismo, fatores que podem ser superados e otimizados pelo uso de NPs
magnéticas, que podem ser controladas externamente por campo magnético e
temperatura (SANTHOSH; ULRIH, 2013).
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Utilizando-se estratégias de entrega controlada de drogas, uma menor quantidade de
farmaco é inserida no corpo e sua concentracdo maxima sera atingida somente na
regido de interesse. Para isso, as particulas devem ser suficientemente pequenas
para penetrar as paredes dos vasos sanguineos. As nanoparticulas utilizadas nesse
tipo de tratamento devem ser entdo funcionalizadas de acordo com a aplicagcéo (WU
et al., 2015).

SPIONSs funcionalizados com PEG (polietileno glicol) e doxorrubicina foram utilizados
com sucesso em testes in vivo para tratamento de carcinoma pulmonar, onde drogas
séo liberadas mais rapidamente em meio levemente acido do tumor do que em meio
neutro vascular, promovendo assim minima toxicidade dos tecidos normais (NAZIR
et al., 2014).

3.3) Estrutura e sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro

Oxidos de ferro sdo compostos comumente encontrados na natureza ou
sintetizados em laboratdrio, e atraem interesse em diversas areas. S40 compostos
basicamente por ferro, oxigénio e hidrogénio, porém cada composto apresenta suas
especificidades com relacdo a solubilidade, magnetismo, dureza, area superficial etc
de acordo com a estrutura cristalina e o estado de oxidacao do ferro. Os principais
tipos de Oxidos e hidroxidos de ferro sdo apresentados na tabela 1 (CORNELL;
SCHWERTMANN, 2003).
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Tabela 1 : Oxidos e hidroxidos de ferro.

Oxide-hydroxides and hydroxides Oxides

Goethita a-FeOOH Hematita a-Fe20s
Lepidocrocita y-FeOOH Magnetita FezOa (Fe''Fe''204)
Akaganéita B-FeOOH Maghemita y-Fe2Os
Schwertmannita Fei6016(OH)y(SO4)z.n H20 B-Fe20s3

6-FeOOH e-Fe203

Feroxihita 8" -FeOOH Woustita FeO

FeOOH de alta presséo
Ferrihydrita Fe5HOS8. 4 H20
Bernalita Fe(OH)3

Fe(OH)2

Fonte : Adaptado (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003)

Dos oxidos de ferro conhecidos, magnetita (FesOas), maghemita (y-Fe203) e hematita
(a-Fe203) sao de maior interesse devido ao polimorfismo em transicdo de fase

induzida por temperatura.

A hematita é o 6xido mais estavel em condicbes ambiente, de elevada resisténcia a
corrosdo, baixo custo e amplamente utilizada como pigmento, catalisador e sensor.
Além disso, a hematita pode ser usada com precursor na sintese de magnetita e
maghemita, produtos de mais elevado interesse tecnologico. Sua estrutura é formada
por ions Fe3* ocupando dois tercos do octaedro confinado em um arranjo hexagonal,
como apresentado na figura 5a (WU et al., 2015).

A estrutura da magnetita, apresentada na figura 5b é CFC do tipo espinélio. Esse tipo
de o6xido difere dos demais por apresentar tanto ions Fe?* ocupando metade das
posicdes octaédricas quanto ions Fe3* ocupando o restante das posicdes octaédricas
e também as posicOes tetraédricas. A magnetita estequiométrica apresenta
proporcdo Fe'/Fe! = 14, sendo que os fons bivalentes podem ser substituidos por

outros ions metalicos bivalentes como cobre, zinco e molibdénio (WU et al., 2015).

A maghemita, representada na figura 5c apresenta estrutura cubica onde cada

unidade contém 32 ijons de O% , 21 1/3 Fe®* e 2 1/3 vazios. Os ions de oxigénio
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formam uma estrutura cubica empacotada, enquanto os ions férricos sao distribuidos
nas posicdes octaédricas. A maghemita é considerada a forma totalmente oxidada da
magnetita (vide figura 5) (WU et al., 2015).

Figura 5 : Estrutura cristalina e informacdes cristalograficas da hematita, magnetita

e maghemita.
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Fonte : Adaptado de WU et al., 2015.

Métodos para sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xidos de ferro sao
divididos em 3 grupos: métodos fisicos, quimicos e biolégicos, sendo que cada um
apresenta suas vantagens e desvantagens. O método ideal deve ser escolhido de
acordo com as propriedades esperadas das nanoparticulas, 0s recursos necessarios
etc. Os métodos mais comumente encontrados na literatura sao rotas quimicas
(KANDASAMY; MAITY, 2015), dentre eles coprecipitacdo, microemulséo, sintese
hidrotérmica, decomposi¢do térmica, sol-gel, rota eletroquimica, entre outros
(MAHMOUDI et al., 2011).

A coprecipitacdo € o método mais encontrado na literatura, e consiste na adi¢do de
uma solucgdo basica a uma solucdo aquosa estequiométrica 1:2 de ions Fe?* e Fe3*.

A reacao esperada é apresentada a seguir (equacgao 1):

Fe?* + 2 Fe®* + 8 OH" — Fe30a4 + 4H20 (2)
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Alguns autores comentam a importancia de se utilizar uma atmosfera inerte para o
processo devido a possivel oxidacdo da magnetita (LAURENT et al., 2010), porém
sua forma oxidada estavel, maghemita, também apresenta propriedades magnéticas
apropriadas e baixa toxicidade, tornando dispensavel o uso de atmosfera protetora
ou até mesmo sendo possivel incluir uma etapa de oxidagdo deliberada (LU;
SALABAS; SCHUTH, 2007). A maghemita é formada pela exposi¢do da magnetita ao

oxigénio, segundo a reacao a seguir (equacao 2):

4 Fe30a4 + O2 — y-Fes30a4 (2)

SANTHOSH e ULRIH (2013) descreve as vantagens e desvantagens da sintese.
Apesar de ser um método rapido e versatil, com bom controle de propriedades das
particulas geradas, o processo apresenta desvantagens como: ampla faixa de
distribuicdo de tamanho de particulas devido ao efeito Ostwald ripening de
germinacao (MAHMOUDI et al., 2011), polidisperséao e baixa cristaliza¢do, o que pode

acarretar em baixa saturacdo de magnetizacao.

Uma alternativa para se obter particulas monodispersas por coprecipitacao é retardar
a nucleacao e crescimento das particulas adicionando-se estabilizadores durante o
processo, como PVA e acido citrico. A adicdo de compostos organicos promove
guelacdo das moléculas na superficie das NPs, evitando a nucleacdo de novas
particulas e reduzindo a velocidade de crescimento das particulas ja formadas. (LU;
SALABAS; SCHUTH, 2007). Estudos pontam o &cido oleico como uma boa opgéo
para obtencdo de impedimento estérico estavel e forte ligagdo com a superficie de
particulas de 6xidos de ferro (CUSHING; KOLESNICHENKO; CONNOR, 2004).

O método de secagem de particulas geradas por coprecipitacdo também afeta a
morfologia e propriedades magnéticas. Secagem sob vacuo é relatado como um
método que promove aglomerac¢do quanto menor o tamanho de particula, porém
maiores valores de saturagdo de magnetizagéo foram obtidos apds secagem a vacuo
a70’C (WU et al., 2015).
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A sintese por microemulsédo consiste no uso de goticulas de agua atuando como
microrreatores em uma fase continua oleosa e em presenca de surfactantes.
Precursores de ferro sado adicionados ao sistema e precipitam como 6xidos de ferro
no interior das micelas de fase aquosa. Em fase organica, o ferro ndo € reativo,
limitando a regido de reacdo (MAHMOUDI et al., 2011). As moléculas de surfactante
tem a funcdo de estabilizar o filme interfacial entre a 4gua e o 6leo, gerando uma
dispersdo termodinamicamente estavel e isotrépica entre os liquidos imisciveis. O
tamanho das goticulas é determinado pela relagdo molar entre surfactante e agua,
sendo tipicamente entre 1 e 50 nm (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

O precipitado & removido pela adicdo de solventes como acetona ou etanol, e
posteriormente filtrado ou centrifugado (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007). Para
aplicacao biomédica, vérias etapas de lavagem do produto final sdo necessarias (WU
et al., 2015).

Nessa técnica, o tamanho de particula é controlado pelo tamanho das goticulas de
agua e pela quantidade de precursores adicionada. Apesar do tamanho de particula
bem controlado, uma grande desvantagem é a grande quantidade de surfactante
necessaria, que é dificil de ser eliminada e € limitada a escala de laboratorio
(LAURENT et al., 2010).

O método mais antigo utilizado para producao de nanoparticulas de 6xidos de ferro é
por decomposicdo hidrotérmica de precursores organometalicos como
acetilacetonato de ferro ou carbonatos de ferro. O processo ocorre em meio aquoso
a condicdes que podem superar 200°C e 14 bar. A agua atua ndo s6 como solvente,
mas como reagente capaz de acelerar a reacéo de hidrélise (LAURENT et al., 2010).
No caso de utilizac&o de outros tipos de solvente, o processo é chamado solvotérmico
(WU et al., 2015).

O procedimento padréo consiste na obtencdo de uma dispersdo homogénea do
precursor em agua e transferéncia para uma autoclave selada de aco inoxidavel. A
solucdo é aquecida por um periodo de 8 a 24 horas. O tamanho e formato das
particulas obtidas séo influenciados pela quantidade de ions de ferro, a natureza do
ion adicional no sistema (fosfato, sulfato etc.) e tempo de reacdo. S&o geradas
particulas de boa qualidade com relacdo ao controle de composi¢cdo, forma e
cristalinidade (WU et al., 2015). Recentemente, o método tem sido utilizado também
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assistido por micro-ondas, sendo mais interessante para expansao de produgao em
larga escala (SANTHOSH; ULRIH, 2013).

Outro método similar € a decomposicdo térmica, que supera limitacdes de outras
rotas como o controle do crescimento de particula que néo é ideal na coprecipitacao
e as reacdes complexas que ocorrem na decomposicdo hidrotérmica. Além de
nanoparticulas esféricas, o processo permite fabricacdo de outras formas como
nanotubos e cubos, variando-se o tipo de precursor, aditivos e solvente (WU et al.,
2015).

As vantagens e desvantagens dos principais processos sao resumidas na tabela 2. O
processo selecionado para este trabalho foi a coprecipitacdo, realizado em meio
aquoso, a baixas temperaturas de forma mais rapida e simples que os outros métodos

mais comuns.

Tabela 2 : Comparagcdo de métodos de sintese.

Método Sintese Temperatura | Tempo Solvente Distribuicdo de | Controle | Rendimento
(°C) tamanho de forma
Coprecipitagdo Simples, 20-90 minutos agua Relativamente | Ruim Alto,
condicbes estreita escala
ambiente possivel
Microemulsdo Complexa, 20-50 horas Composto | Relativamente | Bom Baixo
condicdes organico estreita
ambiente
Sintese Simples, alta | 220 Horas/ Agua e | Muito estreita Muito Médio
hidrotérmica pressao dias etanol bom
Decomposigéo Complexa, 100-320 Horas/ Composto | Muito estreita Muito Alto,
térmica atmosfera dias organico bom escala
inerte possivel

Fonte : Adaptado de LU; SALABAS; SCHUTH, 2007

3.4) Funcionalizacado de particulas magnéticas para biomedicina

SPIONs devem ter sua superficie alterada para se obter maior eficiéncia em
aplicacdes clinicas. Trés fatores sdo de grande importancia nesse tipo de
processamento: solubilidade, biocompatibilidade e estabilidade. Nanoparticulas de
oxidos de ferro’puras”, ou seja, sem recobrimento, podem ser capturadas pelo

sistema imunoldgico como corpos estranhos e ndo chegar ao alvo do tratamento
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clinico. (SANTHOSH; ULRIH, 2013). Além disso, a funcionalizacdo e estabilizacao
das particulas como suspensao é importante para se desenvolver uma descri¢cao
correta e detalhada desse tipo de sistema (WILLIS; TURRO; O’BRIEN, 2005).

Nanoparticulas magnéticas podem ser encapsuladas por materiais organicos ou
inorganicos. Wu et al. (2015) divide a funcionalizacdo inorganica entre core-shell,

disperséo em matriz, estrutura de Janus ou shell-core-shell, indicados na figura 6.

Figura 6 : Morfologias tipicas de nanomateriais com recobrimento inorganico
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Estrutura Janus Shell-core-shell

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2015)

No tipo de estrutura core-shell, o ndcleo de oOxido de ferro € completamente
encapsulado, o que torna a particula estavel e pode servir como suporte para adesao
de biomoléculas, dando a ela um carater multifuncional. Se o nucleo ndo esta
localizado exatamente no centro desse recobrimento funcional, essa particula é
chamada de estrutura "yolk”. E possivel também obter-se particulas com core-shell
inverso, onde o Oxido de ferro é utilizado como coating de outro material, em casos
de aplicacdes onde é interessante que se utilize propriedades da superficie desses
oxidos (WU et al., 2015).

As estruturas indicadas por dispersdo em matriz consistem na dispersdo das
particulas superparamagnéticas em uma matriz ndo-magnética para evitar sua

agregacdo. Estrutura de Janus, por outro lado, consiste em uma particula com dois
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tipos de superficie, como representado na figura 6. Finalmente, nas particulas
apresentadas como shell-core-shell, o material magnético localiza-se entre dois

materiais funcionais (WU et al., 2015).

Ja os recobrimentos com compostos organicos sao divididos em moléculas pequenas

e surfactantes; polimeros e biomoléculas.

Entre moléculas pequenas utilizadas, silanos sdo comumente encontrados na
literatura por permitir posterior interagdo com ions metalicos, polimeros, biomoléculas
ou entidades biolégicas, sem modificar as propriedades magnéticas. Os compostos
3-aminopropiltrietiloxisilano  (APTES), p-aminofeniltrimetoxisilano (APTS) e
mercaptopropiltrietoxisilano (MPTES) sdo os mais comumente utilizados para

posterior ancoragem de -NHz e -SH (WU et al., 2015).

Uma forma simples de se obter as propriedades desejadas adicionando surfactantes
pode ser feita promovendo a ligacdo da cabeca hidrofébica a superficie da
nanoparticula e fazendo com que a cauda hidrofilica fique voltada para o meio para
interagir com o solvente. As dificuldades desse tipo de funcionalizacéo estao na forca
de interacdo do ligante com a particula, podendo causar o desprendimento, interacédo
insuficiente com as particulas em meio biolégico e agregacao das NPs. (SANTHOSH,;
ULRIH, 2013)

Recobrimento com polimeros biodegradaveis como poliaspartato, polissacarideos,
gelatina, PEG, quitosana e outros, além de proporcionar as particulas
superparamagnéticas estabilizacdo coloidal e caracteristicas multifuncionais, trazem
vantagens com relacdo a farmacocinética e biodistribuicdo dessas particulas no
organismo. Nesse caso, a funcionalizacdo pode ser feita in situ (por microemulsao,
por exemplo) ou, mais comumente, apos a sintese das nanoparticulas por adsorcao
ou ligacéo covalente dos grupos funcionais a superficie de 6xido de ferro. (WU et al.,
2015)

Funcionalizacdo com biomoléculas tem sido muito estudada por ser eficiente em
separacao bioldgica, deteccao, sensores e outras bioaplicacbes. Podem ser utilizadas
enzimas, anticorpos, proteinas, polipeptideos etc. A principal vantagem nesse caso €

a biocompatibilidade e seletividade das moléculas. (WU et al., 2015)
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7

O é&cido oleico, utilizado na funcionalizagdo deste trabalho, € um surfactante
amplamente utilizado no recobrimento de SPIONs devido a alta afinidade com a
superficie das nanoparticulas em comparacdo com outros surfactantes, e a
possibilidade de se obter mono ou bicamada, como representado esquematicamente
na figura 7, de modo a se dispersar em meio apolar e polar, respectivamente. Isso

amplia a gama de aplicaces das nanoparticulas funcionalizadas (YANG et al., 2010).

Figura 7 : Representacdo esquematica de recobrimento mono- e bicamada de &cido

oleico sobre magnetita.
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Fonte: Adaptado de YANG et al., 2010

O acido oleico € uma molécula C18 com uma ligagdo dupla central, possibilitando
uma estabilizacdo efetiva devido a densa camada formada recobrindo a nanoparticula
(WU et al., 2015). O acido oleico é um estabilizante muito utilizado para éxidos de
ferro devido a forte interacao da superficie de 6xido com o grupo acido carboxilico da
molécula. (SOARES et al., 2016b)

3.5) Caracterizacao de nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro

I) Espectroscopia Mossbauer
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A espectroscopia Mossbauer é uma ferramenta poderosa para o estudo da estrutura
de particulas magnéticas (HEROJIT SINGH et al., 2016). O efeito Mdssbauer foi
descoberto em 1957, baseado no principio de absorgéo ressonante de raios gama no
nucleo de materiais soélidos. Em 1965 foi aplicada como fundamento teérico em uma

técnica de espectroscopia. (DYAR et al., 2006)

Para a caracterizacdo de diferentes 0xidos de ferro, a espectroscopia Méssbauer
apresenta vantagens por possibilitar a distin¢éo de diferentes parametros magnéticos
hiperfinos. A magnetita e a maghemita, por exemplo, apresentam estrutura espinélio
a temperatura ambiente. Com a técnica de Mdssbauer, entretanto, € possivel
identificar os sitios de Fe(ll) e Fe (lll) na magnetita (JOOS et al., 2015).

Na espectroscopia Mossbauer utilizando-se o isétopo Fe®’, o tempo da medida
experimental é representada pela meia vida do isdmero correspondente a 3/2 da
absorcdo do Fe®’ (aproximadamente 10 ns). Dessa forma, a técnica é utilizada para
estudar o comportamento de relaxacdo do spin magnético de particulas (HEROJIT
SINGH et al., 2016). O processo de excitacdo nuclear ocorre como apresentado na

figura 8.

Figura 8 : Representagao ideal do processo de fluorescéncia nuclear.
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Fonte: Adaptado de HEROJIT SINGH et al., 2016

Um atomo isolado é excitado do seu estado estavel (Ee) e decai gerando raios gama,
transferindo assim, energia para um elétron de outro atomo. Essa radiagédo carrega
uma energia, Eo, que é capturada pelo elétron ressonante em mesmo valor de energia
(figura 9) (DYAR et al., 2006).
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Figura 9 : Niveis de energia no efeito Mdssbauer.
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A figura 9 mostra como as diferentes formas de absor¢do dos atomos gera o espectro
de transmisséo (DYAR et al., 2006). O primeiro gréafico, em azul, mostra uma minima
variacdo do valor de velocidade zero, geralmente chamado deslocamento ou desvio
isomérico. As variacfes indicadas por %2 e 3/2, em vermelho, representam spins
nucleares ou momentos angulares intrinsecos, gerados pela interacdo do momento
guadrupolo com o campo elétrico nuclear do &tomo. A interagdo com o Fe®’ faz com
gue o pico apareca duplicado no espectro, como apresentado no segundo grafico em
vermelho. Finalmente, o grafico apresentado em verde mostra um padrdo de sexteto

em um caso simples.

A principal desvantagem da técnica € a utilizacdo de fonte radioativa, tornando-a
insegura para o operador. Além disso, a espectroscopia Mossbauer exige um elevado
nivel de especializacdo do operador, devido a complexidade do espectro e sua
interpretacdo (NAMDURI; NASRAZADANI, 2008).
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II) Difracdo de raios X (DRX)

A difragdo de raios X € uma das técnicas mais utilizadas para revelar a estrutura
cristalina dos materiais, porém na caracterizacdo de oxidos de ferro € uma técnica
limitada pois ndo permite distinguir as fases magnetita e maghemita, como mostrado

na figura 10, com base nos padrdes JCPDS indicados.

Figura 10 : Linhas correspondentes ao picos de DRX de acordo com os padrdes y-
Fe203 (39-1346), Fe304 (19-0629) e a-Fe203 (33-0664).
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Fonte : Adaptado de WU et al., 2015

A hematita a-Fe203 ¢é distinguivel das outras fases pela presenca dos picos em
aproximadamente 24°, 33°, 41° e 49,5°. O pico de 35,5° aparece em todos 0s
difratogramas, porém é levemente deslocado para a direita e mais intenso na
hematita. De forma similar, o pico em aproximadamente 57” aparece em todas as

espécies, porém € menos intenso na hematita.

Apesar do pequeno deslocamento de alguns picos, a estrutura cubica da magnetita e
da maghemita é muito similar (WU et al., 2015), assim como parametros de rede (KIM

et al., 2012). Varias outras técnicas sdo propostas na literatura para se diferenciar
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magnetita e maghemita, como espectroscopia Raman, FTIR, XPS, espectroscopia
Mossbauer, microscopia por emissdo de campo, entre outros. Cada uma dessas

técnicas, porém, apresentam suas vantagens e desvantagens (KIM et al., 2012).

Uma alternativa para o estudo cristalografico desses compostos por DRX é a
utilizacdo de tratamento térmico para se observar a evolucédo das fases (WU et al.,
2015).

) Magnetizacao

O magnetismo é uma das propriedades mais importantes dessa classe de
nanomateriais, e esta diretamente relacionada ao tamanho e forma das particulas. A
hematita apresenta ferromagnetismo fraco a temperatura ambiente e saturacdo de
magnetizacdo abaixo de 1 meu/g (bulk). A magnetita e maghemita, por outro lado,
apresentam ferrimagnetismo a temperatura ambiente e saturacdo de magnetizacao
de até 92 emu/g (bulk) (WU et al., 2015).

A curva de magnetizacao, ou curva de histerese, é obtida por um magnetémetro de
amostra vibrante, cuja sigla em inglés é VSM (Vibrating Sample Magnetometer). O
material é colocado sob acdo de um campo magnético uniforme H, fazendo com que

0 momento magnético M se alinhe na direcdo do campo. A curva de magnetizacao €
obtida fazendo-se uma varredura de H crescente em funcdo da magnetizacéo ©.
Quando o campo atinge o valor constante, obtém-se o valor de magnetizacdo de
saturacao, Gs, ou seja, todos 0s momentos estao apontados na diregcdo do campo.
Invertendo-se o valor do campo magnético, a magnetizacao é reduzida até o valor de
magnetizacdo remanente, Or. As curvas de magnetizacdo dependem do tamanho de

particula (DUARTE, 2005). Abaixo de 30 nm de tamanho de particula, observa-se
comportamento superparamagnético (KANDASAMY; MAITY, 2015).

Os graficos M-H esperados para particulas ferro- e ferrimagnéticas (FM) e

superparamagnéticas (SPM) séo apresentadas na figura 11.
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O loop de histerese observado para materiais FM indica a irreversibilidade do
processo de magnetizacdo relativo ao movimento dos dominios em impurezas ou
contornos de grdo, assim como ao efeito anisotrépico do material. O formato do
gréfico é influenciado pelo tamanho de particula: particulas maiores apresentam loop
mais estreito pois a presenc¢a de multi-dominios faz com que seja necessaria menor
intensidade de campo magnético para mover os dominios. Abaixo do tamanho critico
de particulas, observa-se 0 comportamento superparamagnético, onde o
comportamento magnético das particulas tem maior liberdade para retornar ao estado
inicial de magnetizacdo, portanto ndo € observado o loop de histerese e ndo ha
magnetismo remanente apos remocao do campo externo (PANKHURST et al., 2003).

Figura 11 : Curva H-M de resposta magnética de diferentes classes de materiais

magneéticos.

SPM

Fonte : Adaptado de PANKHURST et al., 2003

Medidas de magnetizagdo por histerese dinamica indicam a eficiéncia de
aquecimento das particulas, propriedade de maior interesse na aplicacdo em
hipertermia. Dados experimentais apresentados por GUIBERT et al. (2016) mostram
a relacdo entre o poder calorifico de particulas magnéticas e medidas de

magnetizacao utilizando baixos valores de campo magnético.

IV)  Microscopia electronica a transmisséo

Microscopia eletrénica a transmissao (MET) é uma ferramenta amplamente utilizada

na caracterizacdo de nanoparticulas devido a alta resolugdo e capacidade de



39

ampliacdo. A resolucdo de um microscopio eletrénico pode chegar a 0,1 nm se as
aberracdes forem minimizadas (DAVID B. WILLIAMS.; CARTER, 2009).

Na figura 12 observa-se pela imagem obtida por MET uma estreita distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas com recobrimento com acido oleico obtidas por
BLOEMEN et al. (2012).

Figura 12 : Imagem de MET de nanoparticulas de 6xido de ferro estabilizadas com

acido oleico.
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Fonte: BLOEMEN et al., 2012

V) Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia por infravermelho € uma técnica de caracterizacdo que permite a
obtencédo de informagdes sobre as ligagbes quimicas do material e pode ser feita a
analise de solidos, filmes finos ou liquidos. O objetivo é determinar a intensidade do
feixe de infravermelho em funcdo do comprimento de onda ou frequéncia apos a
interacdo do feixe com a amostra. Isto €, determina-se a razéo | /lo (sendo lo a
intensidade do feixe incidente e | a intensidade do feixe ap0s interacdo com a
amostra) em funcéo da frequéncia do feixe. O resultado é dado em forma de um
espectro de infravermelho, em funcdo da transmitancia, refletancia ou absortancia
(BRUNDLE 1992).
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Os métodos de caracterizacdo de 6xidos de ferro tradicionais sé@o a difracéo de raios
X e a espectroscopia Mossbauer. Entretanto, a utilizacdo de fonte radioativa na
espectroscopia Mossbauer e a limitacdo do DRX de diferenciar magnetita e
maghemita séo fatores limitantes dessas técnicas. Dessa forma, o FTIR tem mostrado
potencial devido a facilidade de realizagdo da analise, simplicidade da técnica e por
dispensar fontes radioativas ou que apresentem potencial risco ao operador
(NAMDURI; NASRAZADANI, 2008).

No trabalho de GOTIC e MUSIC (2007),s40 apresentados espectros de infravermelho
para diferentes amostras de 6xidos de ferro sintetizadas pelos autores. Alguns desses

espectros sao apresentados na figura 13.

Figura 13 : Espectros de FTIR de amostras de 6xidos de ferro.
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Fonte : Adaptado de GOTIC; MUSIC, 2007

As amostras sdo nomeadas de S1 a S5, indicando o aumento do pH na sintese, de
S1 para S5. Os demais parametros utilizados no trabalho sdo constantes. A sintese
no trabalho foi realizada com sulfatos de ferro (para precipitacdo) e ureia (responsavel
pela variagdo de pH). Observa-se bandas em aproximadamente 3144, atribuidas a

estrutura da goethita, sdo reduzidas com o aumento do pH na amostra. As bandas



41

em aproximadamente 1643 cm™ séo atribuidas a vibracdo de grupamentos de H20,
e bandas na regido de aproximadamente 1193 sdo atribuidas a grupamentos sulfatos

absorvidos (presentes em amostras de carater acido).

Duas bandas bem marcadas na amostra S1 em aproximadamente 895 e 798 cm™
sdo caracteristicas de ligacdes Fe-O-H na goethita, e a banda em 624 cm%, da ligacéo
Fe-O. Na amostra S2, observa-se uma banda em 574 cm?, que a difere da amostra
S1. Essa banda pode ser atribuida a fase hematita (geralmente apresenta bandas
caracteristicas em 575, 485, 385 e 360 cm™?).

As amostras S3 a S5 apresentam as bandas caracteristicas da ligacdo Fe-O-H da
goethita, mas também apresentam diferencas na regido de 601 a 589 cm, indicando

a presenca de magnetita (bandas caracteristicas em 586 e 404 cm?).

A curvatura da linha de base dos espectros (queda do lado esquerdo, a elevados
comprimentos de onda) € resultados de efeitos de espalhamento do infravermelho,
segundo dados da Shimadzu, isso pode ocorrer em caso de superficies muito rugosas
ou presenca de compostos inorganicos. O efeito é observado com maior clareza em

maiores comprimentos de onda.

A interacdo do recobrimento de acido oleico com as particulas de éxidos de ferro

também pode ser estudada pelos espectros de FTIR. A figura 14 mostra os espectros
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de magnetita exposta, magnetita recoberta com quantidade limitada de acido oleico

€ magnetita recoberta com excesso de acido oleico, consecutivamente.

Figura 14 : Espectro de FTIR de magnetita exposta (a), magnética com
recobrimento limitado de acido oleico (b) e magnetita com recobrimento de acido

oleico em excesso (c).
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Fonte : Adaptado de YANG et al., 2010

Os autores atribuem a banda de 580 cm™ que aparece em todos o0s espectros
a vibracdo da ligacdo Fe-O da estrutura cristalina da Fe3Os. As bandas de 1630 e
3405 cm-1 observadas na magnetita sem recobrimento s&o explicadas pelas
interacdes -OH da superficie da magnetita dispersas meio aquoso. O espectro de
magnetita recoberto com quantidade limitada de &cido oleico apresenta novos picos
com relagdo ao anterior, que sdo 1409, 1457, 1523, 2852 e 2922 cm-1. Os picos
2852 e 2922 correspondem, respectivamente, as extensfes simétrica e assimétrica
do grupo CH2 da molécula de acido oleico. As bandas 1457 e 1523 correspondem,
respectivamente, a vibragdo assimétrica e simétrica do grupamento -COO". Observa-
se que a banda 1457 de vibracdo assimétrica ndo aparece na amostra Com excesso
de acido oleico, mas é observada uma nova banda, em 1710 cm, relacionada a
vibragdo C=0 do recobrimento (YANG et al., 2010).
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Vi) Potencial Zeta

A medida de potencial Zeta é uma técnica simples, facil e altamente
reprodutivel de determinacdo de carga superficial e tamanho de particulas.
Basicamente, é o potencial do plano de cisalhamento que recobre particulas em uma
solugédo coloidal se movimentando sob acdo de um campo elétrico. O potencial
elétrico na superficie € o trabalho necessério para que uma carga positiva localizada
no infinito se aproxime da superficie sem aceleracédo. Dessa forma, pode-se afirmar
gue o potencial Zeta reflete a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica da
particula e a camada de dispersante ao redor do plano de cisalhamento
(BHATTACHARJEE, 2016). As camadas séo representadas na figura 15.

Figura 15 : Representacédo de distribuicdo de cargas de uma particula carregada
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Fonte: Adaptado de Bhattacharjee, 2016

A técnica consiste na aplicacdo de um campo elétrico na suspensdo com
mobilidade eletroforética, e a medida é realizada por espalhamento de luz ou
fenbmeno eletroacustico. O potencial zeta € influenciado pelo pH, forca idnica e
concentracéo de particulas. Se o potencial Zeta medido tem valor absoluto superior
a 25 mV, pode-se considerar que as particulas séo eletrostaticamente estaveis
(SHETE et al.,, 2014). Normalmente suspensdes com valores de potencial zeta

maiores que 25 mV ou menores que -25mV sao consideradas estaveis.
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4) Materiais e métodos

4.1) Sintese de nanoparticulas magnéticas, ndo funcionalizadas e

funcionalizadas

Na figura 16 € apresentado o fluxograma com os procedimentos realizados e a

caracterizacao de cada tipo de amostra.

Figura 16 : Fluxograma materiais e métodos
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Fonte: do proprio autor (2018)

A metodologia de sintese e funcionalizagdo utilizada neste trabalho foi baseada no

trabalho de YANG et al. (2010), como representado na figura 17. No caso de
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particulas ndo funcionalizadas, o processo foi 0 mesmo, porém sem a etapa de adi¢ao

de acido oleico.

Figura 17 : Representacdo esquematica da sintese das nanoparticulas

funcionalizadas
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Para a sintese das nanoparticulas utilizou-se o método da coprecipitacdo (Yang,

2010) que consiste na mistura de FeCls.6H20 e FeCl2.4H20, com a razéo
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estequiométrica de 2:1 (Fe®* /Fe?*), adicionados ao baldo e contendo de H20 mili-Q
(degaseificada). Procede-se a solubilizacdo dos éxidos sob temperatura e no final
adiciona-se o hidréxido de amonio sob atmosfera de nitrogénio. Em condi¢des
anaerébicas e pH elevado (acima de 9) com a razdo estequiométrica 2Fe3* /Fe?* é

formada a magnetita (FesOa), ap0s a secagem.

Foram pesados cerca de 4,3g de FeCl2.4H20 grau analitico da marca Roth e 11,69
de FeCls.6H20 (pureza superior a 96%) da marca Riedel-de Haen, sendo na
sequéncia dissolvidos em 350 mL de agua ultrapura (mili-Q) em um baldo de 500 mL.
A solucéo foi aquecida a 80°C sob agitacdo mecéanica rigorosa. A temperatura foi
controlada tanto no interior do baldo, utilizando-se um termdémetro em contato com a
solugéo, quanto exteriormente com um termémetro e isolamento com papel aluminio.
Em seguida, 20 g de NH4OH 25% da marca sigma Aldrich foram adicionados
rapidamente e a mistura foi agitada vigorosamente por 5 minutos. A solucéo foi
adicionado lentamente 1 ml ou 3 ml de &cido oleico da marca Sigma Aldrich (pureza
maior ou igual a 99%) e, ap0s agitacdo por 25 minutos, as particulas foram separadas
magneticamente, lavadas repetidamente com agua deionizada e etanol e secadas em
camara a vacuo. Para secagem, foi utilizada uma rampa de 30 minutos para atingir

60°C, e a seqguir isoterma por 24 horas.

As amostras foram nhomeadas de acordo com a presenca de recobrimento com &cido
oleico, sendo FexOy YM para amostra com 1 ml de &cido, onde era esperada
formacdo de monocamada; FexOy_YB para o procedimento onde foram utilizados
3ml de acido oleico, para se obter uma bicamada segundo relatado na literatura.
Essas amostras funcionalizadas foram caracterizadas utilizando-se MET, FTIR,

magnetizagao e potencial Zeta.

Experimentos exploratdrios foram realizados previamente, utilizando-se fluxo de
atmosfera inerte, sem a utilizacdo de aquecimento e sem recobrimento com acido
oleico. As amostras foram caracterizadas com espectroscopia Mdssbauer, DRX e
potencial Zeta. Os resultados, assim como conclusdes tiradas dos experimentos

primarios, séo reportados a seguir.
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4.2) Caracterizacao

As amostras sem recobrimento foram caracterizadas com relacdo a estrutura
cristalina e estabilidade em suspensao por espectroscopia Méssbauer no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN), por DRX, realizado no CEFET-MG
e potencial Zeta realizado no Instituto de novos materiais (INM). O DRX foi realizado
com o acessorio de variagdo de temperatura, com o0 objetivo de se observar a
transformacao de fase das nanoparticulas e a presenca de diferentes 6xidos de ferro
com o decorrer do processo. O equipamento de DRX utilizado é da marca Shimadzu,
7000 XRD. Foi usado um tubo de raio x de Cobre com tensédo de 40 kV e corrente 30
mA. A varredura foi realizada de 10 a 80° em tomada fixa de 2 segundos. Foi também
realizada de forma complementar uma andlise EDX para verificar a composicao
guimica da amostra e direcionar a identificacdo da fase na DRX. A identificacao foi
realizada através do software X-powder com Banco de dados do ICDD PDF-2002. A
identificag&o foi posteriormente corroborada por resultados encontrados na literatura.

A espectroscopia Mossbauer de Fe®’ foi realizada em um espectrdmetro convencional
do CDTN com aceleracdo constante, fonte de Co® em Rh matriz mantida a
temperatura ambiente (RT) utilizando a geometria de transmissdo. O sistema
Mossbauer utiliza um transdutor controlado por uma unidade de comando por funcéo
linear e detectores da radiacao do tipo contador proporcional com camara de gas com
97% de Criptonio e 3% de CO:2 na pressao de latm. Os espectros foram analisados
guantitativamente, usando um método computacional especifico através do software
Normos (R. A. Brand, LaboratoriumfirAngewandte Physik, Univesitat Duisburg). Os

desvios isoméricos (IS) foram padronizados em relacdo a Fe natural (a-Fe).

Para o ensaio de medicdo do potencial Zeta o 6xido de ferro foi analisado em
dispersdo em agua deionizada. A dispersao foi tratada em banho de ultrassom por 20
minutos. Dos 60 g de dispersdo preparados, foram utilizados 18 mL para cada
titulacao, iniciando-se pelo pH normal da solugéo. A cada pH foram feitas 3 medidas,
sendo que cada uma delas consiste em 20 medi¢des Unicas. O equipamento utilizado

foi o Zetasizer Nano ZSP da marca Malvern.

As amostras com recobrimento de acido oleico foram caracterizadas no Instituto de

novos materiais (INM) em Saarbriicken na Alemanha. Com relagdo a forma, tamanho
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e distribuicdo de tamanho utilizou-se o microscépio eletrénico a transmissdo JEM-
2100 da marca japonesa JEOL. Foi utilizado canh&o de elétrons de LaB6 a tenséo de
200 kV. Para a preparacdo de amostra, uma pequena porcdo de particulas foi
colocado em agua deionizada e dispersada em ultrassom por 3 minutos. Uma gota
da dispersao foi entdo colocada sobre uma rede de cobre com recobrimento de
carbono ('S147-4', Plano, Wetzlar, Germany) e seca ao ar antes da investigagao.

Para andlise de propriedades magnéticas das nanoparticulas sintetizadas, foi
utilizado magnetrémetro de amostra vibrante (vibrating sample magnetrometer, VSM),
serie 7400 da marca Lakeshore. Foram feitas medidas de histerese a temperatura
ambiente de -8000 a 8000G. As amostras foram preparadas dispersando em agua na
proporcdo de 10 g/L, e a quantidade necesséria para cada andlise foi de 140 p/L.
Nesta analise foram obtidas curvas de histerese da amostra sintetizada, da qual é
possivel determinar parametros como coerciva, campo magnético, a magnetizacao

de saturacdo, a magnetizagcdo maxima e a magnetizacdo de campo zero.

O espectréometro FTIR usado foi da marca Perkin Elmer, com acessério ATR, que
dispensa necessidade de preparacdo de amostra. A andlise foi realizada no modo
transmitancia de 450 a 3600 cm™.

Para a medida de potencial Zeta, foram usados 0os mesmos parametros descritos para
a andlise das amostras sem recobrimento.
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5) Resultados e discusséao

5.1) Experimentos exploratorios

Experimentos exploratorios realizados variando-se parametros de sintese sao

descritos a sequir:

1) Utilizacao de fluxo de nitrogénio

Os primeiros experimentos foram realizados utilizando-se fluxo de gés nitrogénio
como atmosfera protetiva para a formacéo das particulas magnéticas. Porém, com
base na revisdo bibliografica realizada e buscando uma metodologia o mais
simplificada o possivel, de baixo custo e com potencial de upscaling, a sintese
principal do trabalho, com recobrimento de &cido oleico, foi realizada sem fluxo de N2.
Além disso, o recobrimento organico ja funciona como uma barreira de protecdo que

retarda a oxidacao das particulas quando expostas ao ar.

2) Recobrimento de acido oleico

O acido oleico € um surfactante utilizado para estabilizar as particulas em suspensao.
Varios artigos relatam uso de diferentes surfactantes e funcionalizantes para SPIONSs.
Primeiras amostras foram sintetizadas sem o surfactante como pré-teste da
metodologia para verificar o andamento do processo e avaliar a estrutura cristalina

sem influéncia do recobrimento.

3) Aguecimento
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7

O aquecimento da suspensao é utilizado em alguns trabalhos encontrados na
literatura, e a utilizacdo de uma metodologia simplificada foi a motivagdo de um
primeiro experimento a temperatura ambiente (figura 18). Foi observado que, na
etapa de adicdo de acido oleico, ha formacéo de um precipitado branco, ou seja, o
acido oleico nao foi aproveitado como recobrimento e remanesce sobrenadante. A

figura 18 mostra o processo em andamento com formacao do sobrenadante branco.

Figura 18 : Sintese de NPs com recobrimento de &cido oleico, sem aquecimento.

Fonte: Proprio autor. INM (2017)

Figura 19 : Sintese de NPs de 6xido de ferro com recobrimento de acido oleico sem

aquecimento, ap0s etapa de separacdo magnética.

Fonte: Proprio autor. INM (2017)
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Observa-se uma nitida separacdo das fases no estado aquoso (figura 19).
Aparentemente 0 aquecimento da suspensao poderia implementar uma maior
eficiéncia na funcionalizacdo com geracao de multicamadas depositadas, no entanto
implicaria na necessidade de se utilizar também possivelmente o N2 com barreira
contra a oxidacdo. A utilizagdo dessa metodologia para bicamada estd sendo
aprimorada e ndo sera mostrada ou discutida neste trabalho.

5.2) Caracterizacdo das nanoparticulas sem recobrimento

e Espectroscopia Mossbauer

O espectro Mdssbauer obtido a temperatura ambiente da amostra sem
recobrimento de acido oleico, assim como a tabela de parametros hiperfinos séo

apresentados a seguir (figura 20).

Figura 20 : Espectro Mdssbauer de 57Fe obtidos a temperatura ambiente (RT).

Magnetita sintética
. —Fases superparamagnéticas (FoJo. +»FeO)

L l L l Ll I Al l L) l Ll l L l T
A2 - A a 3 3 8 g 12

Velocidade (mm/s)

Fonte: CDTN (2016)
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Os resultados das analises por espectroscopia Mdssbauer mostraram que a amostra
apresenta um espectro com picos alargados, caracteristico de comportamento
superparamagnético a temperatura ambiente. Foram identificadas as fases magnetita

e maghemita, como apresentados na tabela 3.

Tabela 3 : Parametros hiperfinos dos espectros Mossbauer de °’Fe obtidos a RT.

Area
Amostra BrEt | relativa
6 £0,05 Deq +0,05 0.5
Fase )
(RT) (mm/s) (mm/s) +(1 %)
(M)
. Mix 0.31 -0.06 46.1 45
Magnetita
. _ (FesOas +
sintética
17— Fe203) 0.34 -0.02 41,5 56
0

(*) comportamento superparamagnético a RT

Fonte: CDTN (2016)

Na tabela 3 sdo descritas as fases encontradas nas diferentes amostras. A
amostra apresenta basicamente as fases magnetita e maghemita. A técnica fornece
valores para o deslocamento isomérico das fases, em relagéo ao a-Fe, dado por &.
Além disso, séo obtidos também valores para o desdobramento quadrupolar (D) que
indica distorcdes locais e o campo magnético hiperfino (Bhr) que fornece informacdes
sobre as propriedades magnéticas da amostra. Os valores obtidos para Bnr sdo
coerentes com os valores médios encontrados na literatura para magnetita e
maghemita, e baixos valores de D indicam baixa distor¢do da amostra analisada
(CORNELL; SCHWERTMANN, 2003).
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e DRX

A analise de DRX com variacado de temperatura da amostra de nanoparticulas de

oxido de ferro € apresentada na figura 21.

Com base nos resultados da espectroscopia Méssbauer, e informacdes relatadas na
revisdo bibliografica, os picos do difratograma a temperatura ambiente foram
identificados como uma mistura de magnetita/maghemita. Com base nos estudos de
Zhao et al. (2013), a evolucéo da transformacao de fase € observada a partir de 300°C
pela aparicdo dos picos em 24, 33 e 49,5°, caracteristicos da hematita, pela reducao

dos picos em 30,3° e 43°, caracteristicos da magnetita e maghemita.

Figura 21 : Difratograma da amostra de oxido de ferro, variando-se de temperatura
ambiente a 1000°C.
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Fonte: CEFET (2016). Circulos correspondem as fases magnetita/maghemita, quadrados
correspondem a fase hematita.
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Além disso, observa-se o deslocamento de picos comuns as 3 fases com o decorrer
do processo. Com o aumento da temperatura, os picos em 35,5° e 33,1° da
magnetita/maghemita deslocam-se para a esquerda, ou seja, para menores valores

de 20. Essas mudancas sao observadas na figura 22.

O deslocamento do pico de aproximadamente 35,5° pode ser explicado por dados
encontrados no trabalho de CORNELL e SCHWERTMANN (2003). Na magnetita, a
distancia interplanar (d) do plano 311 correspondente a esse pico € de 0,2532; na
hematita o pico em posicado similar corresponde ao plano 110, de d= 0,2591.
Considerando a lei de Bragg nA = 2d sen ¥, é possivel explicar o deslocamento do

pico para menores valores de 20 devido ao valor de d.

Figura 22 : Difratograma de amostras de éxidos de ferro, variagdo de temperatura
ambiente a 1000°C. Regiao de 21 a 41”.
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Analisando-se com mais detalhes o difratograma a temperatura ambiente, foi
selecionado o pico de 57°, correspondente ao plano (511), destacado na figura 23,
selecionando-se a regido entre 55 e 60°. Observa-se a existéncia de dois picos, em

57 e 57,5°, referentes as fases magnetita e maghemita, respectivamente.

Figura 23 : Destaque do pico (511) da amostra de magnetita/maghemita.

200

Intensidade (cps)

55 56 57 58 59 80
20

Fonte: CEFET (2016)

O trabalho de KIM et al. (2012) relata a distincdo das duas fases utilizando-se DRX.
A figura 24 mostra o estudo da convolucao desses dois picos de baixa intensidade,
gue no caso do resultado deste trabalho, ndo estdo convoluidos e a presenca de

maior quantidade de magnetita € observada.
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Figura 24 : Difratograma do pico (511) de magnetita e maghemita em diferentes

proporc¢des.
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Fonte: Adaptado de KIM et al., 2012

e Potencial Zeta

Na figura 25, € apresentado o resultado de potencial Zeta da amostra sintetizada sem
recobrimento, indicando o pH (ponto isoelétrico) que representa a situacdo na qual a

suspensao atinge sua maxima instabilidade.
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Figura 25 : Resultado de potencial Zeta da amostra de magnetita sem
recobrimento.
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A amostra apresenta um ponto isoelétrico em pH 6. Em suspensdes monofasicas em
meios aguosas com valores de potencial Zeta maiores que +25mV ou menores que -
25mV sdo considerados estaveis, portanto, a amostra em questao possui estabilidade
guando em pH estiver abaixo de 4,5 ou acima de 9, evitando-se assim agregacoes

ou aglomeracdes por impedimento estérico ou eletrostatico.

5.3) Sintese de nanoparticulas com recobrimento de acido oleico

A sintese das particulas com recobrimento monocamada, FexOy YM teve
rendimento de 5,0890 g, medido apdés secagem em forno a vacuo. O po6 obtido
apresentou coloracdo marrom escuro. Por outro lado, para a amostra de bicamada,
FexOy_YB néo foi possivel obter-se uma amostra em po. Apés 24 horas a 60°C, a
amostra apresentava-se em forma de “polpa” de coloragdo mais escura que a
anterior, e mesmo deixando-a por outras 24 horas a mesma temperatura, nao teve
uma secagem bem-sucedida. A quantidade de material final foi pesada, sendo 6,7824
g, sugerem a formacé&o de recobrimento monocamada hipdtese obtida pelas analises
a seguir de MET e FTIR.
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5.4) Caracterizagcdo de nanoparticulas com recobrimento de acido oleico

e Microscopia eletrénica a transmisséo (MET)

As imagens de MET obtidas para as amostras FexOy YM e FexOy_YB séao
apresentadas a seguir. A figura 26 mostra resultados da amostra onde era esperada
obtencdo de monocamada de acido oleico, onde € possivel observar particulas
esféricas, cristalinas, homogeneamente distribuidas de tamanho aproximadamente
10 nm. Na imagem de maior aumento € possivel perceber a presenca do
recobrimento de &cido oleico como uma regido nao cristalina e de menor contraste

em volta das particulas.

Figura 26: Imagens de MET da amostra FeOx_YM.

Fonte: INM (2017)

A figura 27 mostra imagens referentes a amostra FexOy_YB, de caracteristicas muito
similares a amostra de monocamada: particulas esféricas, cristalinas,
homogeneamente distribuidas de cerca de 10 nm.
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Figura 27 : Imagens de MET da amostra FeOx_YB.

Fonte: INM (2017)

A imagem apresentada na figura 28 é referente a amostra FexOy_YB. O recobrimento
de acido oleico é mais perceptivel na imagem de maior ampliacdo, assim como a
estrutura cristalina da particula (planos cristalinos na fotomicrografia). E possivel
também distinguir com mais precisdo que as particulas apresentam tamanho inferior

a 10 nm, tamanho de interesse em aplicacdes biomédicas.

Figura 28 : Imagem de MET da amostra FeOx_YB. Escala 10 nm.

Fonte: INM (2017)
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e Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

O espectro obtido por FTIR para a amostra FexOy_YM é apresentado a seguir em 3
partes. Foram destacadas as regides do espectro de 400 a 800 cm?, onde é possivel
encontrar bandas de ligacao Fe-O para se distinguir fases de 6xidos de ferro; de 800
a 1800 cm™ e 2800 a 3600 cm™, onde observa-se bandas de ligacdes de carbono e
oxigénio. A figura 29 mostra a regido do espectro de 400 a 800 cm. As bandas 432,
457, 548, 578, 624 e 667 cm* indicadas na figura indicam a vibracéo da ligacdo Fe-
O tipica da estrutura da maghemita em, respectivamente 430, 460, 560, 580, 620 e
660 relatadas por CORNELL e SCHWERTMANN (2003). A literatura indica a banda
de magnetita na regido de 580 cm-1, que ndo pode ser observada na figura devido a

presenca de outros picos sobrepostos.

Figura 29 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 400 a 800 cm™.
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Fonte: INM (2017)

Na figura 30 observa-se o espectro da regido entre 800 e 1800 cm?, onde é possivel
avaliar a forma como as moléculas de acido oleico estao ligadas a superficie de 6xido
de ferro. A regido entre 1700 e 1300 cm indica diferentes formas de vibracédo do

grupamento COO-.
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Figura 30 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 800 a 1800 cm™2.
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A distancia entre as bandas 1520 e 1409 cm indica a forma da ligagdo COO- . A
literatura reporta que valores inferiores a 110 cm indicam vibracdo de ligacédo
assimétrica monodentada, e valores superiores indicam vibracdo de ligacao
bidentada. Uma representacdo esquematica do tipo de ligacdo observado é

encontrada na figura 31.
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Figura 31 : Representacdo esquemaética da ligacao do acido oleico em

monocamada como recobrimento de nanoparticulas de magnetita.

0
O Se—(c H—
H

* (

—(CH,);7—CHs

|
0 &

Fonte: YANG et al., 2010

Finalmente, a regido de 2800 a 3600 cm™ é apresentada na figura 32. As bandas
2853 e 2924 cm? sdo atribuidas respectivamente as vibracdes assimétricas e
simétricas do grupamento CHzdo &cido oleico. A banda larga de 3389 cm* é atribuida

ao grupamento hidroxila.

Figura 32 : Espectro de FTIR da amostra FexOy_YM. 3600 a 2800 cm™.
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Com o acessorio ATR, as analises séo realizadas em amostras em po, e visto que
para a sintese com recobrimento em bicamada néo foi possivel secar a amostra, 0

FTIR ndo pode ser realizado.

e Magnetizacao

A curva M-H da amostra FexOy-YM é apresentado na figura 33. Observa-se no
grafico o comportamento caracteristico de nanoparticulas superparamagnéticas
apresentado anteriormente, ou seja, 0 caminho de magnetizacao e desmagnetizacao
se sobrepdem, além de baixo ou nulo valor de magnetizacdo remanente e

coercividade.

Figura 33 : Grafico VSM da amostra FexOy_YM.
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Fonte: INM (2017)

O resultado foi ampliado na figura 34, mostrando que a amostra apresenta baixa
perda por histerese, confirmando comportamento superparamagnético. A
coercividade observada esta relacionada ao tamanho de particula em escala

nanomeétrica.
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Figura 34 : Ampliacdo do loop de histerese da amostra FexOy_YM.
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A amostra FexOy_YB ndo foi avaliada com relagdo a magnetizacdo pois € necessaria
a suspensdo das particulas em meio aquoso. Visto que o recobrimento é ainda
preponderamente monocamada e preparado para estabilizar as particulas em meio
apolar, as particulas sedimentaram no porta-amostra no intervalo de tentativa de
analise, sendo obtido um grafico de histerese incorreto, com posicionamento afetado

pelo diamagnetismo da agua.

e Potencial Zeta

Na figura 35, tem-se o resultado de potencial Zeta medido para a amostra FexOy_YM.
Observa-se que o ponto isoelétrico da amostra esta em pH 4,51 e que a estabilidade
esta na faixa de pH abaixo de 2,5 e acima de 8. Em comparag¢do com o potencial Zeta
obtido das particulas sem recobrimento, observa-se que, em pH fisiolégico, as
particulas com recobrimento de &cido oleico apresentam valores mais negativos, o
gue indica mais carga negativa entre as particulas, e assim, melhor disperséo
(SHETE et al., 2014).
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Figura 35 : Potencial Zeta amostra com recobrimento de &cido oleico
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As caracteristicas da superficie das particulas revestidas e ndo revestidas podem ser
comparadas através das curvas de potencial zeta em fungéo do pH da solugédo (Figura
25 e Figura 35). O estudo da curva do potencial zeta da magnetita sem e com
recobrimento permitiu verificar mudancas importantes nas caracteristicas destas
particulas, além de fornecer informacbes de ambas sobre a estabilidade da
suspensao em agua. Altos valores de potencial zeta indicam uma maior estabilidade
da suspensdo. Quando as particulas tém altos valores (positivo ou negativo) de
potencial zeta elas tendem a repelir umas as outras, e assim o sistema reduz a
tendéncia de agregacao das particulas. A observacdo da curva da magnetita com
recobrimento de acido oleico sugere que a suspensdo da magnetita em agua sera
estavel em solugbes de pH > 8, 0 que aparentemente ndo é um bom resultado para
o0 propoésito deste trabalho, pois buscamos aplicacdes bioldgicas que exigem
suspensdes estaveis em pH préximo de 7,25. Essa magnetita recoberta além de
apresentar cargas em sua superficie, dificultando a sua estabilizacdo em solucdo
aquosa também apresenta atracéo entre os dipolos magnéticos o0 que aumenta sua

capacidade de agregacdo. Embora o revestimento da particula com acido oleico
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tenha reduzido essa atracdo devido a espessura da sua camada e modificado o
potencial zeta da superficie da magnetita de pH 9 (sem recobrimento) para pH 8.
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6) Conclusoes

O método de sintese por coprecipitacdo de oxidos de ferro se mostrou eficaz para
obtencdo de SPIONs em escala de bancada, sendo importante também a etapa de
funcionalizacdo com acido oleico para producédo de biomateriais com propriedades

biocompativeis.

Foram obtidos com sucesso a partir dos parametros de sintese das nanoparticulas
magnéticas de 6xidos de ferro e posterior recobrimento por monocamada de acido
oleico, particulas esferoides com tamanho da ordem de 10 nm, facilmente

escalonaveis para uso comercial.

O estudo da estrutura cristalina de uma mistura de magnetita e maghemita foi
realizado apoés tratamento térmico in-situ por DRX, foi possivel avaliar a evolucao
microestrutural das fases transformando-se em hematita em funcdo do tratamento
térmico (da temperatura ambiente até a 1000°C), devido ao fato hematita ser a fase
mais estavel de oxido de ferro. Tanto o DRX quanto a espectroscopia Mdssbhauer
confirmam a composicdo fases cristalinas na seguinte propor¢do em massa:

magnetita (Fesz04) 45% e maghemita (y—Fe203) 55%.

O estudo por FTIR do recobrimento de acido oleico sobre éxidos de ferro mostrou que
as moléculas organicas foram ligadas de maneira relativamente bem-sucedida a
superficie inorganica por ligacdo bidentada entre Fe-O e COO-, transpondo-se uma
das dificuldades do impedimento estérico para esse tipo de recobrimento.

O estudo de magnetizacdo das mesmas particulas mostrou um comportamento
superparamagnético, apesar da sedimentacdo observada no porta-amostra no
intervalo de tentativa de analise, sendo obtido um grafico de com leve histerese,

possivelmente devido o posicionamento afetado pelo diamagnetismo da agua.

A funcionalizagdo com acido oleico das nanoparticulas aparentemente em
monocamadas permitiu que as mesmas fossem desagregadas, o que podera facilitar
seu potencial terapéutico de hipertemia (ideal particulas menores que 50 nm), devido
a facilidade de excrecdo no meio fisioldgico pelas vias do sistema renal, somada a
razoavel caracteristica superparamagnéticas observada pelo ensaio de

magnetizagao.
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As demais caracterizacdes fisico-quimica da magnetita sintetizada revelaram que sua
composicdo de fases € compativel com magnetitas encontradas na literatura. A
magnetita sintética apresentou ao MET uma distribuicdo de tamanhos de particulas
da ordem de 10 nm. O ponto isoelétrico das particulas funcionalizadas com acido
oleico foi obtido em pH 4,51, com potencial de Zeta indicando fraca agregagédo em pH
entre 7 e 8. Para valores de pH fisiolégico, o potencial Zeta indica maior acumulo de
cargas negativas nas particulas funcionalizadas, e assim, maior desagregacao. A
funcionalizacdo com acido oleico teve efeito na desagregacdo de particulas dos
clusters, elevando as propriedades superparamagnéticas e a biofuncionalidade
terapéutica esperada para se obter facilidade de excrecdo das nanoparticulas.

Os resultados mostram que foram produzidas nanoparticulas com potencial para
aplicacao biomédica, de tamanho inferior a 10 nm com carater superparamagnético
e funcionalizadas com acido oleico por um método simples e escalonavel em termos

industriais.
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7) Sugestdes para trabalhos futuros

Sugere-se para trabalhos futuros a otimizacdo de preparo de amostra para

caracterizacdo de nanoparticulas com recobrimento bicamada.

Completar as caracterizacdes fisico-quimicas de amostras de magnetita
funcionalizadas com bicamadas, mediante as técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (MET), avaliando também seu comportamento térmico através da
analise termogravimétrica (TGA), e da calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Aprimorar a funcionalizacdo com outros agentes dispersantes das nanoparticulas.

Avaliacdo de citotoxicidade de amostras de magnetita funcionalizadas com outros
agentes quimicos, através de MTT, difusdo em &gar, com amostras dissolvidas em

solucéo PBS.

Avaliacdo da performance em estudos clinicos das amostras de magnetita
funcionalizadas para hipertemia, e liberacdo de drogas encapsuladas com

hidroxiapatita.
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