UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAO, INOVACAO E EXTENSAO -
PROPIEX
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE
MATERIAIS — PPGCEM

MARIANA BORGES POLLA

SINTESE VERDE, FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA PARA APLICACAO EM HIPERTERMIA
MAGNETICA

CRICIUMA

2023



UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAO, INOVACAO E EXTENSAO -
PROPIEX
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA

MATERIAIS — PPGCEM

MARIANA BORGES POLLA

SINTESE VERDE, FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA PARA APLICAC}AO EM HIPERTERMIA
MAGNETICA
Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Engenharia de
Materiais, como requisito parcial para obtencao

do titulo de Doutora em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Orientadora: Dr. Sabrina Arcaro
Coorientador: Dr. Oscar Rubem Klegues

Montedo

CRICIUMA

2023



Dados Internacionais de Catalogac¢do na Publicacgdo

P771s Polla, Mariana Borges.

Sintese verde, funcionalizacdo e caracterizacdo

de nanoparticulas de magnetita para aplicagdo em
hipertermia magnética / Mariana Borges Polla. -

2023.
188 p. : il.
Tese (Doutorado) - Universidade do Extremo Sul

Catarinense, Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncia e

Engenharia de Materiais, Cricitma, 2023.
Orientacdo: Sabrina Arcaro.
Coorientacdo: Oscar Rubem Klegues Montedo.

1. Nanoparticulas de magnetita. 2.
Nanoparticulas de magnetita - Propriedades
magnéticas. 3.Sintese verde. 4. Hipertermia
magnética. I. Titulo.

CDD 23. ed. 620.5

Bibliotecdria Eliziane de Lucca Alosilla - CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC



Mariana Borges Polla

Sintese verde, funcionalizagdo e caracterizagdo de nanoparticulas de
magnetita para aplicagdo em hipertermia magnética.

Esta Tese de Doutorado — TD foi julgada adequada a obtengdo do
grau de Doutor(a) em Ciéncia e Engenharia de Materiais pelo Programa
de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais - PPGCEM
(Area de concentragdo: Tecnologia de Materiais) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense — UNESC.

Criciima, SC, 25 de abril de 2023.

Banca Examinadora:

Assinado de forma digital por
ELIOO ELIDIO ANGIOLETTO:4158661 1020

ANCPEOL. DF’ Effdio-Angioletto’
Universidade do Egno Sk(jatannense UNESC

Prof. Dr. Emilio Luiz Streck
Universidade do E\trcmo Sul Catarinense - UNESC

4\'VV\N\,\,M
Prof. Dr éarlo 'Pérez Bergmann
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Prof. Dr. Dachamir Hotza
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC
Documento assinado digitalmense

Dachamir Hotza

Dara: 027012023 2201:44-0300

CPE-*** 745 039-*

Verifique as assinaturas em https; //v.ufsc.br




AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus pela oportunidade e forca para realizar e
concluir este trabalho.

Aos meus pais, Simone Borges Polla e Odilor Polla, e ao meu esposo, Jeriel
de Araujo Domingos, pelo apoio e pelas palavras de incentivo, que me ajudaram a

superar todos os obstaculos.

A minha orientadora, Prof. Dr. Sabrina Arcaro, pela oportunidade, confianca e

dedicacao prestada durante este periodo.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Oscar Rubem Klegues Montedo, pelos

inUmeros conselhos e ajuda sempre que necessario.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES/Brasil, processo n.), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPg/Brasil, processo n. 161197/2020-5, 307761/2019- 3, e
310328/2020-9), e Fundacédo de Amparo a Pesquisa e Inovacado do Estado de Santa
Catarina (Fapesc/Brasil, T.0. 2021TR1650, T.O. 2021TR001314, T.O.
2021TR001817), pelo apoio financeiro a este trabalho.

A UNESC, IDT e aos professores do PPGCEM e também a Vivian pela
cooperacao com todas as atividades do programa.

Aos professores Janio Venturini, Alexandre da Cas Viegas, Marcos Antonio
Zen Vasconcellos, Jaqueline Leite Vieira, Josiane Dantas Viana Barbosa, Milena
Botelho Pereira Soares que também contribuiram com a realizacdo de ensaios

indispensaveis para realizacdo deste trabalho.

Ao professor Enio José Peruchi que ajudou a construir o sistema de

aquecimento por indugcdo magnética.

A todos aqueles que contribuiram de forma direta ou indireta com a realizacdo

deste trabalho.



RESUMO

As nanoparticulas de ferrita de espinélio sdo uma classe de 6xidos metalicos que
possuem propriedades magnéticas e eletrbnicas notaveis, tornando-se potenciais
candidatos para diversas aplicagbes em areas como eletrénica, biomedicina e meio
ambiente. A obtencdo de nanoparticulas de magnetita envolve métodos de sintese
complexos, frequentemente utilizando atmosfera inerte, ajuste de pH por meio de
aditivos e equipamentos sofisticados, para evitar a oxidacao e produzir amostras de
alta qualidade. Neste contexto, propde-se uma nova abordagem ecologicamente
correta para obtencdo de nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita,
utilizando uma sintese sol-gel citrato-nitrato, seguida por um processo de tratamento
térmico. Nitrato de ferro e acido citrico foram adicionados em diferentes razdes de
equivaléncia (x) (citrato/nitrato = 0,30, 0,85 e 1,40). O comportamento térmico dos
xerogéis foi avaliado por meio de técnicas de andlise térmica e os resultados indicaram
gue a diminuicdo da razdo de equivaléncia diminuiu a temperatura necessaria para a
formacdo da magnetita e as diferentes taxas de liberagdo de gases redutores
influenciaram as propriedades do material final formado. Portanto, o valor de x igual a
0,30 foi escolhido como a condicao ideal para a formacao da magnetita. Para a sintese
com essa condicdo, foram utilizadas temperaturas de tratamento térmico de 130, 150
e 170°C por 2, 4 e 8 horas. Cada condicéo foi caracterizada em termos de estrutura e
propriedades magnéticas do produto. Os resultados mostraram que as nanoparticulas
de 6xido de ferro preparadas estavam na fase de magnetita (Fe3Oa4) e possuiam um
tamanho de cristalito de 4,5-6,0 nm e tamanho médio de particula <10 nm. As
nanoparticulas de magnetita apresentaram comportamento superparamagnético, com
uma magnetizacdo de saturacdo de até 26,24 emu/g e magnetizacdo remanescente
de quase zero. Para melhorar a estabilidade e a viabilidade celular das nanoparticulas
sem reduzir o magnetismo, foram testados diferentes materiais de recobrimento. Os
materiais utilizados para o recobrimento foram: citrato de sédio, acido citrico,
polietilenoglicol 400 (PEG 400), polisorbato 80 (tween 80), acido oleico, alginato de
sédio e quitosana. Cada recobrimento foi testado quanto a estabilidade coloidal em
potencial zeta, propriedades magnéticas e analise da citotoxicidade. Usando testes
de Alamar-Blue e Live-Dead. Os resultados mostraram que a melhor combinacgéo de
funcionalizacdo, propriedades magnéticas, citotoxicidade e biocompatibilidade foi
alcancada ao recobrir as nanoparticulas com citrato de sédio, enquanto 0s outros tipos
de recobrimentos resultaram em aglomerados maiores que 200 nm e uma piora nas
propriedades magnéticas, levando a perda do comportamento superparamagnético.
Os resultados da hipertermia demonstraram que as nanoparticulas sem recobrimento
apresentaram uma variacéo térmica de 3,3+ 0,6 °C a 4,0 + 0,7 °C, com concentracdes
variando de 15 a 60 mg/mL. Em contraste, as nanoparticulas de FezOs@Citrato
exibiram uma variacdo térmica méaxima de 7,3 = 0,4 °C, sugerindo que € possivel
alcancar os valores de temperatura ideais para a hipertermia seletiva (43-44 °C),
guando extrapolados para as temperaturas fisiolégicas. Os resultados mostram que
as nanoparticulas recobertas com citrato possuem potencial e aplicabilidade
adequados para tratamento de cancer via hipertermia magnética.

Palavras-chave: magnetita superparamagnética, sintese sol-gel, analise térmica,
propriedades magnéticas



ABSTRACT

Spinel ferrite nanoparticles are a class of metal oxides with remarkable magnetic and
electronic properties, making them potential candidates for various applications in
areas such as electronics, biomedicine, and the environment. Obtaining magnetite
nanoparticles involves complex synthesis methods, often utilizing an inert atmosphere,
pH adjustment through additives, and sophisticated equipment to avoid oxidation and
produce high-quality samples. In this context, a new environmentally friendly approach
IS proposed for obtaining superparamagnetic magnetite nanoparticles, using a citrate-
nitrate sol-gel synthesis followed by a thermal treatment process. Iron nitrate and citric
acid were added in different equivalence ratios (x) (citrate/nitrate = 0.30, 0.85, and
1.40). The thermal behavior of the xerogels was evaluated using thermal analysis
techniques and the results indicated that decreasing the equivalence ratio decreased
the temperature required for magnetite formation, and the different rates of release of
reducing gases influenced the properties of the final material formed. Therefore, the
value of x equal to 0.30 was chosen as the ideal condition for magnetite formation. For
synthesis with this condition, thermal treatment temperatures of 130, 150, and 170°C
were used for 2, 4, and 8 hours. Each condition was characterized in terms of the
structure and magnetic properties of the product. The results showed that the prepared
iron oxide nanoparticles were in the magnetite (FesO4) phase and had a crystal size of
4.5-6.0 nm and an average particle size of <10 nm. The magnetite nanoparticles
exhibited superparamagnetic behavior, with a saturation magnetization of up to 26.24
emu/g and a nearly zero remnant magnetization. To improve the stability and cell
viability of the nanoparticles without reducing magnetism, different coating materials
were tested. The materials used for coating were sodium citrate, citric acid,
polyethylene glycol 400 (PEG 400), polysorbate 80 (tween 80), oleic acid, sodium
alginate, and chitosan. Each coating was tested for colloidal stability in zeta potential,
magnetic properties, and cytotoxicity analysis using Alamar-Blue and Live-Dead tests.
The results showed that the best combination of functionalization, magnetic properties,
cytotoxicity, and biocompatibility was achieved by coating the nanoparticles with
sodium citrate, while the other types of coatings resulted in aggregates larger than 200
nm and a worsening of the magnetic properties, leading to a loss of superparamagnetic
behavior. The hyperthermia results showed that the uncoated nanoparticles exhibited
a thermal variation of 3.3 + 0.6°C to 4.0 = 0.7°C, with concentrations ranging from 15
to 60 mg/mL. In contrast, FesOs@Citrato nanoparticles exhibited a maximum thermal
variation of 7.3 £ 0.4°C, suggesting that it is possible to achieve the ideal temperature
values for selective hyperthermia (43-44°C) when extrapolated to physiological
temperatures. The results show that citrate-coated nanoparticles have suitable
potential and applicability for cancer treatment via magnetic hyperthermia.

Keywords: superparamagnetic magnetite, sol-gel synthesis, thermal analysis,
magnetic properties
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ESTRUTURA DA TESE

A Tese esta dividida em nove capitulos, conforme mostrado no fluxograma da

Figura 1.

Figura 1: Fluxograma estrutural da tese.

Capitulo 1 J Introdugdo, objetivos gerais e especificos
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Capitulo 9 Trabalhos publicados no periodo

g0

Fonte: Autora, 2023.

O Capitulo 1 apresenta a introducao, objetivos gerais e especificos. No Capitulo 2 é
apresentada uma revisao da literatura. Nos Capitulos 3, 4, 5 e 6 sdo apresentados as
metodologias e os resultados e discussao referentes a cada etapa do trabalho. A
primeira etapa do trabalho é apresentada no Capitulo 3 e se refere a sintese das
nanoparticulas magnéticas (NPs). As amostras que apresentaram as melhores
propriedades foram selecionadas para a segunda etapa. Na segunda etapa, as
nanoparticulas selecionadas foram funcionalizadas utilizando-se diferentes materiais
de recobrimento. Os métodos utilizados e os resultados de tal etapa sdo apresentados
no Capitulo 4. O Capitulo 5 apresenta a constru¢cdo e os ensaios de funcionamento
de um sistema de aquecimento por indugcdo magnética. No Capitulo 6 sédo
apresentados os ensaios de hipertermia magnética, avaliando-se o aquecimento das

nanoparticulas de Fe3Oa4 pura e com os diferentes tipos de recobrimentos, utilizando-
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se o equipamento desenvolvido. No Capitulo 7 € apresentada a conclusao do trabalho.
No Capitulo 8 sdo apresentadas sugestdes para trabalhos futuros. Por fim, Capitulo 9

apresenta os trabalhos publicados no periodo em que a tese foi realizada.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO

O cancer esta se tornando o principal problema de saude publica global. As
estimativas até 2035, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é que
poderdo surgir no mundo 24 milhdes de novos casos e 14,5 milhbes de mortes
relacionadas ao cancer por ano. A incidéncia e a mortalidade por cancer vém
aumentando no mundo, em parte pelo envelhecimento, pelo crescimento
populacional, como também pela mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos
fatores de risco, especialmente aos associados ao desenvolvimento socioeconémico
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

O termo cancer € designado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que se espalham rapidamente
para tecidos e orgdos. Ao adotarem uma nova resolugcdo sobre cancer, lideres de
saude de varios paises — incluindo o Brasil — reafirmaram a importancia do controle
da doenca como prioridade critica para a saude e o desenvolvimento na 702
Assembleia Mundial de Saude, em Genebra (2017). O atual Plano de Acédo Global da
Organizacéo das Nacbes Unidas (ONU) sobre doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNTs) e as metas ambiciosas dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) das Nacdes Unidas para 2030, incluindo o ODS 3 (boa saude e bem-estar),
cria um cenario de oportunidades para investir no combate ao cancer, uma das
principais DCNTs. Desta forma, a meta 3.4 do ODS 3 cita que: “Até 2030, reduzir em
um terco a mortalidade prematura por doencas nao transmissiveis via prevencao e

tratamento, e promover a saude mental e o bem-estar”.

Atualmente, 0S tratamentos convencionais envolvem cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou uma combinagdo dessas abordagens (INCA, 2019). No entanto,
esses tratamentos apresentam baixa seletividade, o que resulta em efeitos toxicos aos
tecidos saudaveis circundantes, bem como em inumeros efeitos colaterais (INCA,
2019; YU et al.,, 2020). Todavia, nenhuma delas por si s6 consegue erradicar
totalmente o tecido tumoral maligno. O tratamento cirtrgico é o que oferece a melhor

chance de cura. Por isso, diversos sdo os esfor¢cos para o desenvolvimento de novos
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tratamentos para essas doencas, com menos efeitos colaterais, alta seguranca e
melhor eficiéncia. Entretanto, poucas novidades foram adicionadas a terapéutica

convencional.

A hipertermia é uma proposta de tratamento promissora, onde as células
tumorais séo afetadas pela elevagdo da temperatura local na ordem de 43 a 45 °C.
Nestas condi¢des, as células cancerosas sdo mais sensiveis ao efeito citotoxico do
calor e, portanto, a hipertermia causa morte celular das células tumorais com nenhum
efeito sobre as células sadias (BEIK et al., 2016; YU et al., 2020).

O aumento de temperatura requerido pela hipertermia pode ser atingido, entre
outros métodos, pelo uso de nanoparticulas magnéticas. Isto se deve ao fato de que
podem ser orientadas e localizadas no alvo terapéutico devido ao seu comportamento
superparamagnético, que permite que ocorra magnetizacado apenas na presenca de
um campo aplicado. Embora muitos materiais venham sendo estudados, os éxidos de
ferro (FesOa4 e y-Fe203) sdo a unica classe de nanoparticulas magnéticas aprovadas
para aplicacdes in vivo pela FDA (Food and Drug Administration) e apresentam
maiores avangos para aplicacfes biomédicas. Estas nanoparticulas apresentam
como vantagens a biocompatibilidade (WANG et al., 2021), baixa toxicidade e
comportamento superparamagnético, ou seja, a remanéncia magnética da particula é
nula. Essa ultima propriedade é necessaria também, a fim de evitar a aglomeracéo

das particulas que pode causar danos como entupimento e/ou trombose.

As propriedades magnéticas das nanoparticulas séo fortemente afetadas pelo
processo de obtencdo das mesmas. Uma estratégia para melhorar a magnetizacao
de saturacdo (Ms) e 0 SAR (Specific Absorption Rate) poderia ser um ajuste nas
condicdes de sintese. O método de sintese por coprecipitacdo € bastante difundido,
mas possui a inconveniéncia de nao ter rigoroso controle do tamanho das particulas
(LAGROW et al., 2019; NKURIKIYIMFURA et al., 2020). Outra desvantagem é que a
sintese deve ser realizada em atmosfera inerte (DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019).
O meétodo sol-gel € uma das abordagens sintéticas para preparar nanoparticulas de
oxidos metalicos ja bem estabelecida. Essa técnica de sintese permite o
desenvolvimento de materiais cristalinos, homogéneos e de alta pureza. Além disso,
um grande numero de parametros pode ser modificado neste método, aumentando
assim a margem de trabalho disponivel associada a preparacdo de produtos com

tamanhos e formas de particulas diversos. As propriedades magnéticas também
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podem ser alteradas dependendo do tipo de tratamento térmico aplicado. Altas
temperaturas podem aumentar o magnetismo, porém aumentam também a
remanéncia magnética e o tamanho do cristalito e, consequentemente, da particula
(VENTURINI et al., 2019). Temperaturas de tratamento térmico muito baixas podem

nao formar fases cristalinas.

Trabalhos que abordam a sintese sol-gel de magnetita na literatura utilizam
temperaturas sempre acima de 200 °C (TANG et al., 2004; XU et al., 2007; QIl; YAN;
LI, 2010; HASANPOUR et al., 2013; HAMED SADABADI, 2015; JALIL etal., 2017; HU
etal., 2019a; PARMAR et al., 2019) e diferentes reagentes e aditivos para modificacado
de pH (ZHANG et al., 2016; HU et al., 2019a; PARMAR et al., 2019). Na maioria dos
trabalhos, o etilenoglicol € usado como agente complexante. Principalmente, neste
caso, temperaturas acima de 400 °C precisam ser utilizadas para eliminar compostos
organicos. Da mesma forma, temperaturas acima de 500 °C j& demonstram o
surgimento da fase hematita. Alguns trabalhos tentam resolver esse problema com o
controle do pH. Normalmente, a aménia € usada para elevar o pH para valores entre
7 e 10 e reduzir a possibilidade de precipitagcdo de hematita. Outros casos usam
cloretos férricos como fonte de ferro, etanol, dimetilformamida como solvente ou acido
picrico como agente explosivo fraco. Mesmo assim, temperaturas acima de 400 °C
precisam ser utilizadas para formacédo de fases. Em todos os casos, as proporcdes

entre os reagentes foram mantidas constantes.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, pela primeira vez,
um método para sintetizar nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas, usando
0 processo sol-gel de citrato-nitrato seguido de tratamento térmico em baixa
temperatura (130-170°C). Acido citrico e nitrato férrico, em diferentes proporcdes de
equivaléncia, foram wusados para obter nanoparticulas nanométricas e
superparamagnéticas de magnetita. E importante destacar que o método de sintese
adotado apresenta carater verde, uma vez que emprega reagentes de origem
renovavel, tais como o acido citrico proveniente de fontes naturais, e € conduzido em
condicbes brandas, com baixo consumo energético e sem geracado de residuos

toxicos durante a sintese.

Ainda, para a efetiva aplicacdo in vivo, o principal obstaculo é fazer com que
as nanoparticulas alcancem um local especifico no organismo, sejam estaveis nos

fluidos corporeos e tenham reduzida toxicidade. Para que isso seja possivel, uma
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funcionalizacdo que recubra as nanoparticulas com materiais organicos ou
inorganicos € necessaria. No entanto, ap0s as sucessivas etapas de recobrimento, as
propriedades magnéticas das nanoparticulas normalmente sdo prejudicadas. Além
disso, ndo ha um consenso sobre o melhor tipo de agente funcionalizante a ser
utilizado. Alguns trabalhos citam que somente a sintese verde é eficaz (JALIL et al.,
2017; NNADOZIE; AJIBADE, 2020; BRAIM et al.,, 2022), outros alegam que
biopolimeros s&o mais eficientes (JARDIM et al., 2018; HUANG et al., 2022) e outro,
ainda, que polimeros sintéticos biocompativeis sdo mais promissores (MINAEI et al.,
2022). Sendo assim, se faz necessario um estudo sistematizado para se avaliar a
funcionalizacdo com maior potencial de melhorar a estabilidade e biocompatibilidade,
sem que as propriedades magnéticas sejam afetadas significativamente. Neste
sentido, nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita obtidas foram
funcionalizadas com diferentes materiais (citrato de sédio, acido citrico, acido oleico,
PEG 400, alginato de sodio e quitosana). Foram avaliadas a citotoxidade das
nanoparticulas sem e com recobrimento em células de fibroblasto murino L929 e

biocompatibilidade sanguinea (ensaio de hemdlise, in vivo).

A taxa de absorcdo especifica (SAR) das nanoparticulas sem e com
recobrimento foram determinados utilizando-se um sistema de aquecimento por
inducdo magnético desenvolvido durante a realiza¢do deste trabalho. O sistema gera
um campo magnético alternado, utilizando uma fonte de alimenta¢cdo e um maodulo
ZVS acoplado a uma bobina para gerar um campo magnético. O sistema
desenvolvido, juntamente com as nanoparticulas desenvolvidas, geram hipertermia

magnética.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver  nanoparticulas de  magnetita  superparamagnéticas
funcionalizadas que mantenham propriedades de estabilidade coloidal, magnéticas e
de viabilidade celular adequadas para serem utilizadas no tratamento do cancer por

meio da técnica de hipertermia.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Estudar os efeitos dos parametros de sintese das nanoparticulas de
FesO4, obtidas pelo método sol-gel citrato/nitrato, no tamanho, morfologia e nas

propriedades magnéticas;

) Avaliar o efeito da funcionalizacdo das nanoparticulas com diferentes
agentes funcionalizantes na estabilidade, citotoxicidade e nas propriedades

magnéticas;

° Desenvolver um sistema de geracdo de campo magnético alternado

para avaliacdo de hipertermia magnética.

° Avaliar os efeitos dos parametros de sintese e funcionalizacdo das

nanoparticulas obtidas na hipertermia magnética.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INTRODUCAO

Esse capitulo reporta a fundamentacao tedrica necessaria e utilizada para
embasar este trabalho.

Parte desse capitulo foi publicada em formato de capitulo de livro no livro

Technological Applications of Nanomaterials editado pela Springer Nature:

POLLA, M. B.; MONTEDO, O. R. K.; ARCARO, SABRINA. Nanomaterials for Magnetic
Hyperthermia. In: Annelise Kopp Alves. (Org.). Technological Applications of
Nanomaterials. 1ed.: SpringerNature, 2021, v. 1, p. 1-236.

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-86901-4 10

A outra parte estad sendo organizada como um artigo de revisao da literatura
e ira envolver os diferenciais dos métodos de sintese de nanoparticulas magnetita

para aplica-las na area biomédica.

2.2 MAGNETISMO DOS MATERIAIS

Todas as substancias, sejam elas soélidas, liquidas ou gasosas, apresentam,
independentemente da temperatura, alguma caracteristica magnética. Portanto, o
magnetismo é uma propriedade basica de qualquer material. O ferro, alguns acos e a
magnetita, de ocorréncia natural, sdo exemplos bem conhecidos de materiais
magnéticos. No entanto, todas as substancias sao influenciadas, em maior ou menor

grau, pela presenca de um campo magneético aplicado (CALLISTER, 2007).

O momento magnético pode ser considerado como a quantidade magnética
elementar. Por sua vez, a magnetizacdo de um material € determinada pelo
ordenamento e comportamento coletivo dos seus momentos magnéticos. O momento
magnético é resultante do movimento orbital dos elétrons ao redor do nucleo atémico
(momento magnético orbital) ou do movimento do spin do elétron sobre seu préprio

eixo (momento magnético de spin) (SHIGEYOSI, 2017). Os materiais podem ser


http://lattes.cnpq.br/3193913571037545
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classificados conforme o arranjo dos momentos magnéticos em resposta ao campo
aplicado, conforme mostrado na Figura 2 (DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019):

Materiais diamagnéticos: N&o apresentam momentos magnéticos na
auséncia de campo magnético, mas geram momentos magnéticos no sentido oposto

ao campo aplicado resultando em forca de repulséo;

Materiais paramagnéticos: Na auséncia de campo magnético, 0s momentos
magneéticos estdo orientados aleatoriamente, pois a energia térmica disponivel no
sistema impede a interacdo entre 0s momentos magnéticos. Quando o campo
magnético € aplicado, os dipolos magnéticos se alinham na mesma direcéo e sentido

do campo;

Materiais  ferromagnéticos:  Apresentam  momentos  magnéticos
permanentes. Mesmo ap6s removido o campo magnético, o material conserva grande

parte da magnetizacao;

Materiais ferrimagnéticos: Na auséncia de campo magnético, alguns
momentos magnéticos fortes e fracos se acoplam de maneira antiparalela, resultando

em momento magnético total reduzido;

Materiais antiferromagnéticos: Na auséncia de campo magnético, o0s

dipolos magnéticos se acoplam de forma antiparalela e se neutralizam mutuamente.
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Figura 2: Representacdo do arranjo de dipolos magnéticos de diferentes materiais,
na auséncia e presenca de campo magnético aplicado (H).
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Fonte: Adaptado de Das et al. (2019).

Outro conceito importante € o de dominio magnético. A regido dentro do
material em que 0s momentos magnéticos formam uma magnetizacao espontanea é
denominada dominio magnético. Quando os dominios magnéticos estao distribuidos
de forma aleat6ria, o material ndo apresenta magnetizacéo. Ao ser aplicado um campo
magnético externo, os dominios magnéticos tendem a se organizar, orientando-se na
direcdo do campo aplicado, até atingir um valor maximo de saturagcdo, ou
magnetizagao de saturagédo (Ms). Removido o campo aplicado, o grau de alinhamento
dos dominios magnéticos diminui ou retorna a condicao inicial. A magnetizacdo do
material a campo zero é denominada magnetizacdo remanente (Mr). Quando o grau
de alinhamento néo retorna a condicéo inicial (Mr#0), o material apresenta histerese
magnética: € o caso dos materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos. O campo
necessario para anular a magnetizacdo remanente é denominado campo coercivo
(Hc) (DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019).

A Figura 3 mostra a dependéncia do campo coercivo (Hc) e a organizagcao em

dominios magnéticos, com relagdo ao didmetro da particula (D).
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Figura 3: Correlacao entre tamanho de particula, campo coercivo e estruturas de
dominio magnético.
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Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021).

Reduzindo-se o tamanho das particulas para poucos nanémetros, a regiao do
dominio também é reduzida até um valor critico. Quando o diametro da particula é
menor que o diametro critico (D<Dc), ocorre a formagdo de um monodominio e o
material apresenta comportamento superparamagnético. Proximo do diametro critico
(Dc) é necessario um campo coercivo de grande amplitude. As nanoparticulas
superparamagnéticas, por apresentar um Unico dominio magnético, sdo mais
suscetiveis ao campo aplicado.

A variacdo de magnetizacdo (M) em funcdo do campo aplicado (H) é a
principal relacdo que define as propriedades magnéticas dos materiais (Figura 4).
Estas propriedades séo: Ms, Mr e Hc. Os materiais ferromagnéticos apresentam
histerese na curva de magnetizagao, pois conservam parte da magnetizagdo mesmo

apos a remoc¢ao do campo magnético aplicado (Figura 4) (SOARES et al., 2021).
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo de histerese para materiais
ferromagnéticos e superparamagnéticos.
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Fonte: Adaptado de Soares et al. (2021).

Em materiais superparamagnéticos (SPM), a curva de magnetizacdo em
funcdo do campo aplicado apresenta Mr e Hc nulos, ou seja, a particula ndo apresenta
histerese magnética (Figura 4). Esta caracteristica confere grandes vantagens para
diversas aplicacfes, mas principalmente para aplicacées em hipertermia. Neste caso,
as particulas perdem a magnetizacdo apés o fim da aplicacdo do campo magnético
(DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019).

2.3 HIPERTERMIA MAGNETICA

A palavra "hipertermia” tem origem grega, sendo composta pelos termos
"hiper" (que significa "subir" ou "acima") e "therme" (que significa "calor"). A
hipertermia é um tratamento no qual uma regiao afetada por um tumor é submetida a
temperaturas elevadas, geralmente entre 43 e 45°C, com o objetivo de destruir as
células cancerosas ou torna-las mais suscetiveis a acdo de medicamentos anticancer
e radiagdo. As células cancerosas sdo mais sensiveis ao calor do que as células

saudaveis, e temperaturas acima de 42°C podem interromper 0S processos
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enzimaticos que garantem a sobrevivéncia delas, levando a sua destruicdo (RAJAN;
SAHU, 2020).

No entanto, é importante ressaltar que temperaturas acima de 45°C podem
resultar em estresse térmico no organismo humano, o que pode levar a danos
celulares, desidratacdo e outras alteracdes fisioldgicas, além de sintomas como
tontura, nausea e fraqueza. Por isso, a hipertermia magnética como tratamento
terapéutico deve ser cuidadosamente monitorada e mantida dentro de faixas de
temperatura seguras e adequadas, a fim de minimizar os efeitos indesejados no tecido

saudavel circundante e evitar complicacfes para o paciente (RAJAN; SAHU, 2020).

Diferentes abordagens tém sido empregadas para gerar hipertermia em
regibes tumorais, como técnicas envolvendo laser, microondas, radiofrequéncia e
ultrassom (DANEWALIA; SINGH, 2021). No entanto, como a fonte de energia nestas
técnicas é externa, a maior parte da energia é dissipada nas células saudaveis ao
longo do caminho da radiacdo. Esta falta de seletividade causa danos aos tecidos
saudaveis (BEIK et al., 2016).

Neste contexto, nanoparticulas superparamagnéticas tém sido pesquisadas
como agentes de hipertermia, com o intuito de oferecer um tratamento localizado.
Essas nanoparticulas, quando submetidas a um campo magnético alternado, liberam
calor devido aos mecanismos de relaxamento de Néel ou Brown (BEIK et al., 2016).
O aquecimento local pode atingir temperaturas na ordem de 43 a 45 °C, dependendo
da intensidade e da frequéncia de oscilacdo do campo magnético e das caracteristicas
intrinsecas das particulas (BANOBRE-LOPEZ; TEIJEIRO; RIVAS, 2013;
HEDAYATNASAB; ABNISA; DAUD, 2017).

O tratamento de hipertermia magnética consiste em injetar nanoparticulas
magnéticas biocompativeis diretamente no tumor ou em vasos sanguineos que o
irrigam. Apoés atingir o alvo terapéutico, é aplicado um campo magnético alternado
para que as nanoparticulas magnéticas gerem calor. Neste sentido, durante a
aplicacdo do campo magnético alternado, a direcdo de magnetizacdo das particulas
€ continuamente revertida, gerando calor necessario para causar a lise das células
tumorais (LIMA-TENORIO et al., 2015; DEY et al., 2018). Se essa temperatura puder
ser mantida na faixa preferencial de 43 - 45 °C por 30 min ou mais, o0 tumor pode ser
total ou parcialmente destruido. A Figura 5 ilustra o tratamento por hipertermia

magnética.
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Figura 5: Tratamento de hipertermia mediado por nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: Adaptado BEIK et al. (2016).

A minimizacdo dos danos aos tecidos normais circunvizinhos faz da
magnetohipertermia uma técnica promissora para o tratamento de canceres diversos
(CHATTERJEE; DIAGARADJANE; KRISHNAN, 2011). Para esta aplicacdo, é
necessario que as hanoparticulas estejam dispersas em uma solucdo com pH
fisiologico (ferrofluidos) e sejam estaveis. Simplificadamente, para induzir a
hipertermia especificamente no alvo, as nanoparticulas magnéticas sao guiadas e
retidas na regido tumoral por um gradiente de campo magnético externo, apls a
administracao.

As vantagens da utilizacdo de nanoparticulas de 6éxidos magnéticos em
aplicacdes biomédicas envolvem (SARGENTELLI; FERREIRA, 2010; FONTANIVE et
al., 2014; DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019):

i) a capacidade de interagir com as entidades bioldgicas de interesse, devido

ao controle de tamanho;

i) a capacidade de responder a um gradiente externo de campo magnético.
Como os tecidos humanos sdo penetraveis ao campo magnético, as nanoparticulas
podem ser transportadas para tecidos de interesse, como por exemplo tumores, e

apresentar agéo especifica; e
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iii) uma grande razéo area superficial/volume, o que permite a modificacdo da
superficie. Com o aumento da area superficial, também aumentam o numero de
atomos na superficie, resultando em uma alta reatividade quimica e maior adsor¢céo
na superficie. A superficie pode ser modificada para melhorar a estabilidade, evitar a
agregacao das particulas, melhorar a biocompatibilidade e a dispersdo, aumentando
assim o tempo de circulacdo in vivo e, a0 mesmo tempo, amenizando sua

citotoxicidade.

A hipertermia magnética € uma técnica promissora no tratamento do céncer,
mas apresenta algumas desvantagens. As nanoparticulas de oOxido de ferro
superparamagnéticas (SPIONs) podem aglomerar durante a aplicacdo do campo
magnético, ser instaveis e dissolver, liberando ferro, o que pode promover o
crescimento do cancer (DANEWALIA; SINGH, 2021).

Dessa forma, para aplicacbes biomédicas, como a de hipertermia, as
nanoparticulas magnéticas devem apresentar um alto valor de magnetizacao,
comportamento superparamagnético em temperatura ambiente, controle de forma e
uma faixa estreita de distribuicdo de tamanho (FONTANIVE et al., 2014).

2.3.1 MECANISMOS DE GERACAO DE CALOR DAS NANOPARTICULAS
MAGNETICAS

Na hipertermia magnética, os dois principais mecanismos responsaveis pela
geracado de calor a partir das nanoparticulas magnéticas sdo: perdas por histerese e
perdas por relaxacdo magnética (relaxamento de Néel ou Brown). Em nanoparticulas
que apresentam multidominio magnético, o efeito do aguecimento acontece devido as
perdas por histerese. A relaxacdo magnética ocorre principalmente em nanoparticulas
de dominio Unico ou superparamagnéticas, conforme ilustrado na Figura 6 (DAS;
COLOMBO; PROSPERI, 2019).
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Figura 6: Principais mecanismos de geracao de calor via hanoparticulas magnéticas
sob campo magnético aplicado.
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O relaxamento de Néel est4 relacionado a mudanca de dire¢do do momento

7

magnético. Este mecanismo de relaxamento € o Unico que ocorre quando as

nanoparticulas sdo imobilizadas nas células tumorais (BEIK et al., 2016). Quando o

campo magnético é removido, 0s momentos magnéticos das nanoparticulas cessam

apos um tempo de relaxamento (7), devido a agitacao térmica (kT). No caso das

nanoparticulas superparamagnéticas, a barreira de energia para o0 relaxamento

magneético esta descrita por KV, sendo K a anisotropia magnética e V o volume das

particulas. Esse tempo de relaxamento é denominado tempo de relaxamento de Néel

() e diminui rapidamente junto com o volume das particulas (BEIK et al., 2016). O

tempo de relaxacdo de Néel pode ser calculado pela equacgéo 1:

KV
Ty = TOe kT

(Equacéo 1)

onde 7, é a frequéncia caracteristica de inversdo ¢ 10° s), K é a constante de

anisotropia magnética, Vm € o volume das particulas, k € a constante de Boltzmann e

T é a temperatura.
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Por sua vez, a liberacdo de calor por relaxacdo de Brown esta relacionada
com a rotacdo das particulas e choques entre elas em meio liquido. Este mecanismo
ocorre no fluido magnético e esta relacionado a viscosidade do liquido transportador

(n). O tempo de relaxacéo de Brown pode ser calculado pela equacao 2:

_ 3nVp

- (Equacéo 2)

onde Vi é o volume hidrodindmico da particula e n é a viscosidade do fluido magnético.

Durante a reversdo da magnetizagéo, as particulas percorrem o caminho mais
facil e de menor tempo de relaxamento. O tempo de relaxamento efetivo (1) é dado

pela equacao 3:

T=LN (Equacao 3)

Tg+TN

Para aplicacdo de hipertermia, nanoparticulas magnéticas pequenas (< 15
nm) sdo mais apropriadas para transformacdo de energia magnética em energia

térmica, pois necessitam de menor energia para rotacdo dos momentos magnéticos.

2.3.2 DETERMINACAO DA TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA

A transformacéo de energia magnética em energia térmica é quantificada por
meio do valor da taxa de absorcdo especifica (SAR), que depende de varios
parametros, incluindo o tamanho, a forma e as propriedades magnéticas das
nanoparticulas, a frequéncia e a amplitude do campo magnético aplicado, as
caracteristicas do material de revestimento e a funcionalizacdo da superficie (DAS;
COLOMBO; PROSPERI, 2019). O valor da SAR pode ser calculado utilizando-se a

equacao 4:
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SAR =c (d—T) (ﬂ) (Equacéo 4)

dt m

onde ¢ é o calor especifico da amostra, dT/dt € a inclinacdo inicial da curva
temperatura-tempo, M é a massa total da amostra e m € a massa de particulas

magnéticas presentes na amostra.

Para se avaliar a capacidade intrinseca das nanoparticulas magnéticas de
gerar calor, independente da intensidade e frequéncia do campo magnético, o valor
da poténcia intrinseca a perda (ILP) do ferrofluido pode ser calculado utilizando-se a
equacao 5 (FOTUKIAN et al., 2019):

SAR

ILP (nHm?kg™1) = T

(Equacgéo 5)

onde f € a frequéncia e H é a intensidade do campo magnético aplicado.

No caso da magnetita (Fe3Oas), 0 SAR pode variar amplamente dependendo
das condi¢cOes experimentais. No entanto, alguns estudos relataram valores de SAR
na faixa de 100 a 400 W/g para magnetita, quando utilizada em combinacdo com
campos magnéticos alternados com frequéncias entre 100 e 500 kHz e intensidades
entre 10 e 50 kKA/m. Vale salientar que as nanoparticulas com alto valor de SAR séo
desejaveis para aplicacdes clinicas, pois permitem o uso de uma dosagem menor de
nanoparticulas (DAS; COLOMBO; PROSPERI, 2019).

2.4 NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA APLICACAO EM HIPERTERMIA
MAGNETICA

As nanoparticulas de 6xidos magnéticos sdo compostas normalmente por
materiais da classe das ferritas. Essa classe de materiais € baseada em compostos
mistos de oxido de ferro (lll) (Fe203) e um ou mais Oxidos de metais de transigédo

(SOOHOO, 1960). Neste caso, as nanoparticulas mais estudadas e com grande
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interesse cientifico e tecnologico sdo a magnetita (FesOas), maghemita (y-Fez203),

ferrita de cobalto (CoFe20a), ferrita de niquel (NiFe204), entre outros.

A primeira vantagem do uso das nanoparticulas de 6xidos magnéticos para
aplicacBes biomédicas reside no fato de se conseguir um controle do tamanho destas
estruturas, a partir da manipulacdo dos parametros de sintese, desde poucos
nandmetros até centenas de nanémetros, o que as coloca em dimensdes menores
que as células (10 — 100 ym) ou em tamanhos comparaveis a virus (20 — 450 nm),
proteinas (5 — 50 nm) ou genes (2 nm de largura e 10 — 100 nm de comprimento). ISso
significa que as nanoparticulas sdo capazes de interagir com a entidade biologica de
interesse (SARGENTELLI; FERREIRA, 2010; FONTANIVE et al., 2014). A segunda
vantagem é que essas particulas sado superparamagnéticas, ou seja, sdo capazes de
responder a um gradiente externo de campo magnético apenas quando o campo é
aplicado. Como os tecidos humanos apresentam penetrabilidade ao campo
magneético, essas nanoparticulas podem ser transportadas para tecidos de interesse
e apresentar acdo especifica. Além disso, as particulas superparamagnéticas nao
retém qualquer magnetizacdo remanescente, apdés remocdo do campo magnético,

sendo assim de interesse para as aplicacdes in vivo (BERRY; CURTIS, 2003).

Esse fato € muito importante, pois particulas paramagnéticas (com tamanho
superior a 20 nm) se agregam apos a exposicdo a um campo magnético e, assim,
podem provocar problemas como embolia. Para otimizar os balancos entre as
contribuicdes de Néel e Brown (LEVY et al., 2008), os tamanhos mais adequados das
particulas para esta aplicacdo estdo em torno de 15 nm. Como ja abordado
anteriormente, atualmente os oxidos de ferro, magnetita (FesO4) (ASGARI et al., 2021;
GAWALI et al., 2021) e maghemita (y-Fe203) (GE; FU; KONG, 2020; SHAW et al.,
2021) séo a Unica classe de nanoparticulas magnéticas aprovadas para aplicacdes in
vivo pela FDA (Food and Drug Administration). Essas nanoparticulas apresentam
como vantagens a biocompatibilidade (WANG et al.,, 2021), baixa toxicidade

(KHMARA et al., 2019) e comportamento superparamagnético.

Além dos oxidos de ferro citados, também estdo sendo estudados outros tipos
de ferritas para aplicacdo em hipertermia, como: CoFe204 (PHONG et al., 2018;
MUNJAL et al., 2019; MANOHAR et al., 2020; SULEMAN; RIAZ, 2020), NiFe204
(EGIZBEK et al., 2020; LEMINE et al., 2020), CuFe204 (KOMBAIAH et al., 2018;
FOTUKIAN et al., 2020), ZnFe204 (KERROUM et al., 2019; AMIRI et al., 2020) e
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MnFe204(MONDAL et al., 2019a, 2019b; PATADE et al., 2020), além de outros 6xidos
(PHUMYING et al., 2013; AVANCINI et al., 2019; TONELLI et al., 2020).

A classe de materiais das ferritas sdo materiais baseados em compostos
mistos de oxido de ferro (lll) (Fe203) e um ou mais 6xidos de metais de transicao. Sua
formula geral € MFe204, onde M é um ion divalente (Fe?*, Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn®* e
Mn2*). Essa estrutura é caracterizada pelo empacotamento de ions de oxigénio em
um arranjo cubico de face centrada. Entre os ions de oxigénio, encontram-se ions de
Fe3* e M?* ocupando intersticios tetraédricos e octaédricos. A representacdo mais

geral desta estrutura € apresentada pela (equacao 6):

(MEL o Fed®) [FeloMEt] 07 (Equagdo 6)

onde x é o parametro de ocupacao dos ions metdlicos; os parénteses sdo 0s sitios

tetraédricos e os colchetes, os sitios octaédricos.

Quando os ions M?* estiverem ocupando os sitios tetraédricos e o Fe3* os
sitios octaédricos, temos uma estrutura cristalina do tipo espinélio direto (x=0). Se os
fons Fe3* estiverem igualmente divididos entre os sitios tetraédricos e octaédricos e
os ions metalicos divalentes ocuparem os sitios octaédricos, a estrutura € denominada
espinélio inverso (x=1). No caso desses cations estarem distribuidos, temos um

espinélio misto.

2.4.1 MAGNETITA (Fe30a)

A magnetita (FesOs4) é um dos Oxidos de ferro mais estudados e
tecnologicamente utilizados. E uma ferrita que apresenta uma estrutura cristalina do
tipo espinélio inverso (x=1). Essa estrutura é caracterizada pelo empacotamento de
ions de oxigénio em um arranjo cubico de face centrada. Entre os ions de oxigénio
encontram-se fons de Fe*3 e Fe*? ocupando intersticios tetraédricos e octaédricos
(MORALES et al., 2019). A Figura 7 € uma representagcdo da ceélula unitaria da

magnetita.
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Figura 7: Representacdo esquematica da estrutura cristalina da magnetita,
mostrando a posicéo dos ions O?*, dos céations Fe?* e Fe®*, dos sitios octaédricos e
tetraédricos e a direcéo dos spins.

( A\ 0%* jons

. Cations - sitio octaédrico

@ Cations - sitio tetraédrico
%, Dire¢aodo spin

Fonte: Autora, 2023.

A composicdo quimica é representada pela formula (Fe3*)a[Fe?*Fe3']g0a.
Tratando-se de uma magnetita estequiométrica, a relacdo entre Fe?* e Fe3* é de 1:2.
Nos intersticios tetraédricos se encontram os ions Fe** e nos octaédricos os ions Fe?*
e Fe®'. Os ions Fe®" sdo divididos igualmente entre as posicdes tetraédricas e
octaédricas e, sendo assim, ndo resultam em um momento magnético. Os ions Fe?*,
no entanto, ocupam somente 0s sitios octaédricos e sdo responsaveis pelo

comportamento magnético do material.

Desvios desta relacdo estequiométrica da fase pura de magnetita, devido a
oxidacdo de Fe?* para Fe®*, normalmente resultam em y-Fe203 (maghemita). Durante
0 processo de sintese, ou apos, pode ocorrer a oxidacdo da magnetita e formacao de
maghemita. Essa transformacéo é visivel pela mudanca de cor de preto para marrom
avermelhado (GASPAR et al., 2016). A Tabela 1 apresenta algumas propriedades da
magnetita e maghemita, que permitem distinguir entre estas fases do 6xido de ferro
semelhantes.
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Tabela 1: Propriedades dos oxidos de ferro.

. . Maghemita
Mineral Magnetita (FesOa4)
(y-Fe20s3)
Cor Preto Marrom avermelhado
Densidade (g/cm3) 5,18 4,87
Estrutura Cristalogréafica Cubico Cubico ou tetragonal
Dimenséao da célula cubica 0.8396 0.8347
(nm)
Temperatura de Curie (K) 850 820-986
Saturacgéo de
magnetizacdo a 300 K 92-100 60-80
(emu/g)

Fonte: Adaptado de Gaspar et al. (2016).

Em temperatura ambiente, a magnetita a granel apresenta comportamento
ferrimagnético, alta temperatura de Curie (~ 850 K), alta magnetizacdo de saturacdo
(92 emu/g, T=20 °C) e campo coercivo entre 200 e 400 Oe. As nanoparticulas de
FesOs com tamanho abaixo de 20 nm apresentam comportamento
superparamagnético (GASPAR et al., 2016). Ms, Mr e Hc variam de acordo com o

tamanho das nanoparticulas.

2.5 PRODUCAO DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Diversos métodos de sintese foram desenvolvidos para produzir
nanoparticulas magnéticas com bom controle de forma, composicao e distribuicdo de
tamanho. Nanoparticulas magnéticas podem ser produzidas utilizando-se processos

fisicos ou quimicos.

Os processos fisicos, conhecidos como top-down (de cima para baixo),
consistem na reducdo de materiais de tamanho maior para micro e nanoescala,
partindo de materiais macroscépicos (STANICKI et al., 2015). A principal técnica
envolvida € a moagem em altas energias. No entanto, o processo € demorado e

envolve tecnologias de alto custo. As nanoparticulas superparamagnéticas



40

produzidas por processos fisicos apresentam formas irregulares, “cantos vivos” e
distribuicdo de tamanho ndo uniforme; neste caso, acabam nédo sendo interessantes

para aplicacdes na érea de hipertermia (LIU et al., 2020).

Processos quimicos sdo processos bottom-up (de baixo para cima),
consistem em métodos que constroem a hanoestrutura atomo por atomo. Atualmente,
as nanoparticulas superparamagnéticas comercializadas séo produzidas utilizando-
se métodos quimicos, devido ao maior controle de tamanho, forma e composicéo
quimica (MARCELO et al., 2020). Dentre os métodos quimicos, sdo empregados:
sintese sol-gel (LEMINE et al., 2014; SANCHEZ et al., 2016; JASSO-TERAN et al.,
2017; PHD et al., 2020), coprecipitacio (KLENCSAR et al., 2018; KUSIGERSKI et al.,
2019; MOHAMMADI et al., 2021), decomposicdo térmica (VUONG et al., 2020),
hidrotermal ou solvotérmica (ZARGAR et al.,, 2018; FOTUKIAN et al., 2020),
microemulsédo (CHIN; YAACOB, 2007; ZHANG,; LIAO; BAKER, 2010), entre outras.

As propriedades magnéticas das nanopatrticulas séo fortemente afetadas pelo
processo de sintese. A Tabela 2 mostra algumas diferencas nas metodologias, bem
como nos resultados obtidos.

Recentemente, também estdo sendo desenvolvidas rotas biolégicas para
producdo de nanoparticulas superparamagnéticas, que abrangem desde
procedimentos microbianos, até procedimentos que utilizam plantas e fungos
(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). Essas novas rotas sao ecoldgicas e sustentaveis,
pois se apoiam em procedimentos de fabricacdo simples, rapidos e diretos, além de
utilizarem tecnologias econbmicas e que geram menos residuos (NARAYANAN;
SAKTHIVEL, 2010; MAJIDI et al., 2016).

Para aplicac6es de maior interesse, como as biomédicas, as nanoparticulas
magnéticas devem apresentar comportamento superparamagnético em temperatura
ambiente, controle de forma e uma faixa estreita de distribuicdo de tamanhos das
particulas (FONTANIVE et al., 2014).
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Tabela 2: Condi¢cdes de sintese, tamanho de particula (d) e magnetizacdo de saturacdo (Ms) de nanoparticulas magnéticas.

Reagentes Temperatura |Tempo de d Ms
Método precursores de Fe Solvente de reacdo (°C) | reacéo (nm) | emul/g REF
Coprecipitacéo FeCls, FeSO4 agua 25 3h 10-14 | 51-62 Anbarasu et al., (2015)
FeClz, FeCls agua 80 30 min 9-12 - Panta et al., (2014)
FeClz, FeCls agua 25 10 min 25 63 Nhurikiyimfura et al., 2020
Decomposigéo . o . : 3 3
térmica Fe(acac)s, Fe(CO)s éter difenilico 200-290 Minutos | 5-14 | 74-90 Simeonidis et al., 2007
éter dibenzilico, n-
Fe(acac)s hexano e acetona 100-300 0.5-2h 613 | >*70 Vuong et al., 2015
Fe(CsH702)3 plietilenoglicol 240 5h 4 46 Gawali et al., 2021
(NH4)2Fe(S0a4)2 Acido sulfarico <10
Microemulséo NHaFe(S0a4)2 aquoso (0,4 M) 50-80 90 min - Singh; Upadhyay, 2018
FeCls n-octano/agua 25 65 min 8-20 55 Zhang; Liao; Baker, 2010
Asab; Zereffa; Abdo Seghne,
Fe(NOs)s, FeSO4 n-heptano/agua 30-80 150 min 7-11 - 2020
Hidrotermal FeCls, FeSO4 agua 100-200 15h 27-52 80 Long et al., 2016
FeClz, FeCls agua 200 2h 14- 46 - Lévy et al. (2008)
FeCls agua 120 4 h 10-65 53 Torres-Gomes et al. (2019)
Sol-gel Fe(NOs3)3 Etilenoglicol 40-120 4 h 8-16 | 31-60 Xu et al. (2007)
Fe(NOs3)3 agua 95 48 h - 83 Zhang et al. (2016)
Fe(NOs3)s agua 90 1h 21-28 | 42-57 Ansar et al. (2015)
o5 Ghanbari, Salavati-Niasari e
Sonoquimica FeCl2 agua 3 min - 9-66 Ghasemi-Kooch (2014)
FeOH(C2H302)2 agua 25 30 min 10 - Vijayakumar et al. (2020)
Aliramaji, Zamanian,
FeCls, FeCl2 HCI 25 30 min 10-12 63 Sohrabijam (2015)
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Deposicao Acido fosforico Karimzadeh, Aghazadeh e
eletroquimica FeCls, FeClz Acido sulfarico 70 30 min 8-10 72 Doroudi (2016)
FeCls, FeClz2 agua 25 - 10-15 | 71-31 Karimzadeh et al. (2017)
Fe(NO3)3 etanol 25 1lh 4-9 - Marques et al. (2008)
Método Poliol Fe(acac)s éter octilico 120-260 2h 5 - Liu et al. (2007)
FeCls Agual/etileno glicol 70 24 h 11-104 | 30-121 Oh et al. (2017)
FeCl2 PEG 300 2h 32 86 Abbas et al. (2013)

Fonte: Autora, 2023.
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A maioria das nanoparticulas de 6xido de ferro comercialmente disponiveis
sao sintetizadas por coprecipitacdo. Esta técnica consiste na precipitacdo simultanea
de solucdes salinas de Fe?* e Fe®* por meio da adicdo de uma base. Na sintese, 0s

fons Fe?* e Fe®* reagem, em atmosfera inerte, conforme a reacéo (Equacéo 7):

2 Fe3* + Fe?* + 8 OH — Fe304 + H2O  (Equacéo 7)

No entanto, as particulas produzidas apresentam uma grande faixa de
distribuicdo de tamanho e um baixo grau de cristalinidade. Além disso, gera uma
grande quantidade de efluentes téxicos, resultante dos longos processos de lavagem
para estabilizacdo do pH e a sintese deve ser realizada em atmosfera inerte.

2.5.1 METODO SOL-GEL

O método sol-gel é uma das abordagens sintéticas mais bem estabelecidas
para preparar nanoparticulas de 6xidos metalicos, bem como compostos de 6xidos
mistos. Embora existam varias abordagens para o método sol-gel, existem etapas
basicas comuns a todos: inicialmente, o precursor de metal correspondente sofre
rapida hidrolise para produzir uma solugéo coloidal estavel (sol) de hidréxido de metal,
seguido por condensacédo imediata, que leva a formacao de géis tridimensionais, por
meio de interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio ou covalentes. Os
precursores sao tipicamente alcoxidos ou sais organicos e inorganicos de metais,

dissolvidos em meio aquoso ou em solventes.

Catalisadores, aditivos - como surfactantes e polimeros - e agentes
gelificantes (por exemplo, acidos carboxilicos) podem ser adicionados a mistura a fim
de se direcionar a reacao para as formas ou tamanhos finais desejados. Para remover
solventes e sub-produtos desta estrutura, uma etapa de secagem € necessaria,
geralmente por aquecimento do gel. A estrutura final do material é fortemente
influenciada por esta etapa. Pode-se obter xerogel, ao secar esse material em estufa
ou por outros métodos de evaporacao da dgua (RAO; MUKHERJEE; REDDY, 2017).
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Para a maioria dos materiais, a secagem por si s6 ndo é suficiente para um
produto de alta qualidade. Um tratamento térmico adicional também € necessario para
a policondensacdo completa, aumentando a cristalinidade do material final. A
temperatura da reacdo em sol-gel varia entre 25 e 500 °C, sendo possivel sintetizar

particulas com estreita distribuicdo de tamanho e formato controlado.

O método sol-gel citrato/nitrato € bastante utilizado para a producédo de
diferentes tipos de 6xidos metalicos. Como reagentes, sé@o utilizados sais de nitrato
dos ions de interesse e &cido citrico como agente quelante e combustivel. A formacéo
da fase desejada ocorre durante o tratamento térmico do xerogel. Durante o
tratamento térmico, quando atingida a temperatura de autoignicdo, ocorre a
combustdo do complexo citrato/nitrato (ZHANG et al., 2016). Esse método de
preparacao de 6xidos metalicos por meio de reacdo de combustdo se baseia em
conceitos termodinamicos utilizados na quimica dos propelentes, que envolve reacao
de mistura redox, onde os ions metalicos de interesse atuam como reagentes
oxidantes e o combustivel como agente redutor. O método é simples e utiliza reacfes
quimicas rapidas e extremamente exotérmicas para a formacado do material de
interesse (COSTA; MORELLI; KIMINAMI, 2000).

Na Tabela 3 sdo apresentadas diferentes metodologias encontradas na
literatura para obtencéo de nanoparticulas de magnetita por meio de sintese sol-gel.
Algumas das vantagens do método de sintese sol-gel incluem o fato de operar em
baixa temperatura, baixo custo e ndo necessitar de instrumentos especiais. Estas
vantagens, aliadas a sua simplicidade nos procedimentos de sintese, tornam o
método sol-gel muito atraente (RAO; MUKHERJEE; REDDY, 2017). Existem
diferentes rotas de sintese sol-gel, como: sintese sol-gel em meio aquoso, sintese sol-
gel em meio ndo-aquoso, sol-gel de autocombustdo (ou autoigni¢céo), assistido por

microondas, entre outras.

Zhang et al. (2016) produziram nanoparticulas porosas pelo método sol-gel
em atmosfera de ar. Foram utilizados os seguintes reagentes: nitrato de ferro, acido
citrico e amonia para ajustar o pH. O gel formado foi inflamado a 200 °C, liberando
gases como hidrogénio e metano. Apés a ignicdo, o Fe3* foi reduzido para Fe?* com
o0 auxilio dos gases redutores. Em condicfes ideais, o Ms foi de 83 emu/g (ZHANG et
al.,, 2016). Na mesma linha, Ansar et al. (2015) prepararam nanoparticulas de

magnetita pelo método sol-gel seguido de autocombustao para utilizagdo em drug-
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deliveries. Os resultados de DRX confirmaram a formacdo de magnetita. O tamanho
do cristalito diminuiu de 27,96 para 21,72 nm conforme a concentracao de combustivel
foi aumentada. O valor de Ms foi aumentado de 42,21 emu/g para 56,70 emu/qg,
engquanto o magnetismo remanente (Mr) diminuiu de 6,16 emu/g para 3,81 emu/g, na
série com aumento na concentracdo de combustivel. A natureza superparamagnética
das amostras foi evidente a partir da andlise dos loops de histerese magnética
(ANSAR et al., 2015).

Hu et al. (2019) prepararam NPMs com baixa aglomeracdo utilizando o
meétodo sol-gel de autoignicdo. Inicialmente, o nitrato de ferro (precursor de ferro) foi
misturado com acido citrico (agente quelante). Os grupos funcionais carbociclicos
auxiliaram na formagdo de um complexo com ions de ferro e produziram uma estrutura
de rede espacial. O acido picrico foi adicionado ao gel, como agente explosivo fraco,
e mantido a 450 °C por 1 min. Essa explosdo produziu gas a alta temperatura e
pressdo, fornecendo assim energia suficiente para transformacdo de fase. As
nanoparticulas produzidas foram esféricas e monodispersas, com tamanho de
particula na faixa de 3-20 nm e Ms maximo de 86,2 emu/g (T = 300 K) (HU et al.,
2019a).

Parmar et al. (2019) produziram nanoparticulas de magnetita pelo método de
autocombustdo sol-gel utilizando &cido citrico como combustivel. O tratamento
térmico apods a sintese foi realizado a 220, 270 e 320 °C por 1 h. Os resultados de
DRX confirmaram a formacdo de magnetita e presenga de a-Fe203. As NPs
apresentaram tamanho na faixa de 37,2 a 43,5 nm e area superficial de 25,62 a 30,48
m?/g (PARMAR et al., 2019).

Tang et al. (2004) prepararam filmes finos de magnetita utilizando o método
sol-gel com tratamento térmico de 300 °C. Os resultados de TG-DTA mostraram que
na faixa de temperatura de 250-400 °C ocorreu uma perda de massa significativa, que
corresponde a combustdo do éster e que € a producédo da esterificacdo entre o etanol
e 0 acido citrico, acompanhado de um pico exotérmico a 291 °C. A magnetita
apresentou distribuicdo de tamanhos de particulas estreita e tamanho médio de 12,5

nm e comportamento supermagnético (TANG et al., 2004).

Xu et al. (2007) produziram nanoparticulas de Fes3Os4 pelo método sol-gel
combinado com tratamento térmico realizado sob vacuo. Os resultados indicaram que

com o0 aumento da temperatura de 200 para 400 °C ocorreu um aumento no tamanho
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de cristalito (8,5, 10,6, 13,6, 15,5 nm). Os valores de Ms em temperatura ambiente
das nanoparticulas de magnetita obtidas a 200, 250 e 400 °C sao de 31, 47 e 60
emu/g, respectivamente. Os resultados indicaram que o Ms aumenta com o0 aumento
da temperatura de tratamento térmico. Este aumento no Ms pode estar relacionado
com aumento no tamanho de particula. Os valores de coercividade Hc encontrados
sao 0,04, 0,07 e 0,23 kOe (XU et al., 2007). Hasanpour et al. (2013) prepararam
nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita pelo método sol-gel. A
magnetizacao de saturagao foi de 57 emu/g (HASANPOUR et al., 2013).

Qi, Yan e Li (2010) produziram nanoparticulas de magnetita pelo método sol-
gel seguido de recozimento sob vacuo, utilizando como precursores o FeCls.6H:0,
etanol e 6xido de propileno. Na etapa de recozimento foram utilizadas diferentes
temperaturas e tempos. Ocorreu formacao de magnetita a 300 °C, que corresponde
ao pico exotérmico (303,9 °C) encontrado na andlise térmica. As nanoparticulas
produzidas a esta temperatura apresentaram tamanho de 9 a 11 nm (QI; YAN; LI,
2010).

Sciancalepore et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de FesO4 utilizando o
método sol-gel ndo aquoso assistido por microondas. Como precursor de ferro,
utilizaram acetado-acetona de ferro, que foi dissolvido em alcool benzilico com
radiacdo de 2,45 GHz e temperatura de 200 °C. As NPs produzidas apresentaram
tamanho de 6-8 nm. Outro estudo mostrou que aumentando o tempo de radiacao (240
min), ocorreu um aumento na cristalinidade em 95%. No entanto, com o aumento do
tempo de radiacdo, ocorreu um aumento na distribuicdo de tamanhos de particulas
(SCIANCALEPORE et al., 2018).



Tabela 3:Condicdes de sintese dos métodos sol-gel ja encontrados na literatura.
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Reagentes Temperatura Tempo de Temperatura de Tempo de REF
de reacéo reacao tratamento térmico tratamento térmico
W®) Q)
FeCl2.4H20 60 30 min 250-400 30 min Tang et al. (2004)
_Acido citrico
Acido ascorbico
Etanol
Fe(NO3)3.9H20 40 2h 200-400 - Xu et al. (2007)
Etileno Glicol
Fe(NOs)s .9H20 40 2h 400 2h Hasanpour et al. (2013)
Etileno Glicol
Fe(NOs)3-9H20 95 48 h 200 - Zhang et al. (2016)
Acido citrico
Solucdo aménia
Fe(NOs3)3.9H20 temperatura 15 min 80 6 h Akbar et al. (2019)
Etileno Glicol ambiente
Fe(NOs)s .9H20 90 1h 600 10 h Ansar et al. (2015)
Acido citrico
Fe(NOs3)3.9H20 temperatura 2h 300 1h Jalil et al. (2017)
PVA ambiente
Nitrato de ferro 95 - 450 20-60 min Hu et al. (2019)
Acido citrico
Amonia
FeCls.6H20 temperatura 1,5 min 250-400 2h Hongzhang et al.
Oxido de propileno ambiente (2010)
Etanol
Fe(NOs3)3.9H20 70 2h 250 - Sadabadi (2015)
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Etilenoglicol

Fe(CsH702)3 200 48 h - - Sangermano et al.
Alcool benzilico (2013)

Fe(CsH702)3 100-200 1-48 h - - Florini et al. (2013)

Alcool benzilico

Fe(NOs3)s .9H20
Acido citrico
Amonia

220-320

1h

Parmar et al. (2019)

Fonte: Autora, 2023
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2.6 FUNCIONALIZACAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Diversos motivos sugerem a necessidade de uma camada de revestimento
aplicada as nanoparticulas magnéticas. O primeiro deles est4 relacionado a
estabilizacdo das nanoparticulas em meio liquido: ha necessidade de utilizacdo de
recobrimentos especificos para evitar a aglomeracao das nanoparticulas melhorando
assim sua estabilidade, principalmente em meio fisiologico. Outro motivo é a
diminuicdo da toxidade (aumentar a biocompatibilidade). Também é possivel que o
revestimento das nanoparticulas magnéticas adicionem funcionalidade especifica,
como transportar farmacos ou direcionar para o alvo através do recobrimento com
uma molécula biolégica ( ELRAHMAN; MANSOUR, 2019; LIU et al., 2020; KHMARA
et al., 2019; WANG et al., 2021).

Como mencionado previamente, um dos beneficios da utilizacdo de
nanoparticulas magnéticas é o uso de gradientes de campo magnético localizados
para atrair as particulas para um determinado local selecionado, onde elas
permanecem o tempo da terapia e, em seguida, podem ser removidas (BERRY;
CURTIS, 2003). A superficie destas particulas pode ser modificada por meio da
criacdo de algumas camadas atbmicas compostas por polimeros organicos (como o
acido polilactico, dextrano, PEG, PVP, PVA e dendrimeros) (PAN; GAO; AO, 2005;
SHAGHOLANI; GHOREISHI; MOUSAZADEH, 2015; SHATERABADI; NABIYOUNI;
SOLEYMANI, 2018; JOUYANDEH et al., 2019; ASRI et al., 2021), metais (Au, Gd e
Pt) (HAN et al., 2016; HIROSAWA; IWASAKI, 2021; KOUTSOUMBOU et al., 2021),
oxidos metalicos (SiOz, Al203, TiO2) (ISLAM et al., 2011; VASILAKAKI et al., 2021; YU
et al., 2021), acidos graxos (acido oleico) ou aminoacidos (ZHANG; HE; GU, 2006a;
URIAN et al.,, 2021). Moléculas bioativas, como biotina, avidina, grupos carboxila,
carbodiimida, anticorpos, horménios, acido félico, entre outros, podem ser lidadas a
superficie das nanoparticulas, para direcionar as nanoparticulas para as células-alvo
(GHOLIBEGLOO et al., 2019; IVANOVA et al., 2021). Alem da modificagcao superficial,
promover a interacdo mais especifica da particula com o tecido, célula ou molécula, a
cobertura superficial também contribui para o aumento da estabilidade coloidal do
fluido magnético (BERRY; CURTIS, 2003).

Os diferentes revestimentos proporcionam as nanoparticulas magnéticas uma

melhora significativa na biocompatibilidade e confere-lhes estabilidade em meio
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liquido. ApGs o recobrimento, ocorre uma diminuicdo das propriedades magnéticas,
mais especificadamente da Ms. Consequentemente, 0 SAR diminui. Sendo assim,
permanece ainda um desafio produzir nanoparticulas magnéticas funcionalizadas que

apresentem um alto valor de SAR.

2.6.1 ESTABILIDADE COLOIDAL

Quando nanoparticulas sdo dispersas em solu¢cdes aquosas, € comum
observar sua tendéncia para se aglomerarem, o que pode ser explicado pelo seu
tamanho na escala nanométrica e pelo movimento browniano. A aglomeracéo
resultante pode levar a formacdo de particulas maiores, que eventualmente se
depositam devido a forca da gravidade. Essas particulas aglomeradas podem
apresentar comportamento ferromagnético, ao invés de superparamagnético, devido
ao aumento do tamanho hidrodinamico. A estabilidade coloidal de nanoparticulas em
meio aquoso resulta do equilibrio estabelecido entre forcas de atracédo (for¢as de van
der Waals, dipolo e dipolos magnéticas) e forcas repulsivas (repulsdo eletrostéatica e
estérica), de acordo com a teoria DLVO (desenvolvida por Dejaguin, Landau, Verwey

e Overbeek).

Supbe-se que a forca de interacao liquida entre as particulas dispersas em
um meio polar é igual a soma das forcas de atracdo e repulsdo de van der Waals,
devido a cargas adsorvidas em sua superficie. Essa barreira repulsiva depende de
dois tipos de ions responsaveis pela formacdo da dupla camada elétrica: ions
determinantes potenciais (em agua H* e OH"), que controlam a carga de superficie da
particula, e os contraions, que estdo em solu¢cdo na vizinhanca da particula,

protegendo as cargas dos ions determinantes de potencial (MORENO, 2019).

O valor de pH no qual a carga total da particula € zero é chamado de ponto
de carga zero. Para valores de pH inferiores aos do ponto de carga zero, ou seja, um
pH mais acido, a carga superficial da particula é positiva. J& em valores de pH
superiores ao ponto de carga zero (pH mais basico), a carga superficial sera negativa.
A carga superficial vai determinar a da dupla camada, que terd o sinal contrario
(ARCARO; VENTURINI, 2021).



51

De acordo com 0 modelo Stern (1924), a dupla camada elétrica € formada por
uma monocamada de ions adsorvidos na superficie da particula (camada Stern) e
uma segunda camada difusa, onde os contraions estdo coexistindo com os ions de
mesmo sinal (ALLEONI; CAMARGO, 1994). Quando uma particula se move em um
liquido, a camada Stern e parte da camada difusa se move com ela. O potencial no
plano de cisalhamento que separa a camada rigida da difusa é chamada de potencial
zeta (C) e indica o gradiente do potencial elétrico, quando o potencial de superficie &
constante. O ponto isoelétrico (PIE) define o valor de pH para o qual o { = 0 (a carga
total é zero) e é caracteristico de cada material. Neste ponto, o sistema néo € estavel,
pois hd um processo de coagulacao devido a auséncia de repulsdo entre as camadas
duplas. Por esse motivo, evita-se trabalhar com valores de pH proximos ao PIE,
selecionando como 6timos aqueles onde os valores de potencial zeta mais elevados

sdo obtidos em valor absoluto.

Por outro lado, a camada dupla € sensivel a concentracdo de sais no meio,
obtendo-se diferentes valores de potencial zeta, mas nao de PIE. Quanto mais alto o
potencial zeta, maior a espessura da camada dupla e maior serd a estabilidade do
sistema. Portanto, serd mais facil evitar agregacéao entre as particulas. Quanto maior
a concentracdo de eletrélito, menor o potencial zeta e, portanto, maior a chance de

gue as particulas se agreguem.

Por fim, o tamanho das particulas também influencia a formacédo da camada
dupla. Para tamanhos maiores de particulas, havera menor espessura da camada
dupla e, portanto, menor potencial zeta. Isso é explicado pela densidade de carga
presente na particula, uma vez que para tamanhos menores, a densidade de carga &

maior atraindo uma maior quantidade de contraions.

No caso das nanoparticulas de oxido de ferro, a superficie é coberta por
atomos de ferro, que se comportam como acidos de Lewis. Estes &tomos podem
coordenar-se com moléculas que doem elétrons de par solitario. Em meio aquoso, a
agua se dissocia e a superficie do oxido de ferro torna-se funcionalizada com
hidroxilas. Esses grupos hidroxila sdo anfotéricos, ou seja, podem reagir com acidos

ou bases.

A superficie das nanoparticulas de 6xidos de ferro pode ser negativa ou
positiva dependendo do pH da solucdo. O ponto isoelétrico da magnetita,

normalmente, encontra-se em torno do pH 6,8. Préximo do ponto de carga zero, a
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densidade de carga superficial € muito pequena e as particulas sdo instaveis em
solucbes aquosas e aglomeram-se e precipitam-se. Portanto, para obter estabilidade
coloidal é necessério introduzir for¢as repulsivas eletrostaticas ou estéricas por meio
do recobrimento das nanoparticulas. Moléculas pequenas ou macromoléculas
(polimeros) podem formar uma camada Unica ou dupla em volta das nanoparticulas
magneéticas, principalmente por meio de mecanismos de ancoragem quimica ou
adsorcao fisica. As nanoparticulas séo revestidas de forma a gerar forcas repulsivas
que equilibram as forgcas magnéticas e de van der Waals, garantindo a estabilidade

das nanoparticulas em meio aquoso (SOARES et al., 2021).

2.6.2 MATERIAIS DE RECOBRIMENTO PARA FUNCIONALIZACAO

Diferentes classes de materiais, como surfactantes (citrato de sodio e acido
citrico), acido graxo (acido oleico), polimero sintético (polietilenoglicol) e polimeros
naturais (alginato de sodio e quitosana) podem ser usadas para o recobrimento de
NPMs de 6xido de ferro. Nos tdpicos a seguir serdo apresentados diferentes materiais

gue podem ser usados no recobrimento das NPMs.

2.6.2.1 Surfactantes

2.6.2.1.1 Citrato de sodio

O citrato de sddio € um composto quimico amplamente utilizado na industria
alimenticia e farmacéutica como um aditivo alimentar e como um agente tamponante
em solugbes intravenosas. Além disso, o citrato de sodio tem sido cada vez mais
utilizado na estabilizacdo de nanoparticulas. A Figura 8 mostra a estrutura molecular

do citrato de sdodio.

O citrato de sédio possui grupos carboxilato em sua estrutura molecular, que
interagem com as superficies das nanoparticulas, formando uma camada protetora
em torno delas e impedindo sua aglomeracdo. Quando utilizadas baixas

concentracdes, a estabilizacdo de nanoparticulas com citrato de sodio é altamente
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eficaz e apresenta diversas vantagens em relacdo a outros agentes estabilizantes,
como a facilidade de uso, a baixa toxicidade e a estabilidade em condi¢bes
ambientais. Além disso, o citrato de sédio é facilmente disponivel comercialmente e
relativamente barato. Vale salientar que o FDA considera o citrato de sodio seguro e

aprova sua utilizacdo como aditivo alimentar (SIQUEIRA, 2019).

Figura 8: Estrutura molecular do citrato de sodio

o 1
O O Na'
N8+ OH
O O
Na'

Fonte: Adaptado de Melo JR. et al. (2012).

O citrato de sédio pode ser utilizado no recobrimento de nanoparticulas
magnéticas para producdo de suspensfes estaveis em agua e biocompativeis,
quando utilizadas em baixas concentracbes para aplicacdes biomédicas (CUNHA,
2016).

Os trabalhos encontrados na literatura, que utilizaram nanoparticulas de 6xido
de ferro recobertas com citrato de sédio, apresentaram resultados promisores quanto
ao tamanho de particula, estabilidade coloidal e propriedades magnéticas
(QUREASHI et al., 2021). Isso porque os trés grupos carboxilato de uma molécula de
citrato possuem uma forte afinidade de coordenacéo para ions Fe, 0 que proporciona
a ligacdo de COOH na superficie dos nanocristais de Fes3O4 e dificulta a agregacéo de
monocristais (NA; YANG; LEE, 2014).
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Na Tabela 4 sédo apresentados valores de tamanho de particula, potencial zeta

e propriedades magnéticas de NPs recobertas com citrato de sédio de trabalhos

encontrados na literatura.

Tabela 4. Tamanho de particula, potencial zeta e propriedades magnéticas de
nanoparticulas de FesO4 e nanoparticulas revestidas com citrato de sédio.

Dsem Drem P.¢ Ms o
Produto Referéncia
(nm) (nm) (mV) (emul/g)
FesOa4 30 - -20 78,6
Qureashi et al. (2021)
FesOa/citrato | 30 - -28 55,6
FesOa4 - 10-40 -10 -
Na; Yang; Lee (2014)
FesOa/citrato - 8-10 -35 -
Fes04 - 20-40 - -
Hui et al. (2008)
FesOa/citrato - 20 33,45 58

2.6.2.1.2 Acido citrico

Fonte: Autora, 2023.

O uso de acido citrico no recobrimento de nanoparticulas magnéticas melhora

a estabilidade coloidal das mesmas. Além disso, as NPMs de 6xido de ferro revestidas

com &cido citrico sdo capazes de imobilizar proteinas, enzimas e medicamentos anti-

cancer. Na Figura 9 é apresentada a estrutura molecular do &cido citrico.
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Figura 9: Estrutura molecular do acido citrico.

OH

CG 807
Fonte: Adaptado de Scopel et al. (2017).

Nosrati et al. (2018) utilizaram nanoparticulas magnéticas recobertas com

acido citrico como carreador de curcumina para tratamento de cancer de mama.

Na Tabela 5 sdo apresentados valores de tamanho de particula, potencial
zeta, propriedades magnéticas e SAR de NPs recobertas com acido citrico de

trabalhos encontrados na literatura.

Tabela 5: Tamanho de particula medido por espalhamento dindmico de luz (DebL) e
por microscopia eletrénica de transmisséo (Dtewm), potencial zeta, propriedades
magnéticas e SAR de nanoparticulas de Fe304 e nanoparticulas recobertas com

acido citrico.
SAR
DebL Drem P.{ Ms .
Produto (W/g) Referéncias
(nm) (nm) [ (MV) (emu/qg)
FesOa4 - - - - -
Lin; Tsai; Lee (2014)
FesO4/AC 12 50 - 55,68 -
Fes3Oa4 - 9 - 51 -
Li etal. (2013)
Fes04/ AC - 9 - 50 -
Fe204 - 6 23 - - Munijal et al. (2019)
Fe204/ AC - - 21 43 76

Fonte: Autora, 2023.



56

2.6.2.2 Acidos graxos (acido oleico)

Acido oleico (AO) é um &cido graxo monoinsaturado que pode ser encontrado
na natureza em muitos produtos de origem vegetal ou animal. E um surfactante
bastante utilizado para melhorar a estabilidade coloidal da magnetita. Estes dois
materiais apresentam grande afinidade quimica, pois 0 AO apresenta um &acido
carboxilico terminal (COOH) com carga negativa que se liga facilmente a superficie
de carga positiva da magnetita (ZHANG; HE; GU, 2006a; KEKALO et al., 2012;

SOARES et al., 2014). A Figura 10 mostra a estrutura molecular do acido oleico.

Figura 10: Estrutura quimica do acido oleico.

OH

18" 3472

Fonte: Autora, 2023.

Soares et al. (2016) estudaram a utilizacdo de acido oleico como surfactante
para formacdo de uma dupla camada na superficie de nanoparticulas de éxido de
ferro (FesOa) e sua influéncia na estabilidade coloidal e propriedades magnéticas das
NPs. Foram utilizadas quantidades de 0, 8, 32, 64 e 96% de acido oleico em relacéo
a massa de Fes30a4. Os resultados de FTIR e TGA/DTA confirmaram a formacao da
bicamada de AO para concentracdes de 96% de acido oleico. Nessas condi¢fes, a
presenca da bicamada de &cido oleico foi capaz de evitar a formacdo de grandes
aglomerados, pois os resultados de TEM e EDL (espalhamento de luz dindmico)
apresentaram tamanho médio do nucleo de magnetita de 9 nm e tamanho
hidrodinamico de 170 nm. Os resultados de potencial zeta para as NPs com 96% de
acido oleico em pH de 7 confirmaram que as nanoparticulas obtidas sao
extremamente estaveis (aproximadamente -120 mV). As analises das propriedades

magneéticas apontou que a presenca da bicamada de AO causou uma reducdo no
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magnetismo de saturacdo (NPs puras apresentaram Ms de 82 emu/g, enquanto
Fe304/A0 96% apresentaram Ms de 19 emu/g) (SOARES et al., 2016).

Darwish (2017) estudou a influéncia da viscosidade do transportador (dgua e
etanol) e da poténcia do campo magnético (1, 0,7, 0,5, 0,3 e 0,1 kW) no perfil de
aguecimento e SAR de nanoparticulas de magnetita revestida com acido oleico. A
frequéncia foi mantida constante (142 kHz). A concentracéo do ferrofluido estudado
era de 20% de nanoparticulas. As nanoparticulas foram obtidas por coprecipitagdo em
meio béasico e apresentaram tamanho hidrodinAmico de 15 nm. Os resultados
indicaram que os valores de SAR aumentaram com o0 aumento da poténcia, como era
esperado. Utilizando campo magnético de 1 kW aplicado por 2 min, a temperatura
atingiu 45 °C, o que suficiente para hipertermia. Referente a viscosidade, ocorreu uma
reducdo na taxa de aquecimento das NPs dispersas em etanol comparadas com as
dispersas em agua, devido ao etanol ser mais viscoso que a agua, o que indica que
com o aumento da viscosidade do transportador, ocorre uma diminuicdo no SAR. As
nanoparticulas de Fe3O4/A0O, com maior valor de SAR (214,95 W/g), apresentam
grande potencial para aplicacdo em hipertermia magnética e também como
carregadores de farmacos (DARWISH, 2017).

Na Tabela 6 sdo apresentados valores de tamanho de particula e
propriedades magnéticas de NPs recobertas com acido oleico de trabalhos

encontrados na literatura.

Tabela 6: Tamanho de particula medido por espalhamento dindmico de luz (DebL) e
por microscopia eletrénica de transmisséo (Dtewm), potencial zeta, propriedades
magnéticas e SAR de nanoparticulas de FezO4 e nanoparticulas recobertas com

acido oleico.
DepL Dtem Ms .
Produto Referéncia
(nm) (nm) (emu/g)
Fes0a - - -
Urian et al. (2021)
Fes04/ AO - 4 57
Fes0a - - -
Polichetti et al. (2020)
Fes304/ AO - 7 45
Fe20a4 - - - Munjal et al. (2019)
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Fe203/ AO ‘ - ‘ 95 ‘ 61,3
Fonte: Autora, 2023.

2.6.2.3 Polimero sintético (PEG)

O polietilenoglicol (PEG) esté entre os polimeros sintéticos mais empregados
no recobrimento de nanoparticulas magnéticas. Esse polimero € solivel em agua e
apresenta alta capacidade de hidratacdo das cadeias poliméricas, proporcionando
repulsédo estérica. Assim sendo, o recobrimento com PEG torna as nanoparticulas
estaveis em meio liquido e evita a oxidagdo das mesmas, 0 que € importante no caso
de 6xidos de ferro (SILVA; PEREIRA; CAMPOS, 2019). Na Figura 11 € apresentada

a estrutura molecular do PEG.

Figura 11: Estrutura molecular do polietilenoglicol.

HO OH
n

C2nH4n+2On+1

Fonte: Adaptado de Arioli (2022).

Antarnusa et al. (2022) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de
magnetita e PEG 4000 no tamanho e propriedades magnéticas. Foram utilizadas
razBes massicas de Fe304:PEG (em g) de 3:0, 3:0,75, 3:1, 3:1,5 e 3:3. Os resultados
indicaram que o aumento da concentragdo de PEG causou uma diminuicdo no
tamanho de particulas (16,51 para 10,25 nm) e uma diminuicdo nas propriedades
magnéticas (77,26 para 65,34 emu/g) (ANTARNUSA et al., 2022).

Paresque et al. (2019) estudaram o efeito do tempo de recobrimento de
nanoparticulas de magnetita obtidas por coprecipitagdo e revestidas com PEG 4000

no tamanho de particula. Foram realizadas cinco sinteses, variando os tempos da
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etapa de revestimento das nanoparticulas de 10, 20, 30, 50 e 60 min. Os resultados
indicaram que ocorreu um aumento no tamanho das NPs com o aumento do tempo
de recobrimento. As nanopatrticulas revestidas apresentaram didmetros médios na
faixa de 31 a 40 nm (PARESQUE; OLIVEIRA; CASTRO, 2019).

O PEG é um polimero de baixa toxicidade amplamente utilizado no
recobrimento de nanoparticulas magnéticas para aplicacdes biomédicas. Estudos
indicaram que o recobrimento com PEG melhora a biocompatibilidade e o tempo de
circulacdo sanguinea das NPs. Também reduz a carga superficial das nanoparticulas
sem alterar seu comportamento magnético (ROACHO-PEREZ et al., 2020).

Na Tabela 7 sdo apresentados valores de tamanho de particula e
propriedades magnéticas de NPs recobertas com PEG de trabalhos encontrados na

literatura.

Tabela 7: Tamanho de particula medido por espalhamento dinamico de luz (DepL) e
por microscopia eletronica de transmissao (Dtewm), potencial zeta e propriedades
magnéticas de nanoparticulas de FeszO4 e nanoparticulas recobertas com PEG.

Dsem Dtem Ms
Produto REF
(nm) (nm) (emu/qg)
FezO4 - - 39 Karaagac; Kockar
Fes04/PEG 6000 - 7 62 (2022)
FezO4 - -
) Da et al. (2022)
Fes04/ PEG 64 - 67
Fe2O4 - 36 -
De Hoyos-Sifuentes et
Fe204/ PEG 300 - 25 17 al. (2022)

Fonte: Autora, 2023.

Roacho-Pérez et al. (2020) produziram nanoparticulas de magnetita
recobertas com PEG 3350-Tween 80, de formato esférico e tamanho médio de 119
nm. A citotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada por meio de ensaios in vitro,

utilizando células-tronco mesenquimais adiposas de ovelha e ensaio de hemdlise. Os
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ensaios in vitro mostraram propriedades nao téxicas para doses de até 1000 pg/mL.
O teste hemolitico indicou propriedade ndo hemolitica para doses de até 100 pg/mL.
Estes resultados indicam que a utilizacdo de baixas doses de FesO4@PEG-Tween
s&o seguras para aplicacées in vivo (ROACHO-PEREZ et al., 2020).

2.6.2.4 Polimeros naturais

2.6.2.4.1 Alginato de sédio

O alginato é um polissacarideo linear soluvel em agua, geralmente extraido
de algas marrons e apresenta caracteristicas interessantes como: baixo custo, grande
disponibilidade, biocompatibilidade e biodegrabilidade. A estrutura molecular é

mostrada na Figura 12.

Figura 12: Estrutura molecular do alginato de sédio.
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Fonte: Adaptado de Xu et al. (2006).

Sao bastante utilizados em aplicagfes biotecnologicas, médicas e na industria
de alimentos, pois apresentam a capacidade de formar hidrogéis estaveis e podem
ser utilizados para encapsular diferentes tipos de materiais. Nanoparticulas
magnéticas podem ser inseridas na matriz polimérica, conferindo-lhes assim
propriedades magnéticas (TALBOT et al., 2018). Nanoparticulas de 6xido de ferro

encapsuladas com alginato de sédio séo simples de se obter e apresentam excelentes
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propriedades, como biocompatibilidade e estabilidade; por esses motivos, tém

despertado o interesse para aplicacdes biomédicas e farmacéuticas.

Nanoparticulas magnéticas podem ser sintetizadas em solug&o de alginato (in
situ), o que produz nanoparticulas magnéticas recobertas com alginato por meio de
um processo de uma unica etapa (TALBOT et al., 2018), como também podem ser
produzidas nanoparticulas de magnetita/alginato por meio de um método de duas
etapas para administragdo de medicamentos anticancer e hipertermia. A
magnetizacdo das nanoparticulas de magnetita recobertas foi de 60 emu/g
(DEVKOTA et al., 2014).

Na Tabela 8 sédo apresentados valores de tamanho de particula, potencial zeta
e propriedades magnéticas de NPs recobertas com alginato de sddio de trabalhos

encontrados na literatura.

Tabela 8: Tamanho de particula medido por espalhamento dinamico de luz (DepL) e
por microscopia eletronica de transmissao (Dtewm), potencial zeta, propriedades
magnéticas de nanoparticulas de FesO4 e nanoparticulas recobertas com alginato.

D P. M
Produto Dsew o Drew ¢ ° REF
(hm) | (nm) (nm) (mV) (emu/g)
FesOa 10-15 - 10 - 60 Devkota et
al. (2014)
Fes3Oa/NaAlg 100 120 100 - 37
FesO4 - - 5-10 - 57,6 Huang et al.
FesOu/NaAlg - - 20-40 - 56,5 (2022)
FesOs i i i e 66
’ Prabha; Raj
36,2 a (2017)
Fes04/NaAlg 240 - - 96,45 45

Fonte: Autora, 2023.
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2.6.2.4.2 Quitosana

Quitosana é um polimero natural, utilizado em aplicagbes biomédicas como
na entrega de farmacos, engenharia de tecidos e outras, devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de toxicidade. Além disso, a
quitosana apresenta diferentes propriedades medicinais: antimicrobiana, antioxidante
e antitumoral, que aumenta sua importancia nas aplica¢cdes biomédicas. A quitosana
€ produzida por meio da desacetilacdo da quitina, segundo biopolimero mais
abundante na natureza, derivado do exoesqueleto de crustaceos. Sua estrutura
quimica (Figura 13) é composta por unidades de glucosamina e N-acetilglicosamina
(FRANK et al., 2020).

Figura 13: Estrutura quimica da quitina e quitosana.
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a) Quitosana (100% desacetilada)

OH OH OH OH
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b) Quitosana (parcialmente desacetilada) CgH11NO4
Fonte: Adaptado de Sénel (2020).

Nanoparticulas revestidas com quitosana séo obtidas principalmente por dois
métodos: (1) adicionando-se uma solucdo de quitosana em formulacdes de
nanoparticulas previamente preparadas; ou (2) utilizando-se uma solucdo de
quitosana, que pode ser adicionada durante o preparo das nanoparticulas (FRANK et
al., 2020). Em ambos o0s casos, a solubilidade da quitosana € muito importante. Para

isso, ela deve ser dispersa em solucao &cida: 1% ou teores menores de 4cido acético,
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acido cloridrico ou solucdes tampdes (solucdo tampao de acetato pH 4,5 e pH 3,0).
ApoOs a solubilizacdo, o pH da solugcéo pode ser ajustado. Depois de solubilizada, o
gue pode levar algum tempo sob agitacao, dependendo do meio e do grao dos tipos
de quitosana, a solugao final é filtrada em filtros de 45 pm ou papel filtro para eliminar

qualquer precipitado e impurezas (FRANK et al., 2020).

Quando a quitosana € adicionada as nanoparticulas formadas ou em
formagdo, uma camada de revestimento é formada em volta das nanoparticulas
semelhante a uma “casca”. Esta estrutura é conhecida como core-shell, em que o
nacleo é composto pela nanoparticula de 6xido metalico e a casca € o revestimento
polimérico. Em meio &cido, os grupos amdnio com carga positiva presente na
quitosana interagem com as cargas nhegativas presentes na superficie das

nanoparticulas, facilitando a formacéo do recobrimento (FRANK et al., 2020).

Os dois principais métodos para revestir nanoparticulas com quitosana séo

mostrados na Figura 14.

Figura 14: Principais métodos para o revestimento de nanoparticulas com quitosana.
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Fonte: Adaptado de Frank et al. (2020).

Zhu, Yuan e Liao (2008) prepararam uma suspensao bem dispersa de
nanoparticulas superparamagnéticas de FesO4 estabilizadas com quitosana (CS) e o-
carboximetilquitosana (OCMCS). As nanoparticulas de Fesz04 foram preparadas por

coprecipitacdo. Na etapa de revestimento das NP, 10 mg de magnetita foi dispersa
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em 10 mL de solucédo de quitosana (0,2 mg/mL e pH 4) ou em 10 mL de solucéo de
OCMCS (0,2 mg/mL e pH 7,4), e agitada por 12 h em temperatura ambiente para
garantir que as nanoparticulas fossem revestidas de maneira uniforme. O produto
obtido foi lavado vérias vezes para remover a CS e a OCMCS livre. A solugéo foi
centrifugada por 10 min em uma velocidade de 25000 rpm. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 4. O raio hidrodinamico médio das particulas foi medido por
EDL. As nanoparticulas de Fe304/CS e FesOs/OCMCS apresentaram raio médio de
42 nm com polidisperséo de 0,262 (Fes04/CS) e 38 nm com polidisperséo de 0,285
(FesO4/OCMCS), enquanto as nanoparticulas ndo revestidas apresentaram raio
meédio de 748 nm, sugerindo uma floculagcdo muito rapida e forte. As nanoparticulas
de magnetita apresentaram potencial zeta de -13,4 mV, precipitando na suspenséao
aquosa, pois este valor de potencial zeta ndo € suficiente para atingir uma suspensao
estavel (ZHU; YUAN; LIAO, 2008).

Na Tabela 9 sédo apresentados valores de tamanho de particula, potencial
zeta, propriedades magnéticas e SAR de Nps recobertas com quitosana de trabalhos

encontrados na literatura.

Tabela 9: Tamanho de particula, potencial zeta, propriedades magnéticas e SAR de
nanoparticulas de FesOas e nanoparticulas revestidas com quitosana.

Dsem | Dmac | DenL P.¢ Ms f H SAR
Produto REF
(nm) | (nm) | (nm) | (mV) | (emu/g) | (kHz) | (kA/m) | (W/g)
FesO4 19 - 128,6 +21 63,47 Khmara et
FesOs/quitosana | 26,4 - 136,1 | +48 62,35 - - - al. (2019)
FesO4 - 9,9 - +21 75,0 51 Khmara et
190 7,9
FesO./quitosana - 103 - +48 | 70,0 6,5 al. (2020)
FesOa4 14,1 - 748 -13,4 59,0
. Zhu et al.
FesO4/quitosana 16,7 - 42 +54,2 91
e (2008)
Fe304/0OCMCS 194 - 38 -3,45 51,4

Fonte: Autora, 2023.
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CAPITULO 3 - SINTESE SOL-GEL DE BAIXA TEMPERATURA DE
NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE MAGNETITA: INFLUENCIA
DO TRATAMENTO TERMICO E RELACAO DE EQUIVALENCIA CITRATO-
NITRATO

3.1 INTRODUCAO

Esse capitulo reporta a primeira etapa do trabalho experimental, que teve
como objetivo desenvolver, pela primeira vez, um processo para a sintese de
nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas utilizando o método sol-gel de
citrato-nitrato, seguido de tratamento térmico a baixa temperatura. Desta forma, é
apresentada a metodologia utilizada no preparo das nanoparticulas magnéticas,
assim como os resultados das caracterizagcOes e propriedades. A Figura 15 mostra
um fluxograma detalhado da primeira etapa do trabalho.

Vale ressaltar que devido ao grau de inovacao desta etapa do trabalho, foi

solicitado patente do processo de sintese das nanoparticulas:

Patente: Privilégio de Inovacdo. Numero do registro: BR10202201241, titulo:
"PROCESSO DE SINTESE DE NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE
MAGNETITA", InstituicAo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Depésito: 22/06/2022

Além disso, este capitulo estd publicado na revista Ceramics International
(Qualis Al — Fator de Impacto 5.532).

POLLA, M. B. et al. Low-temperature sol-gel synthesis of magnetite
superparamagnetic nanoparticles: Influence of heat treatment and citrate—nitrate

equivalence ratio. Ceramics International, out. 2022.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272884222037634
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Figura 15: Fluxograma da primeira etapa.
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Fonte: Autora, 2023.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE Fe304

Nanoparticulas de magnetita (FesO4) foram obtidas por sintese sol-gel citrato-
nitrato seguida de tratamento térmico. Os reagentes utilizados foram nitrato férrico
nonahidratado (Fe(NOz3)3.9H20) (NEON, pureza 98%) como precursor de ferro e acido
citrico anidro (CeHsO7) (SYNTH, pureza 99,5%) como agente complexante. As razdes
molares de equivaléncia (x) de citrato:nitrato utilizadas na sintese foram de 0,30
(excesso de nitrato), 0,85 (estequiométrica) e 1,40 (excesso de citrato). Tais razbes
foram selecionadas com base em uma sintese descrita em um estudo anterior
(ZHANG et al., 2016). A selecédo das razbes de equivaléncia se justifica a partir da
guimica de propelentes e dos diferentes potenciais redutores das espécies envolvidas
(VENTURINI et al.,, 2018), levando a geracdo de um ambiente oxidante (0,30),

estequiométrico (0,85) e redutor (1,40) durante todo o processo de sintese.

Inicialmente, os reagentes foram dissolvidos separadamente em 25 mL de
agua deionizada. Em seguida, foram homogeneizados e a solug¢édo foi mantida a 85
+2 °C durante 2 h sob agitacdo magnética (Velp Scientifica, Are-F20500162) em agua
guente. O gel resultante da sintese foi caracterizado por analise de espectroscopia de
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infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (BRUKER/TENSOR Il) em uma
faixa de 400 a 4000 cm™* e secado em estufa a 100 +2 °C por 24 h (Cienlab, Ce-
220/100). Apo6s a secagem, o gel seco (xerogel) foi transferido para um cadinho de
alumina e tratado termicamente em uma estufa a vacuo (SPLABOR, SP - 104/27) em
diferentes condicdes de temperatura e tempo, conforme o planejamento experimental

gue € apresentado na sessao 2.2.1.

3.2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FesOa

3.2.2.1 Determinacédo da temperatura de tratamento térmico para formacao das

nanoparticulas

Para se determinar a temperatura de tratamento térmico e avaliar as reacfes
de liberacao de calor e perda de massa que podem ocorrer, 0 comportamento térmico
dos xerogéis foi avaliado usando analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de
varredura diferencial (DSC) (SDT Analyser, Q600, TA Instruments). As andlises foram
realizadas a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em ar sintético na faixa de
temperatura de 25-400 °C.

Os diferentes ambientes (redutor, oxidante e estequiométrico) podem gerar
diferentes tipos de gases no tratamento térmico. Portanto, para identificar os gases do
processo de autoignicdo citrato-nitrato, foram utilizadas duas técnicas de
caracterizacao: i) espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (BRUKER/TENSOR Il) acoplada com TGA (NETZSCH/STA 449 F3 Jupiter)
para determinar os grupos funcionais dos gases formados; e ii) espectrometria de
massas (QMS 403, NETZSCH) para dissociar e identificar os gases liberados dos

xerogéis durante a combustao.

O xerogel foi caracterizado por FTIR (BRUKER/TENSOR II) em uma faixa de
400 a 4000 cm™, para determinar os grupos funcionais presentes nas amostras e

avaliar o efeito da racéo citrato:nitrato na estrutura molecular das amostras.

As temperaturas de tratamento térmico definidas a partir das analises foram

130, 150 e 170 °C para duracdes de 2, 4 e 8 h, distribuidas em um delineamento
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fatorial 22 com ponto central realizado em duplicata (Tabela 10). A matriz de
planejamento fatorial e o tratamento dos dados estatisticos foram realizados no
STATISTICA® 13.0 e analise de variancia (ANOVA). Um modelo quadratico foi
aplicado devido aos experimentos fatoriais de dois niveis usando pontos centrais.

Tabela 10: Planejamento experimental fatorial 22 com ponto central.

Temperatura (T,

Amostra °C) Tempo (t, h)
T1tl 130 2
T1t3 130 8
T2t2 (Ponto 150 4
central)
T3t1 170 2
T3t3 170 8

Fonte: Autora, 2023.

3.2.2.2 Anélise estrutural

As estruturas cristalinas das amostras foram caracterizadas utilizando-se um
difratbmetro de raios X (XRD, D-5000 Bruker AXS) equipado com uma fonte de
radiacdo Cu Ka (1,54178 A). As amostras foram rotacionadas para minimizar o efeito
da orientacédo preferencial e analisadas na forma de pé, usando um tamanho de passo
de 0,01°, tempo de permanéncia de 10 s por passo € uma faixa de 20 de 5 a 75°,
escaneado com fendas de divergéncia e anti-espalhamento de 0,2 mm. Os bancos de
dados ICSD (Inorganic Crystal Structure Database) foram utilizados para a
identificacéo das fases cristalinas resultantes. A determina¢éo do tamanho do cristalito
e dos parametros de rede foi realizada apés o refinamento das estruturas pelo método
de Rietveld (RIETVELD, 2014). Parametros de rede, ocupacéo, fundo polinomial grau
3, escala de pico e fatores de forma foram refinados. Goodness of Fit (GoF) foi usado
para descrever a qualidade do refinamento. A Equacao de Scherrer foi utilizada a partir

da percepcéao do alargamento das reflexdes das fases cristalinas presentes e permitiu
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calcular o limite inferior do tamanho do cristalito (SCHERRER, 1918), de acordo com
a Equacao 8:

0,91
- Bcos6O (8)

onde A, 6 e B sdo o comprimento de onda dos raios X (0,15418 nm para Cu-Ka),
angulo de difragcdo de Bragg e largura na meia altura do maior pico de difracao,

respectivamente.

Foram realizados ensaios de FTIR para as amostras do planejamento
experimental; esta analise permite identificar os grupos funcionais presentes em cada

amostra.

A area superficial especifica e o tamanho dos poros das amostras foram
determinados por meio de aplicacdo dos modelos BET (Brunauer-Emmet-Teller) e
BJH (Barrett-Joyner-Halenda) sobre a isoterma de adsorcdo de N2, utilizando um
analisador de area superficial e tamanho de poros (Quantachrome Instruments version
11.03) por adsorgéo de N2 a 77,3 K. As amostras foram desgaseificadas com vacuo

antes da medicao.

3.2.2.3 Analise morfoldgica

O tamanho e a forma das particulas foram analisados utilizando-se um
microscépio eletrénico de transmissdao (MET, JEM 2-100) com voltagem de
aceleracdo maxima de 100 kV.

3.2.2.4 Analise Espectroscopia MOssbauer

No intuito de se analisar os sitios ocupados pelos ions de ferro dentro da
estrutura do FesOs, foi realizado espectroscopia Mossbauer. As medidas foram
realizadas em temperatura ambiente em geometria de transmissdo e modo de
aceleracdo constante usando uma fonte de raios y utilizando fonte de °’Co/Rh

(Equipamento Wissel) e os espectros foram ajustados com base na linha Lorentziana
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discreta para cada sitio hiperfino. O deslocamento isomérico foi calibrado em relagéo

ao ferro metalico.

3.2.2.5 Determinacao das propriedades magnéticas

Os parametros magnéticos foram obtidos a partir do ciclo de histerese
magnética usando um magnetémetro de amostra vibratéria (VSM) (Modelo EZ9,
Microsense). Por meio das curvas M x H, foram determinados os valores de alguns
parametros magnéticos, tais como: Hec, Mr € Ms.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 INFLUENCIA DA RAZAO DE EQUIVALENCIA CITRATO-NITRATO

3.3.1.1 Caracterizacédo do gel e xerogel

Para se avaliar a influéncia da razdo de equivaléncia (y) citrato-nitrato na
composicao quimica dos géis e xerogéis obtidos, foram realizadas andlises de FTIR.
Esta técnica é utilizada para identificar quais grupos funcionais estdo presentes em

uma determinada amostra.

Os espectros de FTIR dos géis provenientes das sinteses com y de 0,30
(excesso de nitrato), 0,85 (estequiométrico) e 1,40 (excesso de citrato) sdo mostrados

na Figura 16.

Os géis formados séo provenientes de sinteses onde foram utilizados como
reagentes apenas o0 acido citrico e nitrato de ferro em diferentes razdes de
equivaléncia (y) citrato:nitrato. Dessa forma, se espera observar nos espectros de
FTIR dos géis bandas caracteristicas de ambos os reagentes, bem como a presenca
de bandas adicionais que devem ser satisfeitas entre os dois componentes. A
presenca de bandas adicionais depende das condi¢des de sintese e da estrutura
molecular do composto formado. Além disso, as bandas de FTIR de um composto
formado por acido citrico e nitrato de ferro podem variar dependendo das propor¢cdes

relativas dos componentes.
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Figura 16: Espectros de FTIR dos géis provenientes das sinteses com y de 0,30,

0,85 e 1,40.
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Fonte: Autora, 2023.

Para o gel resultante da sintese de y = 1,40 (excesso de citrato), pode ser
observada uma banda alargada na regido de 3414 cm que corresponde ao grupo
hidroxila (OH), duas bandas vibracionais podem ser observadas em 1710 e 1616 cm"
1, que sdo atribuidas a vibracdo da ligacdo CO e N-H, respectivamente (GASPAR et
al., 2016). A banda na regido de 594 cmindica a presenca de ligacdo Fe-O (THUY;
MINH, 2012). A banda na regido de 1389 cm corresponde a deformacéo angular CH2
(WITCEL et al., 2016). O espectro de FTIR do gel de y =0,85 (estequiométrico)
apresentou duas novas bandas na regido de 2978 e 2888 cm, que indicam a
presenca de grupos -CH assimétricos e simétricos, respectivamente. Geralmente, as
bandas de estiramento CH assimétricas e CH simétricas aparecem um duas bandas
separadas e distintas, onde a banda de estiramento CH assimétrica ocorre em uma
frequéncia mais alta (2960 — 2900 cm) comparada a banda de estiramento CH
simétrica (2850 — 2900 cm™) (COSTA, 2009). Essas bandas sdo comumente

encontradas em espectros de FTIR de compostos organicos que contém grupos
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metila (-CHs) ou metileno (-CH2-). E o caso do &cido citrico que contém ambos o0s
grupos em sua estrutura molecular e o nitrato ferro que contém ligagcées CH em sua
estrutura. Dessa forma, as bandas adicionais encontradas no gel de y = 0,85 podem
ser oriundas de ambos os reagentes. No espectro de FTIR do gel de y = 0,30 (excesso
de nitrato), pode ser obsevado que, comparado com os espectros do gel x = 1,40, que
as bandas referentes as ligacdes OH e CO diminuiram de intensidade, enquanto que
a banda referente a ligacdo N-H em 1604 cm ficou mais evidende. Também pode
ser observada uma banda intensa na regido de 1293 cm?, que corresponde a ligacdo
-C-O-C- (GASPAR et al., 2016) . A partir das andlises de FTIR, pode-se constatar que
0S geis preparados nessas condi¢des consistem em intermediario complexo de acido

citrico, nitrato, agua e ions metalicos.

Os espectros de FTIR dos xerogéis provenientes das sinteses com y de 0,30
(excesso de nitrato), 0,85 (estequiométrico) e 1,40 (excesso de citrato) sdo mostrados
na Figura 17. Analisando-se os espectros de FTIR dos xerogéis, pode-se observar
gue apos a secagem do gel, a banda referente a molécula de dgua, em torno de 3500
cml, desapareceu enquanto as demais bandas ficaram mais intensas e outras novas
bandas surgiram. Pode-se observar nos espectros de FTIR dos xerogeis, que as
bandas referenetes ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo CH (2985 e
2888 cm, repectivamente) ficaram mais intensas apés a secagem do gel. Para o
xerogel de y = 0,30, as duas bandas proximas da regido de 1719, 1600, 1425 e 591
cml, que sdo atribuidas a vibracéo da ligacdo CO, N-H, CHz e Fe-O, respectivamente
(GASPAR et al., 2016), ficaram mais definidas comparadas com as bandas do gel de
x = 0,30. O espectro de FTIR do xerogel de y = 0,85 (estequiométrico) apresentou
uma nova banda intensa na regido de 1272 cm, indicando a presenca da ligacéo -C-
O-C. No espectro de FTIR do xerogel de y = 0,30 (excesso de nitrato), a banda na
regido de 3847 cm indica o estiramento da ligacdo N-H. A banda na regido de 1017
cm ! pode indicar o estiramento da ligacéo C-N. Na regido préxima de 800 cm, podem
ser observadas bandas que indicam o dobramento fora do plano da ligagcdo N-H. As
bandas na regido de 600 a 400 cm™ correspondem as ligacdes Fe-O (DANTAS et al.,
2016). Tratando-se das amostras de gel e xerogel, € possivel encontrar mais de uma
banda referente a compostos formados por diferentes arranjos de Fe, pois o material

nao passou por tratamento térmico para formacao da fase de 6xido de ferro desejada.
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Figura 17: Espectros de FTIR dos géis provenientes das sinteses com y de 0,30,
0,85 e 1,40.
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Fonte: Autora, 2023.

3.3.1.2 Analise térmica dos xerogeis e dos gases formados

Para avaliar a influéncia da razdo de equivaléncia citrato-nitrato na
temperatura de autoignicdo e, consequentemente, na formacdo da fase FeszOas de
interesse, 0s xerogéis foram submetidos a anélise térmica. A Figura 18 mostra as
curvas DSC/TGA das amostras obtidas usando valores de y de 0,30 (excesso de
nitrato), 0,85 (estequiomeétrico) e 1,40 (excesso de citrato).
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Figura 18: Curvas DSC-TG de xerogel de sintese com razfes de equivaléncia y =
0,30, 0,85 e 1,40.
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Fonte: Autora, 2023.

Na curva DSC para a amostra com y = 0,30, fica evidente um evento
exotérmico intenso a uma temperatura de =145 °C, que € acompanhado por um Unico
evento de perda repentina de massa de 68%, representando a combustao violenta do
gel. Essa intensa liberacdo de calor ocorre devido a formacdo de magnetita como
resultado da decomposicdo de grupos organicos, ocasionada pela forte reacdo de
combustdo do nitrato com o acido citrico, evidenciada pela pronunciada perda de

massa (ZHANG et al., 2016). O mesmo evento foi observado para a amostra com y =
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0,85. Mas, para a amostra com y = 0,85, dois eventos exotérmicos sdo aparentes nas
temperaturas de 148 e 285 °C, correspondendo as perdas de massa de 38 e 31%,
respectivamente, para um total de 69% de perda de massa. Para a amostra com y =
1,40, o primeiro evento exotérmico em =148 °C nao foi observado; apenas um evento
endotérmico a 178 °C e um evento exotérmico a 274 °C, com perdas de massa de 39

e 28%, respectivamente (totalizando 67%), foram observados.

O evento exotérmico presente nas curvas das amostras com y = 0,85 e 1,40
a =280 °C esta associado a decomposicao do acido citrico remanescente (YUE et al.,
1999). Algumas inferéncias podem ser feitas a partir das analises térmicas: primeiro,
a medida que y aumentou de 0,30 para 0,85 e 1,40, houve um aumento na
temperatura de autoigni¢éo do citrato-nitrato de 130 para um méaximo de 300 °C, bem
como um alargamento da faixa de temperatura e ocorreu a perda de massa. Nesta

regido podem ser observados dois eventos exotérmicos.

O xerogel formado era composto principalmente por complexos de ferro e
pequenas quantidades de agua residual. Quando ocorreu a autoigni¢cdo, uma grande
guantidade de gas foi liberada. A producéo de gases redutores, associada a intensa
liberacdo de calor, ocorre devido a formacao favoravel de magnetita (ZHANG et al.,
2016) e foi monitorada simultaneamente por meio de TGA-FTIR (Figura 17) e TGA-

MS (anélise termogravimétrica com espectroscopia de massa acoplada, Figura 18).

A Figura 19 mostra os espectros de FTIR dos gases existentes exatamente
na temperatura de autoigni¢do (ou seja, durante o evento exotérmico) dos xerogéis

das sinteses usando y = 0,30, 0,85 e 1,40.

Em todos os casos, as seguintes bandas foram encontradas: vapor d'agua
(H20) na faixa de 3500-4000 cm™ e 1740 cm=; CO2, evidenciado pela banda
acentuada em 2360 cm™; NO2, que absorve na regido de 1368 cm™; e CHa, que
aparece em =1200 cm~%. Quando ocorre a autoignicdo, grandes quantidades desses
gases sao liberadas, sendo a agua devido o solvente usado para dissolver os
reagentes, e os demais gases resultantes da decomposi¢cdo de compostos contendo
carbono e nitrogénio. Na sintese estequiométrica com excesso de nitrato, CO, um gas
redutor, também foi detectado (duas bandas préximas em 2197 e 2236 cm™)
(NGOHANG etal., 2014). Combinado com CH4, 0 CO pode levar a formagéo de 6xidos
de ferro em um estado mais reduzido, como é o caso da magnetita (HUA et al., 2012).
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Figura 19: Espectros infravermelho dos gases existentes exatamente na temperatura

de autoignicdo dos xerogéis das sinteses em y = 0,30, 0,85 e 1,40.
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Figura 20: Espectros de massa de gases liberados do gel durante o aguecimento.
Em preto, a curva TGA.

—~ 10¢
k ¥ 0,30 co, |
- 80
T — co |
- 60
| CH,
““‘“‘ww— 40
\ .

I ' I N I N 1 v I '
100 200 300 400 500 600

100
X085 o |

_ -80 —
> =
L =

(1]
S o0 §
5 =
o L 40
c
t
S
Q r 20

I T I T I T T T I T
100 200 300 400 500 600

100
140 oo |
L 80
co |
L 60
L 40"
L 20

T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (2C)

Fonte: Autora, 2023.

A partir da analise dos espectros de massa, pode-se ver que foram detectados
trés tipos de gases redutores, ou seja, Hz2, CH4 e CO, que tém capacidades de redugéo
muito fortes (HUA et al., 2012).
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No caso da amostra com y = 0,30, esses trés gases séo liberados simultanea
e precisamente na temperatura de autoignicdo (150 °C, conforme mostrado na Figura
18), dado o excesso de agente redutor na mistura reacional. Os gases redutores que
existem durante o processo de tratamento térmico reagem com ions Fe3*, reduzindo-

os a Fe?* e formando assim a fase Fe3Oa.

Por outro lado, para y = 0,85 e y = 1,40, apesar dos mesmos gases serem
liberados, a liberacdo ocorre gradativamente entre as temperaturas de 130 e 300 °C
e entre 130 e 350 °C, respectivamente. Nestas condi¢des, ha tempo e calor suficientes
para que o Fe oxide e forme Fe203, ou seja, apenas ions Fe®" estdo presentes,
formando hematita (ZHANG et al., 2016).

3.3.1.3 Analise estrutural

A Figura 21 mostra os difratogramas de raios X das sinteses realizadas com
valores de x de 0,30 (excesso de nitrato), 0,85 (estequiométrico) e 1,40 (excesso de

citrato) apdés tratamento térmico a 150 °C por 4 h.

Como pode ser visto, o0 resultado obtido pela difracéo de raios X confirma o
gue foi indicado na analise térmica: a fase magnetita se formou apenas para a amostra
com y =0,30. No caso de amostras com y = 0,85 e 1,40, a temperatura de tratamento
térmico foi insuficiente para a autoignicdo da mistura citrato-nitrato e nao resultou na
formacdo de magnetita. De fato, para essas duas amostras, os resultados das
analises térmicas demonstram que a autoignicdo e, consequentemente, a liberacédo
de gases redutores, ocorre em temperaturas mais altas. Além disso, vale ressaltar que
a obtencdo da fase magnetita ndo é simples, principalmente em temperaturas téo
baixas. Entéo, € possivel que além dos gases redutores formados e liberados durante
a autoignicao, ha uma contribuicéo do acido citrico como formador de rede durante a
gelificagdo no sistema sol-gel. Esta quelagéo inicial leva a uma distribuicdo mais
equilibrada dos ions metélicos dentro da rede (DANKS; HALL; SCHNEPP, 2016).
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Figura 21: Difratogramas de raios X de razdes de equivaléncia (y) 0,30, 0,85 e 1,40
apos tratamento térmico a 150 °C por 4 h.
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Fonte: Autora, 2023.

Como o0 objetivo deste trabalho é obter nanoparticulas de magnetita
superparamagnéticas, € importante que baixas temperaturas de tratamento térmico
sejam aplicadas para que ndo ocorra crescimento extensivo de cristalitos. Neste

sentido, a sintese usando y = 0,30 foi selecionada para as etapas posteriores.

3.3.2 INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO

Com base nas observacfes usando diferentes y no método sol-gel citrato-
nitrato seguido de tratamento térmico na temperatura apropriada, a magnetita pode
ser produzida em baixas temperaturas sem o uso de uma atmosfera controlada. A
partir dos resultados da analise térmica, diferentes condi¢cdes de tratamento térmico
foram determinadas, seguindo o projeto experimental descrito na Tabela 5, para
aprimorar ainda mais os resultados e se avaliar a influéncia do tratamento térmico nas

caracteristicas e propriedades da magnetita.
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A Figura 22 mostra os difratogramas de raios X das amostras com y = 0,30
apos o tratamento térmico. Para a amostra tratada a 130 °C por 2 h, ndo houve
formacdo de magnetita, ou seja, o difratograma indica um material amorfo com halo
em 20 = 5-15°. Esta temperatura é inferior as temperaturas exotérmicas e de liberacéo
dos gases redutores, comprovando assim a necessidade de tratamento térmico na
faixa de temperatura em gque ocorre o evento exotérmico. Mesmo quando o tempo de
tratamento térmico foi aumentado para 8 h, a magnetita ndo se formou. No caso de
amostras tratadas termicamente a 150 e 170 °C, os resultados indicam a presenca de
uma fase espinélio, consistente com a fase magnetita, conforme descrito na ficha
ICSD 29129.

Figura 22: Difratogramas de raios X das amostras apos tratamento térmico. T1
representa o tratamento térmico a 130 °C, T2 a 150 °C e T3 a 170 °C. t1 representa
otempode2h,t24 het38h.
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Fonte: Autora, 2023.

Portanto, como previsto pela analise térmica, pode-se concluir que alguns dos
fons Fe%* sdo reduzidos a ions Fe?* pelos gases redutores durante a autoignicéo,

formando Fes3O4 (magnetita) a baixa temperatura sob atmosfera de ar. Além disso,
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este método nao sofre do inconveniente de precipitacdo incompleta, como observado

em outros métodos de sintese (KAUR et al., 2013).

O refinamento de Rietveld foi realizado usando o software X’Pert HighScore
Plus® para determinar os parametros de rede e calcular o tamanho do cristalito. O
refinamento continua até que a convergéncia seja alcancada com o valor do fator de
qualidade, GoF, muito proximo de 1 (varia entre 1,5 e 1,8), o que confirma a qualidade
do refinamento. Os difratogramas de raios X contém picos consideravelmente
alargados devido ao tamanho nanométrico dos cristalitos. Os tamanhos médios dos
cristalitos foram calculados a partir da largura a meia altura das 5 principais reflexdes

do difratograma de magnetita, usando a equacao de Scherrer.

A Tabela 11 lista o tamanho médio de cristalito (Dorx), parametros de rede (a)
e GOF. A area de superficie (A), volume de poro (VP) e raio de poro (RP), avaliados
por isotermas de adsorcdo usando os modelos BET e BJH, também estéo incluidos
na Tabela 11.

Tabela 11: Tamanho de cristalito (Dorx), parametros de rede (a), volume da célula
unitaria (v), area superficial por BET (Aser), volume de poro (VP) e raio de poro (RP)
das amostras apGs tratamento térmico. Goodness of Fit (GoF) referindo-se ao
refinamento.

Amostra  Dw(nm) a(A) v (A’ GOF Aser VP RP.. (A)

(m2/g)  (m?/g)

(XerTc?gel) . x x . 662 0003 2137
T1t1 . . x . 351 0002 16,67
T1t3 . x x . 016 0000 3420
T2t2 5,9 8,347 58,5 153 3527 0018 21,05
T3t1 4,5 8,342 5806 1,81 51,64 0043 1657
T3t3 6,0 8334 5788 181 3661 0025 16,88

* N&ao houve formacgéao de fases cristalinas. Fonte: Autora, 2023.

Para a amostra de xerogel (T0), assim como para as amostras T1tl e T1t3,
nao se formaram fases cristalinas. Isso porque a temperatura de tratamento térmico

(100 °C para o xerogel e 130 °C para as amostras da série T1) foi insuficiente para
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promover a autoignicdo, conforme demonstrado nas analises térmicas das Figuras 18,
19 e 20. A medida que a temperatura de tratamento aumentada para a condi¢éo T2
(150 °C), formou-se um cristalito com um tamanho calculado de 5,9 nm. No caso de
amostras tratadas termicamente a 170 °C, cristalitos de 4,5 nm foram formados apés
tratamento por 2 h. Um aumento no tamanho do cristalito para 6,0 nm foi observado

ao aumentar o tempo de tratamento térmico das amostras para 8 h.

Os parametros de rede foram refinados para os dados de DRX obtidos das
amostras de magnetita produzidas nas condi¢des T2t2, T3tl e T3t3 com y =0,3. Como
Fes04 cristaliza em um grupo cubico, o parametro de rede a € o Unico parametro que

pode variar sem quebrar as simetrias celulares.

Assim, observou-se que 0s parametros de rede diminuiram com 0 aumento
da temperatura. Eles também diminuiram com o aumento do tempo de tratamento
térmico, como visto para a amostra T3t3 em comparacdo com T3tl. Para T2t2, a €
8,347 A, enquanto para T3tl e T3t3 a é 8,342 e 8,334 A, respectivamente. Para a
analise das isotermas de adsorcédo, pode-se observar que para o xerogel (amostra TO)
e Tltl, ambas as amostras em que ndo houve formacdo de fases cristalinas, os
valores de area superficial foram muito baixos, ou seja, =0,16—6 m3/g. No caso das
amostras T2t2, T3tl e T3t3, nas quais a fase magnetita foi formada, observou-se um
aumento significativo na é&rea superficial para 35,27, 51,64 e 36,61 mg,
respectivamente. Tais valores sao relativamente altos para nanoparticulas
magnéticas, porque tais particulas normalmente tendem a ter um alto grau de

agregacéao.

A Figura 23 mostra os espectros de FTIR das amostras apos o tratamento
térmico (T1tl, T1t2, T2t2, T3tl e T3t3) para sintese realizada com y de 0,30 (excesso
de nitrato). Por meio deste ensaio € possivel caracterizar os tipos de ligacdes

presentes nas nanoparticulas de FeszOa.
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Figura 23: Espectros de FTIR das amostras de magnetita do planejamento
experimental.
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Fonte: Autora, 2023.

Os espectros de FTIR das amostras T2t2, T3tl e T3t3 apresentaram bandas
caracteristicas da ligacdo Fe-O na regido de 632, 543 e 436 cm. De acordo com Bini
(2016), bandas proximas de 570 e 375 cm, referentes as vibragGes de estiramento
vl e v2, respectivamente, indicam a presenca de ligac6es Fe-O nas nanoparticulas
magnéticas. Para tamanho de particulas de poucos nandémetros, ocorre um
deslocamento dessas bandas para maiores valores de comprimento de onda e um
desdobramento da banda v1 em outras duas bandas (BINI, 2016). Sendo assim, na
Figura 23, as bandas 632 e 543 cm sdo referentes ao desdobramento da banda v1

e a banda 436 cmreferente ao deslocamento v2, da ligacédo Fe-O.

Pode-se observar que as bandas caracteristicas da magnetita sdo mais
intensas para a amostra T3t1l comparada com a amostra T2t2 e as bandas referentes
a fase organica menos intensas (1673, 1540 e 1400 cm™). Isto indica que com o
aumento da temperatura, ocorreu uma reducdo da fase organica proveniente da
sintese. A amostra T3tl também apresentou maior Ms comparada com a amostra
T2t2, o que comprova que com o0 aumento da temperatura de tratamento térmico
ocorreu um aumento na quantidade de magnetita e diminuiu a porcdo organica
presente na amostra. No entanto, comparando-se os espectros das amostras T3t1 e

T3t3, pode ser observado que com o0 aumento do tempo de tratamento térmico,
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ocorreu uma diminuicao da intensidade das bandas caracteristicas da magnetita, que
pode ser devido ao maior tempo de contato com o oxigénio. O magnetismo de
saturacdo da amostra T3t3 € menor comparado com a amostra T3t1, o que indica que,
apesar de que um maior tempo de tratamento térmico contribua para eliminacao das
fases organicas, pode ter ocorrido oxidacdo da magnetita devido ao maior tempo de

exposicao ao ar.

Nos espectros de FTIR das amostras T1tl e T1t3, ndo sdo encontradas as
bandas caracteristicas da magnetita, pois como ja foi comprovado com os resultados
de DRX, para estas condi¢cdes ndo ocorreu a formacéo da fase Fes04. Os espectros
das amostras T1tl e T1t3 apresentaram bandas intensas na regido de 1673, 1540 e
1400 cm, que séo referentes as bandas de absorcéo das ligacées C=0, -COO- e C-
OH, respectivamente (BINI, 2016).

Os efeitos da temperatura e do tempo de tratamento térmico foram avaliados
usando-se um delineamento estatistico 22 com ponto central em duplicata. Essa
avaliacao foi realizada para identificar quais fatores tiveram influéncia significativa no
tamanho do cristalito da magnetita formada. Observou-se que a temperatura e 0
tempo de tratamento térmico, bem como a interacdo entre essas variaveis, tiveram
efeito significativo no tamanho do cristalito das nanoparticulas de magnetita. A analise
estatistica foi realizada usando-se o software STATISTICA para se entender e validar

os resultados.

A Tabela 12 mostra a andlise de variancia (ANOVA) para curvatura,
temperatura, tempo de tratamento térmico e a interacdo dessas duas variaveis nos
resultados do tamanho do cristalito. Nestas condicfes (com 95% de confianca), o0s
valores do coeficiente de correlacdo (R?) e R? ajustado foram 0,99012 e 0,9884,
respectivamente, indicando uma correlacdo perfeita, pois os valores dos coeficientes
estdo entre 0,9801 e 1,0000 (COUTINHO et al., 2012; MODOLON et al., 2021).
Valores de R? préoximos a 1,0000 implicam que os dados se ajustam aos dados do
modelo, de acordo com uma distribuicdo normal, e a analise de variancia é valida.
Neste caso, de acordo com a ANOVA, a curvatura, a temperatura, o tempo de
tratamento térmico e a interacdo entre temperatura e tempo sdo parametros que
influenciam o tamanho do cristalito das nanoparticulas, pois apresentaram valores de
p abaixo de 0,05 (em vermelho), o que indica que esses fatores podem alterar o

tamanho do cristalito com significancia superior a 95%. A curvatura indica que a
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relacdo entre os parametros do modelo (temperatura e tempo de tratamento térmico)
e as respostas (tamanho do cristalito) ndo € linear.

Tabela 12: Andlise de variancia (ANOVA) para tamanho de cristalito.

Eator Soma dos Qraus de Quaglrgdos Valores  Valores
guadrados liberdade médios F p
Curvatura 116,86 1 116,86 1450,22  0,000000
Temperatura 157,08 1 157,08 1949,29 0,000000
Tempo 2,43 1 2,43 30,18 0,000005
Temperatura 2,43 1 2,43 30,18  0,000005
X tempo
Erro 2,50 31 0,08
Total SS 252,80 35

Fonte: Autora, 2023.

O gréafico de Pareto da Figura 24a complementa esse estudo, pois ajuda a

identificar os parametros e interacfes que influenciam significativamente as variaveis
de resposta.

Figura 24: Grafico de Pareto (a). Gréafico de superficie de resposta (b) ao tamanho
do cristalito. Os numeros da legenda correspondem ao tamanho do cristalito em
nandmetros na cor correspondente.
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86

Pode-se observar que a curvatura, temperatura, tempo e a interacdo entre as
duas variaveis possuem significancia estatistica para o tamanho do cristalito. Existe
uma relacdo direta entre temperatura/tempo e tamanho do cristalito, indicando que
aumentar a temperatura e diminuir o tempo de tratamento térmico leva a um aumento
no tamanho do cristalito. Combinando os fatores temperatura e tempo de tratamento
térmico, a interacado também foi positiva, indicando que a interacdo dessas variaveis
também contribui para 0 aumento do tamanho do cristalito. A Figura 24b mostra um
gréfico de superficie de resposta. Observando as possiveis condi¢des de tratamento
térmico, pode-se obter o tamanho de cristalito desejado; seguindo os mesmos

critérios, quanto maior a temperatura e o tempo, maior o tamanho do cristalito.

3.3.2.1 Analise morfoldgica

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) foi usada para se observar
diretamente a morfologia e confirmar o tamanho nanométrico das particulas. A Figura
25 mostra as imagens de MET das amostras de magnetita (y = 0,30, T2t2, T3tl e
T3t3) sintetizadas usando-se o método sol-gel. As imagens de MET mostram
claramente a forma esférica das particulas e a distribuicdo estreita do tamanho das
particulas (uma insercao na imagem mostra a curva de distribuicdo do tamanho das
particulas, que segue uma distribuicdo normal). O tamanho médio medido foi de 4,71
*+ 1,65 nm para a amostra T2t2, 5,81 £ 1,66 nm para a amostra T3tl e 5,91 £ 1,64 nm
para a amostra T3t3, que corresponde aos tamanhos de cristalitos determinados por
DRX, conforme mostrado na Tabela 6. A uniformidade de tamanho e forma sugere
gue a sintese sol-gel € um método consistente e eficaz para a producdo de magnetita
com cristalitos esféricos homogéneos. O padréo de difracdo de elétrons de area
selecionada (SAED), mostrado na Figura 25, confirma que as particulas observadas
sao magnetita, pois a grande maioria dos pontos brilhantes no difratograma pode ser
indexada de volta ao padréo esperado para uma amostra policristalina de Fe3Oa.
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Figura 25: Imagens de MET da amostra de magnetita obtida pelo método sol-gel,
ampliada 500.000 vezes. Os dados SAED também mostram os planos associados
as reflexdes de baixo angulo da magnetita.
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Fonte: Autora, 2023.

Outros trabalhos na literatura mostram diferentes tamanhos e formatos para
nanoparticulas de oxido de ferro. Particulas superparamagnéticas de até 10 nm séo
encontradas em outros trabalhos, muitas vezes associadas a silica, alcool polivinilico
(PVA) ou outros revestimentos. Jalil et al. (2017) sintetizaram nanoparticulas de
magnetita por sol-gel modificadas com PVA. Os autores obtiveram nanoparticulas de
magnetita superparamagnética com formato esférico e tamanho de 6,8 nm
(SPION/PVA) e 9,5 nm (sem revestimento) (JALIL et al., 2017). Qi, Yan e Li (2010)
produziram nanoparticulas de magnetita pelo método sol-gel seguido de recozimento
a vacuo, utilizando FeCls.6H20, etanol e 6xido de propileno como precursores. A
formacdo de magnetita de 9 a 11 nm ocorreu a 300 °C (Ql; YAN; LI, 2010).
Sciancalepore et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de Fe3Os usando o método

sol-gel ndo aquoso assistido por microondas. Foi utilizado acetato de ferro-acetona,
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que foi dissolvido em alcool benzilico com radiacéo de 2,45 GHz e temperatura de até
250 °C. As nanoparticulas produzidas foram de 6 a 8 nm e tendiam a
esfericidade. Tinha uma distribuigio monomodal, que se tornou ligeiramente
assimétrica a medida que o tratamento térmico foi aumentado (SCIANCALEPORE et
al., 2014). Tadic, Kralj e Kopanja (2019) produziram nanocadeias monodispersas
feitas de aglomerados de nanoparticulas de maghemita (y-Fe20s) revestidos com
silica, utilizando um método de quimica coloidal e automontagem induzida por campo
magnético. Formas diferenciadas, como nanoestruturas hierarquicas com a
morfologia de nanofeixes revestidos de silica de aproximadamente 15 nm, também
foram obtidas por Tadic et al. 2021. A morfologia esférica € propicia ao
superparamagnetismo, pois a forma da esfera é naturalmente isotropica. Assim, a
contribuicdo da forma para a coercividade é minimizada, enquanto o pequeno
tamanho das particulas anula as demais contribuicbes magnéticas para este

parametro.

3.3.2.2 Analise de Espectroscopia de Méssbauer

A Figura 26 mostra os espectros de Mdssbauer das sinteses realizadas
usando valores de y de 0,30 (excesso de nitrato), 0,85 (estequiométrico) e 1,40

(excesso de citrato) apos tratamento térmico a 150 °C por 4 h.
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Figura 26: Espectro de Mossbauer das sinteses com y = 0,30, 0,85 e 1,40. Amostra
x = 0,3 € 0 mesmo que T2t2.
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A Figura 27 mostra os espectros de Mossbauer para as amostras T3t1l e T3t3
com y = 0,30 apos tratamento térmico. Para as amostras tratadas termicamente T2t2
e T3tl com y = 0,30, os espectros foram ajustados considerando-se os trés sitios (S1,
S2 e S3). O sitio S1 foi atribuido a fragcdo superparamagnética da magnetita. O
espectro deste sitio nessas duas amostras consiste em um dubleto com um
deslocamento isomérico, variando de 0,35 a 0,36 mm/s, divisdo de quadrupolo

variando de 0,80 a 0,82 mm/s e largura de linha na faixa de 0,71 a 0,73 mm/s.

Os valores para esse dubleto sdo consistentes com os determinados por
Mikhayloca (YUE et al., 1999; MIKHAYLOVA et al., 2004). Um segundo sitio (S3) é
magnético e um campo hiperfino semelhante H (H3 na Tabela 13, sitios 3 e S3)
também pode ser observado, ou seja, 474 kOe vs. 463 ou 451 kOe dessas duas
amostras. O deslocamento isomérico também é semelhante (0,32 mm/s x 0,35 ou 0,38
mm/s), embora a divisdo do quadrupolo seja ligeiramente diferente. A magnetita
possui dois sitios: um sitio tetraédrico (A), ocupado por ions Fe3* com IS = 0,26 mm/s,

EQ = -0,2 mm/s e H = 490 kOe, e um sitio octaédrico (B), ocupado por ions Fe3* e
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Fe?*, com um elétron saltando de um atomo para outro e uma valéncia média de 2,5.
A populacéo deste local muda significativamente de acordo com a preparacéao (IS =
0,64 mm/s, EQ = 0,0 mm/s e H = 460 kOe). A grande largura de linha necesséria para
encaixar esse componente magnético nesses dois espectros sugere uma distribui¢céo
de campos hiperfinos, mas com um valor centrado mais préximo de 460 kOe do que
de 490 kOe para Fe®**. Compostos com Fe?* tém grandes valores de deslocamento
quadrupolo e isomérico, enquanto Fe3* tem valores pequenos, e o campo hiperfino é

tipicamente maior para Fe3*. Este é o primeiro passo para diferenciar Fe?* de Fe®*.

Figura 27: Espectro de Mossbauer das sinteses com x = 0,30 apds tratamento
térmico.
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Fonte: Autora, 2023.

Apesar de algumas diferencas nos valores de IS e EQ, uma possibilidade é
interpretar essa contribuicAo magnética como origindria de uma contribui¢édo
dominante do sitio octaédrico. Os sitios S2 foram incluidos nos espectros dessas
amostras. Este sitio consistia em um dubleto com um alto valor de divisdo de
guadrupolo (EQ ~ 2,5 mm/s). Tal inclusao foi influenciada pelos espectros do segundo
conjunto de amostras, no qual essa contribuicdo € inequivoca. Além disso, 0 ajuste
dos espectros dessas duas amostras foi melhorado em comparagcédo com o espectro

sem essa inclusao.
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Tabela 13: Parametros de Mossbauer: H — campo hiperfino; EQ — divisao
quadripolar; IS — deslocamento do isémero; LL — largura da linha; area —
porcentagem de contribuicdo de cada sitio nos espectros.

X = 0,30 (T2t2) Xx=0,85 | x=1,40 | T3T1 | T3t3
H (KOe) 0 0 0 0 0
EQ (mm/s) 0,82 0,82 0,74 0,80 | 0,87
S1 | IS (mm/s) 0,35 0,40 0,39 0,36 | 0,36
LL (mm/s) 0,73 0,53 0,52 0,71 | 0,64
Area 0,71 0,87 0,87 0,58 | 0,95
H (kOe) 0 0 0 0 0
EQ (mm/s) 2,48 2,49 2,4 2,27 | 2,63
S2 | IS (mm/s) 0,21 1,06 1,15 0,85 | 0,91
LL (mm/s) 1,10 0,60 0,53 1,20 | 0,70
Area 0,09 0,13 0,14 0,11 | 0,05
H (kOe) 463 451
EQ (mm/s) -0,20 -0,20
S3 | IS (mm/s) 0,35 0,38
LL (mm/s) 1,00 1,81
Area 0,19 0,31

Nota: Os valores de deslocamento do isdbmero séo fornecidos em relagéo ao
Fe. Fonte: Autora, 2023.

Os espectros da amostra T3t3 tratada termicamente com y = 0,30 e das
amostras T2t2 tratadas termicamente com y = 0,85 e 1,40 apresentaram a mesma
caracteristica. O dubleto central com maior contribuicdo esta associado a fracao
superparamagnética da magnetita. Os dois parametros principais (ED e IS) deste sitio
S1 permanecem praticamente os mesmos. Considerando-se as diversas regras
aplicadas no ajuste dos espectros de Mossbauer, o sitio S2 ndo pode ser associado
ao superparamagnetismo da magnetita. Os difratogramas dessas amostras
mostraram uma regido amorfa inicial, sugerindo que esta contribuicdo esta associada

a uma fracdo amorfa de magnetita.
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3.3.2.3 Analise das propriedades magnéticas

A Figura 28 mostra as curvas de magnetizacdo em funcao do campo aplicado
para as sinteses realizadas em valores de y de 0,30 (excesso de nitrato), 0,85
(estequiométrico) e 1,40 (excesso de citrato) apOs tratamento térmico a uma
temperatura de 150 °C por 4 h. As inser¢des mostram 0s resultados com mais

detalhes.

Figura 28: Curvas de magnetizacdo em funcdo do campo aplicado de razdes de
equivaléncia (y) 0,30, 0,85 e 1,40 apos tratamento térmico a 150 °C por 4 h.
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Fonte: Autora, 2023.

As nanoparticulas de magnetita apresentam uma tendéncia semelhante a
observada para a maioria dos materiais magnéticos. O tamanho da particula é muito
pequeno para conter qualquer parede de dominio (dominio Unico), o que leva a um
declinio na coercividade. No seu limite, esta tendéncia leva ao aparecimento de
particulas magnéticas com coercividade nula. Nesse caso, tais particulas se tornaram
superparamagneéticas. Nesta regido, as contribuigcdes térmicas dominam o sistema e

causam variacdo espontanea na direcdo do alinhamento do spin. No entanto, as
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particulas ainda podem demonstrar a mesma magnetizacdo de remanéncia e
saturacdo que suas contrapartes em massa. O comportamento superparamagnético
em ferritas geralmente aparece em tamanhos de algumas dezenas de nandmetros
(ARCARO; VENTURINI, 2021). Como pode ser visto, apenas a amostra com y = 0,30
demonstrou comportamento superparamagnético. De fato, nessas condi¢cdes de
tratamento térmico, conforme indicado pelos resultados de DRX, a magnetita se
formou apenas no caso de y = 0,30. A medida que um aumento em y ocorre, ha uma
diminuicdo nas propriedades magnéticas. Os valores de Ms das amostras que
mostramos com y de 0,30, 0,85 e 1,40 foi de 21,97, 0,63 e 0,64 emu/g. Como
observado, 0,85 e 1,40 claramente tem um comportamento paramagnético. Uma
diminuicdo em Ms pode ser usada pelo acido citrico como combustivel durante a
autoignicdo da mistura de citrato-nitrato. Quando o y é aumentado, 0 excesso de
combustivel dificulta a combustdo completa de dois gases, produzindo particulas que
nao sdo magnetita (como mostrado no DRX).

A Figura 29 mostra as curvas de magnetizacao em funcédo do campo aplicado
das amostras com y = 0,30 apGs o tratamento térmico, de acordo com o delineamento

experimental. As insercdes mostram os resultados com mais detalhes.

As amostras apresentaram curvas de histerese muito estreitas com baixos
valores de magnetizacdo remanescente (Mr) e coercividade (Hc). Esse
comportamento € caracteristico de um material superparamagnético, ou seja, um ima
nao permanente, que magnetiza e desmagnetiza com muita facilidade. Nas ferritas
espinélio, a magnetizacdo ocorre devido a um mecanismo de interacdo magnética
entre ions metalicos por meio da supertroca A—O-B, que alinha os momentos

magnéticos em um arranjo antiparalelo e gera um momento magnético liquido dado

por M = | Ms — Ma |, onde Ma e Mg sd0 0s momentos magnéticos correspondentes

dos sitios A e B.

s

Para entender o fenbmeno do magnetismo na magnetita, € necessario
considerar que existem fons ferrosos (Fe?*) e ions férricos (Fe®") em cada unidade
estrutural. Portanto, uma unidade de Fe3O4 contém dois ions férricos com momentos
magnéticos antiparalelos e um ion ferroso, produzindo um momento magneético total
de 4 uB.
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Figura 29: Curvas de magnetizacdo em funcado do campo aplicado das amostras
apos tratamento térmico. T1 representa o tratamento térmico a 130 °C, T2 a 150 °C
e T3 a 170 °C. tl representa o tempo de 2 h, 4 h para t2 e 8 h para t3.
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Fonte: Autora, 2023.

A magnetizacado de saturacdo (Ms) da magnetita para a amostra T2t1, por
exemplo, é 21,97 emu/g. Como esperado, o valor de magnetiza¢ao foi inferior ao dos
materiais de macroescala (90 emu/g). Sabe-se que ao reduzir o tamanho das
particulas para a escala nano, os valores de magnetizacdo de saturacao (Ms) das
nanoparticulas de FesO4 diminuem (MORALES et al., 2019). No entanto, estes valores
estdo proximos aos obtidos experimentalmente para nanoparticulas de magnetita (30—
50 emu/g) (GUPTA; GUPTA, 2005). Os resultados indicam que a Ms aumenta a
medida que a temperatura de tratamento térmico aumenta. Este aumento do Ms esta

claramente relacionado ao aumento do tamanho das particulas (XU et al., 2007).

Simultaneamente, Mr foi de 0,33 emu/g. O valor de coercividade Hc foi de
12,36 Oe, ou seja, a magnetita produzida neste trabalho é superparamagnética e
exibe pequenos valores de magnetizagéo (Mr) e coercividade (Hc) na auséncia de um
campo magnético externo. A razdo S-quadrado (Mr/Ms) da magnetita T2t2 foi de

0,013, confirmando que ela € superparamagnética com histerese praticamente nula.



95

As propriedades magnéticas - magnetizacdo de saturacdo (MS),
magnetizacdo remanescente (MR) e campo coercivo (HC) - determinadas a partir das

curvas de histerese das outras amostras sdo mostradas na Tabela 14.

Tabela 14: Propriedades magnéticas das amostras apos tratamento térmico.

Amostra M- M. S H
(emu/qg) (emu/q) (Mr/Ms) (Oe)

T1tl 0,59 0,00 0,000 4,0
T1t3 0,57 0,00 0,001 13,8
T2t2 21,97 2,33 0,011 111
T3tl 26,24 0,60 0,023 26,2
T3t3 14,77 0,11 0,009 9,4

X =0,85 0,63 0,00 0,001 3,8
X =1,40 0,64 0,00 0,001 25

Fonte: Autora, 2023.

Para aplicacdes biomédicas, como hipertermia, as nanoparticulas magnéticas
devem ter um alto valor de magnetizacdo, comportamento superparamagnético a
temperatura ambiente, uma forma preferencialmente esférica e uma faixa de
distribuicdo de tamanho estreita (BERRY; CURTIS, 2003; FONTANIVE et al., 2014).
Mais especificamente, o tamanho deve ser encontrado em uma faixa de tamanhos de
5 a 20 nm (KARIMI; KARIMI; SHOKROLLAHI, 2013; LING; LEE; HYEON, 2015). A
medida que os tecidos humanos sdo penetrados pelo campo magnético, essas
nanoparticulas podem ser transportadas para os tecidos de interesse e ter acao
especifica. Além disso, as particulas superparamagnéticas nao retém qualquer
magnetizagdo remanescente apds a remo¢do do campo magnético, o que é de
interesse para aplicagdes in vivo (BERRY; CURTIS, 2003).

Os resultados demonstram que, controlando-se as variaveis do processo, é
possivel sintetizar nanoparticulas de magnetita com tamanhos de cristalitos
adequados para fins especificos, como aplica¢fes in vivo, a partir da sintese sol-gel
em baixas temperaturas. A forma esférica e a saturagcdo de magnetizacao

relativamente alta tornam este método ainda mais atraente, pois outros métodos néo
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levam a nanoparticulas com tais propriedades a menos que sejam realizados

processos complexos.
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CAPITULO 4 — FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS
SUPERPARAMAGNETICAS DE MAGNETITA

4.1 INTRODUCAO

Esse Capitulo reporta a segunda etapa do trabalho experimental, que teve
como objetivo encapsular as nanoparticulas de magnetita utilizando diferentes tipos
de materiais de recobrimento. Para aplicacbes biomédicas, o recobrimento das
nanoparticulas magnéticas € necessario, pois melhora a biocompatibilidade e a
estabilidade coloidal das nanoparticulas. Nessa etapa foram utilizadas as
nanoparticulas preparadas com razao de equivaléncia (x) (citrato/nitrato) de 0,3 e
tratamento térmico em temperatura de 150 °C por 4 h (T2t2). Nos préximos topicos é
apresentada a metodologia utilizada no recobrimento das nanoparticulas de FesOa,
assim como os resultados das caracterizagOes e propriedades. A Figura 30 mostra
um fluxograma detalhado da segunda etapa do trabalho.

Figura 30: Fluxograma da segunda etapa experimental do trabalho.
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Fonte: Autora, 2023.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 RECOBRIMENTO DAS NANOPARTICULAS DE Fes04

A amostra T2t2 (razdo molar (x) de 0,3, T = 150 °C e t = 4 h) foi selecionada
para esta e para as demais etapas do trabalho, e sera denominada apenas como
amostra Fe3Oa4 na continuidade do trabalho. Antes do recobrimento, com o intuito de
remover possiveis impurezas provenientes da etapa de sintese, as nanoparticulas de
Fes04 foram lavadas com agua deionizada, alcool e acetona, trés vezes com cada um
destes, seguindo a sequéncia descrita. Durante a lavagem, as nanoparticulas foram
dispersas com o auxilio de uma sonda de ultrassom (Ultronique, Desruptor) por 1 min.
As nanoparticulas lavadas foram coletadas utilizando-se um ima e secas em estufa a
vacuo (Splabor, SP - 104/27) em temperatura de 40 °C. As nanoparticulas de Fe3O4

lavadas seguiram para a etapa de recobrimento.

4.2.1.1 Materiais de recobrimento

Os materiais utilizados na etapa de recobrimento foram: citrato de sdédio
(NasCeHs07.2H20) (Synth, 99%), acido citrico (CeHsO7) (Synth, 99,5%),
polietilenoglicol 400 (PEG 400) (C2nHan+20n+1) (Synth), polissorbato 80 (tween 80)
(Synth), acido oleico (CieHs:02) (Dindmica), alginato de sodio (NaCsH70s) (Exodo,
90,8%), quitosana (CeH11NO4) (Exodo, 93%), alcool isopropanol (CsHsO) (Quimidrol)
e acetona (CHsCOCH:s) (Neon, 99,5%).

4.2.1.2 Caracterizagdo térmica e estrutural dos materiais de recobrimento

Foram realizadas andlises de FTIR para cada material de recobrimento
utilizado, com o objetivo de identificar os grupos funcionais caracteristicos de cada
reagente. O ensaio foi realizado em um espectrometro (BRUKER/TENSOR Il) em uma
faixa de 400 a 4000 cm™.
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O comportamento térmico dos materiais de recobrimento foi avaliado por meio
de analise termogravimétrica (TG/DTA) (NETZSCH/STA 449 F3 Jupiter). Os ensaios
foram realizados utilizando atmosfera de ar sintético e uma taxa de aquecimento de

10 °C/min. O cadinho usado foi de alumina.

4.2.1.3 Recobrimento com citrato de sodio (FesOs@Citrato) e acido citrico
(FesO4@AC)

Nanoparticulas de FesOa4 foram revestidas com citrato de s6dio com base no
método utilizado por Qureashi et al. (2021). Primeiramente, foi dissolvido 0,35 g de
citrato de sédio em 25 mL de agua deionizada. Em seguida, foi adicionado 0,5 g de
nanoparticulas e homogeneizados em sonda de ultrassom (Ultronique, Desruptor) por
30 min. As nanoparticulas recobertas foram separadas utilizando-se um ima e lavadas
com agua deionizada e acetona (CHsCOCHSs) (Neon, 99,5%) para remover 0 excesso
de citrato. As nanoparticulas foram secas em estufa a vacuo (Splabor, SP - 104/27) a
40 °C (QUREASHI et al., 2021). As nanoparticulas recobertas com citrato foram
denominadas de FesOs@Citrato. O mesmo procedimento foi utilizado para preparar
as nanoparticulas recobertas com acido citrico (FesO4@AC). Nesse caso foram
utilizados 0,23 g de acido citrico em 25 mL de agua deionizada, para preparar uma
solucéo de 48 mmol/L, mesma molaridade da solu¢éo utilizada no recobrimento com

citrato de sodio.

4.2.1.4 Recobrimento com acido oleico (FesOs@AO)

A amostra Fe3Os@AO foi preparada adicionando a uma suspensao de
nanoparticulas, uma quantidade de acido oleico correspondente a 96% da massa das
nanoparticulas (SOARES et al., 2016). Primeiramente, a suspensao de nanoparticulas
foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de magnetita em 200 mL de agua deionizada com
o auxilio de sonda de ultrassom (Ultronique, Desruptor) durante 30 min. Em seguida,
foi adicionado o acido oleico e a mistura foi deixada em agitacdo mecanica (Fisatom,
713D) durante 1 h a 700 rpm (SOARES et al., 2016). As nanoparticulas foram
separadas utilizando-se um ima e lavadas com &gua deionizada. Posteriormente

foram secadas em estufa a vacuo (Splabor, SP - 104/27) em temperatura de 50 °C.
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4.2.1.5 Recobrimento com PEG-Tween 80 (FesO4@PEG)

Nanoparticulas de magnetita foram recobertas com PEG 400 (Fe3sOs@PEG)
utilizando-se o método descrito por Roacho-Pérez et al. (2020). Foram dispersas 0,2
g de magnetita em 200 mL de solucdo 7% de Tween 80 utilizando-se sonda de
ultrassom (Ultronique, Desruptor) por 10 min. Em seguida, foram adicionados 0,4 g de
PEG e dispersas em ultrassom durante 5 min. Utilizando-se hidroxido de ambnio
(NH4OH) (Dinamica, 28-30%), o pH foi ajustado para 9 e colocado no ultrassom por 5
min. As nanoparticulas foram separadas utilizando-se um ima e lavadas com agua
deionizada. As nanoparticulas foram secadas em estufa a vacuo (Splabor, SP -
104/27) em temperatura de 50 °C.

4.2.1.6 Recobrimento com alginato de sédio (FesOs@ Alg) e quitosana (FesO+s@
Quit)

A amostra Fe3O4s@Alg foi preparada com base no método de Xu et al. (2006).
Foram dissolvidos 0,4 g de nanoparticulas em 80 mL de &gua deionizada, utilizando-
se um ultrassom (Ultronique, Desruptor) durante 10 min. Separadamente, foram
dissolvidos 0,4 g de alginato de sédio em 20 mL de agua deionizada utilizando-se
agitador magnético (Velp Scientifica, Are F20500162) em temperatura de 50 °C. As
duas solugdes foram misturadas e mantidas em agitacdo mecanica (Fisatom, 713D)
durante 1 h a 640 rpm. As nanoparticulas recobertas foram separadas com ima e
lavadas com agua deionizada. Enfim, foram secas em estufa a vacuo (Splabor, SP -
104/27) em temperatura de 40 °C (XU et al., 2006). A amostra Fe3Os@Quit foi
preparada dissolvendo-se 0,3 g de magnetita e 0,2 mL de Tween 80 em 25 mL de
agua deionizada, utilizando-se ultrassom (Ultronique, Desruptor) por 10 min. Em
seguida, foram adicionados 30 mL de uma solugdo com 1% de quitosana em &cido
acético glacial 1% (Neon, 99,8%). As duas solucdes foram misturadas e mantidas em
agitagdo mecénica (Fisatom, 713D) durante 1 h a 640 rpm. As nanoparticulas
recobertas foram separadas com ima e lavadas com agua deionizada. Enfim foram

secas em estufa a vacuo (Splabor, SP - 104/27) em temperatura de 50 °C.
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4.2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE Fes0s COM
RECOBRIMENTO

4.2.2.1 FTIR

Andlises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (BRUKER/TENSOR II) em uma faixa de 400 a 4000 cm, foram realizadas
para as amostras FesOs4 em diferentes condi¢cdes de lavagem: sem lavar, lavadas
somente com agua, lavadas com agua e alcool e lavadas com agua, alcool e acetona.
Foram realizadas estas analises para identificar os grupos funcionais presentes na
superficie das nanoparticulas, como também possivel carbono residual proveniente
da sintese e se a lavagem das nanoparticulas é capaz de remover tais impurezas.
Apoés o recobrimento, a funcionalizacdo da superficie das amostras de Fes3Os foi
também analisada por espectroscopia FTIR (BRUKER/TENSOR II) em uma faixa de
400 a 4000 cm™™,

4.2.2.2 Andlise térmica

A decomposicdo térmica estima a quantidade de recobrimento aderido as
nanoparticulas. As decomposi¢des térmicas das NPs sem e com recobrimento foram
estudadas por meio de analise termogravimétrica (TG) (NETZSCH/STA 449 F3
Jupiter). Os ensaios foram realizados utilizando-se atmosfera ambiente e uma taxa de

aguecimento de 10 °C/min.

4.2.2.3 Espalhamento dinamico de luz e potencial zeta (7)

O tamanho do raio hidrodindmico das particulas foi determinado por meio de
espalhamento dinamico de luz (EDL) (Litesizer 500). Neste caso, foram preparadas

suspensdes diluidas com 0,01% em massa.

Para verificar a estabilidade das nanoparticulas em meio liquido, foi realizado
estudo de potencial zeta utilizando-se a técnica de velocimetria laser Doppler a

temperatura de 25 °C. As medidas foram realizadas diluindo-se 1 g de cada
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composicdo em 1000 mL de agua destilada, usando HCl e KOH (101 M) para alterar
o pH de 2 a 12. A partir da curva resultante do ensaio, foi possivel definir o ponto de
carga zero (PCZ), ou seja, o ponto onde as cargas superficiais se anulam e ha
floculacéo.

4.2.2.4 Analise morfoldgica

A morfologia das particulas foi analisada utilizando-se microscopio eletrénico

de transmissao (MET, JEM 2-100) com voltagem de aceleracdo maxima de 100 kV.

4.2.2.5 Propriedades magnéticas

Os parametros magnéticos foram obtidos a partir de medidas de histerese
magnética usando-se um magnetbmetro de amostra vibratéria (Modelo EZ9,
Microsense). Por meio das curvas M x H, foram determinados os valores de alguns
parametros magnéticos, tais como: campo coercitivo (Hc), magnetizacao

remanescente (Mr) e magnetizacéo de saturacéo (Ms).

4.2.3 CITOTOXICIDADE

Para a cultura de células, fibroblastos murinos, linhagem L929, foram
cultivados em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino, 50 unidades/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina.
As células foram semeadas na densidade de 1,5 x 10° células/poco, em placas de
cultura de 96 pocos e mantidas em incubadora a 37 °C, 5% de CO2 por 24 h.

A citotoxicidade das amostras de FesOa4 puras e com os diferentes tipos de
recobrimentos foi estudada por meio de ensaios de viabilidade celular, utilizando-se
diferentes concentracdes (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL) de nanoparticulas. Foram
realizados dois ensaios, o ensaio de resazurina (SIMOES et al., 2021) e o ensaio da
analise da coloragdo com diacetato de fluoresceina e iodeto de propidio (IP) (VIEIRA

et al., 2022). Primeiramente, as nanoparticulas foram submetidas a luz ultravioleta por
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1 h, dentro da capela de fluxo; passado esse tempo, diferentes quantidades de
nanoparticulas foram suspensas em DMEM para atingir a concentragao final de cada
tratamento (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL) e submetidos a um banho de ultrassom
por 30 min antes do uso. Apds a incubacdo das células, o meio de cultura foi
substituido pelo DMEM contendo as nanoparticulas; para cada concentracdo o ensaio
foi realizado em triplicata. No caso da amostra controle, o DMEM foi substituido por
um meio novo, sem as NPs. Ap0s os tratamentos, as células foram incubadas por 48
h. ApGs 48 h, o reagente sal sédico de resazurina foi adicionado aos pocos (10% v/v)
e incubados por 4 h, e as leituras colorimétricas foram realizadas em 570 e 600 nm.
Este ensaio mede a atividade metabdlica das células pelo aspecto colorimétrico final

dos produtos reagidos.

Simultaneamente, mas ndo na mesma placa, os pocos foram lavados com
PBS 3 vezes, e as células foram coradas com calceina AM e iodeto de propidio (Pl) e
mantidas no escuro por 15 min. As células vivas tratadas com as nanoparticulas foram
marcadas com AM (em verde) e as células mortas com Pl (em vermelho), a
fluorescéncia foi registrada por um High-Contant Screening (Thermo Scientific
Celllnsight CX7 LZR PRO).

4.2.4 ENSAIO DE HEMOLISE

Quando a membrana externa dos eritrocitos é danificada, libera hemoglobina.
Em um determinado ensaio, € possivel estimar quantos eritrocitos foram danificados
medindo-se a quantidade de hemoglobina presente em uma amostra. Isto pode ser
utilizado para se determinar o grau de toxicidade de um material que entrara em
contato com o sangue humano (MACIAS-MARTINEZ et al., 2016). Neste sentido, a
biocompatibilidade das nanoparticulas estudas foi avaliada por meio de ensaio de
hemolise. O sangue utilizado no presente ensaio foi obtido de doacdo do HEMOBA
(MACEDO et al., 2017).

No teste de hemodlise, primeiramente o sangue foi transferido paraum tubo
com heparina e centrifugado a 2500 rpm durante 10 min. Em seguida, o sobrenadante
foi retirado e as hemacias foram lavadas com solugdo tampédo fosfato-salino

(Phosphate-Buffered Saline, PBS) até obter um sobrenadante limpido. Foram
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incubadas 100 pL de solucdo PBS contendo as nanoparticulas de FesO4 puras e
recobertas para diferentes concentracdes (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL), com 100
UL da suspensdo de eritrocitos ndo infectados (hematocrito de 1%) a 37 °C por 60
min. Foi utilizada uma solugéo de saponina a 1% (0,2 g em 10 mL para 1% na placa)
como controle positivo, por gerar 100% de hemolise. Apds a incubacao, as placas
foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 min e 100 uL do sobrenadante foi transferido
para uma microplaca de fundo em U. A leitura foi realizada a 540 nm em um
espectrofotometro. A taxa de hemdlise (%) das amostras foi calculada a partir da

Equacéo 9:

. Absorbancia da amostra—Absorbancia do branco ~
Hemolise % = x 100% Equacéo 9

Absorbancia do controle com saponina
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4.3 RESULTADOS E DISCUSOES

4.3.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS DE RECOBRIMENTO

Cada material de recobrimento foi inicialmente caracterizado para que fosse

possivel identificar o perfil estrutural e térmico de cada um.

4.3.1.1 Citrato de sddio

A Figura 31 mostra o espectro de FTIR e andlise térmica (DTA/TG) do citrato

de soédio.

Figura 31: FTIR (a) e andlise térmica (DTA/TG) (b) do citrato de sédio.
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O espectro de FTIR do citrato de sodio (Figura 31a) apresentou bandas nas
regides de 1583 e 1386 cm™, que correspondem as ligacdes vas(-COO") e vs(-COO-
), respectivamente (LOPES, 2021). Na regi&o de 3456 cm'®, pode ser observada uma

banda devido ao alongamento vibragédo -OH (GIRI et al., 2010).

O gréfico de DTA/TG do citrato de sédio, apresentado na Figura 31b, mostra
que ocorreu uma perda de massa de 10,93% em 153,69 °C, acompanhada de um
evento endotérmico. Esta primeira perda de massa corresponde a liberacdo de agua

de cristalizacdo. Uma segunda perda de massa ocorre em temperatura de 287,08 °C
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(11,67% de perda de massa) que corresponde a uma degradacédo parcial do citrato
de sodio. Ocorre uma perda de massa na regiao de 317 a 589 °C menos acentuada
(18,55% de perda de massa), que esté associada a decomposicdo dos residuos das
etapas anteriores (MARCILLA et al., 2018).

4.3.1.2 Acido citrico

A Figura 32 mostra o espectro de FTIR e a analise térmica do &cido citrico.

Figura 32: FTIR (a) e DTA/TG (b) do acido citrico.
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Fonte: Autora, 2023.

O espectro de FTIR do acido citrico (Figura 32a) apresentaram bandas na
regido de 934 e 1385 cm, que correspondem a ligagdo O-H e -COO,
respectivamente. A ligacdo C=0 do acido carboxilico € confirmada pela presenca de
uma banda na regido de 1691 cm. Pode ser observada uma banda na regido de
3288 cm! referente a ligagdo O-H (LOPES-DIAZ et al., 2018). De acordo com Witcel
et al. (2016), as bandas caracteristicas do acido citrico sdo: estiramento OH (2500 a
3200 cm™t), estiramento C=0 (1710 a 1760 cm™) e deformacéo angular CH2 (1420 cm-

l)_
O grafico de DTA/TG do &cido citrico, apresentado na Figura 32b, mostra que
na faixa de temperatura de 165 a 245 °C ocorre uma subita perda de massa de

86,32%, referente a decomposicao do acido citrico e liberacdo de agua e CO:2. De

acordo com a literatura, a decomposicéo do &cido citrico ocorre lentamente quando
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submetido a temperaturas acima de 148 °C, porém a partir da fuséo a 153 °C, a taxa
de decomposicao se intensifica consideravelmente. A partir de 165 °C, a velocidade
de perda de peso aumenta rapidamente, alcancando um valor maximo em 188 °C.
Depois que 80% do peso foi perdido, a taxa de reagdo diminui novamente quando
submetido a temperaturas acima de 212 °C (BARBOOTI; AL-SAMMERRAI, 1986).

4.3.1.3 Acido oleico

A Figura 33 mostra o espectro de FTIR e analise térmica (DTA/TG) do &cido

oleico.

Figura 33: FTIR (a) e DTA/TG (b) do &cido oleico.
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O espectro de FTIR do acido oleico (Figura 33a) apresentaram bandas nas
regides de 3003, 2923, 2851, 1709, 1455, 1286, 1198 e 723 cm™. De acordo com Niu
et al. (2017), é possivel observar no espectro de FTIR do 4cido oleico varias bandas
caracteristicas em diferentes regides. Por exemplo, a banda em 3009 cm? indica a
deformacéo axial de C-H, enquanto as bandas em 2853 e 2923 cm! correspondem
ao estiramento simétrico e assimétrico da ligacao -CHz, respectivamente. Além disso,
para as vibragdes de flexdo dos grupos alifaticos CH2 e CH3 sdo observadas bandas
na regido de 1400 a 1200 cm?, sendo que a flexdo H-C-H simétrica é observada em
1377 cm™ e a flexdo CH2 em tesoura em 1463 cm™. A vibracdo de alongamento
assimétrico C-O-C é representada pela banda em 1244 cm, enquanto as bandas em
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1195 e 1169 cm? correspondem a vibracéo de estiramento C-O. Por fim, a banda em
723 cm™! é atribuida a sobreposicéo da vibracdo de balanco (rocking) do (CH2)» e da

vibracao fora do plano (CH wag) de olefinas cis-di-substituidas (NIU et al., 2017).

A Figura 33b apresenta o grafico de DTA/TG do &cido oleico, no qual &
possivel observar que a decomposicdo desse composto ocorre em duas etapas
distintas. Na primeira etapa, que ocorre entre as temperaturas de 204 e 379 °C, ha
uma perda de massa bastante acentuada, correspondente a cerca de 92,1%. Ja na
segunda etapa, que ocorre na faixa de temperatura de 379 a 557 °C, h4 uma perda
de massa adicional de aproximadamente 5,76%. De acordo com a literatura, conforme
a temperatura aumenta, moléculas menores e ligacfes quimicas mais fracas séo
gradualmente decompostas e isso é evidenciado pelas curvas de TG, que apresentam
uma descida acentuada. A maior perda de massa € observada entre as temperaturas
de 216,75 °C e 311,5 °C para o &cido oleico (NIU et al., 2017).

4.3.1.4 Polietilenoglicol (PEG 400)

Para o recobrimento com PEG 400 das nanoparticulas, € necessario o uso de
Tween-80, um monooleato de Sorbitan Etoxilado 20 EO. A caracteristica hidrofilica da
cadeia de polioxietileno faz dos produtos da linha TWEEN, tensoativos hidrofilicos,
geralmente sollveis ou dispersiveis em agua e empregados para obter emulsdes do
tipo 6leo em &gua (O/A), como dispersantes ou solubilizantes de 6leos e como
cotensoativos. A presenca de grupos hidrofilicos e lipofilicos nas moléculas promove
reducdo da tensdo interfacial entre os componentes da formulacdo, permitindo a
obtencdo de emulsdes estaveis. A Figura 34 mostra o espectro de FTIR e analise
térmica (DTA/TG) do PEG 400 e do Tween-80.
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Figura 34: FTIR e analise termica do PEG 400 e Tween 80.
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Fonte: Autora, 2023.

O espectro de FTIR do PEG 400 (Figura 34a) apresentou bandas nas regifes
de 2872, 1461, 1353 e 1090 cm™. O espectro de FTIR do Tween-80 (Figura 34c)
apresentou uma nova banda na regido de 1730 cm™. De acordo com Roacho-Pérez
et al. (2020), as bandas na regido de 1749, 1429, 1035 e 871 cm™ correspondem ao
alongamento da ligacdo C=0, vibracdo de flexdo do C-H, alongamento do C-O e

vibracdo de deformacédo do C-H, respectivamente.

O grafico de DTA/TG do PEG 400, apresentado na Figura 33b, mostra que a
decomposicdo do PEG ocorre em uma Unica etapa, em uma faixa de temperatura de
178 a 383 °C, em gue ocorre uma perda massa de cerca de 92,35%. Esta perda de
massa € acompanhada de evento exotérmico. De acordo com Kou et al. (2019), a
decomposicdo térmica do PEG (PEG1000-PEG20000) ocorre em uma faixa de
temperatura de aproximadamente 249,85 a 449,85 °C, sendo que as temperaturas
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iniciais de decomposicéo das amostras de PEG com menor massa molar s&o menores

comparadas as de maior massa molar (KOU et al., 2019).

O gréfico de DTA/TG do Tween-80, apresentado na Figura 33d, mostra que a
decomposicao térmica do Tween-80 ocorre em duas etapas distintas. A primeira perda
de massa, aproximadamente 85,87%, ocorre em uma faixa de temperatura de 242 a
432 °C, acompanha de um evento exotérmico. A segunda perda de massa, cerca de
9,92%, ocorre entre 432 e 554 °C.

4.3.1.5 Alginato de sédio

A Figura 35 mostra o espectro de FTIR e andlise térmica (DTA/TG) do alginato

de sodio.

Figura 35: FTIR (a) e analise térmica (b) do alginato de sédio.
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O espectro de FTIR do alginato de sodio (Figura 35a) apresenta bandas nas
regides de 3515, 3431, 2897, 1600, 1403 e 1023 cm™. De acordo com a literatura,
algumas das principais bandas caracteristica de FTIR do alginato de sodio séo: uma
banda larga na regido de 3600 a 3100 cm correspondem as vibracdes de estiramento
-NH e -OH (DERKACH et al., 2020), estiramento da ligacdo COO- (1602 cm),
estiramento da ligacdo C-O (1034 cm?), flexdo da ligacdo COO- (1412 cm?) e
estiramento da ligagédo C-H (2920 cm™) (XIAO; GU; TAN, 2014).

O gréafico de DTA/TG do alginato de sodio, apresentado na Figura 34b, mostra

que a decomposicao térmica do alginato de sédio ocorre em quatro etapas. A primeira
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perda de massa, aproximadamente 16,26%, ocorre antes de atingir a temperatura de
188 °C. A sugunda perda de massa é bastante acentuada e ocorre na faixa de
temperatura de 188 a 291 °C, cerca de 32,9% de perda de massa. A terceira perda
de massa, 10,07%, ocorre na faixa de temperatura de 291 a 548 °C. Entre 548 e 647
°C ocorre uma perda de massa de aproximadamente 14,07%. Conforme Balaure et
al. (2013), a primeira perda de massa até aproximadamente 170 °C, esta relacionada
a perda de 4gua. Perdas de massa na faixa de temperatura de 170 a 550 °C esta
relacionada a degracao do polimero organico (BALAURE et al., 2013).

4.3.1.6 Quitosana

A Figura 36 mostra o espectro de FTIR e analise térmica (DTA/TG) da

quitosana.

Figura 36: FTIR (a) e analise térmica (b) da quitosana.
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Fonte: Autora, 2023.

O espectro de FTIR da quitosana (Figura 36a) apresenta bandas nas regides
de 3513, 3415, 1643, 1589, 1270 e 1017 cm™. De acordo com a literatura, as bandas
caracteristicas de FTIR da quitosana séo: estiramento de C=0 na regido de 1650
cm™, a flexdo de N-H em 1558 cm™ e ao estiramento de C-N em 1320 cm™. A banda
de absorcdo em 1050 cm™ é atribuida ao estiramento de C-O e a banda larga acima
de 3000 cm™ corresponde as ligagées O-H e N-H (LECETA et al., 2013).

O grafico de DTA/TG da quitosana, apresentado na Figura 36b, mostra que a

decomposicao térmica da quisona ocorre em duas etapas. A primeira perda de massa,
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aproximadamente 8,41%, ocorre antes da temperatura de 128,64°C. Na faixa de
temperatura de 228,65 a 732,64 °C, ocorre uma perda de massa de 80,85%,

acompanhada de dois picos exotérmicos.

4.3.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE Fes0s COM
RECOBRIMENTO

4.3.2.1 Caracterizacéo dos grupos funcionais — FTIR

4.3.2.1.1 Purificacdo das nanoparticulas

A caraterizacdo dos grupos funcionais presentes nas nanoparticulas é
essencial para a compreensao dos sistemas em estudo. Inicialmente foi realizado um
processo de lavagem nas nanoparticulas obtidas apo6s a sintese. Isso porque alguns
residuos de citrato ou residuos de nanoparticulas em estado mais oxidado podem
estar presentes, o que nado é indicado para aplicacdo final. A Figura 37 mostra os
espectros de FTIR das nanoparticulas de Fes3Os sem passar pelo processo de
purificacdo e apds sucessivas lavagens com agua, com agua e alcool e com agua,

alcool e acetona.

Pode-se observar que os espectros de FTIR das nanoparticulas de Fe3Oas e
das nanoparticulas de Fe3Oa4 lavadas apresentaram bandas na regido 552 e 428 cm-
1, que sdo caracteristicas da ligacdo Fe-O. Outra banda de 2344 cm™ pode ser
observada no espectro da amostra Fes0Os4, que indica a presenca de compostos
organicos, ligagdo CO2, provavelmente provenientes do processo de sintese
(GASPAR et al., 2016). Ap6s as consecutivas etapas de lavagem, ocorreu uma
diminuicdo nas intensidades das bandas referentes ao material organico e uma
intensificacdo nas bandas referente a magnetita, o que indica que a etapa de lavagem

é eficaz para remocao de impurezas e compostos organicos residuais.

Nos espectros de FTIR das amostras de FesOas, podem ser observadas
bandas na regido de 1536 e 1413 cm™. Na figura também foi inserido uma
aproximacdo nesta regido para melhor evidenciar estas duas bandas. Pode-se
observar que apdés as sucessivas lavagens, estas bandas continuam presentes,

indicando que sao bandas caracteristicas da amostra Fe3Oa sintetizada. Tais bandas
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sao referentes a vibracdo COO~ e podem estar relacionadas tanto a carbono
adsorvido da atmosfera pelas amostras, quanto a uma pequena quantidade de
carbono residual proveniente da sintese a baixa temperatura. De acordo com Rezaie

et al. (2023), a banda préxima a 1550 cm™ corresponte ao alongamento de C=0.

Figura 37: Espectros de FTIR das nanoparticulas de FeszO4 antes e apés lavagem.
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Deste modo, para dar sequéncia ao trabalho, apenas nanoparticulas que
passaram pelo processo de lavagem foram utilizadas. Todos os recobrimentos
realizados foram preparados também com particulas lavadas.

Para se avaliar com precisdo a regido do FTIR que apresenta compostos
organicos, foi realizada uma andlise nos comprimentos de onda de 1000 a 4000 cm™.
A Figura 38 mostra os espectros de FTIR das nanoparticulas de Fe3Os com 0s
diferentes recobrimentos (FesOs@Citrato, FesOs@AC, Fes0s@AO, FesOs@PEG,
FesOs@AIlg e FesO4@Quit) comparadas com NPs de FesOa pura.
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Figura 38: FTIR das nanoparticulas de FesOa4 puras e com recobrimento.
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O espectro de FTIR da amostra FesO4@AO apresentou bandas na regido de
2945, 2833 e 1526 cm™. De acordo com Zhang, He e Gu (2006b), a banda na regido
de 1541 cm™ é caracteristica da vibragdo assimétrica COO~. Duas bandas em 2924 e
2854 cm?' sdo atribuidas ao estiramento CH: assimétrico e CH2 simétrico,
respectivamente (WU et al., 2004). Para este recobrimento, ndo h& nenhuma
evidéncia de que houve uma funcionalizacéo, pois vibracdes que relacionam Fe-AO
nao foram encontradas.

O espectro FTIR das nanoparticulas revestidas com PEG (FesOs@PEG)
apresentaram bandas nas regifes de 3737, 1537 e 1392 cm%, que correspondem as
ligagdes O-H, C=0 e C-H, respectivamente. A banda em 1749 cm corresponde a
vibragdo de alongamento C=0O vindo do Tween 80 (presente na etapa de

recobrimento) e a banda em 1429 cm corresponde a vibracdo de flexdo de C-H
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proveniente do PEG (ROACHO-PEREZ et al., 2020). Neste caso, ndo ha nenhuma
evidéncia de que houve uma funcionalizacao, pois vibracdes que relacionam Fe-PEG

nao foram encontradas.

O espectro de FTIR da amostra FesO4@Alg apresentou bandas na regido de
1576 e 1403 cm™. De acordo com Xu et al. (2006), bandas préximas de 1597 cm
correspondem ao modo de vibracdo de estiramento assimétrico dos grupos
carboxilato (COO"). E as bandas préximas de 1403 cm™ sdo atribuidas ao modo de
vibracdo de estiramento simétrico do COO~ (XU et al., 2006). Neste caso, ndo ha
nenhuma evidéncia de que houve uma funcionalizacéo, pois vibracdes que relacionam

Fe-alginato ndo foram encontradas.

O espectro de FTIR da amostra FesO4@Quit apresentou bandas na regiéo de
3433, 2888, 1600 e 1500 cm™. A banda na regido de 3400 cm corresponde a ligacédo
N-H. A banda na regido de 2800 cm™ corresponde a ligacdo -C-H. As bandas nas
regides de 1600 e 1500 cm correspondem as ligacdes N-H e -CHz2, respectivamente
(GASPAR et al., 2016). Neste caso, ndo ha nenhuma evidéncia de que houve uma

funcionalizagéo, pois vibragdes que relacionam Fe-quitosana n&o foram encontradas.

Observando a Figura 38, as duas condi¢cdes com maior potencial de que tenha
ocorrido de fato a funcionalizacdo foram das amostras de Fe3Oa4 recobertas com citrato
e com acido citrico. Nessas amostras, ligacdes Fe-COO foram observadas. Portanto,
novas analises com maior nivel de detalhamento espectral foram realizadas. A
FesOs@Citrato € mostrada na Figura 39. O espectro de FTIR da amostra
FesOs@Citrato apresentou bandas na regido de 2890, 2170, 1532, 1383, 945, 902,
549, 444 e 419 cm™. As bandas na regido de 700 a 400 cm™ correspondem a ligacéo
Fe-O, provenientes dos 6xidos de ferro (GASPAR et al., 2016). De acordo com Hong
et al. (2008), as bandas em 1383 e 1587 cm™ indicam a presenca de picos
caracteristicos da ligagdo COO-Fe, que correspondem as ligacdes entre grupos
hidroxilas presentes na superficie da magnetita com o anion carboxilato do citrato de
sédio. A banda na regido de 2889 cm™ indica a presenca de estiramento C-H
(QUREASHI et al., 2021). Tais bandas evidenciadas demonstram que houve uma
funcionalizacdo das nanoparticulas de FesOas a partir do recobrimento com citrato de

soédio.
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Figura 39: FTIR da amostra Fes04@Citrato em uma faixa de 4000 a 1000 cm™ (a) e
de 1000 a 400 cm* (b).
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Fonte: Autora, 2023.

As analises de FTIR da amostra FesOs@CA foram refeitas com um maior
namero de varredura para melhor identificar as bandas, conforme mostrado na Figura
40. O espectro de FTIR da amostra FesO4@CA apresentou bandas na regiao de 2165,
1983, 1544, 1388, 970, 902, 790, 592, 546, 476 e 435 cm™. O espectro de FTIR da
amostra Fes04@AC apresentou uma banda caracteristica na regido de 1544 cm™. De
acordo com Rezaie et al. (2023), quando ocorre a ligacao do acido citrico na superficie
de nanoparticulas de FesOs por abor¢cdo quimica de ions carboxilato, pode ser
concluida a partir do deslocamento da vibragcdo C=0 (grupos —COOH do &cido citrico)
de 1600 para numeros menores de comprimento de onda. Segundo Lui, Dai e
Hu(2018), o espectro de FTIR de nanoparticulas de FesO4@AC comparados com
NPs sem recobrimento apresentam duas bandas adicionais nos comprimentos de
onda de 1600 e 1400 cm™, representando o alongamento simétrico e assimétrico da
vibracdo C=0 dos trés grupos carboxila (-COOH) do acido citrico. Neste sentido,
pode-se perceber pela analise dos grupos funcionais que houve uma funcionalizacéo

das nanoparticulas de FesO4 a partir do recobrimento com acido citrico.
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Figura 40: FTIR da amostra Fes04@CA em uma faixa de 4000 a 1000 cm™ (a) e de
1000 a 400 cm™ (b).
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Fonte: Autora, 2023.

4.3.2.2 Andlise térmica

Para se determinar a quantidade de recobrimento presente nas
nanoparticulas a partir da sua degradacdo com a temperatura, 0 comportamento
térmico das amostras de FesO4 com os diferentes recobrimentos foi comparada com
as NPs de Fes0s4 pura lavada, por meio de andlise termogravimétrica, conforme

mostrado na Figura 41.

Para todas as amostras, na regido de 25 a 100 °C, observa-se um leve
aumento da massa que pode ser referente a oxidacdo da superficie para magnetita.
Posteriormente, em aproximadamente 250 °C, ocorre o inicio da perda de massa para
todas as amostras com recobrimento. Tal perda em massa ndo é observada para a
amostra pura, que inclusive permanece bem estavel termicamente até 600 °C. A
regido de perda de massa das amostras com recobrimento se estende até 400 °C e &
referente & decomposicdo dos compostos organicos presentes, ja indicados na
analise de FTIR (QUREASHI et al., 2021).

As perdas de massa variaram de 4 a 7% para as amostras recobertas, sendo
a amostra que mais perdeu massa a da amostra recoberta com acido oleico e a
amostra com alginato foi a que menos teve perda de massa. Esse resultado confirma

a presenca de compostos organicos associados as nanoparticulas de FesO4 quando
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recobertas. Porém, a analise ndo € capaz de afirmar se houve uma funcionalizacéo

ou uma ligacdo mais forte entre particula e recobrimento.

Figura 41: Comportamento térmico das nanopatrticulas de FesO4 puras e com
recobrimento.
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4.3.2.3 Estabilidade coloidal

A fim de se avaliar a estabilidade coloidal em meio liquido, o potencial zeta (2)
das nanoparticulas de FesOs puras e com recobrimentos foram analisadas em
diferentes valores de pH (2-9) para se determinar a carga superficial. Os resultados
sdo apresentados na Figura 42. Um comportamento de forca eletrostética padréo €
observado entre as particulas e o meio dispersante para todas as amostras, ou seja,

h& uma mudanca significativa nos valores de g, variando o pH de 2 a 9.

De forma geral, pode-se inicialmente inferir que para as amostras em solugdes
acidas, a concentracdo de ions H* na solugdo aumenta, levando a protonacédo dos
grupos hidroxila na superficie das particulas. Isso resulta em uma diminuicdo da carga

negativa na superficie da magnetita, o que leva a um aumento das forcas de atracédo
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entre as particulas. Como resultado, o potencial zeta diminui, indicando uma maior

tendéncia para a aglomeracéao das particulas.

Por outro lado, em solugdes alcalinas, a concentracdo de ions OH™ na solucéo
aumenta, levando a desprotonacdo dos grupos hidroxila na superficie das particulas.
Isso resulta em um aumento da carga negativa na superficie da magnetita, o que leva
a um aumento das forcas de repulséo entre as particulas. Como resultado, o potencial
zeta aumenta, indicando maior estabilidade coloidal. A estabilidade coloidal é
geralmente alcangcada em valores de potencial zeta menores que -30 mV ou maiores
que +30 mV (MORENO, 2005).

Figura 42: Curvas de potencial para as nanoparticulas de FesO4 puras e recobertas.
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Mais especificamente, pode-se observar que cada recobrimento ocasionou
alteracdes distintas na estabilidade das nanoparticulas. Os recobrimentos de &cido
oleico, PEG, alginato e quitosana né&o alteraram de forma significativa a superficie das
particulas, o que reforca o resultado ja observado por andlise de FTIR de que a

funcionalizag&o nao foi efetiva.

O acido citrico e o citrato de sédio, por sua vez, modificaram de forma mais
efetiva as cargas superficiais, reduzindo a carga negativa da superficie das particulas,

aumentando a estabilidade coloidal. Os valores de { em pH de aproximadamente 7
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foram de -55,1 para nanoparticulas recobertas com citrato e -45,27 para
nanoparticulas recobertas com acido citrico. Baixissimos valores (muito negativos) de
potencial zeta para as nanoparticulas recobertas com citrato ocorrem devido a
presenca de grupos carboxilatos de citrato carregados negativamente na superficie
das nanoparticulas (QUREASHI et al.,, 2021). Esse comportamento foi também

indicado na analise por FTIR.

Trabalhos que também avaliaram a estabilidade coloidal por potencial zeta
observaram a mesma tendéncia de resultados. Quereashi et al. (2021) e Na, Yang e
Lee (2014) observaram que apds o recobrimento das nanoparticulas de FesO4 com
citrato de sodio, os valores de potencial zeta aumentaram de -20 para -28 e de -10

para -35, respectivamente.

Os demais recobrimentos apresentaram valores de potencial zeta
semelhantes ao das NPs puras. Todos os valores em pH proximo ao fisiolégico sédo
mostrados na Tabela 15. O sangue normalmente € levemente basico, com pH normal

na faixa de cerca de 7,35 a 7,45.

Tabela 15: Valores de { em pH de aproximadamente de 7 e raio hidrodinamico para
as nanoparticulas de FesO4 puras e recobertas.

Amostra oH  PZ(mV) Raio hidrodinamico | .Indice
(nn) polidispersao (%)
FesOa 7,50 -38,43 118,92 17,15
FesOs@Citrato 7,30 -55,1 169,06 23,98
FesOs@AC 7,13  -45,27 143,48 11,12
Fes0s@AO 7,34 -37,8 331,98 7,25
FesO4@PEG 7,25 -37,57 390,55 59,69
FesOs@Alg 7,38 -36,77 594,25 37,47
Fes0s@Quit 7,43 -34,2 672,51 45,12

Fonte: Autora, 2023.

Foi utilizada a técnica de Espalhamento dinamico de luz (EDL) para analisar
o tamanho das nanoparticulas puras e recobertas. Esta técnica consiste em mensurar

0 tamanho das particulas dispersas em uma solucédo aquosa. Caso as nanoparticulas
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formem aglomerados, o tamanho obtido € relacionado com o tamanho desses
aglomerados (ROACHO-PEREZ et al., 2020). Os valores de raio hidrodinamico e
indice de polidispersdo das nanoparticulas puras e recobertas sdo apresentados na
Tabela 15. Os resultados mostram que as nanoparticulas puras apresentaram menor
tamanho de raio hidrodinamico em comparag¢ao com as nanoparticulas recobertas. As
amostras FesOs@Citrato e FesO4@AC apresentaram tamanho de raio hidrodinamico
mais proximo das nanoparticulas puras, enquanto as amostras de Fez0s@AO,
FesO4@PEG, Fes04@Alg e FesO4@Quit formaram grandes aglomerados.

Quando o foco € a aplicacdo no corpo humano, o tamanho das nanopatrticulas
€ importante, pois influencia o tempo de circulacdo e eliminacdo destas e seus
aglomerados. Nanoparticulas com diametros entre 5 e 100 nm penetram bem em
tumores permeaveis, enquanto aquelas menores que 5 nm sdo rapidamente
excretadas pela urina. Por outro lado, particulas maiores séo facilmente reconhecidas
pelos macréfagos do sistema imunoldgico (CABRAL et al., 2011; ROACHO-PEREZ et
al., 2017; ROACHO-PEREZ et al., 2020).

As nanoparticulas revestidas com PEG 3350-Tween 80 produzidas por
Roacho-Pérez et al. (2020) tinham um tamanho médio de particula individual de 119,2
nm e um tamanho médio de aglomerados de 785,6 nm. Embora tenham gerado mais
aglomerados do que as nanoparticulas puras, os maiores aglomerados das
nanoparticulas revestidas eram aproximadamente 2,3 vezes menores do que 0S
aglomerados das nanoparticulas puras. As nanoparticulas revestidas com PEG-
Tween 80 eram grandes o suficiente para ndo serem eliminadas do sangue, mas
pequenas o suficiente para atravessar os epitélios sem serem rapidamente eliminadas
pelos macrofagos (ROACHO-PEREZ et al., 2020).

4.3.2.4 Analise morfoldgica

Para avaliar a efetivacdo do recobrimento das nanoparticulas de FesOa,
analise morfologica por MET foi realizada. As imagens de MET das amostras
Fes30s@Citrato, FesO4@AC, Fe3sOs@AO, FesOs@PEG, Fes04@Alg e Fe304@Quit

sao mostradas na Figura 43.
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Nanoparticulas magnéticas espontaneamente tendem a se aglomerar, por
causa de sua elevada area superficial e forte interacdo entre as nanoparticulas
(COLTRO et al., 2021). Manté-las dispersas é sempre um desafio. A formacéo de
aglomerados em tamanhos coloidais (até 1000 um) pode ser uma estratégia
interessante, pois reduz a alta reatividade e tendéncia a forte aglomeragédo em

aglomerados ou agregados maiores.
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Figura 43: Imagens de TEM das nanoparticulas de Fe3O4 recobertas.

Fonte: Autora, 2023.

Ap6s examinar as nanoparticulas de Fes3Os recobertas com diferentes
materiais usando microscopia eletrbnica de transmissédo, foi observado que as
amostras recobertas com PEG, &cido oleico, alginato de sbédio e quitosana

apresentaram aglomerados maiores do que 200 nm. Esse resultado foi confirmado
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pela analise de EDL, que mostrou que o raio hidrodindmico das amostras
Fe3s04s@PEG, Fe304s@AO0, FezOs@ALG e Fe304@Quit variou de 331 a 672 nm.

Em contraste, as amostras sem recobrimento e recobertas com citrato de
sédio e acido citrico apresentaram um raio hidrodindmico menor, de 118 a 169 nm. As
imagens de MET mostraram que as nanoparticulas recobertas com citrato de sodio e
acido citrico estavam mais dispersas. Além disso, a amostra recoberta com citrato
apresentou uma regido cinza claro ao redor das particulas de magnetita, indicando
que as nanoparticulas foram recobertas adequadamente e aglomeradas de forma
ordenada, sem excesso de particulas em aglomerados de até 200 nm. Isso sugere
gue o citrato € um recobrimento mais efetivo para estabilizar as nanoparticulas de
Fes0a.

Como ja foi mencionado, nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas com
citrato de sodio apresentaram resultados promisores quanto ao tamanho de particula,
estabilidade coloidal e propriedades magnéticas (QUREASHI et al., 2021). Qureashi
et al. (2021) observaram que o tamanho de particulas das amostras de magnetita sem
e com recobrimento ndo variou (dtem das nanoparticulas sem recobrimento e com
rebrimento de citrato de sédio apresentaram tamanho de 30 nm). Isso ocorre porque
os trés grupos carboxilato de uma molécula de citrato possui uma forte afinidade de
coordenacao para ions Fe, o que proporciona a ligacdo de COOH na superficie dos

nanocristais de Fe3Oa e dificulta a agregacao de monocristais (NA; YANG; LEE, 2014).

Por outro lado, as amostras recobertas com PEG e quitosana apresentaram
uma cor escura nas imagens de MET, sugerindo que as particulas estavam fortemente
aglomeradas, o que pode levar a problemas de sedimentacdo e agregacao das
particulas e, por fim, na aplicacdo final geral possiveis trombos. Isso indica que esses
recobrimentos ndo sado efetivos para estabilizar as nanoparticulas de FesOa.

Em resumo, os resultados indicam que o recobrimento com citrato é mais
efetivo para estabilizar as nanoparticulas de FesOs, enquanto os recobrimentos com
acido citrico, acido oleico e alginato ndo parecem ser adequados para essa finalidade.
Os recobrimentos com PEG e quitosana levaram a forte aglomeracao das particulas,

0 que também néo é desejado em muitas aplicacdes.
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4.3.2.5 Propriedades magnéticas

A Figura 44 mostra as curvas de magnetizacao em funcéo do campo aplicado
para as nanoparticulas sem recobrimento (FesOs) e com os diferentes tipos de
recobrimento (FesOs@Citrato, FesO4@AC, FesOs@AO, FesOs@PEG, Fe3s04@Alg e
FesO4@Quit). Na Tabela 16 s&do apresentadas as propriedades magnéticas -
magnetizacdo de saturacdo (MS), magnetizacdo remanescente (MR) e campo
coercivo (HC) - determinadas a partir das curvas de histerese das amostras estudas.

Figura 44: Curvas de magnetizacdo em funcao do campo aplicado para as
nanoparticulas puras e com recobrimento.
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Inicialmente, é possivel observar que o comportamento superparamagnético
se mantém, o que significa que os cristalitos sdo nanométricos mesmo para as
particulas com recobrimento que ja se mostraram aglomeradas nas imagens de MET.
Entretanto, algumas modificacdes no comportamento magnético sdo observadas. As
nanoparticulas puras de FeszOs apresentaram o menor valor de magnetismo de

saturacao (Ms, 30,24 emu/g) em comparagao com as nanoparticulas recobertas. Além
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disso, elas tém um baixo magnetismo remanente (Mr 1,39 emu/g) e tém um campo
coercitivo baixo (Hc 60,76 Oe).

As amostras FesOs@Citrato, FesOs@AC e Fe3Os@AO exibiram
comportamento magnético semelhante, com varia¢cdes pouco significativas dos
valores de Ms, que variaram de 34,39 a 36,36 emu/g. Os valores de Mr e Hc tiveram
aumento para a faixa de 3 emu/g e 124-134 Oe, respectivamente. As amostras
FesO4@PEG, FesO4@AIlg e FesO4@Quit apresentaram os maiores valores de Ms,
variando de 45,10 a 46,46 emu/g, e essas amostras também exibiram curvas de
magnetizacdo em funcdo do campo aplicado muito préximas entre si. Para este caso,
um aumento ainda mais expressivo pode ser observado para o Mr, que aumentou
para a faixa de 5 emu/g, enquanto Hc aumentou para acima de 150 Oe. Isso ocorre
porque conforme o tamanho das particulas aumenta (assim como observado nas
imagens de MET e no EDL), a magnetizacao de saturacdo e 0 magnetismo remanente
comecam a aumentar, pois as particulas estdo mais proximas do limite de tamanho
para o qual o comportamento superparamagnético comeca a desaparecer. AO mesmo
tempo, o campo coercitivo tende a aumentar porque as particulas maiores tém uma
maior resisténcia a mudanca de orientacdo dos spins. No caso das amostras
recobertas, apesar do tamanho das particulas individuais ndo ter sido modificado,
claramente o comportamento segue a tendéncia do aumento do tamanho de

aglomerado.

Tabela 16: Propriedades magnéticas - magnetizacao de saturacao (MS),
magnetizacdo remanescente (MR) e campo coercivo (HC) - determinadas a partir
das curvas de histerese das FesO4 puras e recobertas.

Amostra Ms (emu/g) Mr (emu/g) Hc (Oe) Mr/Ms
Fes3Oa 30,2426 1,3926 60,767 0,046
FesOs@Citrato 34,3894 3,0877 124,059 0,090
FesOs@AC 36,3668 3,7015 134,239 0,102
Fes01@AO 35,2839 3,4905 134,153 0,099
FesO4@PEG 45,1034 5,5386 153,674 0,123
FesOs@Alg 46,4689 5,5174 154,359 0,119
Fes0s@Quit 45,4430 5,1479 150,707 0,113

Fonte: Autora, 2023.
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Outros trabalhos corroboramneste aspecto e abordam que o recobrimento
pode aumentar o magnetismo das particulas (MORALES et al., 2019). Karaagac e
Kockar (2022) observaram que, apds o recobrimento das nanoparticulas de Fe3Oa4
com PEG, os valores de Ms aumentaram de 59 para 62 emu/g.

De forma geral, ao observar os resultados das propriedades magnéticas,
observa-se que as nanoparticulas de Fe3O4 recobertas com citrato de sodio tiveram
os melhores resultados. Nao perderam as caracteristicas superparamagnéticas apés
o recobrimento, pois, em geral, as nanoparticulas superparamagnéticas tém um Hc

baixo, tipicamente préximo de 100 Oe, e um Mr préximo a zero.

4.3.3 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade é a capacidade de um material causar danos e lesdes as
células, podendo resultar em morte celular. Quando se trata de aplicacbes
biomédicas, € essencial avaliar esta propriedade das nanoparticulas. Sendo assim,
foram realizados ensaios de viabilidade celular com Alamar Blue e coloragdo com
diacetato de fluoresceina e iodeto de propidio para as nanoparticulas sem e com
revestimento. A Figura 45 apresenta a citotoxicidade das nanoparticulas de magnetita
em diferentes concentra¢des (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL). Os pontos e
aglomerados pretos nas imagens indicam a presenca das nanoparticulas e a amostra
controle representa células sem a aplicacdo das nanoparticulas. A Figura 45 mostra
gue mesmo aumentando a concentracdo das nanoparticulas de Fes0s4, ndo houve

morte celular (pontos vermelhos ndo apareceram).
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Figura 45: Aplicacdo das nanoparticulas em meio celular.
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Fonte: Autora, 2023.

Ensaios em células também foram realizados para as nanoparticulas
revestidas. A Figura 46 apresenta a citotoxicidade das nanoparticulas de
FesOs@Citrato, FesOs@AC, Fe3sOs@AO, FesO4s@PEG, Fes0s@AIlg e FesOs@Quit
em diferentes concentragdes (0,25, 0,50, 1,00 e 2,00 mg/mL).



Figura 46: Aplicacdo das nanoparticulas recobertas em meio celular.
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Para as amostras de FeszOs@Citrato, foi observada a presenca de pontos
vermelhos, indicando morte celular para concentracdes acima de 0,50 mg/mL. Com o
aumento da concentracdo para 1,0 e 2,0 mg/mL, a quantidade de pontos vermelhos
aumentou significativamente, sugerindo um aumento na morte celular. Por outro lado,
as nanoparticulas de Fe3Os@AC apresentaram menos pontos vermelhos em
comparacdo com a amostra FesOs@Citrato. A quantidade de pontos vermelhos

aumentou gradualmente com o aumento da concentracao.

A amostra Fe3sO4@AO mostrou apenas uma pequena quantidade de pontos
vermelhos para a concentracdo de 2,0 mg/mL, o que indica menor citotoxicidade em
comparacao com as amostras Fe3Os@Citrato e FesO4@AC. Além disso, as amostras
FesO4@PEG, FesOs@Alg e Fes0s@Quit ndo apresentaram pontos vermelhos,

sugerindo que ndo houve morte celular para as concentra¢des estudadas.

O teste de viabilidade celular utilizando o Alamar Blue permite avaliar a
viabilidade das células apés exposicao as amostras testadas. A viabilidade celular por
alamar blue é mostra na Figura 47.

Figura 47: Viabilidade celular das amostras estudadas.
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Fonte: Autora, 2023.

OBS: O * indica as amostras que apresentaram significancia estatistica (p<0,05),
pelo teste t.
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Conforme observado na Figura 47, todas as amostras estudadas
apresentaram viabilidade celular acima de 75%, o que indica que as nanoparticulas

puras e recobertas ndo apresentaram citotoxicidade para as doses avaliadas.

Os resultados obtidos para a magnetita pura demonstraram uma viabilidade
celular de 83,80 + 10,80% para a menor concentracao (0,25 mg/mL), com diminuicédo
para 78,11 * 7,13% nas maiores concentracdes. Por outro lado, a viabilidade
aumentou quando a magnetita foi recoberta por nanoparticulas, sendo que a amostra
FesOs@Citrato apresentou uma viabilidade de 98,30 * 4,72% para a menor

concentracdo e 89,80 + 7,32% para a maior concentracao.

Os testes estatisticos foram realizados utilizando a analise de variancia (One-
way, ANOVA com teste posterior de Tukey-Kramer), utilizando o programa
GraphPadPrism 8.0, com significancia definida como p<0,05. Todas as amostras, com
excecao da amostra FezOs@Citrato e FesO4@AC com concentragéo de 0,25 mg/mL,

apresentaram significancia estatistica.

E importante salientar que as nanoparticulas de magnetita podem apresentar
efeitos variados na viabilidade celular, dependendo dos tipos celulares e meios de
cultivo. De acordo com Roacho-Pérez et al. (2020), em testes de citotoxicidade, as
nanoparticulas de magnetita sem revestimento ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle em todas as concentracées
testadas (10 a 10.000 pg/mL). No entanto, quando as nanopatrticulas foram revestidas
com polietilenoglicol (PEG), somente as concentracdes de 10 a 1000 pg/mL néo
apresentaram variacfes significativas em relacdo ao grupo controle (p = 0,05),
enguanto a concentracdo de 10.000 pg/mL apresentou uma variacao significativa (p
= 0,05). Portanto, é necessario precaucao ao utilizar nanoparticulas de magnetita
revestidas em concentracdes iguais ou superiores a 10.000 pg/mL, uma vez que
podem ser potencialmente perigosas (ROACHO-PEREZ et al., 2020). Com relaco ao
uso do acido oléico como estabilizador de 6xidos de ferro, estudos indicam um
desempenho promissor em ensaios de citotoxicidade. Os resultados de testes in vitro
em linhagens celulares Vero e SaOs-2 mostram que as linhagens nédo apresentam
toxicidade para FesOs e as nanoparticulas permanecem com uma concentracédo de
ferro abaixo de 6 mM. No entanto, quando avaliadas com acido oléico, nas células
Vero e com concentracdo acima de 3 mM, ha uma reducéo na viabilidade celular e

consequentemente efeitos citotdxicos. Ja em células SaOs-2, a citotoxicidade € menor
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para uma concentracao de ferro de 0,78 e 3,1 mM. Esse fato sugere que o aumento
da concentracdo de acido oléico (96%) pode provocar efeitos citotoxicos pelas

nanoparticulas de magnetita (SOARES et al., 2016).

Em resumo, pode-se afirmar que a funcionalizacdo de nanoparticulas com
diferentes materiais de recobrimento em pequenas concentracdes melhora a
viabilidade celular e provavelmente a biocompatibilidade das nanoparticulas de
magnetita. No entanto, quando utilizadas em concentragdes maiores, podem causar
um efeito mais citotoxico do que as mesmas concentracdes de nanoparticulas sem
revestimento. Este comportamento é observado nas imagens da Figura 46, onde nao
sdo observados pontos vermelhos (morte celular) para todas as concentracdes da
amostra Fe3Oas, enquanto para concentracdes acima de 1,0 mg/mL, € possivel ver
pontos vermelhos para as amostras FesOs@Citrato, FesO4s@AC e FesOs@AO,

indicando morte celular.

A amostra recoberta com citrato, que € a amostra que tem apresentando 0s
melhores resultados em todos os demais ensaios de caracterizacdo, demonstrou
claramente um aumento da viabilidade celular, o que € muito importante para a

aplicacao final.

4.3.4 ENSAIOS DE HEMOLISE

Testes em um modelo ex vivo sdo necessarios para determinar se as
nanoparticulas podem causar lise de eritrcitos, pois quando isso ocorre in vivo, pode
causar graves condi¢des patolégicas como anemia e ictericia. A hemoglobina liberada
também pode ter um efeito toxico no sistema vascular e renal (ROACHO-PEREZ et
al., 2020).

Os efeitos das nanoparticulas de FesOa4 puras e recobertas (FesOs@Citrato,
Fes04@AC, Fes04@AO0, Fe3sOs@PEG, FesOs@Alg e Fe3Os@Quit) em globulos
vermelhos humanos foram estudados por meio de ensaio de hemdlise. A
quantificacdo da hemoglobina no sobrenadante da mistura das amostras estudadas
foi realizada medindo-se a absorbancia da hemoglobina a 540 nm. Na Figura 48 sao
apresentados os resultados do teste de hemdlise para concentracdes de 0,25, 0,50,
1,00 e 2,00 mg/mL.
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Figura 48: Taxa de hemodlise em hemacias humanas apés incubacdo com
nanoparticulas de FesOa4 puras e com recobrimento com 0,25, 0,50, 1,00 e 2,00
mg/mL de concentracao.

-0
Bl F=.0 &Citrato
- -0 2AC
Blr-0 &A0
Blr-0 &rcc
* -7'_-{3 @Ag

Hemolise (%)
1

[\
|

0.25 0,5 1 20
Volume (uL)

OBS: * indica as amostras que apresentaram significancia estatistica (p<0,05), pelo
teste t.

Fonte: Autora, 2023.

A atividade hemolitica dos materiais pode ser classificada em: materiais ndo
hemoliticos (0 a 2% de hemdlise), materiais hemoliticos baixos (2 a 5% de hemolise)

e materiais hemoliticos altos (acima de 5% de hemélise) (ROACHO-PEREZ et al.,
2020).

Conforme apresentado na Figura 46, todas as amostras apresentaram
hemolise abaixo de 2% para concentracfes de 0,25 e 2,0 mg/mL, o que as classifica
como materiais ndo hemoliticos. Para a concentracdo de 0,5 mg/mL, as amostras
FesOs@Citrato, FesOs@CA e Fe:04@PEG também foram classificadas como
materiais ndo hemoliticos, enquanto as amostras Fe3O0s@AO, Fes30s@Alg e
FesO4@Quit apresentaram baixa hemolise, entre 2 e 5%, e a amostra FesOas
apresentou alta hemolise acima de 5%. Para a concentracdo de 1,0 mg/mL, a amostra

FesO4 foi classificada como material de hemdlise alta, enquanto a amostra
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Fes04@Quit apresentou baixa hemdlise e as demais amostras ndo apresentaram

propriedades hemoliticas.

Em resumo, pode-se concluir que a Unica amostra que apresentou alta
hemdlise foi a de nanoparticulas sem recobrimento, indicando que as nanoparticulas
recobertas apresentaram melhores resultados em termos de propriedades hemoliticas

guando comparadas com a amostra de FesOa.

A estatistica foi realizada utilizando a analise de variancia (One-way, ANOVA
com teste posterior de Tukey-Kramer), o programa utilizado foi o GraphPadPrism 8.0,
significancia definida como p<0,05. Comparando a taxa de hemolise das amostras
entre si, pode se verificar que a apenas a concentracdo de 0,5 mg/mL apresentou

significancia estatitca (p = 0,0039).



135

CAPITULO 5 - DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE AQUECIMENTO POR
INDUCAO MAGNETICA

5.1 INTRODUCAO

Nesse capitulo, € apresentado o desenvolvimento de um sistema de
aquecimento por inducdo magnética que foi utilizado para gerar o aguecimento das
nanoparticulas de FesOs4 sem e com recobrimento. Nos proximos topicos serao
apresentados detalhes sobre a montagem do equipamento, desenvolvimento do
sistema para controle de temperatura, calibragéo do sensor de temperatura, validacéo

e otimizacao do sistema.

Durante a etapa de desenvolvimento, se fez necessaria a constru¢cao de um

segundo equipamento com sistema de resfriamento da bobina mais controlado.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 SISTEMA DE AQUECIMENTO POR INDUCAO (Sistema 1)

O sistema de inducao foi desenvolvido com base na dissertacdo de Rodrigues
(2020). Este sistema é composto por uma fonte de corrente continua, um Mdédulo ZVS
acoplado a uma bobina, um porta amostras (inserido no interior da bobina) e um
sensor de temperatura (DS18B20) controlado por um Arduino (Arduino Uno), ligado a

um computador para aquisicdo de dados.

A Figura 49 ilustra cada componente do sistema de aquecimento por inducao

magneética e na Figura 50 é mostrada uma imagem do equipamento desenvolvido.
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Figura 49: llustracdo esquematica do sistema de aquecimento por inducao.
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Fonte: Autora, 2023.
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Figura 50: Imagem do sistema de aquecimento por inducéo.

Fonte: Autora, 2023.

No desenvolvimento do sistema de aquecimento por inducao, foi utilizada uma
fonte de alimentacado Rizzi CC — Establizada Ref 6028 Marca MMECL, de 0 a25V e
5 A. A fonte de alimentacdo tem a funcdo de converter a energia da rede (corrente
alternada) em corrente continua. A corrente de saida da fonte é transmitida para o
modulo ZVS. O modulo ZVS (zero-voltage switching) € um oscilador LC para altas
frequéncias que gera um campo magnético externo no interior da bobina acoplada.
Foi utilizado um médulo ZVS comercial (BM, REF4AMDD1), a bobina ja vem acoplada

com o modulo; abaixo seguem as especificacdes do fabricante:



Especificacdo do mdédulo ZVS:

Tenséo de operacdo: de5a 12V,
Corrente de operacao: 10 A (12 V);
Poténcia maxima: 120 W;

Dimensdes do moédulo: 55 mm x 40 mm x 20 mm;

Especificacdes do solenoide acoplado:

Dimensdes da bobina: 28 x 75 mm;
Diametro interno:1,79 cm;

Numero de espiras: 10.
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A fim de se medir a temperatura alcangada no sistema, foi utilizado um sensor

de temperatura DS18B20, abaixo seguem as especificacdoes do vendedor
(FILIPEFLOP):

Especificacdes do sensor de temperatura (DS18B20):

comprimento.

Tenséo de operacdo: 3a5,5V;
Faixa de medicdo: -55 a 125 °C;

Precisdo: +0,5 °C entre -10 e 85 °C;

Ponta de aco inoxidavel (6 mm x 50 mm), com cabo de 108 mm de

Esse tipo de sensor pode ser controlado por um Arduino (Arduino Uno) ligado

a um computador para a aquisicdo dos dados. A Figura 51 mostra a configuracao da

ligagdo do sensor de temperatura com o Arduino. As leituras de temperatura e seus

respectivos registros foram realizadas por meio de um programa desenvolvido para

rodar no programa Arduino versao 1.8.15. O sistema de controle de temperatura foi

testado e durante as primeiras medidas, verificou-se que a temperatura registrada néo
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estava correta, o valor indicado era de -127 °C ao invés do valor real da temperatura.
Para solucionar este erro, foi colocada uma resisténcia de 4,7 kQ no Protoboard
(Figura 51).

Figura 51: Configuracéo de ligaces do sensor de temperatura a Arduino Uno.
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Fonte: Autora, 2023.

A Figura 52 mostra o codigo para leitura da temperatura por meio do sensor
DS18B20.



Figura 52: Codigo para leitura da temperatura por meio do sensor DS18B20.

®© sketch_feb15b | Arduino 1.8.15

Arquivo Editar Sketch Ferramentas Ajuda

sketch_feb15b §
¢include<OneWire.h>
¢include<DallasTemperature.h>
¢define ONE_WIRE_BUS S

OnewWire OneWire (ONE_WIRE_BUS);
DallasTemperature sensors(sOneWire);
//variaveis globais
float Celcius=0;
float Tensao= 5.5;//tensdo inicial aplicada
float media=0;
float guardar(l10]; //array para guardar os valores de um ciclo

unsigned int index=0;
float soma_ultimas_medidas=0;
int flag=0; //flag para iniciar a tensdo

void setup()
{
Serial.begin(9600);

sensors.begin();
}
void loop()
{
sensors.requestTemperatures();
Celcius= sensors.getTempCByIndex(0);//medicdo da temperatura pelo sensor

if(flag==0) {

flag++;

}

else({

// apos iniciar a medicdo da temp.,faz 5 leituras e calcula respectiva media
// e avanga para as proximas S5 leituras

Serial.print("c");

Serial.print(Celcius);

Serial.println();

guardar[index]= Celcius;
delay(600);
index++;

if (index==5) {

for(index=0; index<5; index++){
soma_ultimas_medidas+=guardar(index];
media= soma_ultimas_medidas/S;

}

delay(10000);// delay de 1 minuto para o ajuste de tensdo na fonte

index=0;

soma_ultimas_medidas=0;

Tensao= Tensao + 0,5;

flag=0;

Fonte: Autora, 2023.
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O cdédigo assume uma tensao inicial de 5,5 V. A cada ciclo séo realizadas
cinco leituras de temperatura e calculada a média. Foi adicionado um delay de 1 min

para ajuste de tenséo de 0,5 V que o cédigo assume no ciclo seguinte.

5.2.1.1 Calibracdo do sensor de temperatura

Um método simples para realizar a calibragdo de um sensor de temperatura
€ verificar como o dispositivo |1é a temperatura do ponto de fusdo e de ebulicdo da
agua. O sensor de temperatura DS18B20 tem uma faixa de leitura que varia de -55 a
125 °C e uma resolucéo de +0,5 °C. Para se verificar os valores lidos, foi realizado um
ensaio com o ponto de fusédo do gelo (0 °C). Em um béquer de 200 mL colocou-se 150
mL de gelo e agua para obter a temperatura de 0 °C, entdo o sensor de temperatura
(DS18B20) foi introduzido no gelo e foram feitas as leituras. Da mesma forma, 150 mL
de agua foram colocadas em béquer e aquecidas com o auxilio de agitador magnético
até comecar a borbulhar. Nesse momento o sensor foi introduzido na agua em
ebulicdo e foram feitas as leituras de temperatura. As medidas de temperatura da
agua em ebulicdo e fusdo foram utilizadas para gerar um grafico da temperatura
indicada em funcéo da temperatura real. Foi realizado um ajuste linear e utilizou-se a
equacao resultante para ajustar as temperaturas medidas durante 0s ensaios

realizados com o sistema 1.

5.2.1.2 Valor te6rico do campo magnético induzido (B) e frequéncia

O campo magnético induzido por um solenoide pode ser estimado por meio

da Equacéao 9.

_ N[.lol ~
B = BT Equacéo 9

onde N é o numero de espiras, Y0 é a permeabilidade magnética no vacuo (41 x 10”7

Tm/A), i é a corrente (em A) e R é raio interno da bobina (em m).
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A frequéncia pode ser determinada por meio da Equacédo 10, sendo L a
induténcia e C a capacitancia. Os valores de L e C foram fornecidos pelo fabricante
do mddulo ZVS.

1 ~
f= Py Equacao 10

5.2.1.3 Validacéo do Sistema 1

Apos a montagem do sistema de aquecimento, foram realizados testes
preliminares para se avaliar o funcionamento do equipamento. Os primeiros ensaios
foram realizados com agua deionizada, a fim de se aferir se o0 sistema por si sO
causava algum aquecimento no meio. Os testes com agua seguiram as condi¢cdes
apresentadas na Tabela 17. Foram avaliados o efeito da tenséo (5, 7,5 e 10 V), do
resfriamento da bobina com ar (cooler) e da utilizacdo de isolamento térmico do porta
amostras. Foram avaliados espuma de poliuretano e EVA como material de

isolamento. Os testes foram realizados em triplicata.

Tabela 17: Condi¢des experimenteis para os testes iniciais com agua.

Teste | Amostra Concentracdo | Tenséao Resfriamento Isollam_ento
(mg/mL) (V) Bobina Térmico

V1 agua 0 5 - -

V2 agua 0 7,5 - -

V3 agua 0 10 - -
VC1 agua 0 5 cooler -
VC2 agua 0 7,5 cooler -
VC3 agua 0 10 cooler -

VCEL1 agua 0 5 cooler EVA
VCE2 agua 0 7,5 cooler EVA
VCE3 agua 0 10 cooler EVA
VCP1 agua 0 5 cooler PU
VCP2 | &gua 0 7,5 cooler PU
VCP3 agua 0 10 cooler PU

Fonte: Autora, 2023.
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Apos realizada a calibracdo do sistema com agua, foram realizados ensaios

utilizando uma solucdo de nanoparticulas de Fe3O4 com concentracdo de 15 mg/mL.

Nos ensaios, foram avaliados o efeito da tensdo, do cooler e da espuma de PU,

conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18: Condi¢cdes experimenteis para os testes iniciais com nanoparticulas.

Concentracdo | Tensédo | Resfriamento | Isolamento
Teste | Amostra . Lo
(mg/mL) V) Bobina Termico
NV1 Fes0a4 15 5 - -
NVC1 Fes304 15 5 cooler -
NVCP1 Fes3Oa4 15 5 cooler PU
NVCP2 Fesz0a 15 7,5 cooler PU
NVCP3 Fe304 15 10 cooler PU

Fonte: Autora, 2023.

5.2.2 SISTEMA DE AQUECIMENTO POR INDUCAO (Sistema 2)

Para evitar o aquecimento das amostras devido ao calor gerado pela bobina,
foi substituido o modulo ZVS (Sistema 1) por um modulo ZVS com resfriamento a
agua da bobina. Este modulo também possui maior poténcia, gerando um campo
magnético maior para garantir que as nanoparticulas atingissem a temperatura

desejada.

Para o desenvolvimento deste segundo sistema de aquecimento por inducéo,
foram utilizados um modulo ZVS de 45 V com bomba d’agua (marca Dangos, modelo
45 A) (Figura 53) e uma fonte monofasica de 20 A e 48 V.
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Figura 53: Imagem do modulo ZVS de 45 A.

Fonte: Autora, 2023.

Especificacdes do fabricante para o modulo ZVS de 45 A:

e Tensdao de entrada: 24 a 65 V;

e Corrente de entrada: 45 A;

e Poténcia: 2000 W;

e Dimensdes: 190 mm x 100 mm x 95 mm;
e Diametro da bobina: 47,64 mm;

e Diametro tubo de cobre: 4 mm;

e NuUmero de espiras: 6;

Especificacdes do fabricante para a fonte de alimentacéo 48 V, 20 A — 1000

e Tenséo de entrada: 170 a 220 V;

e Frequéncia: 50/60 Hz;

e Voltagem de saida: 48 V;

e Tensdo de saida ajustavel: + 10 %;

e Corrente maxima de saida: 20 A;
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e Potencia: 1000 W.

Na Figura 54 é mostra uma imagem do equipamento desenvolvido.

Figura 54: Equipamento de hipertermia.

Fonte: Autora, 2023.

5.2.2.1 Calibragao do sensor de temperatura

No segundo sistema desenvolvido, ndo foi possivel utilizar o sensor de
temperatura DS18B20, pois como este sistema gera um campo magnético muito
maior que o primeiro, ocorreu 0 aquecimento da ponta metélica do sensor, o que gerou

um aquecimento da solucao dentro do porta amostras, levando a erro experimental.

Foi utilizado para medir a temperatura durante o ensaio um termdémetro
quimico. Este termémetro foi calibrado utilizando o mesmo método utilizado para o

sensor de temperatura, ou seja, agua nos pontos de fuséo e de ebulicéo.

5.2.2.2 Valor teérico do campo magnético induzido (B) e frequéncia
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Por meio da Equacéao 9 (tépico 2.1.2), foi possivel calcular o campo magnético
induzido (B). Ja a frequéncia foi medida com um osciloscopio (FNIRSI, 1C15) e,
conhecendo-se os valores de f e capacitancia (C), foi possivel calcular a indutancia

(L) do segundo sistema, utilizando a Equacédo 10 (tépico 2.1.2).

5.2.2.2 Condi¢fes experimentais
Para o segundo sistema, foram inicialmente realizados ensaios com agua
deionizada para calibracdo do sistema; os testes foram realizados em triplicata. Em

seguida, foram realizados testes em duplicata utilizado uma solucdo contendo 15

mg/mL de nanoparticulas de FesOa.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 SISTEMA DE AQUECIMENTO POR INDUGCAO (Sistema 1)

5.3.1.1 Calibracédo do sensor de temperatura

Na Tabela 19 sdo apresentadas as leituras de temperatura realizadas no gelo
e na agua em ebulicio com o sensor de temperatura DS18B20. As leituras foram
realizadas em triplicata e observou-se que o sensor indicou temperatura entre 2,63 e
2,68 °C para o gelo, e temperatura entre 100,81 e 101,37 °C para a agua em ebulicao.

Tabela 19: Leituras de temperatura realizadas pelo sensor de temperatura.

Leitura Tgelo (°C) Tebuligao (°C)
1 2,81 100,81
2 2,63 101,25
3 2,75 101,37

Fonte: Autora, 2023.

Na Figura 55 é apresentada a curva de calibracdo do sensor de temperatura.
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Figura 55: Curva de calibracdo do sensor de temperatura.

120
100
80

60

Tindicada (oc)

40
Tindicado — 2,73

T. =
real 0,9841
20
0
0 20 40 60 80 100 120
Treal (oc)

Fonte: Autora, 2023.

Foi realizado um ajuste linear e a equacao da reta foi utilizada para corrigir as
temperaturas obtidas nos testes realizados no Sistema 1. Como foram empregados

apenas 2 pontos (gelo e ebulicdo), r2 de 1 foi alcancado.

5.3.1.2 Valor te6rico do campo magnético induzido (B) e frequéncia

Foram calculados os valores de B para astensbes de 5, 7,5e 10 V. As tensdes
foram ajustadas na fonte de alimentacéo e, em seguida, foram medidas as correntes

com o auxilio de um multimetro. Na Tabela 20 seguem os valores encontrados.

Conhecendo-se os valores de indutancia (L = 1,32 yH) e capacitancia (C =
0,66 pF), foi possivel calcular o valor de frequéncia. O valor encontrado para a
frequéncia foi de 170 kHz.
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Tabela 20: Valores de campo magnético para as tensdes de 5, 7,5 e 10 V.

Tenséo Corrente Besrico Induténcia | Capacitancia f (kH2) ir?c?ﬂ?c;)o
V) (A) (mT) (MH) (WF)
(mT)
5 0,975 0,68 0,68
7,5 1,51 1,06 1,32 0,66 170 1,06
10 2,11 1,48 1,48

Fonte: Autora, 2023.

Nesse estudo, foi estimado um valor de campo induzido de 0,68 mT (0,54
kA/m) para uma tensdo de 5 V, e a frequéncia medida foi de aproximadamente 170
kHz. 1,06 mT (0,84 kA/m) e 1,48 mT (1,18 kA/m) sdo os campos induzidos ao variar

as tensdes para 7,5 V e 10 V, respectivamente.

Rodrigues (2020) realizou medidas semelhantes utilizando uma sonda de
efeito Hall posicionada no centro de um solenoide acionado por um médulo ZVS de
10 A. Os dados obtidos revelaram que o campo magnético aumentou com o0 aumento
da tensao de corrente até 6,5 V, seguido por uma estabilizacdo até 9 V e uma ligeira
diminuicdo do campo magnético gerado. A medicao realizada com uma tensédo de
4,98 V resultou em um campo induzido de 0,20 mT. O valor maximo de campo
induzido encontrado foi de 0,50 mT com uma tenséo de 6,52 V, enquanto a frequéncia
medida foi de 191,2 kHz. Portanto, os valores obtidos para o campo induzido e a
frequéncia neste estudo assemelham-se aos valores encontrados no sistema

analisado por Rodrigues (2020).

5.3.1.3 Validacéao do sistema

Na Tabela 21 s&o apresentados os resultados obtidos para o sistema de
aquecimento por inducao. Inicialmente foram realizados ensaios com agua deionizada
variando-se as tensotes (5, 7,5 e 10 V). No inicio de cada teste foi registrada a
temperatura ambiente (Tamb) medida com um termOmetro. Foram registradas as
temperaturas no inicio (To) e apds 15 min, medidas com o sensor de temperatura (Ts).
Também sado apresentadas as temperaturas corrigidas (To(cor.) € Ticor.)) por meio da

equacdao da curva de calibracdo. Na Figura 56 sdo apresentadas as temperaturas de
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aguecimento em funcdo do tempo parametrizada pela tenséo aplicada dos ensaios

realizados com agua.

Tabela 21: Testes realizados no sistema de aquecimento por indug&o utilizando

égua como amostra.

Teste Tensao Tamb To To(cor.) Tt Tt(cor.) AT
V) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C)
V1 (1) 5,02 24,0 23,81 21,04 48,75 45,98 24,38
V1 (2) 511 23,6 23,31 20,54 46,75 43,98 23,44
V1 (3) 5,05 23,7 23,00 25,48 50,75 47,98 27,75
V2 (1) 7,46 23,5 22,87 20,10 72,94 70,17 50,07
V2 (2) 7,43 23,5 23,37 20,60 74,87 72,10 51,50
V2 (3) 7,52 23,5 22,94 20,70 74,94 72,17 52,00
V3 (1) | 10,00 23,8 23,56 20,79 97,25 94,48 73,69
V3 (2) | 10,08 23,6 23,31 20,54 96,44 93,67 73,13
V3(3) | 10,05 | 233 | 23,12 | 20,95 | 94,44 91,67 71,32

Fonte: Autora, 2023.

Figura 56: Gréfico de temperatura em funcao do tempo parametrizada pela tenséo
aplicada dos testes realizados utilizando 4gua como amostra.
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Como pode ser observado na Tabela 21 e na Figura 56, a solucdo dentro do
porta amostras foi submetida a um processo de aquecimento por meio do calor
transferido pelo aquecimento da prépria bobina. Agua n&o sofre interferéncia do
campo magnético para aquecer. Com 0 aumento da tensdo, a geracdo de calor se
intensificou, 0 que ocasionou um expressivo incremento na taxa de aquecimento
guando a tensao foi elevada de 5 para 10 V. Os valores médios de variacdo de
temperatura registrados para as diferentes tensoes (5, 7,5 e 10 V) foram de 25,38 £
2,19°C,51,19+1,00°Ce 72,71 £ 1,24 °C, respectivamente.

Com o objetivo de se dissipar o calor gerado pela bobina, um cooler foi
acoplado ao sistema de aguecimento. Em seguida, foram conduzidos testes com o
cooler para resfriar a bobina, variando-se as tensdes. Os resultados desses testes
com o cooler estdo detalhados na Tabela 22, enquanto as temperaturas de
aguecimento em funcdo do tempo parametrizadas pela tensdo aplicada sé&o

mostradas na Figura 57.

Tabela 22: Testes realizados no sistema de aquecimento por indugao e resfriamento

com cooler usando agua como amostra.

Tenséao
Teste | Tensdo | Coller | Tamb To To(cor.) Tt T+(cor.) AT
(V) (V) °C) | (°C) | (°C) °C) | (°C) | (°C)
VC1 (1) 5,10 11,47 23,1 | 23,31 | 20,54 | 26,87 | 24,10 | 3,56
VC1 (2) 5,09 11,40 23,3 | 2281 | 20,04 | 27,12 | 24,35 | 4,31
VC1 (3) 5,02 11,63 23,2 | 2262 | 19,85 | 26,44 | 23,67 | 3,82
VC2 (1) 7,53 11,46 23,0 | 22,69 | 19,92 | 32,25 | 29,48 | 9,56
VC2 (2) 7,58 11,46 23,1 | 22,44 | 19,67 | 32,50 | 29,67 | 10,06
VC2 (3) 7,53 11,66 23,1 | 22,69 | 19,92 | 33,19 | 30,42 | 10,50
VC3 (1) 10,02 11,37 23,8 | 2256 | 19,79 | 39,19 | 36,42 | 16,63
VC3 (2) 10,02 11,46 23,2 | 22,62 | 19,92 | 39,38 | 36,54 | 16,76
VC3 (3) 10,03 11,65 23,3 | 22,75 | 19,98 | 41,25 | 38,48 | 18,50

Fonte: Autora, 2023.
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Figura 57: Grafico da temperatura em funcao do tempo parametrizadas pela tensao
aplicada dos testes realizados com cooler usando 4gua como amostra.
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Fonte: Autora, 2023.

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 22 e na Figura 57, se
constatou que o0s experimentos realizados utilizando o cooler resultaram em
temperaturas inferiores em comparacao aos testes realizados sem 0 seu emprego,
independentemente da tensdo aplicada. Embora o aumento da tensdo tenha
provocado um acréscimo na temperatura de aguecimento, este foi significativamente
menor em relagdo ao sistema sem o cooler. Os valores médios de variacéo térmica
registrados para as diversas tensoes (5, 7,5 e 10 V) foram de 3,90 = 0,38 °C, 10,04 *
0,47 °C e 17,30 £ 1,04 °C, respectivamente. No entanto, mesmo com o uso do cooler
dissipando parte do calor gerado pela bobina, ainda houve um aumento na
temperatura da solucéo dentro do porta amostras, indicando que o calor gerado pela

bobina ainda interfere nos resultados do ensaio.

Para garantir que as solu¢des dentro do porta amostras néo resfriassem pelo
efeito do cooler ou aquecessem pelo efeito do calor gerado pela bobina, foi avaliada
a utilizacdo de revestimento de EVA e espuma de poliuretano (PU) como isolante

térmico.
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Na Tabela 23 sdo apresentados os resultados dos testes realizados no
sistema de aquecimento por inducdo com agua, cooler e isolante de EVA. Na Figura
58 sdo apresentadas as temperaturas de aquecimento em fungcdo do tempo
parametrizadas pela tensao aplicada dos testes realizados com agua, cooler e EVA.

Tabela 23: Ensaios realizados no sistema de aquecimento por inducéo e isolamento

térmico com EVA usando agua como amostra.

Tenséao
Teste Tensdo | Coller Tamb To To(cor.) Tt Ttecory | AT
(V) (V) (°C) | (°C) (°C) (°C) | (°C) | (°C)

VCEL1 (1) 5,01 11,63 22,8 | 23,00 | 20,23 | 29,09 | 26,29 | 6,09
VCEL1 (2) 5,07 11,62 22,6 | 22,25 | 19,48 | 30,62 | 27,85 | 8,37
VCEL1 (3) 5,01 11,62 22,4 | 22,37 | 19,60 | 29,56 | 26,79 | 7,19

VCE2 (1) 7,51 11,62 22,6 | 22,19 | 19,42 | 39,00 | 36,23 | 16,81
VCE2 (2) 7,50 11,62 219 | 21,19 | 18,42 | 37,56 | 34,79 | 16,37
VCE2 (3) 7,48 11,62 23,6 | 23,00 | 20,23 | 43,25 | 40,48 | 20,25

VCE3 (1) | 10,03 11,62 226 | 21,81 | 19,04 | 58,88 | 56,11 | 37,07
VCE3 (2) | 10,00 11,64 22,5 | 22,75 | 19,98 | 63,00 | 60,23 | 40,25
VCE3 (3) | 10,04 11,62 22,7 | 22,56 | 19,79 | 73,25 | 70,48 | 50,69

Figura 58: Gréficos de temperatura em funcéo do tempo parametrizadas pela tenséo
aplicada dos testes realizados com cooler e EVA.
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Fonte: Autora, 2023
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Analisando-se os dados apresentados na Tabela 23 e a Figura 58, se pode
verificar que as temperaturas aumentam significativamente no inicio do aquecimento.
Os valores médios de variagdo térmica registrados para as tensées de 5, 7,5 e 10 V
foram de 7,22 £ 1,14 °C, 17,81 + 2,12 °C e 42,67 = 7,13 °C, respectivamente. Em
comparacao com as temperaturas obtidas para o sistema com cooler, verifica-se que
as variacoes de temperatura foram maiores, 0 que sugere que parte da energia
térmica transferida para a solucao foi absorvida pelo EVA, e menos calor gerado pela

bobina foi dissipado pelo cooler.

Na Tabela 24 sdo apresentados os resultados dos testes realizados no
sistema de aquecimento por indu¢do com agua, cooler e isolante de PU. A Figura 59
mostra a temperatura de aquecimento em funcdo do tempo parametrizadas pela
tensdo aplicada dos testes realizados com cooler, isolamento térmico de PU.

Tabela 24: Ensaios realizados no sistema de aquecimento por inducéo e isolamento
térmico com PU usando 4gua como amostra.

Teste To (OC) To(cor.) (OC) Tt (OC) Tt(cor.) (OC) AT (OC)
VCP1 (1) 23,37 20,60 31,00 28,23 7,63
VCP1 (2) 22,87 20,10 35,19 32,42 12,32
VCP1 (3) 23,44 20,67 32,06 29,29 8,62
VCP2 (1) 22,31 19,54 41,63 38,86 19,32
VCP2 (2) 22,87 20,10 41,13 38,36 18,26
VCP2 (3) 22,56 19,79 44,56 41,79 22,00
VCP3 (1) 23,19 20,42 erro - -
VCP3 (2) 22,94 20,17 62,81 60,04 39,87
VCP3 (3) 22,87 20,10 59,25 56,48 36,38

Fonte: Autora, 2023
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Figura 59: Graficos da temperaura em funcdo do tempo parametrizadas pela tensao
aplicada dos testes realizados com cooler e PU.
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Fonte: Autora, 2023

Ao se analisar os dados apresentados na Tabela 24 e a Figura 59, é possivel
observar que as temperaturas de aquecimento em funcdo do tempo foram
semelhantes as do sistema anterior, que utilizou EVA como isolante térmico. Os
valores médios de variacdo térmica registrados para as tensdes de 5, 7,5 e 10 V foram
de 9,52 +2,47 °C, 19,86 + 1,93 °C e 38,13 + 2,47 °C, respectivamente.

Apbés ser realizada a calibracdo do sistema com &gua, foram realizados
ensaios utilizando uma solugcédo de nanoparticulas de FesO4 com concentracdo de 15
mg/mL. Na Tabela 25 sdo apresentados os resultados dos testes realizados no
sistema de aquecimento por inducdo com as nanoparticulas. O teste NV1 foi
conduzido com uma solucéo de 15 mg/mL de nanoparticulas de Fe3Oa, utilizando uma
tensdo de 5 V. Em seguida, realizou-se um segundo teste, adicionando o cooler
(NVC1). Ja o teste NVCP1 empregou a espuma de PU como isolante térmico,
enquanto o teste NVCP2 utilizou uma solugcdo de 15 mg/mL de nanoparticulas de
FesOa, cooler, espuma de PU e umatenséo de 7,5 V. Por fim, o ultimo teste foi idéntico

ao anterior, porem executado com uma tensao de 10 V.



Tabela 25: Resultado dos testes de aquecimento para solucdo de FezOa.
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Teste | Amostra Conc. Tenséo To T%(cor.) Tt Tfécor.) AT
mamb) | v | co | CO | o) | OO | (c)
NV1 Fez04 15 24,69 | 21,92 | 45,63 | 42,86 | 20,94
NVC1 Fes04 15 23,44 | 20,67 | 28,31 | 25,54 | 4,87
NVCP1 Fez04 15 23,25 | 20,48 | 29,12 | 26,35 | 5,87
NVCP2 Fes04 15 7,5 23,06 | 20,29 | 38,81 | 36,04 | 15,75
NVCP3 Fes04 15 10 22,94 | 20,17 erro - -

Fonte: Autora, 2023.

Figura 60: Gréficos de temperatura em fungéo do tempo parametrizadas pela tenséo
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Fonte: Autora, 2023.

aplicada dos testes realizados com Fe3Oa.

15

NV1
NVC1

NVCP1
NVCP2
e NVCP3

0S resultados do

aquecimento por inducdo magnética sado apresentados na Tabela 25 e na Figura 60.

Inicialmente, foi aplicada a tenséo de 5V e foi registrada uma variagéo de temperatura

para solucéo de Fe3Osde 20,94 °C. Nas mesmas condicdes, a agua apresentou um

aguecimento médio de 25,32 + 2,13 °C.
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No segundo teste (NVC1), a tensdo foi mantida e foi utilizado cooler. Sob
essas condicdes, o aquecimento médio da solucdo de agua foi de 3,90 + 0,38 °C,
enquanto a suspensdao de 15 mg/mL de Fes3Os4 apresentou uma variagdo de
temperatura de 4,87 °C.

No terceiro teste (NVCP1), realizado utilizando tensdo de 5 V, cooler e
espuma de poliuretano (PU), a variagcdo de temperatura para a suspensao de
magnetita foi de 5,87 °C. Para as mesmas condi¢cdes com agua, a variagdo média de
temperatura foi de 9,52 + 2,47 °C.

No teste NVCP2, foi utilizada tenséo de 7,5 V, cooler e espuma de poliuretano.
A suspensdo de nanoparticulas apresentou uma variacdo de temperatura de 15,75
°C, enquanto a solucao de 4gua apresentou uma variagcdo média de temperatura de
19,86 £ 1,93 °C.

Ao se comparar os resultados obtidos com as solucBes de agua e a
suspensao de nanoparticulas, verificou-se que, para algumas condicdes de teste, a
suspensao de Fes3Oa4 apresentou variacdes de temperatura menores do que a solucéo
de 4gua. Esperava-se que a solucdo de nanoparticulas apresentasse uma variacao
de temperatura maior do que a solucdo de agua, uma vez que 0 aquecimento gerado
pelos mecanismos de aquecimento da propria magnetita se somaria ao aquecimento
gerado pelas perdas térmicas da bobina. Contudo, em alguns casos, ndo se
evidenciou tal aquecimento adicional. Uma possibilidade € que o aquecimento nao
tenha ocorrido de forma uniforme na solucdo, impedindo que o sensor detectasse 0
aumento de temperatura causado pelas nanoparticulas de magnetita. Mas é muito
mais provavel que o calor irradiado da bobina para a suspensao seja maior do que a

propria geracao de calor pelas nanoparticulas.

Neste contexto, levando-se em consideracéo todas as limitacdes do sistema
de aquecimento 1, foi desenvolvido um segundo sistema de aquecimento, utilizando
um moédulo ZVS acoplado a um sistema de resfriamento por 4gua. Tal modificacdo

nao era possivel de ser realizada no Sistema 1, ja que a bobina utilizada ndo era oca.



5.3.2 SISTEMA DE AQUECIMENTO POR INDUCAO (Sistema 2)

5.3.2.1 Calibragao do sensor de temperatura
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Na Tabela 26 séo apresentadas as leituras de temperatura realizadas nas

temperaturas de fusé@o e de ebulicdo da agua feitas com o termémetro de mércurio.

Tabela 26: Leituras de temperatura realizadas pelo sensor de temperatura.

Leitura Tgelo (°C) Tebuligao (°C)
1 0 97
2 0 97
3 0 97

Fonte: Autora, 2023.

Na Figura 61 é apresentada a curva de calibracdo do termdmetro quimico.
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Figura 61: Curva de calibracdo do sensor de temperatura.
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No gréafico apresentado foi realizado um ajuste linear e a equacéao da reta foi

utilizada para corrigir as temperaturas obtidas nos testes realizados no Sistema 2.
5.3.2.2 Campo magnético induzido (B) e frequéncia

A frequéncia foi averiguada utilizando-se um osciloscépio, conforme motrado

na Figura 62; o valor encontrado para a frequéncia foi de 142 kHz.

Figura 62: Verificacdo da frequéncia do campo magnético.
i 110MHz

Fonte: Autora, 2023.

Conhecendo os valores de fe C (0,86 pF), foi calculada a induntacia do

modulo ZVS 45 A. O valor encontrado foi de 1,46 uH.

Foi calculado o valor de B para a tenséo de 50,8 V e corrente de 50 A. Estes
valores séo indicados no display do modulo ZVS. Esta bobina possiu 6 espiras (N) e
raio interno de 0,023 m. O valor de B encontrado foi de 7,91 mT (6,29 kA/m). Na

Tabela 27 seguem os valores encontrados para o segundo sistema.

Tabela 27: Valores de campo magnético induzido e frequencia do modulo ZVS 45 A.

- . Campo
Tensao | Corrente BTesrico Indutancia . )
C (uF f (kHz induzido
V) (A) B mm) | H) ) )
50,8 50 0,86 7,91 1,46 142 6,29

Fonte: Autora, 2023.
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Assim sendo, o médulo ZVS 45 A (sistema 2) induz um campo magnético de
intensidade de 7,91 mT (6,29 kA/m) e frequéncia de 142 kHz.

5.3.2.3 Validacé&o do Sistema 2

Primeiramente foram realizados ensaios utilizando-se agua para a calibracéo
do sistema, os quais foram conduzidos em duplicata. Foram adicionados 2,0 mL de
agua deionizada no porta-amostras e as temperaturas foram monitoradas por um
periodo de 15 min. Durante o ensaio, 0s valores de tensdo e poténcia foram
registrados, sendo de 50,8 V e 165 W, respectivamente. O valor médio de variacao
térmica obtido para os testes com agua foi de 1,0 + 0,0 °C. Desta maneira, foi
constatado que o sistema de resfriamento € capaz de dissipar o calor gerado pela
bobina, sendo que essa perda térmica ndo apresenta interferéncia significativa na
temperatura da amostra contida no porta-amostras. Na Figura 63 sao apresentadas
as temperaturas de aquecimento em funcdo do tempo dos testes realizados no

segundo sistema de aquecimento por inducado utilizando agua como amostra.

Tabela 28: Resultado dos testes de aquecimento para amostra de agua.

Amostra To (°C) | To (cor.) (°C) | Tf (°C) | Tf (cor.) (°C) | AT (°C)

20,0 20,6 21,0 21,6 1,0
Agua 21,0 21,6 22,0 22,7 1,0
21,0 21,6 22,0 22,7 1,0

Média 20,7+ 0,6 21,3+0,6 21, 7+06| 22,3+0,6 1,0+0,0
Fonte: Autora, 2023.
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Figura 63: Graficos de temperatura em funcdo do tempoooo dos testes realizados
com amostra de 4gua.
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Fonte: Autora, 2023.
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Em seguida, foram realizados testes para uma suspensao contendo 15 mg/mL

de Fes0as. Os testes foram realizados em triplicata. Foi utilizado um volume de 2,0 mL

e a duracao de 15 min. Durante esse tempo foram registradas as temperaturas com o

termdmetro de mércurio. Os resultados desses testes com as nanoparticulas estao

detalhados na Tabela 29. Na Figura 64 sdo apresentadas as temperaturas de

aguecimento das amostras contendo 15 mg/mL de Fe3Oa.

Tabela 29: Resultado dos testes de aguecimento para solucéo de Fez04 15 mg/mL.

Amostra To (°C) | To(cor.)(°C)| Tf(°C) | Tf(cor.) (°C)| AT (°C)
21,0 21,6 24,0 24,7 3,0
Fes04 15 mg/mL 21,0 21,6 24,0 24,7 3,0
21,0 21,6 25,0 25,8 4,0

Média 21,0+00| 216+00 |243+06| 251+06 |3,3+0,6

Fonte: Autora, 2023.
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Figura 64: Graficos de temperatura em funcdo do tempo dos testes realizados com
amostra de Fe3Oa4 15 mg/mL.
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Fonte: Autora, 2023.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 29, constatou-se que as
amostras contendo FesOs4 em concentragdo de 15 mg/mL apresentaram variacao
média de temperatura de 3,3 £ 0,6 °C. Considerando que a variacao térmica obtida
durante os experimentos com agua foi de aproximadamente 1 °C, é possivel inferir
gue a variacao térmica da solucao contendo 15 mg/mL de FeszOa4 foi de cerca de 2,3 +
0,6 °C.

Dessa forma, foi possivel medir com sucesso a variacdo de temperatura
ocasionada pelo Sistema 2 desenvolvido. Entretanto, é importante destacar que tal
variacao ainda néo é suficiente para o tratamento de hipertermia magnética, tendo em
vista que para se alcancar a temperatura de 42 °C, a partir de uma temperatura inicial
de 36 °C (temperatura corporal), € necessario um AT minimo de 6 °C. Diante disto,
torna-se necessario se aumentar as concentracdes de magnetita e conduzir novos
testes de aquecimento por indugcdo. Tais ensaios foram realizados e serao

apresentados no Capitulo 6.
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CAPITULO 6 — HIPERTERMIA MAGNETICA

6.1 INTRODUCAO

Nesse capitulo, serdo apresentados os resultados dos testes de hipertermia
magnética realizados no segundo sistema de aquecimento por inducéao desenvolvido.
Quando as nanoparticulas magnéticas sdo submetidas a um campo magnético com
frequéncia e amplitude adequadas, a energia é convertida em calor liberado no meio
circundante por meio de perdas por histerese e pelos mecanismos de Neel e
Browniano. O objetivo foi avaliar o comportamento térmico das nanoparticulas quando

expostas a um campo magnético alternado.

Foram selecionadas as amostras que apresentaram melhor desempenho nas
etapas anteriores do trabalho, ou seja, as amostras FesOs4 sem recobrimento e a

amostra com recobrimento de citrato de sodio: FezOs@Citrato.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 MEDICOES CALORIMETRICAS DEPENDENTES DO TEMPO EM
SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS

A eficiéncia de hipertermia das suspensdes de nanoparticulas foi investigada
registrando-se a mudanca de temperatura do fluido sob o campo magnético. Os
ensaios descritos nos proximos topicos foram conduzidos no segundo sistema de
aguecimento desenvolvido e detalhado no Capitulo 5. Foi verificado que, para este
sistema, os valores de campo induzido e frequéncia séo de 7,91 mT (6,29 kA/m) e 142

kHz, respectivamente.

Inicialmente, para que fosse avaliada a potencialidade das nanoparticulas de
FesOa4 puras que foram produzidas nesse trabalho, para aplicacbes em hipertermia
magneética, realizaram-se medidas de calorimetria estando os sistemas compostos por

nanoparticulas dispersas em agua em diferentes concentracdes. As condiges
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experimentais sdo apresentadas na Tabela 30. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.

Tabela 30: Condi¢des experimentais para os testes com nanoparticulas variando a

concentracao.
Teste Amostra Concentragao
(mg/mL)
N1 Fes04 15
N2 FesOa4 30
N3 FesOa4 60

Fonte: Autora, 2023.

Para se avaliar a influéncia do recobrimento nas aplicagées em hipertermia
magnética, também foram realizados testes para as amostras de nanoparticulas de
magnetita recobertas. Foi selecionada a amostra FesOs@Citrato, pois foi a que
apresentou os melhores resultados na segunda etapa (Capitulo 4). Os testes foram
realizados em duplicata utilizando concentracdes de 60 mg/mL.

6.2.2 DETERMINACAO DA TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA (SAR)

A eficiéncia de hipertermia das nanoparticulas sem e com recobrimento foram
investigadas, registrando-se a mudanca de temperatura da amostra sob 0 campo
magnético alternado. As medi¢cbes foram realizadas utilizando-se o sistema de
aguecimento desenvoldo neste trabalho (Sistema 2). O aumento da temperatura

dependente do tempo foi registrado durante 15 min.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 ENSAIOS DE HIPERTERMIA MAGNETICA

Os resultados desses testes com as diferentes concentracbes de

nanoparticulas estao detalhados na Tabela 31.
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Tabela 31: Resultado dos testes de aquecimento para solucdo de FesOa.

Amostra To (°C) To(cor.) (°C) Tt (°C) Tf(cor.) (°C) | AT (°C)
oo 36,0 36,6 39,0 39,7 3,0
15 m3g/;nL 36,0 36,6 39,0 39,7 3,0
36,0 36,6 40,0 40,8 4,0
Média 36,0+ 0,0 36,6+00 | 39,3+0,6 | 40,1+06 |33+0,6
FesO4 36,0 36,6 38,5 39,2 2,5
30 mg/mL 36,0 36,6 39,0 39,7 3,0
Média 36,0+ 0,0 36,6+00 | 388+04 | 395+04 | 28+0,4
FesOu 36,0 36,7 41,0 41,9 5,0
60 mg/mL 36,0 36,7 39,0 39,8 3,0
Média 36,0+ 0,0 36,7+0,0 | 40,0+1,4 | 409+15 | 40+0,7

Fonte: Autora, 2023.

ApGs analisar os dados da Tabela 30, verificou-se que as amostras de FesO4
com concentracdo de 15 mg/mL apresentaram uma variacdo média de temperatura
de 3,3 £ 0,6 °C. Ja as amostras com concentracdo de 30 mg/mL apresentaram uma
variacdo média de temperatura de 2,8 + 0,4 °C. Essa amostra em comparacao com a
anterior estava oxidada, por esta razao a variagdo de temperatura foi menor mesmo
duplicando-se a quantidade de nanoparticulas. Por fim, as amostras com a maior
concentracdo de magnetita, 60 mg/mL, apresentaram variacdo média de temperatura
de 4,0 + 0,7 °C. Era esperado que, com 0 aumento da concentracdo, a variacao de
temperatura também aumentasse. No entanto, essa tendéncia ndo foi observada, o
gue pode ter sido causado por diversos fatores, como a oxidacdo da amostra ou a
instabilidade da suspenséo das nanoparticulas, que podem ter precipitado antes da
medi¢cao completa do aquecimento. Os resultados dos ensaios de hipertermia para as
amostras de FesO4, indicaram que a faixa de temperatura desejada para o tratamento
de hipertermia (43-45 °C) magnética néo foi atingida para as concentracdes estudas.

Também foram realizados testes para as amostras de Fes3Os@Citrato. Os
testes foram realizados em duplicata utilizando-se concentragdes de 60 mg/mL. Os
resultados desses testes com as nanoparticulas recobertas com citrato estao
detalhados na Tabela 32. Na Figura 65 sdo apresentadas as temperaturas de

aguecimento das amostras contendo 15 mg/mL de Fe3Oa.
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Tabela 32: Resultados de hipertermia para as amostras de Fe3Os@Citrato.

Amostra To (°C) To(cor.) (°C) Tf (°C) Tf(cor.) (°C) AT (°C)
, 36,0 36,6 43,0 43,9 7,0
FesOs@Citrato
36,0 36,6 43,5 44,4 7,5
Média 36,0+0,0 | 366+0,0 | 43,3+0,4 | 442+04 73204

Fonte: Autora, 2023.

Figura 65: Temperatura de aguecimento em funcao do tempo para amostras de
Fez0s@Citrato.
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Fonte: Autora, 2023.

Ao se comparar as hanoparticulas com e sem recobrimento, constatou-se que
as amostras recobertas apresentaram um aumento significativo de temperatura, com
a maior diferenca térmica (AT). Este resultado pode ser atribuido as propriedades
magnéticas das nanoparticulas recobertas com FeszOs@Citratato, as quais possuem
valores de magnetizacao (Ms) superiores em relagcdo as amostras sem recobrimento
de Fe3Oa.

Observa-se que aplicando o campo induzido produzido pelo Sistema 2, a
temperatura aumenta com o tempo até atingir uma diferenca maxima de temperatura
ATmax = 7,5 °C (em 15 min) a partir da temperatura inicial de 36 °C (temperatura
fisiologica), alcancando os valores de temperatura de hipertermia desejados (43-45

°C) para danificar seletivamente as células.
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6.3.2 DETERMINACAO DA TAXA DE ABSORCAO ESPECIFICA (SAR)

A capacidade de aquecimento de uma suspensdo de nanoparticulas
magnéticas é quantificada por meio do SAR, que € definida como a quantidade de
energia térmica liberada por massa de nanoparticula magnética. Um método comum
para determinar o valor de SAR é investigar o aumento de temperatura induzido por

campo da suspensdo em um determinado intervalo de tempo.

A Figura 66 mostra os resultados experimentais de tais medigbes

calorimétricas realizadas nas suspensoées de FesO4 recoberta com citrato.

Figura 66: Temperatura em funcao do tepo para amostras de Fe3zOs@Citrato de 60

mg/mL.
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Fonte: Autora, 2023.

Os valores de SAR para as nanoparticulas de FesOs@Citrato foram obtidos
por meio da Equacédo 4 (Capitulo 2). Como mostrado na Figura 66, foi realizado um
ajuste linear dos quatro primeiros pontos para determinar o AT/At, que corresponde a
inclinagdo inicial da curva de aquecimento nos estagios iniciais da exposicdo ao
campo magnético alternado. Os valores utilizados no calculo da SAR, bem como os
resultados obtidos, estdo apresentados na Tabela 33. A capacidade térmica do fluido
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(C), expressa em Joules por grama por Kelvin (J/g.K), foi considerada equivalente a
capacidade térmica da agua. M refere-se a massa da amostra, enquanto m

corresponde a massa das nanoparticulas.

Para avaliar a capacidade intrinseca das nanoparticulas magnéticas em gerar
calor, independentemente da intensidade e frequéncia do campo magnético, foi
calculado o valor da Poténcia Intrinseca a Perda (ILP) do ferrofluido. Esse calculo foi
realizado utilizando a equacédo 5, conforme descrito no Capitulo 2, e os resultados

obtidos foram apresentados na Tabela 33.

Tabela 33: Valores utilizados para o calculo do SAR e valor de SAR.

Amostra C M m dT/dt AT/ At | SAR ILP
Jg.K)| (@ | (9) (K/s) (Kis) | (W/g) | (nHMZkg™)

FesOs@Citrato | 4,18 | 2,14 | 0,12 | y=2856,1x + 293,92 | 0,0330 | 2,457 5,81

y =2769,8x + 294,22 | 0,0319 | 2,378 4,45

Fonte: Autora, 2023.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 33, as nanoparticulas de
FesOs@Citrato (60 mg/mL) apresentaram um SAR médio de 2,42 + 0,06 °C e valor
médio de ILP de 5,13 + 0,96 nHmM?kg*. A Tabela 34 apresenta os valores de tamanho
(d), propriedades magnéticas (Ms), densidade de fluxo magnético (B), intensidade de
campo magnético (H), frequéncia (f), SAR e ILP, de diversos 6xidos de ferro descritos

em trabalhos da literatura.




Tabela 34: Comparacéo entre os valores de tamanho, Ms, campo magnético, f, SAR e ILP de oxidos de ferro encontrados na
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literatura.
NPs d Ms H f Concentragcao | SAR ILP REF
nn emu/g | kA/m kHz mg/mL W/g | nHm?kg?

Fes0aly-Fe203 12 64 15,9 62 - 14 0,9 Smolkova et al. (2015)
Fes3Oa 150,9 74,3 13,2 166,4 - 23,5 0,8 Araujo-Neto et al. (2014)
Fes3Oa 18,5 58,5 19 120 - 18,5 0,4 Kandasamy et al. (2018a)

SPIONs 13 71 15,4 522 - 46,1 0,37 Kandasamy et al. (2018b)
FesOa 56 87 34,2 1013 - 1474 1,2 Mindlein et al. (2019)
Fes3Oa - - 28,9 200 3,3 50 0,299 Dutta et al. (2022)

Fes0a/y-Fez03 4,8 40,9 19,5 | 805,5 5 67,7 0,22 Xu; Pan (2019)

y-Fe20s3 - - 24 266,2 5 81,6 0,5 Bonvin et al. (2017)
FesOa 5 - 33,6 300 1 69 0,203 Gawali et al. (2021)
Fes3Oa 27,7 71,87 14,92 337 1 173,6 - Jamir; Borgohain; Borah

(2022)
FesOa/ 9,2 38,1 10,34 265 2,5 101,4 - Dutta et al. (2021)
Acido malico 47,6 | 22,28 137,7
267,38 164,2
FesOa4/ Alginato de 80-90 0,9 100 - - 30,84 - Eivazzadeh-Keihan et al.
sodio/Acido 200 60,84 (2023)
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tanico/ Seda 300 69,91
fibroina 400 73,53
FesOa 18 54,2 31,83 400 5 181 - Yasemian; Almasi Kashi;
Ramazani (2019)
FesO4 6,5 90,2 | 11,94 | 2456 - 43,5 1,2 Ji et al. (2021)
3,98 | 165,3 - 10,3 3,8
Fes0u/Citrato 4,7 34,38 6,29 142 60 2,42 2,43 Este trabalho
169,06

Fonte: Autora, 2023.
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Ao analisar os valores apresentados na Tabela 34, é possivel observar que o
valor de SAR aumenta com valores mais altos de campo magnético (H e B), frequéncia
e magnetizacéo (Ms). Ganeshlenin Kandasamy et al. (2021) calcularam um valor de
SAR de 1474 WI/g para nanoparticulas de FesO4 com tamanho de particula de 56 nm
e Ms de 87 emu/g, usando campos de 34,22 kA/m e 1013 kHz. Wen-chan Ji et al.
(2021) utilizaram um campo magnético de 5 mT e 165,4 kHz, e obtiveram valores de
SAR de 10,3 W/g e 3,8 nHmM?kg! para nanoparticulas de magnetita com tamanho de
particula de 6,5 nm e Ms de 90,2 emu/g.

Nesse estudo, as nanoparticulas de FezOs@Citrato (60 mg/mL) apresentaram
um valor médio de SAR de 2,42 + 0,06 °C e um valor médio de ILP de 5,13 + 0,96
nHm2kgl. E importante destacar que os testes de SAR realizados para determinar a
taxa de absorcdo especifica foram conduzidos usando um sistema de aguecimento
com uma intensidade de campo induzido de 7,91 mT (6,29 kA/m) e frequéncia de 142
kHz. O limite de seguranca bioldgica para a combinacdo de campo magnético (H) e
frequéncia (f), conhecido como H x f, deve ser menor que 4,85 x 10° A/m. Utilizando
um campo magnético (B) de 7,9 mT com frequéncia de 142 kHz, o valor de H x f
alcancado foi de 1,12 x 103, o que significa que o campo aplicado ndo afetara os
tecidos humanos. Estes achados destacam a importancia de considerar o0s
parametros de campo magnético e frequéncia na otimizagao da terapia de hipertermia.
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CAPITULO 7 - CONCLUSAO

Nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas foram produzidas por
meio de uma sintese de citrato-nitrato sol-gel a baixas temperaturas (150 °C).
Reagentes simples, baratos e prontamente disponiveis, como &cido citrico e nitrato
de ferro, foram usados. No entanto, estes reagentes ndo foram usados sozinhos para
a sintese de magnetita em outros estudos. Uma razéo de equivaléncia citrato:nitrato
apropriada foi a chave para a obtencdo de magnetita em baixas temperaturas. A
cristalizagcdo da magnetita ocorreu entre 150 e 170 °C. Tais temperaturas ainda nao
foram relatadas na literatura para sintetizar nanoparticulas de magnetita
superparamagnéticas. As nanoparticulas de magnetita preparadas, que tinham
tamanho médio abaixo de 5 nm, apresentaram magnetizacdo de saturacéo de até 26
emu/g e magnetizagdo de remanéncia préxima de zero. Esse comportamento

superparamagnético foi confirmado por Mossbauer.

As nanoparticulas obtidas foram recobertas com diferentes tipos de materiais
de recobrimento. Houve funcionalizacdo efetiva quando as nanoparticulas foram
recobertas com citrato de sodio e acido citrico. Os demais recobrimentos formaram
aglomerados maiores que 200 nm o0 que ocasionou uma piora nas propriedades
magnéticas tendendo a perda do comportamento superparamagnético. As
nanoparticulas recobertas com citrato de sddio obtiveram a melhor combinacéo de
resultados de funcionalizacdo, propriedades magnéticas, citotoxicidade e

biocompatibilidade.

Foi possivel desenvolver um sistema capaz de gerar um campo magnético
alternado que ao induzir nanoparticulas superparamagnéticas ao campo, causa

aguecimento das mesmas.

As nanoparticulas obtidas sdo capazes de gerar calor por indugdo magnética
aguecendo até temperaturas capazes de ser danosas a células de cancerosas. As
nanoparticulas de Fes3O4 funcionalizadas com citrato apresentaram a maior variagao
de temperatura (7,25 = 0,35 °C) comparadas com as nanoparticulas de FesOas

funcionalizadas e sem recobrimento.
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CAPITULO 8 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliacdo in vivo do comportamento celular com a geracdo do campo
magnético.

Testes de hipertermia in vivo utilizando modelo de melanoma.

Uso da hipertermia magnética como forma de tratamento por aquecimento e
por liberagdo de medicamentos.

Estudo do encapsulamento e liberacdo de curcumina para tratamento de

cancar durante a hipertermia in vitro e in vivo.
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CAPITULO 9 - TRABALHOS PUBLICADOS NO PERIODO

Artigos publicados

POLLA, MARIANA BORGES; NICOLINI, JOAO LUCAS; VENTURINI, JANIO; DA CAS
VIEGAS, ALEXANDRE; ZEN VASCONCELLOS, MARCOS ANTONIO; MONTEDO,
OSCAR RUBEM KLEGUES; ARCARO, SABRINA. Low-temperature sol-gel synthesis
of magnetite superparamagnetic nanoparticles: Influence of heat treatment and citrate-
nitrate equivalence ratio. CERAMICS INTERNATIONAL, v.49, p. 7322-7332, 2023.

DE OLIVEIRA GUIDOLIN, THAYS; POSSOLLI, NATALIA MORELLI; POLLA,
MARIANA BORGES; WERMUTH, TIAGO BENDER; FRANCO DE OLIVEIRA, TIAGO;
ELLER, SARAH; KLEGUES MONTEDO, OSCAR RUBEM; ARCARO, SABRINA,;
CECHINEL, MARIA ALICE PRADO. Photocatalytic pathway on the degradation of
methylene blue from aqueous solutions using magnetite nanoparticles. JOURNAL OF
CLEANER PRODUCTION, v. 318, p. 128556, 2021.

Capitulo de Livro

POLLA, M. B.; MONTEDO, O. R. K.; ARCARO, SABRINA. Nanomaterials for Magnetic
Hyperthermia. In: Annelise Kopp Alves. (Org.). Technological Applications of
Nanomaterials. 1ed.: SpringerNature, 2021, v. 1, p. 1-236.

Patente

POLLA, MARIANA BORGES; NICOLINI, J. L.; MONTEDO, O. R. K.; ARCARO,
SABRINA. PROCESSO DE SINTESE DE NANOPARTICULAS
SUPERPARAMAGNETICAS DE MAGNETITA. 2022, Brasil. Patente: Privilégio de
Inovacgdo. Numero do registro: BR10202201241, titulo: "PROCESSO DE SINTESE
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de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Depésito: 22/06/2022

Participacdo em banca

MONTEDO, O. R. K.; ANGIOLETTO, E.; POLLA, M. B. Participacdo em banca de
Thays de Oliveira Guidolin.Utilizagdo de nanoparticulas de magnetita na descoloracao
do corante azul de metileno em solugdes aquosas por Processos Oxidativos
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Quimica) - Universidade do Extremo Sul Catarinense.
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