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Resumo

Neste trabalho estudamos o comportamento magnético de particulas com mor-
fologia de nanoanéis, que possuem propriedades de interesse para aplicagoes
biomédicas. Estas particulas apresentam um comportamento de vortice
magnético e sao denominadas Vortex Iron Ozide Particles (VIPs), cuja com-
posicao quimica estd dada por um core de ferro e um shell de magnetita.
Visando as possibilidades de aplicacao biomédica, este trabalho foi dividido
em duas linhas. Na primeira, buscamos a manipulacao das propriedades
magnéticas (ou seja, distintas curvas de histerese), o que foi feito através da
variagao porcentual de cada uma das fases que a compoem, o que se traduz
experimentalmente, em mudancas simples de parametros durante a producao
das amostras. Nesta linha também foi avaliada a citotoxicidade das VIPs e foi
demonstrado que devido a sua camada superficial de magnetita, elas nao sao
citotéxicas. Na segunda linha, foi realizado o recobrimento das VIPs com um
material diamagnético, mas facilmente funcionalizavel, a silica (SiOz). Isto
outorgaria as VIPs um caracter multifuncional e evitaria principalmente a
agregacao das particulas em sistemas biologicos. Finalmente, a nao citotoxici-
dade das VIPs permitiu pensar nos primeiros testes para aplicacao biomédica:
na hipertermia magnética, a qual consiste na elevagao da temperatura corporal
ou de tecidos especificos da regiao tumoral, com o objetivo de obter um efeito
terapéutico especifico. Isto é possivel gracas as perdas de energia magnética
de nanoparticulas sob a acao de um campo magnético alternado. Sendo assim,
foram executados os experimentos de hipertermia magnética das VIPs e sua
eficiéncia foi comparada com as particulas mais estudadas e empregadas nesta
aplicagao, as Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPIONs), que tém
morfologia esférica. Neste sentido, demonstramos que as VIPs sao mais efici-
entes do que as SPIONs, resultado que é atribuido ao seu estado de voértice
magnético e as torna promissoras para esta e outras aplicagoes, abrindo assim
possibilidades de estudos n vivo.
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Palavras-chave: vértices magnéticos, ferro, 6xidos de ferro, hipertermia magnética.



Abstract

In this work we studied the magnetic behavior of nanoparticles with a ring
shape morfology with properties of interest for biomedical applications. These
particles have magnetic vortex behavior and are named Vortex Iron Oxide
Particles (VIPs), whose chemical composition is given by a core of iron and
a shell of magnetite. Keeping biomedical applications in mind, this work was
divided into two lines. At the first line, we explore the manipulation of mag-
netic properties (i.e., different hysteresis curves), this was made by varying
the percentage of the chemical phases, that is, experimentally, varying simple
parameters during the samples production. In this line we also evaluated the
VIPs citotoxicity and we domonstrated that due to the magnetite layer on the
surface, they are not citotoxic. On the second line, we was covered the VIPs
particles with silica (Si0,), a diamagnetic material but easily functionalizable.
The covering would allow a multifunctionalization of the particles and prevent
their agglomerations inside biological systems. Finally, the non toxicity of the
particles allow us to think on the first test for biomedical applications: mag-
netic hyperthermia. This is a treatment where the temperature of the body or
tissues is elevated in order to obtain a therapeutic effect. This is possible due
to the ability of the nanoparticles to generate heat when they are under an
external magnetic field. On the magnetic hyperthermia experiments, we evalu-
ate the efficiency of the VIPs and compare them with the Superparamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles (SPIONs), the most common nanoparticles using in
this treatment. We demonstrated that the VIPs particles are more efficient
that SPIONSs, this results are attributed to their magnetic vortex behavior and
makes them promising for this and other applications.

Keywords: magnetic vortex, iron, iron oxide, magnetic hyperthermia.
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Capitulo 1

Introducao

O cancer continua sendo uma das doencas mais dificeis de tratar. Embora exista
uma grande quantidade de drogas que podem ser usadas no tratamento do cancer, o pro-
blema atual consiste em matar seletivamente as células cancerosas, reduzindo a toxicidade
para as células saudaveis [2]. A nanomedicina é uma drea relativamente nova da ciéncia
e tecnologia [3], cujo potencial no tratamento de cancer é definitivamente promissor de-
vido ao fato que novos desenvolvimentos estao sendo explorados. Este é o caso do uso de

nanoparticulas magnéticas em diagnostico e tratamento de tumores [4].

A aplicacao das nanoparticulas magnéticas (NPM) na nanomedicina pode ser clas-
sificada em dois grupos: in vivo que correspondem as aplicagoes dentro do corpo e in
vitro que correspondem as aplicacoes fora do corpo. Aplicacbes in witro incluem, por
exemplo, separagao e selecao magnética, assim como imagem por ressonancia magnética.
Ja as aplicagoes in vivo incluem carregamento de drogas (drug delivery) e aplicagoes te-

rapéuticas como hipertermia magnética [5,/6].

No que diz respeito a separacao magnética em sistemas biologicos, as NPM podem
ser usadas para purificacao de proteinas, separacao de acidos nucleicos, extracao de com-
postos bioativos com baixo peso molecular, entre outros [7]. Nos procedimentos tipicos

desta aplicacao, o organismo que se deseja separar ¢ marcado com as NPM e depois sao



separados mediante a agdo de um campo magnético externo [6].

A hipertermia magnética ¢ um método terapéutico que utiliza NPM, as quais sao
injetadas no tumor e logo o paciente ¢ submetido a um campo magnético alternado de
frequéncia f e amplitude H. Nestas condigoes, as NPMs induzem um calor localizado por
meio de perdas de energia magnética, causando o aumento da temperatura em regioes
especificas do corpo [8]. A capacidade das NPMs de gerar o aquecimento é quantificada
através da taxa de absorgao especifica, ou do inglés Specific Absorption Rate (SAR), que é
definida como a poténcia (P) de aquecimento gerada (em Wats 1) por unidade de massa
das NPMs (em grama g ) [9]:

P >, Cim AT

MNPM mypy At

SAR = (1.1)

onde C; e m; sdo a capacidade calorifica (em kgLK) e a massa de cada componente (nano-
particula e solvente), AT e At sdo a variagao da temperatura (em K) e o tempo (em s),

respectivamente.

O potencial da hipertermia como tratamento de cancer se baseia no fato de diversas
células tumorais serem mais sensiveis ao aumento da temperatura (~ 41.8°C' ) quando

comparadas com as células sadias do mesmo tipo [10].
As NPMs usadas para aplicacées em sistemas bioldgicos devem necessariamente pre-
encher certos pre-requisitos:
i) Biocompatibilidade e baixa citotoxicidade [11].

ii) Aplicacdo de campos magnéticos biocompativeis. A frequéncia e a amplitude do
campo magnético utilizado devem satisfazer a relacao: H.f < 4,85 x 108%. Neste

intervalo sua aplicagao é segura e tolerdvel pelo paciente [10]



iii) Remanéncia magnética e coercividade nulas, evitando assim interagoes dipolares entre

as particulas e, eventualmente, agregacoes.

iv) A magnetizagdo de saturacdo deve ter o maior valor possivel, garantindo assim a
eficiéncia do poder de aquecimento das particulas sob acao do campo magnético

oscilante.

Por outro lado, aplicagoes in vivo exigem que as superficies das nanoparticulas sejam
encapsuladas com polimeros biocompativeis [12] ou materiais facilmente funcionalizaveis
como a silica (S70,), com os objetivos de evitar agregados, mudangas na estrutura original
e a biodegradagao durante a exposigao ao sistema biolégico [8]. Em particular, o reco-
brimento das NPM com Si0, e sua posterior funcionalizacao concede a elas um caracter

multifuncional e seletivo [13,/14].

Particulas superparamagnéticas de 6xidos de ferro (magnetita ou maghemita), ou
do inglés Superparamagnetic Iron Ozxide Nanoparticles (SPIONs), sao as mais estuda-
das para aplicacoes biomédicas devido a sua biocompatibilidade e suas propriedades
magnéticas [15]. A principal caracteristica dos SPIONs é, devido ao seu comportamento
superparamagnético, terem remanéncia magnética nula. Porém, estas particulas tém uma
baixa magnetizacao de saturacao, a qual ¢ ainda menor quando estas particulas sao reco-

bertas e funcionalizadas superficialmente, limitando assim suas aplicagoes [16].

Como alternativa aos SPIONs, surgem as denominadas Vorter Iron Oxide Particles
(VIPs). Estas particulas compostas de 6xido de ferro tém morfologia de nanoanéis e
comportamento de vortice magnético, o qual consiste num arranjo onde os momentos
magnéticos sao tangenciais a circulos em torno da abertura central. FEsta estrutura
magnética tem remanéncia magnética e coercividade nulas, e uma magnetizacao de sa-

turagao maior que os SPIONs. Outra caracteristica importante é que as VIPs apresentam



histerese magnética, que, como sera visto ao longo do trabalho, aumenta o valor do SAR,
fazendo com que as VIPs sejam mais eficientes para algumas aplicacoes especificas, in-

cluindo a hipertermia magnética [1}16].

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo principal a busca de propriedades
magnéticas voltadas a aplicagoes biomédicas. Neste sentido, buscou-se sistemas onde pro-
priedades magnéticas como a magnetizacao de saturagao, pode ser selecionada de maneira
facil e reprodutivel. Para atingir este objetivo foram sintetizadas uma série de particulas
com morfologia de nanoanéis, apresentando comportamento de vortice magnético. Além
disso, os nanoanéis sao do tipo core@shell com composicao quimica ferro@magnetita,
cujas porcentagens das fases foram variadas, na medida em que certos parametros da
sintese foram variados, como sera descrito ao longo deste trabalho. Além disso, a camada
da magnetita na superficie das amostras permitiu manter a sua nao toxicidade, mesmo
tendo uma alta porcentagem da fase do ferro metélico (que em principio tem consideravel
citotoxicidade), o que fornece as particulas a possibilidade de serem aplicadas em siste-
mas biolégicos. Cada uma destas caracteristicas (morfologia, composi¢do quimica, ser
core@shell) possibilitou a obtengao de distintos comportamentos magnéticos, ou seja, dis-
tintos tipos de curvas de histerese, permitindo assim a selecao de cada visando satisfazer

as necessidades de uma dada aplicacao biomédica.

Seguindo a linha de aplicagoes in vivo, o segundo objetivo do trabalho foi o recobri-
mento dos nanoanéis com Si0Os, que é um material ndo magnético (por tanto, faz com que
a magnetizagao de saturagao do sistema caia), mas é facilmente funcionalizdvel. Devido
ao fato dos nanoanéis de ferro@magnetita terem uma alta magnetizacao de saturacgao, a
queda desta propriedade magnética com o recobrimento passa a ser nao muito significa-
tiva, mantendo um valor muito maior do que aquele observado nos SPIONs recobertos.

Este fato torna as VIPs muito mais promissoras para aplicagoes como separagao magnética



e hipertermia.

No capitulo 2, serao apresentados conceitos fundamentais do magnetismo e materiais
magnéticos, assim como do nanomagnetismo e os mecanismos de perdas de energia na
hipertermia magnética. Estes conceitos permitem a compreensao da fisica por tras dos

sistemas estudados neste trabalho.

O capitulo 3 corresponde ao estado da arte, onde sao apresentados trabalhos encon-
trados na literatura, cujo foco principal é a busca de nanoparticulas magnéticas para

aplicagoes biomédicas.

No capitulo 4 serao descritas as diferentes técnicas experimentais utilizadas na carac-
terizacao das amostras, assim como os fundamentos fisicos basicos de funcionamento de

cada equipamento.

No capitulo 5 serao detalhadas as sinteses das amostras e os mecanismos quimicos e
fisicos por tras delas, assim como os reatores desenhados para a execucao dos experimen-

tos.

No capitulo 6 serao apresentados os resultados dos distintos processos de sinteses de
amostras e as suas respectivas caracterizacoes. Também serao discutidas as possiveis

aplicagoes para cada sistema.

Finalmente, no capitulo 7 serao apresentadas as conclusoes e perspectivas de conti-

nuacao deste trabalho.



Capitulo 2

Revisao teorica

Neste capitulo serao apresentados conceitos fundamentais do magnetismo e nanomag-
netismo, os quais permitirao a compreensao do sistema estudado neste trabalho. Também
serao descritos os fundamentos de geracao de calor pelas nanoparticulas na hipertermia

magnética.

2.1 Magnetismo e materiais magnéticos

O magnetismo de nanoparticulas é uma area de intenso desenvolvimento, envolvendo
uma grande interdisciplinaridade. Entre as dreas envolvidas destacam-se: fisica, ciéncia

dos materiais, biologia, medicina, biotecnologia, entre outros.

As propriedades magnéticas da matéria tém sua origem, essencialmente, nos momen-
tos magnéticos dos elétrons nas camadas eletronicas incompletas dos atomos [17]. Esses
elétrons quando desemparelhados dao origem ao momento magnético atomico, também
designados simplesmente como spins. Cada momento magnético atomico pode ser visua-

lizado como um pequeno ima.

Algumas grandezas importantes que caracterizam o comportamento magnético dos

materiais sao: a magnetizagao, M, que é definida como a soma dos momentos magnéticos



dividida pelo volume do material:

=

M = 27 (2.1)
a qual é medida no Sistema Internacional (SI) em A/m (Ampere por metro) e no sistema
CGS como emu/cm? (unidade eletromagnética por centimetro ciibico). Dependendo do
sistema em estudo (como é o caso deste trabalho) é mais conveniente definir a magne-

tizagao por unidade de massa da amostra. Sendo assim, defini-se a magnetizagao massica

como sendo:

. % (2.2)

e suas unidades passam a ser Am?/kg no SI e emu/g no CGS. Embora, tenha sido definido
M,, como magnetizacao massica, para simplificar a notacao, ao longo desta dissertagao
usaremos M para designar essa mesma grandeza, ou M para a componente da magne-

tizagao na direcao do campo.

Uma outra grandeza importante é a susceptibilidade magnética x. Esta é definida

como a magnetizagao dividida pela intensidade do campo magnético:

| =

X = (2.3)

x é adimensional em ambos os sistemas SI e CGS, com uma diferenca de 47 entre seus

valores. A unidade de campo magnético H é a mesma de M, ou seja, A/m no SI, ja no

CGS a unidade é Oersted (Oe) [1§].

Os principais materiais magnéticos podem ser classificados de acordo com o orde-
namento de seus momentos magnéticos atomicos como: diamagnéticos (DIA), para-
magnéticos (PM), ferromagnéticos (FM), ferrimagnéticos (FIM) e antiferromagnéticos

(AFM). Na continuacao desta sec¢ao serao descritos brevemente cada um destes.



O diamagnetismo (DIA) é uma propriedade béasica e presente em todos os materiais.
Esta envolve uma ligeira repulsao a um campo magnético externamente aplicado. A sus-
ceptibilidade magnética das substancias diamagnéticas é pequena (=~ —107%), negativa
e, normalmente, independente da temperatura [18,/19]. Pelo fato de ser muito pequena
quando comparada aos outros tipos de ordenamento magnético, esta propriedade somente

é relevante em materiais nao magnéticos, como é o caso de pldsticos e, de especial interesse

deste trabalho, da silica (SiOs).

No estado paramagnético (PM), os materiais possuem momentos magnéticos aleato-
riamente orientados em seus diferentes atomos, resultando em uma magnetizacao liquida
nula. A aplicagdo de um campo magnético produz o alinhamento parcial dos momen-
tos magnéticos paralelamente ao campo aplicado. A susceptibilidade magnética, neste
caso, é pequena e positiva (entre 0 e 0,01), e varia com a temperatura segundo a lei de

Curie-Weiss:
B C
T —T.

X (2.4)

onde C' e T, sao a constante de Curie (associado as propriedades magnéticas intrinsecas
do material) e a temperatura critica do material, respectivamente [19]. Esta tltima define
a transicao entre dois estados magnéticos. Abaixo desta, a qual depende do material,
o sistema sofre uma transicdo a um estado magneticamente ordenado e se torna ferro-
magnético (FM), antiferromagnético (AFM) ou ferrimagnético (FIM). Esta temperatura
de transigao é denominada temperatura de Curie (7¢) para substancias ferromagnéticas
ou ferrimagnéticas e temperatura de Néel (Ty) para substancias antiferromagnéticas [19].
Acima desta temperatura esse ordenamento é perdido, devido a efeitos de agitacoes

térmicas, configurando o estado desordenado paramagnético.

Os sistemas ferro e ferrimagnéticos sao fortemente atraidos pelo campo magnético.

Neste caso os momentos, por efeito de interagoes entre momentos magnéticos vizinhos,



passam a ser alinhados, mesmo na auséncia de campo magnético. Portanto, apresentam

uma ordem magnética de longo alcance.

O estado ferromagnético é caracterizado pelo alinhamento de longo alcance dos mo-
mentos magnéticos atomicos paralelamente uns aos outros (figura[2.1]a)). Por conta disso,
estes sistemas possuem magnetizacao liquida diferente de zero, assim como susceptibili-
dade magnética alta e positiva. Com o aumento da temperatura, o arranjo ordenado dos
momentos magnéticos diminui devido a flutuagdes térmicas (associada a energia térmica).
Como dito anteriormente, acima de T (temperatura de Curie), a energia térmica passa
a ser grande o bastante, para que a interagao entre os momentos magnéticos vizinhos se
torne desprezivel, levando assim a perda do ordenamento de longo alcance. O sistema
entra, desta forma, no estado paramagnético e a susceptibilidade cai seguindo a lei de

Curie-Weiss. Neste trabalho o ferro metdlico apresenta um ordenamento ferromagnético.

a) b) c)
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Figura 2.1: Tipos de ordenamentos magnéticos: a) ferromagnetismo, b) antiferroman-

getismo e ¢) ferrimagnetismo. Figura adapada de [19].

Em sistemas no estado antiferromagnético os momentos magnéticos tém mesmo médulo,
porém estao alinhados de modo antiparalelo (figura b)). Deste tipo de alinhamento
fornece uma magnetizacao resultante nula e, consequentemente, uma susceptibilidade pe-
quena e positiva [19]. Analogamente ao ferromagnetismo, acima da temperatura de Néel,

o inverso da susceptibilidade segue uma dependéncia linear, ou seja, a lei de Curie-Weiss.
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Como sera visto mais a frente, entre os materiais estudados neste trabalho, a wustita

(FeO) apresenta um comportamento antiferromagnético |17].

Os sistemas no estado ferrimagnéticos sao compostos por duas ou mais espécies magnéticas
(dtomos ou fons), cujo alinhamento é antiparalelo (figura[2.1]c)). Neles, os diferentes mo-
mentos magnéticos tém diferentes modulos e, portanto, o estado ferrimagnético apresenta
um momento magnético liquido diferente de zero [17,/19]. Como ficard clara ao longo
desta dissertagao, entre os materiais estudados neste trabalho, a magnetita (FezOy) e a

maghemita (7 — FeaO3) apresentam comportamento ferrimagnético [11].

Os materiais nos estados ferromagnético e ferrimagnético podem apresentar uma es-
trutura de dominios magnéticos, visando a minimizagao da energia magnetostatica. No
interior de um dominio, o ordenamento dos momentos segue o ordenamento caracteristico
da fase, ou seja, sao paralelos no caso do estado ferromagnética e antiparalelos no fer-
rimagnético. Dentro de um dominio a magnetizacao é méaxima e conhecida como M.
Contudo, diferentes dominio tém diferentes orientagoes relativas de sua magnetizacao de
saturacao, fazendo com que a magnetizacao liquida resultante seja nula, ou muito proxima

de zero.

Para eliminar esta estrutura de dominios deve ser aplicado um campo magnético su-
ficientemente alto; com o aumento do campo magnético aplicado os spins nos dominios
comegam a se alinhar ao campo [19]. Num campo suficientemente alto, a magnetizagao
de saturacao, M, é alcancada no sistema como um todo e os spins de todos os dominios
se encontram paralelos (antiparalelos no caso de um FIM). O campo magnético no qual
a M, é atingida é denominado campo de saturagao, H,. Quando o campo diminui para
zero, em geral, uma magnetizacao nao nula sobrevive, a qual é denominada magnetizacao

remanente, M,. Se o campo é agora aplicado numa direcao reversa, a magnetizacao se
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anula num dado valor de campo, o qual é denominado campo coercitivo, H.. Com a
diminuicao gradual do campo magnético, a magnetizacao do sistema volta a atingir o
valor em médulo da magnetizacdo de saturagao [20], ou seja, a saturagdo negativa. Este
comportamento da magnetizacao em funcao do campo magnético externo é denominado
histerese magnética. A figura mostra a histerese de um material ferromagnético, onde

estao destacados os parametros descritos acima.
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Figura 2.2: Representagao de uma curva de histerese de um material ferromagnético
mostrando os parametros que podem ser obtidos a partir dela: a magnetizacao de sa-
turacao, My, a magnetizagao remanente, M,., e o campo coercitivo, H, [18].

2.1.1 Interacao de troca

O ordenamento magnético dos materiais é um fenomeno coletivo que tem sua origem
nas interagoes eletrostaticas interatomicas. O principio de exclusao de Pauli permitiu

a Heisenberg modelar a interacao de troca, onde as interagoes interatomicas podem ser
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descritas de acordo com o Hamiltoniano:

Hep = =2 Z ‘]Zjﬁzﬂ] (25)

i#]

onde ji; e fi; sao os momentos magnéticos dos dtomos 7 e j, respectivamente, e J;; é a cons-
tante de troca. Por se tratar de uma interacao de curto alcance, o somatorio, usualmente,
se restringe aos primeiros vizinhos j do &tomo ¢. O valor positivo de J;; corresponde
a um ordenamento paralelo entre os momentos fi; e fij, dando vez a um ordenamento
ferromagnético de longo alcance. No caso de J;; < 0, o ordenamento entre momentos
magnéticos vizinhos é antiparalelo. Portanto, se os médulos dos momentos vizinhos fo-
rem iguais, ou seja, | p; |=| p; |, o sistema estarda em um estado antiferromagnético. Por
outro lado, se forem diferentes os mdédulos dos momentos, ou seja, | w; |#| p; |, o estado

sera ferrimagnético |21].

2.1.2 Energia magnetostatica

A energia magnetostatica é a energia potencial magnética de um material ferro-
magnético, e pode ser entendida, como aquela devido ao campo magnético interno produ-
zido pelo material em questao [22]. Este campo é denominado campo desmagnetizante,
ﬁd. A energia magnetostatica, F,,, é dada pela energia da magnetizacao no campo des-

magnetizante, e definida como:
1 L
E, = _§MO/ H; - Mdv (2.6)
1%

onde a integracao é limitada pelo volume do material, V' [18,23] e uo é a permeabilidade
magnética do vacuo. Num material uniformemente magnetizado com forma elipsoidal, o

campo desmagnetizante e a magnetizagao estao relacionados linearmente no SI:

Hy=—-NM (2.7)
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onde N é um tensor chamado fator de desmagnetizacao, o qual é diagonal quando os eixos
principais do elipsdide estao alinhados com os eixos z,y, z; a soma das trés componentes

diagonais N,, N,, N, é igual a 1 no SI [23].
2.1.3 Anisotropia de forma

A energia magnetostatica traz o que é denominado como sendo anisotropia de forma.

Inserindo a equagao na equacao [2.6, obtém-se:

1
Em = 5#to / (No M2 + Ny M + N.M?2)dV (2.8)
|4

1-N;
2

Para um elipséide de revolucao com N, = N, = e considerando as componentes da

1
magnetizagao como sendo M, = M cos 0, (M:f + M;) 2 = M sin#, onde 6 é o angulo entre

a direcao da magnetizagao e a simetria rotacional do elipsoide, a equacao passa a ser:
1
E,, = 5#0 / M? (Nx sin? 6 + N, cos? 9) dV (2.9)
1%

reescrevendo:

1
E, = gﬂo/ M? [N, + (N, — N.)sin® 6] dV (2.10)
\%

Quando a magnetizacao é uniforme, a energia se reduz a:
1
E,=C+ iquQV(NI — N.sin?6) (2.11)

ou alternativamente:

1
E, =C+ §MOM2V(1 — 3N, sin? ) (2.12)

onde C' é uma constante. Isto significa que a energia é minimizada ao longo do eixo de
simetria do elipséide, o que equivale a dizer que o sistema passa a ter uma anisotropia uni-

axial, cujo valor é determinado pela forma do material. Por exemplo, para uma particula
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esférica, pode-se escrever: N, = % e nao ha anisotropia de forma; ja para um elipsoide

prolato alongado no eixo z: N, < g, a energia ¢ minimizada ao longo do eixo z [23].

A anisotropia de forma desempenha um papel fundamental em materiais nanoestruc-
turados, onde a abordagem cldssica desta secao ainda é vélida. Um exemplo interessante
¢ de uma placa fina composta de um material ferromagnético, de volume V' e espessura
t. Neste caso, o fator de desmagnetizagao serd N, = N, = 0, N, = 1, quando o compri-
mento e a largura da placa sdo muito grandes com respeito a sua espessura [] Logo, na
condicao de um campo aplicado perpendicularmente ao plano da placa, de modo que esta
placa esteja uniformemente magnetizada (dire¢ao z), a energia magnetostatica é dada

pela equagao [2.6) e assumird a forma:

1
E,, = équQta (2.13)

onde a ¢ a area da placa. Portanto, a energia magnetostatica por unidade de area ¢é dada
por:

1
em = §MOM2t ~ 2 x 107" M?t (2.14)

Neste caso, no plano da placa, ou seja, no plano z,y, a energia é nula. Sendo assim, a
direcao de facil magnetizagao, ou eixo de anisotropia, encontra-se paralelo ao plano da
placa, custando muita energia para os momentos magnéticos se colocarem perpendiculares

ao plano da placa.

2.1.4 Anisotropia magnética

A energia de um material magneticamente ordenado pode depender da orientacao re-
lativa da magnetizagao e os seus eixos cristalogréficos [18]. Essa é um dos mais comuns

tipos de anisotropia magnética e é conhecida como anisotropia magnetocristalina. Esta

*Este é o caso dos filmes finos, onde a espessura é da ordem de A, enquanto as dimensdes laterais
tipicas s@o da ordem de cm
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anisotropia tem origem na interagao spin-orbia, e é definida como a dependéncia das pro-
priedades magnéticas, de um dado material, com as diregoes cristalograficas deste cristal.
Esta dependéncia, acaba por criar dire¢oes preferenciais de magnetizacao, ou seja, diregoes
nas quais (sem campo magnético aplicado) os momentos magnéticos atémicos espontane-
amente se alinham. Essas direcoes que minimizam a energia do material, sao chamadas
eixos de anisotropia ou de facil magnetizacao. Desta forma, sera facil saturar um material
quando o campo magnético aplicado for paralelo ao eixo de facil magnetizacao. Contudo,
para saturar num angulo # com respeito ao seu eixo de facil magnetizacao haverda um

custo energético apreciavel [24].

O caso mais simples é de um material que apresenta anisotropia uniaxial. Nesta
situagao, a energia anisotropica pode ser expressada em termos da constante de anisotropia

K e do angulo 6 (como definido acima) |18]:
E, = KV sin?0 (2.15)

onde V é o volume do material.

2.1.5 Dominios magnéticos

Em resposta a interagao de troca, um material magnético deveria estar sempre to-
talmente magnetizado, mas isto nem sempre acontece [25]. Outros termos de energia
também devem ser, simultaneamente, minimizados. Os mais relevantes sao a energia
magnetostatica e a anisotropia. O primeiro é a origem do fato de amostras magnéticas
macroscopicas serem segmentadas em dominios magnéticos. Como ja dito, uma confi-
guracao de dominios com diferentes orientacoes de My, leva a uma magnetizacao liquida

resultante nula ou muito pequena [1§].

Considerando um material planar homogeneamente magnetizado, com uma anisotro-

pia uniaxial ao longo da dire¢ao y, como mostrado na figura2.3] Nesta situagao, a energia
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de anisotropia sera minimizada (segundo a equagao quando os momentos magnéticos
atomicos estiverem ao longo da direcao y, independente do sentido, ou seja, +y ou —y.
E importante ainda verificar que esta configuracao também minimiza a energia de troca
(equacao . Porém, a densidade de energia magnetostatica é muito alta, representada
na figura a) pelas linhas de campo, fazendo com que a energia total seja grande. A
maneira de reduzir a energia total é fazendo com que a magnetizacao do material nao seja

mais uniforme, mas sim segmentada em dominios magnéticos, conforme representado na

figura2.3p) e c).

b) c)

o
Vel b

v LA\ B A
o ] T e e e
\\. e
N

Figura 2.3: Representacao pictérica da formacao de dominios magnéticos, mostrando
em b) e ¢) que a energia magnetostatica diminui com o aumento do nimero de dominios
magnéticos.

A formagao de dominios magnéticos alternados diminui a energia magnetostatica por
unidade de area em relagao a um inico dominio, ou seja, um material uniformemente mag-
netizado. Portanto, nos materiais ferromagnéticos, os dominios magnéticos sao formados

espontaneamente a fim de minimizar a energia magnetostatica do sistema.
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2.1.6 Paredes de dominio

Nos materiais multidominios, entre dois dominios magnéticos de magnetizacao oposta
(o caso mais simples), existe uma regiao de transicao de largura finita. Esta regiao é cha-
mada de parede de dominio . Existem duas formas principais de paredes de dominio,
a primeira, denominada parede de Bloch, na qual os momentos magnéticos na parede
giram perpendicularmente ao plano dos momentos magnéticos dos dominios adjacentes,
como representado na figura a); se agora os momentos magnéticos da parede giram

paralelamente ao plano mencionado anteriormente, a parede é denominada parede de Néel

(figura 2.4 b)) [18].

(b)

Figura 2.4: Paredes entre dois dominios A e B de magnetizagdo oposta: a) a mag-
netizacao na parede gira num plano perpendicular as dire¢oes dos dominios adjacentes:
parede de Bloch; b) a magnetizagdo na parede gira no plano dos dominios adjacentes:

parede de Néel .

A formagao desta parede de dominio traz um aumento da energia de troca e da ener-
gia anisotrépica. Essa energia no caso especifico das paredes de Bloch é proporcional a
4/ AK, onde A é a constante de rigidez de troca, a qual pode ser pensada como uma

medida da intensidade da interacao de troca, e K é a constante de anisotropia uniaxial.
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Portanto, a energia das paredes de dominio aumenta proporcionalmente tanto ao aumento

das energia de troca, quanto ao aumento da anisotropia.

Outra grandeza importante é o comprimento de troca, ou do inglés exchange length,
lez, este comprimento é caracteristico de um material magnético e representa a escala na

qual os efeitos de interagao de troca dominam os efeitos magnetostaticos e é definido por:

2A
l, = /MOMQ (2.16)

A espessura da parede de dominio, dy, pode ser definida em termos do comprimento de

troca:

ml
dy = —— 2.17
"= Ak (2.17)

logo, inserindo a equagao [2.16 na [2.17], chega-se a:

A

o= (2.18)

=

esta equagao nos diz que a espessura da parede é proporcional a raiz quadrada da constante
de troca (\/Z) e inversamente proporcional a raiz quadrada da constante de anisotropia
(1/VE).

E importante notar que, na medida em que um sistema é segmentado em mais e mais
dominios magnéticos (como na figura , se por um lado a energia magnetostatica di-
minui quanto maior for o nimero dos dominios; por outro, a cada dominio, paredes de
dominio também sao criadas. Portanto, para cada parede a energia total do sistema é
acrescida (oc 4v/ AK). Logo, haverda um limite no nimero de dominios que poderd existir
em um dado sistema, o qual sera atingido quando a energia para a formacao das paredes

que circundam o dominio for igual a energia magnetostatica que seria diminuida.
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2.2 Nanomagnetismo

Como a energia magnetostatica é uma integral no volume da amostra, ou seja, é pro-
porcional ao volume da amostra (equagao [2.6), na medida que o volume desta diminui,
diminuira em igual proporgao a energia magnetostatica do sistema. Com isso, o nimero
de dominios magnéticos maximo nos quais esta amostra pode ser segmentada, também
diminuird (ver discussao da segao e ﬁgura. A subsequente diminuicao do volume
da amostra, claramente conduzird a uma situacao limite. Abaixo de um valor critico, a

presenga de uma parede de dominio torna-se energeticamente desfavoravel [25].

Portanto, particulas magnéticas na escala nanométrica sao comumente estruturas de
monodominio magnético [21]. O diametro critico abaixo do qual uma particula esférica é

energeticamente mais favoravel como monodominio magnético, é dado por:

2V AK

Dcr = T a5
po M2

(2.19)

Isto quer dizer que, para um mesmo valor de M, o diametro critico é proporcional a
energia da parede de dominio. Em outras palavras, se o custo energético para a formagcao
de uma parede de dominio aumenta, a configuracao de monodominio sera energeticamente

mais favordvel [1§].

2.2.1 Superparamagnetismo

Considere uma particula elipsoidal abaixo do diametro critico (equacao , por-
tanto, na configuragdo de monodominio magnético. Por ser elipsoidal, a minimizacao
da energia magnetostatica, ou seja, a anisotropia de forma, induzird a esta particula um
eixo de facil magnetizagao ao longo do seu eixo maior (equagao . Considerando que
sob acao de um campo externo aplicado em uma direcao qualquer, todos os momentos
magnéticos atomicos respondam ao campo de forma coerente, ou seja, que a particula

esteja sempre homogéneamente magnetizada em um estado de monodominio. Nesta si-
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Figura 2.5: Representacao da dependéncia da configuracao de dominois com o volume
do sistema. O nimero de dominios diminui com a diminuigao do tamanho das particulas e
abaixo de um valor critico a configuracao passa a ser de monodominio magnético. Figura

adaptada de .

tuacao, pode ser considerado que esta particula seja caracterizada por tnico momento
magnético, cujo médulo é a soma dos momentos magnéticos atémicos, ou seja, » . ;. O
nome atribuido ao momento magnético da particula é macrospin. Neste caso a energia de

anisotropia desta particula serd dada por:
E = KV sin?0 (2.20)

onde K é constante de anisotropia dada em J/m3, V é o volume da particula e 6 ¢é o
angulo entre o vetor de magnetizacao e o eixo de anisotropia, como mostrado na figura
a) [18,21]. A magnetizacao (o macrospin) espontanecamente aponta na dire¢ao do eixo
de anisotropia, ou seja, # = 0° ou # = 180°. Estes dois minimos estao separados por
uma barreira de energia, a qual deve ser superada para que o sentido do macrospin seja
invertido. Na auséncia de campo magnético aplicado (H = 0), a altura desta barreira
é igual a B = KV . A figura b) mostra a energia da particula como fungao do

angulo 6.

Em uma dada temperatura finita T e abaixo de um certo volume, a energia da bar-
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Figura 2.6: a) Representacao de uma particula com monodominio magnético mostrando
as orientagoes relativas do eixo de anisotropia, campo magnético aplicado, magnetizacao
e a definicdo do angulo @; b) barreira de potencial em func¢ao ao angulo 6 desta nano-
particula. Figura adaptada de .

reira de potencial Ej, serd comparavel a energia térmica do sistema (kgT’, com kp sendo
a constante de Boltzmann). Nesta condigao, diz-se que a particula passa a ter um com-
portamento superparamagnético. No estado superparamagnético, a magnetizacao desta
particula oscila entre os dois minimos, sendo um aquele cujo macrospin aponta no sentido

0 = 0° e o outro aquele no sentido 6 = 180°.

Considerando um conjunto destas nanoparticulas em uma temperatura finita 7" e que
no instante inicial ¢ = 0 todas estejam com a magnetizacao apontando na mesma diregao.
Sem campo magnético aplicado, a magnetizagao vai evoluir no tempo, ja que haverd
transicoes termicamente ativadas, entre os dois minimos de energia. A magnetizagao vai

variar com o tempo exponencialmente segundo a equacao:

dM -1 —KV -M
- M = 2.21
dt T0 eXP ( kBj ) T ( )

onde 7 é o tempo de relaxacdo, Ty usualmente se encontra na faixa de 107!2 — 107%s.
Em termos simples, a equacao diz que sob a influéncia da energia térmica, o sistema

tenta superar a barreira de energia 1/7y vezes. Logo, o tempo de relaxagao é dado pela
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equacao:

E
T = Top exXp (l{;B_T> (222)

a qual é conhecida como Lei de Néel-Arrhenius, e descreve a dependéncia exponencial de
7 com a razao E/kgT; neste caso, a energia total £, é a energia de anisotropia, £, = K'V.
O comportamento magnético observado dependeréd da escala de tempo da janela de me-
dida t¢,,. Se o tempo de relaxagdo, 7 é menor que o tempo de medigao, t,, (7 < t,, ),
a magnetizacao remanente sera nula e o conjunto de particulas se encontra no regime
superparamagnético. Isso é o equivalente a dizer que, enquanto esté sendo realizada uma
medida, ou seja, no intervalo de tempo t,,, a magnetizagao variou entre os dois estados
t,m/T vezes. Se, ao contrario, o tempo de relaxagdo for maior que o tempo de medida,
T > t,,, a particula se encontra no estado bloqueado e sera observada uma magnetizacao

remanente nao nula |18].

A partir da equacao e considerando o tempo de medida t,, = 100s e 7y = 1075,
pode ser estimado o volume critico abaixo do qual um sistema de particulas passa a

apresentar comportamento superparamagnético:

25kgT

Vor &
K

(2.23)

logo, o diametro critico de uma particula esférica com comportamento superparamagnético

¢ dado pela equagao [18]:
6 1/3
D = (_V;:r> (224)
m

A figura mostra a curva de magnetizacao de um sistema formado por particulas su-
perparamagnéticas. Observa-se que, tanto a remanéncia magnética, quanto o campo
coercitivo nesse caso sao nulos [26]. Em outras palavras, apds a eliminagdo do campo
magnético aplicado, as particulas superparamagnéticas nao tém interacao magnética en-

tre elas. Esta caracteristica ¢ importante para distintas aplicagoes, sobretudo em na-
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nomedicina, tais como: drug delivery, contraste de imagem por resonancia magnética,

hipertermia magnética etc. [27].

Figura 2.7: Curva de histerese de um conjunto de particulas superparamagnéticas .

2.2.2 Voértices magnéticos

O comportamento magnético das nanoparticulas depende, em geral, de suas dimensoes.
Como foi visto, particulas pequenas, cujo diametro é igual ao diametro critico (equagao
tém seu estado de menor energia na configuracao de monodominio. Ja acima do
diametro critico podem ser multidominio ou exibir um comportamento intermediario,
bastante peculiar, conhecido como vortice magnético. O estado de vértice consiste num
arranjo onde a magnetizacao se encontra alinhada tangencialmente a circulos concéntricos

. Estas trés possiveis configuracoes sao ilustradas na figura .

O estado de vortice também ocorre em nanodiscos e nanoanéis. No caso dos nano-
discos, o diametro minimo para a observagao da estrutura de vortice como o estado de

minima energia é dado por D%5¢ = 7.4[,,. Neste caso, por conta da energia magnetostatica
cr )
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Figura 2.8: Representacoes de alguns das possiveis configuracoes de spins para o estado
de menor energia de uma particula esférica: a) monodominio; b) dois dominios; ¢) vértice
[18].

(analogamente ao exemplo da placa magnética apresentado na secao [2.1.3] a anisotropia
de forma confina magnetizacao ao plano do disco. Porém, em regides proximas ao cen-
tro do disco, onde o ntucleo do vortice é localizado, o aranjo dos momentos magnéticos
aponta para fora do plano e, consequentemente, existe uma componente perpendicular
da magnetizacao, que alcanca seu maximo valor no centro do disco. A existéncia desta
componente z da magnetizacao ¢ devido ao custo da energia de troca. Este passa a ser
muito alto para manter aos momentos magnéticos tangentes a circulos, cujos raios sao
cada vez menores ao se aproximar do centro do disco. Com raios menores, os angulos
entre momentos magnéticos adjacentes, passam a ser muito grandes, custando muito em
termos energia de troca (ver equagao . A maneira mais eficiente de diminuir a energia
total desse sistema é manter os momentos quase paralelos, porém apontando para fora do
plano do disco no centro do vértice (como se observa na figura , 0 que, por sua vez,

leva a um aumento da energia de anisotropia.

A componente z da magnetizacdo do centro do vértice pode apontar para cima ou
para baixo. Esta caracteristica define a polaridade p, cujos valores podem ser p = +1
e p = —1, respectivamente. O sentido para onde apontam os momentos magnéticos do
vortice pode ser horario ou anti-horario, isto define a circulacao ¢, cujos valores podem

ser ¢ = —1 e ¢ = +1, respectivamente. Por tanto, existem quatro possiveis configuracoes
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Figura 2.9: Representagao da configuracao dos momentos magnéticos num vortice: com
a diminuicao do raio, o angulo entre os momentos magnéticos passa a ser grande, fazendo
com que a magnetizagao saia do plano [28].

de menor energia para o estado de vértice: a) p=+lec=—-1;b)p=+lec=+1;c¢)

p=—lec=41;d)p=—-lec=—1.

Figura 2.10: Representacao das principais configuragoes magnéticas possiveis num na-

noanel: a) vortex, b) onion .

No caso dos nanoanéis (a morfologia de interesse neste trabalho), pode-se classificar o
ordenamento dos momentos magnéticos em duas configuragoes principais. Uma delas é de
vortice e (como descrito acima) os momentos magnéticos se ordenam tangencialmente a
circulos concéntricos. A diferenca deste caso em relagao ao vértice descrito anteriormente

é, por haver a abertura central, nao haverd o ntucleo. O segundo caso corresponde ao
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arranjo dos momentos, tal que, o anel é dividido em dois dominios. Nesta configuracao
a magnetizacao se orienta tangencialmente a circulos concéntricos, mas em dois sentidos
diferentes, horario e anti-horéario. Esta configuracao é denominada estado de cebola, ou
do inglés onion. Estas configuragoes sao ilustradas na figura[2.10] O diametro critico para

o qual um nanoanel apresenta a configuracao de vértice é dado por D¢ = 2/3l,, .

cr
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Figura 2.11: Simulacao da curva de histerese de um vortice magnético em um nanoanel

[29).

A curva de histerese de um nanoanel na configuracao de vértice é apresentada na
figura . Esta curva foi simulada por Yang et al., [29], na condigdo em que o campo
magnético é aplicado paralelamente ao plano do nanoanel. Para H = 0 os momentos
magnéticos estao dispostos em volta do anel, de forma a se compensarem mutuamente,
gerando uma magnetizagao nula. No campo de saturagao o ordenamento passa a ser de
cebola (onion). Esta curva mostra que nao existe remanéncia magnética para o estado de
vortice em nanoanéis. Esta caracteristica é de suma importancia para muitas aplicagoes,

como dito na Introducao e seré analisado na seguinte se¢ao.
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2.3 Hipertermia magnética

A palavra hipertermia vem do grego hyper que significa aumentar e therme que sig-
nifica calor e refere-se ao incremento de temperatura do corpo ou de tecidos selecionados

com o objetivo de obter um efeito terapéutico especifico [30].

Ja a hipertermia magnética, permite induzir um calor local por meio de perdas de ener-
gia magnética de nanoparticulas, quando estas estao sob efeito de um campo magnético
oscilante. Em outras palavras, é a capacidade de algumas particulas magnéticas de trans-
formar a energia eletromagnética em calor, viabilizando o aumento da temperatura em
regioes especificas do corpo, onde as células tumorais e as nanoparticulas estao localiza-
das. Portanto, a ativacao destas nanoparticulas como agentes geradores de calor, pode

ser controlado externamente pela aplicagdo ou nao de um campo magnético oscilante [31].

O potencial da hipertermia como tratamento de cancer se baseia no fato das células
tumorais serem mais sensiveis ao aumento da temperatura (=~ 41.8°C' ), quando compa-
radas com as células sadias do mesmo tipo [10]. As nanoparticulas magnéticas usadas na
hipertermia magnética devem necessariamente preencher certos requisitos para aplicagoes

biomédicas:
i) Biocompatibilidade e nao citotoxicidade [11].

ii) Aplicacao de campos magnéticos biocompativeis. A frequéncia e a amplitude do
campo magnético aplicado devem satisfazer a relacao: H.f < 4,85 x 108%, neste

intervalo sua aplicagao é segura e tolerada pelo paciente |10]

iii) Remanéncia magnética e coercividade nulas, evitando assim interagoes dipolares entre

as particulas e, portanto, agregacoes.

iv) A magnetizagao de saturagdo deve ter o maior valor possivel, garantindo assim a
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eficiencia do poder de aquecimento das particulas sob acao do campo magnético

oscilante.

A poténcia de aquecimento das nanoparticulas é quantificada atraves da taxa de ab-
sor¢ao especifica, ou do inglés Specific Absorption Rate, SAR [20] a qual é dada pela

equacao:

SAR — <mNPMCNPM + mHQOCHQO) AT (2'25)

At

mypMm
considerando que o fluido no qual as nanoparticulas se encontram é a dgua, nesta equacao
mypyM € Mpy,o Sa0, respectivamente, a massa (em gramas, ¢g) das nanoparticulas e da
agua; Cypy e Ch,o sa0 as respectivas capacidades calorificas (em J/kgK); e AT /At é a

razao entre a variagdo da temperatura (em K) e o tempo (em s). A unidade do SAR ¢

W/g.

No entanto, o SAR como descrito na equacao [2.25| nao faz referéncia a magnitude
H e a frequéncia f do campo magnético aplicado, o que nao faz possivel a comparagao
entre medidas realizadas em distintas condi¢oes. Portanto, é definida a perda intrinseca

de poténcia (ou do inglés Intrinsec Loss Power (ILP)) [32]:

SAR
H2f

ILP = (2.26)

esta equacao permite uma comparacao mais direta da poténcia de aquecimento das na-

noparticulas. A unidade de medida do ILP é nHm?/kg.

Na hipertermia magnética existem dois mecanismos de perdas de energia: as perdas
por histerese e as perdas por susceptibilidade, que por sua vez é dividida em dois meca-
nismos, as relaxacoes de Néel e de Brown. Estes mecanismos serao brevemente descritos

nas secoes subsequentes.
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2.3.1 Perdas por susceptibilidade

a)

DI

Figura 2.12: Mecanismos de perdas de energia: a) relaxagao de Néel: a particula se
encontra fixa e os momentos magnéticos seguem o campo alternado; b) relaxagdo de
Brown: os momentos magnéticos se encontram fixos e a particula gira seguindo o campo

alternado [33].

Genericamente, todos os mecanismos que levam a hipertermia magnética tém por base,
a ideia das nanoparticulas, quando sob acao de campos magnéticos alternados, absorve-

rem energia, e na sequéncia, relaxarem liberando calor ao meio.

No caso das particulas superparamagnéticas (V' < V. equagao , um dos principais
mecanismos de aquecimento € associado a instabilidade dos momentos magnéticos. Como
dito anteriormente na secao [2.2.1} no estado superparamagnético, os macrospins oscilam,
via ativagao térmica, entre os estados magnéticos. Neste caso, a agao do campo magnético
alternado, equivale a medidas mais rapidas ou, equivalentemente, a janelas de tempo de
medidas (¢,,) menores. Em decorréncia disto, no caso da frequéncia ser alta o bastante,

a janela de tempo da medida passa a ser da ordem do tempo de relaxacao (t,, ~ 7).
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Sendo assim, o sistema sai do regime superparamagnético e passa ao estado bloqueado,
adquirindo uma certa histerese. Logo, a relaxacao do sistema ao estado de equilibrio esta
associado a liberacao de calor ao meio. Esse processo de relaxacao é conhecido como
relaxagao de Néel (figura m a) e caracterizado pelo tempo 7y. A relaxagdo de Néel é

dada pela equagao [33]:

10 [TkpT KV
™ =5\ oy &P (k:BT) (2.27)

Um outro mecanismo de aquecimento ocorre na condi¢ao das nanoparticulas estarem

bloqueadas e tenham o grau de liberdade de girarem fisicamente, em torno delas mesmas,
seguindo o campo campo magnético alternado. Neste caso, a energia fornecida pelo campo
é transformada em calor por conta do atrito entre a superficie das nanoparticulas que
giram e o fluido circundante (figura b)). A esse processo de relaxagao da-se o nome
de relaxacao de Brown, por sua vez, caracterizado pelo tempo de relaxacao 75. O tempo
de relaxacao de Brown depende da viscosidade da solugao 1 e o volume hidrodinamico da
particula Vi e é dado pela equagao [33]:

_ 3V
kT

5 (2.28)

Na pratica, ambos mecanismos podem ocorrer simultaneamente e as contribuicoes
relativas sdo determinadas pela escala de tempo na qual cada mecanismo acontece [33].
Como os mecanismos de relaxagao de Néel e Brown acontecem em paralelo, logo, o tempo

de relaxagao efetivo é dado por:

1 1 1
= 4= (2.29)
T B T™N

Considerando esta equacao, fica claro que o tempo de relaxacao efetivo é dominado
pela componente de menor tempo. Portanto, a relaxacao de Brown é dominante para
particulas com maior volume em solucoes com viscosidade baixa, ja relaxacao de Néel

domina para particulas pequenas em solugoes viscosas.
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Finalmente, o SAR gerado pelas nanoparticulas magnéticas por unidade de massa
através destes mecanismos ¢ dado por:

wT

—_ 2.30
1+ w272 ( )

1
SAR == §CU[L0X0H2

onde w ¢ a frequéncia angular do campo magnético aplicado. Esta equagao fornece um
SAR maéaximo para wr = 1, definindo assim uma frequéncia critica para o sistema. Para

valores muito menores que a frequéncia critica (wr < 1), a equagao se reduz a:
L, 2
SAR ;<1 = v T poXoH (2.31)

Neste caso o SAR mostra uma dependéncia com o quadrado, tanto da frequéncia, quanto
do campo aplicado. Por outro lado, acima da frequéncia critica (wr > 1), a equagao m

se reduz a:

fhoXoH?

SARwT>>1 =
2T

(2.32)

sendo agora independente da frequéncia [33].

2.3.2 Perdas por histerese

Quando particulas ferromagnéticas sao submetidas a acao de um campo magnético
alternado de amplitude H e frequéncia f, a quantidade de calor liberado durante um ciclo

é simplesmente igual & drea da curva de histerese |1534]:
Acrea = pg f HdM (2.33)

logo, o SAR ¢é dado por:
SAR = uof f{ HdM (2.34)

esta equacao nos diz que quanto maior for a area da curva de histerese, maior serd o SAR.
As propriedades como magnetizagao de saturacao M,, anisotropia do material K, volume
da particula V| frequéncia f e a amplitude do campo, irao determinar a forma da curva

de histerese e, portanto, o valor do SAR [34,35].
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2.4 O ferro e seus oxidos

O ferro é um dos elementos mais abundantes na Terra. Encontra-se, por exemplo, em
pedras e na crosta terrestre e, ¢ fundamental para o desenvolvimento da vida, estando
presente nas células dos mamiferos e no sangue e tecidos . O Ferro metdlico (Fe”)
possui estrutura eletronica 1522s522p%3s23p%3d%4s2. Sua estrutura cristalina pode existir
em tres simetrias: aF'e, o qual é estavel até uma temperatura de 910°C', tem célula
unitaria cibica corpo centrada (bcc), como se mostra na figura Esta estrutura é de
interesse neste trabalho, como serd visto nos seguintes capitulos. Uma outra simetria que
pode apresentar o ferro metélico é o vFe, cuja célula unitaria é cubica de face centrada
(fce) e é estével entre 910 e 1390°C. O ferro metdlico poe ainda ser dF'e, que, por sua

vez, tem também célula unitaria bee e se forma acima de 1390°C .

Figura 2.13: Esquama da célula unitéria cibica de corpo centrado tipica do ferro
metalico correspondente a fase cristalina aFe

No tocante as suas propriedades magnéticas, o ferro apresenta comportamento ferro-

magnético com My = 220 emu/g e torna-se paramagnético acima da sua temperatura de

Curie T = 768°C .

Os estados de oxidagdo mais comuns do ferro sao o Fe¥* (férrico), que possui a

configuragao eletronica 1s%2s2p%3s23p53d®; e o Fe?T (ferroso), que tem a configuragio
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15%2522p%3523p83dS. Estes estados de oxidacao possuem 5 e 4 elétrons desemparelha-
dos, respectivamente. Os elétrons da camada 3d sao os que determinam as propriedades
magnéticas do ferro metélico e de seus 6xidos ,; os quais sao de particular interesse

neste trabalho, e serao brevemente descritos a continuagao.

2.4.1 Hematita

A palavra hematita tem sua origem no grego haima que significa sangue e faz referéncia
a sua coloragdo vermelha (igual a & do sangue). A hematita (a — FepOs) é o mineral
de 6xido de ferro que foi primeiro conhecido pelo homem e é encontrado em rochas e
solos. Este 6xido de ferro é extremamente estavel, tem uma estrutura cristalina corundum
(aAly03) e sua célula unitéria é hexagonal, como se observa na ﬁgura onde os atomos

de Fe estao indicados na cor marrom e os dtomos de oxigénio na cor vermelha [19)].

'jl o
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Figura 2.14: Esquema da célula unitaria da hematita hexagonal: as cores marrom e
vermelho correspondem aos ions de Fe e O, respectivamente.

Quanto as suas propriedades magnéticas, a hematita possui um comportamento pa-
ramagnético acima de T = 956 K; abaixo desta temperatura sofre uma transicao a

um estado antiferromagnético, possuindo duas subredes magnéticas com mesmo maédulo,
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porém orientadas antiparalelas. Contudo, acima de 260 K a hematita possui um mo-
mento magnético liquido resultante diferente de zero, conferindo-a um ferromagnetismo
incipiente. Este comportamento é devido a um pequeno desalinhamento das duas subre-
des magnéticas. Em 260 K a hematita sofre uma transi¢ao conhecida como transigao
de Morin, passando a um estado antiferromagnético, onde as subredes se compensam

perfeitamente [19].

2.4.2 Magnetita

A magnetita (Fe3O,4) possui uma cor preta e contém o ferro nos estados de oxidagao
Fe?t e Fet. Este 6xido tem uma estrutura cristalina spinel invertido e sua célula unitaria

¢ cibica de face centrada (figura [2.15]).

'f 11|m|.|f||1 |f|r- [ ]
jlu ﬂl mm M

Figura 2.15: Esquema da célula unitaria da magnetita ctibica de face centrada: as cores
marrom e vermelho correspondem aos atomos de Fe e O, respectivamente.

A magnetita possui um comportamento ferrimagnético a temperatura ambiente e é a
responsavel pelas propriedades magnéticas das rochas, por exemplo. Possui uma tempe-
ratura de Curie T = 850 K . Particulas pequenas deste 6xido de ferro, cujo diametro
seja menor que o diametro critico (equagao [2.19)), ou seja, < 15 nm possuem compor-
tamento superparamagnético a temperatura ambiente [37,[38] ¢ a sua magnetizacao de

saturacdao tem um valor de 90 emu/g [19].
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2.4.3 Maghemita

A maghemita (y — FeyO3) tem a mesma estrutura cristalina que a magnetita e a
mesma composicao quimica da hematita, o que atribuiu seu nome: mag da magnetita e
hemita da hematita. Este 6xido tem uma coloracao marrom e apresenta comportamento
ferrimagnético a temperatura ambiente. Particulas pequenas deste éxido de ferro, cujo
diametro seja inferior ao diametro critico (equagao , também apresentam comporta-

mento superparamagnético e a sua magnetizagao de saturagao é da ordem de 60emu/g.

2.4.4 Waustita

A wustita (FeO ) tem uma coloracdo preta e é uma fase intermedidria importante na
reducao dos éxidos de ferro, como serd visto no capitulod]. A wustita tem uma estrutura

cristalina ctibica de face centrada e apresenta um comportamento antiferromagnético [19).

[ 1]
[LLTLE
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Figura 2.16: Célula unitaria da wustita: as cores marrom e vermelho correspondem aos
atomos de Fe e O, respectivamente
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Capitulo 3

Estado da arte

Neste capitulo serao apresentados alguns trabalhos encontrados na literatura, onde o
foco da pesquisa foi a otimizagao de particulas para aplicacao em hipertermia magnética
e/ou a funcionalizagao de superficie para obtengao de sistemas multifuncionais mais ade-

quados a aplicacoes especificas.

3.1 Nanoparticulas core@shell ferro-6xido de ferro
para aplicacao em hipertermia magnética

Como mostrado anteriormente, o SAR é uma fungao direta da area da histerese
dinamica de um sistema. Sendo assim, quanto maior for a magnetizacao de saturacao
do sistema, é esperado uma area maior da histerese e, consequentemente, um maior SAR.
Nesse sentido, Zhang et al. [39] e Nemati et al. [40] exploraram um novo sistema composto
por nanoparticulas tipo core@shell de ferro@oxido de ferro. Nesse sistema os autores fi-
zeram uso de uma combinagdo de um ntcleo (core) de ferro com uma alta magnetizagao
de saturagao (220 emu/g) e uma casca (shell) de magnetita ou maghemita, que embora
tenham magnetizagao de satura¢ao menor (80— 90 emu/g), possuem como vantagem uma
alta biocompatibilidade. A estratégia desses autores foi, portanto, combinar alta magne-
tizagao de saturacao, proveniente do ferro metélico, com a conhecida biocompatibilidade,
do 6xido de ferro.

Na figura [3.1] sdo mostrados os principais resultados de Nemati et al. [40]. Em a) pode-se
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Figura 3.1: a) Nanoparticulas de ferro@maghemita sintetizadas por Nemati et al. ,
e b) curva de aquecimento gerado pelas particulas para distintos campos magnéticos
aplicados.

observar uma imagem de microscopia eletronica de transmissao mostrando em detalhes as
particulas tipo core@shell de ferro@maghemita. Na figura b) sdo mostradas as curvas de
aquecimento correspondentes a estas particulas, quando submetidas a campos magnéticos
alternados com mesma frequéncia (310 kH z) e diferentes intensidade. O maior SAR ob-
servado pelos autores foi de um valor de 1300 W/g, na condi¢do do campo alternado
aplicado com 800 Oe de amplitude. Este valor obtido para o SAR é consideravelmente
maior que o tipicamente encontrado no caso de um sistema formado por nanoparticulas
de maghemita, que, por exemplo, no trabalho de Hergt et al. foi de 600 W/g [41]. Isso

foi atribuido ao nucleo de ferro, que aumentou a magnetizacao de saturacao do sistema.

3.2 Nanoparticulas de 6xido de ferro como agentes
bifuncionais: hipertermia magnética mais foto-
termia

Alguns autores buscaram dar mais de uma funcao terapéutica ao mesmo sistema. Esse

é o caso de um trabalho desenvolvido por Espinosa et al. . Esses autores exploraram
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Figura 3.2: Esquema experimental e resultados de Espinosa et al. : a) nanocubos de
magnetita, b) setup experimental das medidas de hipertermia mais fototermia, ¢) curvas
de aquecimento gerado pelos nanocubos de magnetita nos distintos experimentos.

a capacidade de nanoparticulas de 6xidos de ferro, além de serem agentes magnéticos
para fins de hipertermia, terem também uma funcao fototérmica, simultaneamente. Para
tanto, sintetizaram nanoparticulas de magnetita com morfologia de cubos de 20 nm de
aresta, como pode ser visto na figura a). Estas particulas foram expostas a campos
magnéticos alternados, para que fosse avaliado seu potencial de aquecimento por hiper-
termia magnética, e, simultaneamente, irradiadas com um laser, com comprimento de
onda proximo ao infravermelho, visando avaliar o potencial de aquecimento do sistema
por fototermia. Desta forma o objetivo é uma combinagao dos dois efeitos (hipertermia e

fototermia), com objetivo de avaliar o SAR total gerado.

Para os experimentos, o sistema de particulas foi colocado dentro da bobina e irradiado
pelo laser e a temperatura foi monitorada por uma camera infravermelha (camera IR),
localizada atras da amostra, como se observa na ﬁgura b). As curvas de aquecimento
em funcao do tempo para duas concentragoes de nanoparticulas, mais especificamente, 12
e 25 mM, se encontram na figura c). As curvas pretas correspondem ao aquecimento
devido exclusivamente a hipertermia (sem o laser), na condigdo de um campo alternado

de 25 mT de amplitude e 520 kH z de frequéncia. J& as curvas verdes correspondem ao
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aquecimento devido & exposigao ao laser somente (com um poténcia de 0.3 W/em?), ou
seja, sem o campo magnético alternado. Finalmente, as curvas vermelhas sao a com-
binagdo de ambas as técnicas (hipertermia mais fototermia). O SAR obtido neste ultimo
caso, 5000 /g, foi consideravelmente maior que a soma dos obtidos no caso das técnicas
de hipertermia e fototermia individualmente. Com estes resultados, os autores demons-
traram que a combinacao de hipertermia e fototermia é mais eficiente do que apenas uma
delas. Neste sentido, esses autores mostraram que a ideia de dar multiplas fungoes, ou
multifuncionalizar um tnico sistema, é um campo de grande interesse do ponto de vista

das aplicagoes.

3.3 Nanoparticulas superparamagnéticas decoradas para
liberacao controlada de drogas

Na linha de dar mais de uma fungdo ao mesmo sistema, Santos et al. [43], criaram
um dispositivo, que ao mesmo tempo seria capaz de aquecer por hipertermia magnética,
e realizar uma entrega controlada de farmaco anti-tumoral (drug delivery), maximizando

o potencial terapéeutico do sistema.

Para tanto, neste trabalho os autores sintetizaram nanoparticulas superparamagnéticas
de éxidos de ferro (SPIONs), composto pelas fases de maghemita e magnetita, as quais
teriam a funcao de aquecer quando submetidas a um campo magnético alternado. Es-
sas nanoparticulas foram funcionalizadas por f— ciclodextrina (5 — C'D ) e carregadas
com clorhidrato de doxorrubicina (DOX). A DOX, neste sistema, entra como modelo
de droga antitumoral. O objetivo da funcionalizacao com a f — C'D mais DOX ¢é criar

um dispositivo de drug delivery. Um esquema ilustrativo do dispositivo é apresentado na

figura|3.3| a).

Neste trabalho, os autores estudaram a liberagao de DOX sobre a influéncia de agen-
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Figura 3.3: Resultados de Santos et al. : a) esquema representando as nanoparticulas
magnética decorada com [ — CD e carregada com DOX, b) curvas liberacao de DOX
em distintos tempos sob a influéncia de diferentes agentes externos, ¢) mecanismos de
liberacao de DOX sob a influéncia do campo magnético. Figura adaptada de .

tes externos como pH e campo magnético alternado (de frequéncia constante de 300 kH z
e intensidade de 200 Oe), como mostrado na figura b). Nesta figura, observa-se que
sob agao de campo magnético alternado (indicado por AMF) com amplitude varidvel de
modo a controlar a temperatura do sistema em 45°C' por 50 minutos, a liberacao da DOX
é mais eficiente, tanto no caso de pH = 7.4 (curva preta), como para um pH = 5 (curva
vermelha). Como pode ser visto, a liberagao neste caso chegou a 92%. A liberagao de
DOX foi menor na auséncia do campo magnético (indicado por w/o AMF), caindo para
valores de 45% e 29% para pH = 5 (curva verde) e pH = 7 (curva azul), respectivamente.
Na figura ¢) é mostrado um esquema que representa os mecanismos envolvidos no
processo de liberacao de DOX sob a influéncia do campo magnético alternado. Em um

destes mecanismos o aumento de temperatura é associado as perdas por relaxacao de Néel
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(acima), enquanto o outro por relaxacao de Brown (abaixo).

Sendo assim, os resultados de Santos et al. [43] mostram que é possivel utilizar nano-
particulas magnéticas funcionalizadas como carregadores de droga, cuja liberacao é mais

eficiente quando submetidas a uma campo magnético alternado.

3.4 Maghemita recoberta com silica para aplicacao
em hipertermia magnética

Atualmente, vem-se buscando mais e mais sistemas formados por nanoparticulas
magnéticas, cujas superficies sejam funcionalizadas, de forma a conferir ao sistema uma
dada finalidade. Um exemplo importante de funcionalizacao de superficie é a vetorizacao.
Neste caso, as superficies das nanoparticulas sao modificadas (recobertas) com algum
agente (acido félico, por exemplo) que as possibilitem serem direcionadas a determinados
tipos de tecido ou érgao, e atuem somente la. Isso mitigaria efeitos colaterais, além de
serem mais eficientes [44]. Uma das complexidades de se atingir este objetivo é como
funcionalizar a superficie de uma nanoparticula magnética, por exemplo, de magnetita.
Uma das possiveis estratégias é recobri-las com um material que seja facilmente funcio-

nalizavel, como o caso da silica (Si0y).

Neste sentido, Saavedra et al. [45] recobriram varias particulas esféricas de maghemita
de 5 nm de diametro (SPIONs) com silica mesoporosa. Estas consistem em particulas
de Si05 amorfo, repleta de poros, cujos diametros tém em média 4.6nm. O sistema final
produzido por esses autores consistiu em microesferas magnéticas (MMS), de didametro
na faixa de 0.3 — 3 pm, como representado na figura a). Os autores realizaram
medidas de hipertermia magnética em meio de cultura de células de macrofagos M1

tratadas com MMS durante 48 h. Durante esses ensaios, as células foram expostas a

*Os macréfagos sao células ndo malignas, mas que podem favorecer ou controlar o tecido tumoral |46].
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Figura 3.4: Resultados de Saavedra et al. : a) Esquema representando nanoparticulas
de maghemita recobertas por silica mesoporosa (MMS), b) variacao da temperatura do
meio de cultura de macrofagos M1 tratada com MMS durante 48 h e expostas ao campo
magnético de 200 Oe e 100kHz, c¢) viabilidade celular apds 24h de exposigdo ao campo
magnético. Figura adaptada de [45]

campos magnéticos alternados (AMF) (intensidade de 200 Oe e frequéncia de 100 kH z)
durante 60 minutos, com uma concentragao de MMS de 48 mg/ml. Foi observado que a
temperatura atingiu 44°C em 30 minutos, permanecendo constante durante a aplicacao
do campo, como mostrado na figura b). Como consequéncia a exposi¢ao ao campo
magnético alternado durante 24h, a viabilidade das células caiu a metade (indicado por
++ na figura ¢)), quando comparadas as células expostas s6 as particulas (4-), ou s6
ao campo magnético (-+). Sendo assim, os autores demonstraram que mesmo tendo uma
particula magnética recoberta por um material nao magnético, como a silica, esta nao
perde totalmente a sua capacidade de aquecimento por hipertermia magnética. Portanto,

este sistema, além de ser facilmente funcionalizavel, permanece capaz de produzir morte
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celular significativa por hipertermia magnética.

3.5 Nanoparticulas de silica multifuncionais

Um exemplo de sistema que ilustra a facilidade de funcionalizacao da superficie da
silica é o trabalho de Zhang et al. [47]. Neste trabalho os autores sintetizaram nano-
particulas mesoporosas de silica (MSNPs) funcionalizadas como agentes carregadores de
droga. Neste caso, os poros foram preenchidos com DOX e tiveram suas superficies fun-
cionalizadas com amino —f ciclodextrina, cuja funcao é aprisionar a DOX dentro dos
poros da silica. O polimero poly(ethylene glycol) (PEG) que atua como estabilizante do
sistema em condigoes fisioldgicas, foi funcionalizado com adamantano (AD) em uma ex-
tremidade. Este tultimo facilita a adesao do PEG a superficie da silica. Finalmente, a
outra extremidade do PEG foi funcionalizada com folato (F'A), que é uma vitamina que
previne e trata o cancer. Estes foram aderidos a superficie da silica, obtendo-se assim
uma particula como representada no esquema da figura a). Este dispositivo foi ba-
tizado como DOX — MSNPs — CD — PEG — FA. Os autores estudaram a liberagao
de DOX sob a influéncia de diferentes pH’s, em uma temperatura de 37°C' (temperatura
do organismo humano). Eles observaram que em condigoes acidas a liberagao da droga
foi maior, como se observa na figura b). Isso é particularmente interessante, pois é
sabido que o tecido tumoral apresenta um pH &acido, logo, é esperado que a DOX seja
liberada somente quando o dispositivo DOX — MSNPs — CD — PEG — F A estiver na

regiao afetado pelo tumor.

A nao toxicidade das particulas DOX — MSNPs — CD — PEG — F A permitiu o
estudo da eficiéncia delas como agentes carregadores de drogas anticancerigenas. Este
ensaio foi conduzido utilizando células HeLa. Estas células foram incubadas durante 24h,

e o experimento foi conduzido segundo o seguinte protocolo: a cultura de HeLa foi exposta

a DOX; ao dispositivo DOX — MSNPs—CD—PEG—F A; e ao dispositivo sem o folato,
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Figura 3.5: Resultados de Zhang et al. : a) Esquema representando a nanoparticula
de silica multifuncional (DOX — MSNPs—CD — PEG — F A) sintetizada pelos autores,
b) liberagao de droga em fungao do tempo para meios com distintos pH, ¢) viabilidade
das células HeL A apds incubacao por 24hs de DOX, DOX —MSNPs—CD—-PEG—-FA
e DOX — MSNPs — CD — PEG. Figura adaptada de [47].

ou seja, 0 DOX — MSNPs—CD— PEG (sem FA). O resultado da viabilidade celular é
apresentado na figura c). Desta figura, fica claro que a morte celular foi maior no caso
das células incubadas com o dispositivo completo, DOX — MSNPs—CD — PEG — FA.
Este resultado foi atribuido aos efeitos cooperativos do F'A (como droga responsével pela
vetorizacao) e a liberagdo da DOX sob agdo de um estimulo externo, no caso o pH.
Portanto, os autores demonstraram que é possivel obter uma particula de silica com a
propriedade de ser vetorizada as células cancerigenas e, uma vez dentro delas, por conta
do pH baixo tipico destas células, liberar drogas de maneira controlada, levando a morte

celular.
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3.6 Voértices magnéticos em nanoanéis de 6xidos de

ferro

M (emulg)
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Figura 3.6: a) Nanoanel de magnetita sintetizado por Jia et al., e b) resultado de holo-
grafia de elétrons mostrando o mapeamento das componentes da magnetizagao (vermelho:
direita, amarelo: abaixo, verde: esquerda, azul: acima), evidenciando o ordenamento tipo
vortice magnético, ¢) curva de histerese de uma arranjo de nanoanéis, onde o campo
magnético foi aplicado paralelamente ao raio dos nanoanéis. Este resultado apresenta
caracteristica de vortice magnético

Como foi dito no capitulo[I} as particulas mais estudadas para as aplica¢oes biomédicas
sao os SPIONSs; e como mostrado nas segoes anteriores, varias pesquisas tém seu foco prin-
cipalmente na funcionalizacao destas particulas. No entanto, como foi visto no trabalho
de Espinosa et al. [42] (segéo, outras morfologias, além das esféricas, podem ser explo-
radas para distintas aplicacoes. Neste sentido, um dos trabalhos que deu origem a varias
pesquisas no que diz respeito as aplica¢oes biomédicas, foi o trabalho de Jia et al. [48].
Neste trabalho, os autores sintetizaram nanoparticulas de magnetita com morfologia de
nanoanéis. A figura a) mostra um exemplo de um nanoanel cujas dimensoes sao:
160 nm de diametro externo, 85 nm de didametro interno e 50 nm de altura. Os auto-
res demonstraram que esta particula possui comportamento de vértice magnético através
de medidas de holografia de elétrons, como se mostra na figura b), onde o mapea-
mento de cores indica a direcao da magnetizacao, vermelho: direita, amarelo: abaixo,
verde: esquerda, azul: acima. A medida de magnetometria de um conjunto de particulas

ordenadas, de modo ao campo magnético poder ser aplicado paralelamente ao raio dos
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nanoanéis, encontra-se na figura[3.6)c). Do ciclo de histerese se observa a drea da curva e
uma pequena coercividade. Estas caracteristicas sao préprias do estado de vortice, como
foi descrito na segao Estes resultados levaram a Dias et al. a explorar possiveis

aplicagoes biomédicas destas particulas, como sera visto na secao seguinte.

3.7 Nanoanéis para aplicacao em hipertermia

magnética

% g
200 nm

Figura 3.7: Particulas de magnetita com distintas dimensoes sintetizadas por Dias et
al. : a)VIP1, onde a altura é menor que o diametro externo, correspondendo a uma
razao de aspecto < 1, b) VIP3, onde a altura é da ordem do didmetro externo, razao de
aspecto ~ 1 e ¢) VIP6, onde a altura é maior do que o diametro externo, isto é, > 1.

Com o objetivo de obter materiais otimizados para aplicagoes em hipertermia magnética,
Dias et al. , desenvolveram uma nova classe de particulas, denominada Vortex Iron
Ozide Particles, ou simplesmente, VIP. Este sistema foi estudado pela primeira vez
como uma alternativa as particulas superparamagnéticas em aplicacao em hipertermia
magnética. Os autores sintetizaram particulas de magnetita com morfologia de nanoanéis
em dimensoes distintas, dentre as que se destacam trés delas, segundo suas razoes de
aspecto ﬁ a) altura menor que o diametro externo, ou seja, razao de aspecto menor que

1, a qual foi denominada VIP1; b) altura da ordem do diametro externo, ou seja, razao

YA razao de aspecto é definida como a altura do nanoanel dividida pelo didmetro externo da nano-
particula.
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de aspecto da ordem de 1, denominada VIP3; e, finalmente, c), onde a altura é maior que
diametro externo, fazendo com que a razao de aspecto seja maior que 1. Esta ultima foi
chamada de VIP6. Como apresentadas na figura[3.7, a VIP1 se assemelha a um nanoanel,

enquanto a VIP6 pode ser considerada um nanotubo.

Os autores realizaram um estudo sistematico do potencial destes nanoanéis para
aplicagao em hipertermia magnética, para isso, as particulas foram submetidas sob acao
de uma campo magnético alternado de amplitude de 300 Oe e frequéncia 300 kHz. A
curva de aquecimento destas e outras particulas sintetizadas pelos autores, se observa na
figura b). Para as particulas VIP1, VIP2 e VIP3 foram obtidos os valores de SAR
de 1004, 831 e 804 W/g, respectivamente. Estes valores obtidos sdo consideravelmente
maiores que os tipicamente observados para os SPIONs, e foram atribuidos ao fato da
configuracao magnética deste sistema ser vortice, e nao superparamagnético, como é o
caso dos SPIONs. Os autores argumentam que, no caso de um vortice, embora a curva
de magnetizacao em fun¢ao do campo magnético quasi-estatico (ou equivalentemente, um
campo alternado com f =~ 0kHz) apresente coercividade e remanéncia nulas, esta curva
também apresenta uma expressiva histerese, como se mostra na figura a), que corres-

ponde a simulagoes realizadas pelos autores, para as particulas VIP1, VIP2 e VIP3.

E importante lembrar que o fato da coercividade e remanéncia serem nulas ¢ absoluta-
mente requerido para aplicagoes em nanomedicina (seg:éo, e que o SAR é proporcional,
tanto a area da histerese, quanto a frequéncia do campo magnético alternado, ou seja,
SAR o f § HdM. Baseado nisso, os autores concluem que o grande SAR observado nos
nanoanéis, tem origem no fato de um vértice apresentar uma drea expressiva, mesmo em
baixa frequéncia (histerese quasi-estética). Este fato torna as VIPs muito mais eficientes
para aplicacoes em hipertermia magnética, que os tradicionais SPIONs, visto apresen-

tarem um SAR muito maior e preservarem os principais requerimentos para aplicacoes



48

biomédicas, isto é, biocompatibilidade, remanéncia e coercividade nulas.
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Figura 3.8: a) Resultados das simulag¢oes micromagnéticas de histereses das VIPs sin-
tetizadas e b) medidas de hipertermia magnética obtidas por Dias et al.

Estes autores realizaram ainda ensaios in vitro de viabilidade celular destes sistemas.
Para tanto, utilizaram células embrionédrias humanas de linhagem renal (HEK). Inicial-
mente, estas células foram encubadas durante 24h com cada um destas amostras (VIP1,
VIP3 e VIP6). Apesar da morfologia (tamanho e forma) das VIPs serem bem peculiares,
a analise de viabilidade celular nao mostrou qualquer efeito de citotoxicidade. Isso permi-

tiu aos autores realizarem experimentos de hipertermia in vitro em funcao do tempo de
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exposi¢ao ao campo magnético alternado. Estes resultados estao apresentados na figura

5.9

Controle VIP1 VIP3 VIP6

a b 4 C d
®

70

Morte Celular (%)
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Figura 3.9: Resultados de hipertermia in vitro obtidos por Dias et al. durante dis-
tintos tempos de exposigdo ao campo magnético: a) grupo controle, b) particulas VIP1,
c¢) particulas VIP3 e d) particulas VIPG.

Por questoes de ordem pratica, os ensaios de hipertermia in wvitro foram realizados
com uma concentracao de nanoparticulas substancialmente inferior aquela utilizada nas
medidas de SAR (aproximadamente uma ordem de grandeza menor). Possivelmente, em
virtude desta diferenca de concentracoes, nao foi observada qualquer alteracao da tem-
peratura da cultura de célula ao longo destes ensaios. Entretanto, como pode ser visto
na figura |3.9] fica claro que a presenga das VIPs, submetidas ao campo magnético, po-
tencializou a morte celular, sobretudo, quando comparado ao grupo de controle (sem a
presenga das VIPs). Essa aparente inconsisténcia entre o fato de nao ter havido entrega
de calor pelas VIPs e a morte celular observada, foi desfeita pela andlise de microscopia

eletronica destes sistemas. A anédlise de TEM desse sistema demonstrou que as particulas
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foram internalizadas nas células HEK (ver ﬁgura em grandes quantidades. Portanto,
concluiram que a morte celular observada nos ensaios in vitro foi devido ao processo de
hipertermia intracelular. Em outras palavras, embora a concentracao de VIPs seja em
média baixa, no interior das células esta pode ser uma ordem de grandeza maior que a

utilizada nos testes de SAR.

Com estes resultados Dias et al. demonstraram que as VIPs foram internalizadas
pelas células, e sao capazes de produzir uma morte celular significativa mediante hiper-

termia magnética.

Figura 3.10: Resultados de internalizacao das particulas no trabalho de Dias et al. ,
a imagem de Microscopia Eletronica de Transmissao no modo Varredura corresponde a
uma se¢ao das células HEK. As setas vermelhas indicam as mitocondrias das células e as
setas azuis indicam as particulas internalizadas.

3.8 Nanoanéis como agentes de ensaios n vivo para
tratamentos de tumores

Outros autores que, simultaneamente, estudaram a aplicacao de nanoanéis de mag-

netita para hipertermia magnética foram Liu et al. . Eles sintetizaram nanoanéis
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com diametro externo de 70nm, altura de 50nm e uma razao entre o diametro externo
e interno de 0,6. Estas particulas foram denominadas FVIOS fazendo referéncia a seu

comportamento Ferrimagnético e de Vortice.

Liu et al. estudaram o comportamento do SAR gerado pelas FVIOS a diferentes
amplitudes e frequéncias de campo magnético, como mostra a figura a), e observaram
que em campos de até 3000e o SAR tem um valor de 2501/ g; acima deste valor de campo
e até 500 Oe, o SAR aumenta, e a continuagao, sofre uma diminuicao. Logo, num campo
de 700 Oe o valor do SAR atinge seu valor maximo, o qual é mantido até 800 Oe. Este
comportamento foi observado para duas frequéncias de campo: 400 kHz e 180 kHz. O
méximo valor do SAR obtido pelos autores foi de 3050 W/g, numa frequéncia de 400
kHz e 740 Oe. Os autores atribuiram este grande valor do SAR as perdas por histeresse,
cuja origem é comportamento de vértice magnético dos nanoanéis. Tal comportamento
foi estudado através de simulagdes micromagnéticas e comparado com medidas de um
conjunto de particulas, como mostrado na ﬁgura b). Nesta figura, pode ser observado
que para valores de campo de 700 Oe, a magnetizacao se encontra perto da saturagao, o

que se reflete no maximo valor do SAR obtido.

Além disso, os autores também realizaram testes in vitro com este sistema. Para tanto,
os autores incubaram células de cancer mamério (MCF-7) com distintas concentragoes de
dois tipos de particulas, as FVIOS e Resovist H O objetivo foi comparar o potencial
de hipertermia magnética entre esses dois sistemas. Apds a incubacao, as células foram
submetidas a acdo do campo magnético (500 Oe e 400kH z) durante 10 min. A figura
3.12| a) mostra os resultados de viabilidade celular, onde é possivel observar que o grupo

das FVIOS mostrou maior eficiéncia que os SPIONs. Para as FVIOs a viabilidade celular

fResovist é o segundo tipo de particulas superparamagnéticas de éxido de ferro desenvolvidas para
agente de contraste por ressondncia magnética [504/51]
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Figura 3.11: Resultados de Liu et al. . a) Comportamento do SAR gerado pela
FVIOS em fungao do campo magnético aplicado; b) Comparacao das curvas de magne-
tizagdo em fungao do campo obtidas por simula¢ao micromagnética (curva rosa) e medidas
de um conjunto de nanoparticulas (curva azul).

caiu para valores de 40 e 13%, em concentragoes de nanoparticulas de 50 e 150 pg/ml,
respectivamente. Por outro lado, para as particulas Resovist (SPIONs), a viabilidade foi
de 85% para a concentragao de 150 pg/ml. Isto demonstrou, mais uma vez, a eficiéncia

das particulas de magnetita com morfologia de nanoanéis em ensaios in vitro.

O sucesso dos ensaios in vitro levou esses autores a realizarem ensaios de hipertermia
in vivo. Nesses testes foram utilizados ratos portadores de tumores, cujos volumes iniciais
eram de ~ 500mm?>. Os ensaios foram conduzidos injetando 150 ug de particulas (FVIOS
ou Resovist) diretamente na regiao do tumor. Na sequéncia, os ratos foram submetidos
a tratamentos por hipertermia magnética. A hipertermia foi realizada com um campo
magnético de 400 Oe de amplitude durante 10 min. A temperatura da regiao do tumor
foi monitorada por uma camera de infravermelho. Foi observado que a temperatura atin-
giu um valor de 44°C' em 200 s. Esta temperatura foi mantida durante os experimentos.
O tratamento foi didrio e teve uma duragao de 40 dias. O volume do tumor foi monito-

rado ao longo de todo o processo, como se observa na figura b). Para os tratamentos
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Figura 3.12: a) Comparagao de ensaios de viabilidade celular (in wvitro), obtidos da
cultura de células encubadas com as nanoparticulas de 6xido de ferro ferrimagnéticos no
estado de vértice (FVIO), sem exposigao ao campo magnético alternado (curva preta);
com exposi¢ao de 10 min (curva azul); e com as células incubadas com o Resovist (SPI-
ONs) expostas as mesmas condigbes de campo (curva vermelha). b) Comparagao da
evolucao do volume do tumor em testes in vivo em ratos obtidos ao longo de um trata-
mento de 40 dias, de doses diarias de 10 min de exposicao ao campo magnético de 400
Oe de amplitude. A curva vermelha é o tumor tratado com FVIO, a azul é a tratada com
SPIONS, e a preta é o grupo controle [49].

com o grupo de particulas FVIOS, uma diminuicao consideravel do volume do tumor foi
observada desde o primeiro dia de tratamento com hipertermia magnética e, a partir do
sexto dia para frente, o tumor foi totalmente eliminado. J&, para o tratamento com as
particulas Resovist, foi observado que apds 40 dias de tratamento, o volume do tumor

diminuiu numa razao de aproximadamente 25%.

Com estes resultados, os autores demonstraram que as particulas de magnetita com
morfologia de nanoanéis (denominada por eles FVIOS) sao capazes nao sé de induzir a
morte celular em ensaios in vitro, mas também sao eficientes no tratamento de tumor
mediante hipertermia magnética, produzindo uma reducao do tumor maior do que a

produzida pelas particulas superparamagnéticas.
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Capitulo 4

Sintese de amostras

Neste capitulo serao apresentados os detalhes das sinteses dos sistemas de amostras
estudados neste trabalho. Para obter a morfologia de nanoanel desejada, inicialmente
foram sintetizadas as particulas de hematita (o — FesO3). Em seguida, estas particulas
foram submetidas ao processo de reducao em distintas condigoes (variando temperatura
e tempo), com o objetivo principal de obter as particulas de ferro metélico-magnetita
com distintas porcentagens de cada uma das fases (0F'e — Fe304), onde 0 indica a por-
centagem da fase do Fe. Finalmente, as particulas de (0Fe — FezO,), para § = 5 e
50% , foram recobertas com Si0,, visando obter particulas que futuramente podam ser

multifuncionais

4.1 Sintese dos nanoanéis de o — F'e;0O3

Em primeiro lugar, foi realizada a sintese hidrotérmica das particulas de hematita
(av — Fes03), baseado no trabalho de Jia et al. [48]. Para isso, foi necessario o desenho e
a fabricacao de um reator que suportasse uma temperatura relativamente alta (220°C'), e
a0 mesmo tempo, seja capaz de fornecer alta pressao durante a sintese. A partir destas
condicoes, foi fabricado no laboratorio de mecanica do CBPF, um copo de aco inox, que
contém dentro dele um copo de teflon de 100 m! de capacidade, como se observa na figura

a). A este tipo de reator deu-se o nome de reator hidrotérmico. O copo de ago inox é
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fechado com parafusos do mesmo material, como se observa na figura b), fornecendo
assim protecao ao copo de teflon, dentro do qual serd colocada uma solugao aquosa, que

sera submetida ao tratamento térmico para a formacao das particulas de a — Fe;Os.

Figura 4.1: Reator hidrotérmico fabricado para a sintese das particulas aFe;Os: a) é
possivel observar o copo de teflon dentro do copo de ago inox; em b) o reator encontra-
se fechado para ser levado no forno a uma temperatura de 220°C. A escala da régua
encontra-se em mm.

Esta solugao aquosa consiste em 0, 02M de cloreto de ferro (I1I) hexahidratado (FeCl36 H,O),
5,5 x 107*M de sulfato de sédio (NaySO,) e 3 x 107*M de fosfato de sédio hidratado
(NaHyPO,H>0). Um volume de 80 ml da solugao é levado no reator hidrotérmico para
um tratamento a uma temperatura de 220°C' durante 48 horas. Apods deixada esfriar até
temperatura ambiente, a solugao foi lavada e centrifugada varias vezes com agua desti-
lada, etanol e acetona. Finalmente, foi secada em uma estufa a 80°C' durante 12 horas,

obtendo-se ~ 120 mg um pé vermelho como se mostra na figura [4.2

Durante esta sintese, inicialmente sao formadas nanoparticulas esféricas de a— Fe5Os,

pois, na condicao acida (pH = 2) e na alta temperatura (220°C') em que a reacao é con-
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Figura 4.2: Particulas de hematita em forma de p6 vermelho.
duzida, os fons de Fe*? reagem com o oxigénio da dgua formando os cristais de hematita:
F6+3 + 02 — F€203 (41)

resultando inicialmente na formagao de particulas esféricas (figura [4.3 (i)).

Contudo, em um sistema aquoso, a superficie dos atomos de ferro coordena com grupos
hidroxila ou moléculas da agua compartilhando seus pares de elétrons. As moléculas da
dgua geralmente dissociam [ resultando numa superficie recoberta por grupos hidroxilas.
Pares de hidroxilas simples adsorvem aos planos (110) e (100) da hematita. No entanto,
essa adsorgao é muito fraca para o plano (001), devido a falta de grupos hidroxilas coor-

denados individualmente.

Na presenca de fons de fosfato e sulfato, estes sao coordenados as hidroxilas adsorvidas
nas superficies perpendiculares aos (110) e (100) da o« — FeaO3. Assim, o crescimento na

diregao dos planos (110) e (100) é restringido, por conta dos fons de fosfato e sulfato, e

* A Dissociacao consiste na separagio de um composto em cations e anions: HoO + HoO — H30T +

OH~
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resta as particulas de hematita crescerem ao longo da dire¢ao (001), o que induz a mor-

fologia de capsula.

O crescimento das nanoparticulas em forma de capsula comeca pela dissolucao da

a — Fey03, que acontece da seguinte maneira:

FeyO3 4+ 6HT — 2Fe™ + 3H,0 (4.2)

A formacao dos anéis ocorre a través da dissolucao preferencial da o — Fes(O3 ao longo
do eixo c¢. Os fons de fosfato e sulfato aceleram a dissolucao mediante sua coordenagao

com os ions férricos:

Fe*™ + xHyPO, — [Fe(PO,Hy),)> ™" (4.3)

Fe*t + 2507 — [Fe(SO,)x)** (4.4)

Porém, a afinidade de adsorcao dos ions de sulfato na a — FeoO3 é muito menor em
comparagao com os ions de fosfato, por tanto, os papéis de ambos ions na formacao dos
nanoanéis deve ser diferente. Os ions de fosfato atuam como um controlador de forma
para induzir um crescimento anisotrépico em formato de cdpsulas (figura (ii)) e a
razao de aspecto da particula; e incrementada com o aumento da razao entre os ions
de fosfato e os ions férricos. Por outro lado, os fons de sulfato favorecem a dissolucao

da a — Fey03, devido ao seu efeito de coordenagao com os fons férricos, resultando na

formacao do buraco (figura 4.3 (iii)).

Variando a razao dos ions de fosfato e sulfato em relacao aos fons férricos, é possivel
obter uma série de nanoestruturas controlando o tamanho, a sua morfologia e arquitetura,

como se mostra na figura |4.3



58

(i) Formagao (ii) Crescimento em (iii) Disolugao-
dos nucleos de formato de capsulas formacdo do buraco
o — F32 03

Fe*3

-;.-1-#)( +#
g +
-{;_ +
N b 2
+
+
g ¥
ki’ 4'* w :Jr
k’! ...H'*k Fet?
nucleos l'
,tﬂ x
+ PQ,*
= 504-2

Figura 4.3: Esquema da formagao dos nanotubos de hematita por mediagao dos ions de

fosfato e sulfato. Figura adaptada de

4.2 Reducao dos nanoanéis de a — F'e;O3 para
0Fe — F€304

Como a hematita (aw — FesO3) nao possui propriedades magnéticas interessantes para
algumas aplicacoes, sobretudo aquelas que precisam de alta magnetizacao de saturacao,
como hipertermia e separacao magnéticas, uma alternativa é reduzir o Fe? nessas amos-
tras, visando a obtencao de outros compostos, cujas fases magnéticas sejam interessantes.
Sendo assim, as particulas de o — F'e;Os, obtidas na sintese hidrotérmica, foram subme-
tidas a reacao de redugao para obter o sistema de ferro metélico-magnetita 6 F'e — FezOy,
onde § indica a porcentagem da fase de Fe®. Para isso, foi desenvolvido um reator como
mostrado na ﬁgura a), no qual aproximadamente 30mg de particulas de o — FesO3 sao

colocadas sobre uma placa porosa de 1em de diametro, por onde é atravessado um fluxo
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de uma mistura de gés, Ha/Ar 10 %, (indicado na figura com setas amarelas). O reator
foi projetado de modo que o fluxo de gas permeie toda a amostra, a um fluxo constatnte.
Este fluxo foi padronizado como 70ml/min durante todos os tratamentos térmicos reali-
zados nesse trabalho. No topo do reator é colocado papel aluminio para assim evitar que

as particulas sejam levadas pelo fluxo de gés.

Fluxo de

Figura 4.4: a) Reator usado no processo de redugao, as setas amarelas indicam o sentido
do fluxo de gés. O quadro vermelho mostra as dimensoes do reator e a localizacao da
placa porosa, acima da qual sao colocadas a particulas de o — Fes0O3 a serem reduzidas.
b) Particulas apds o processo de redugao respondendo a presenga de um ima perto delas.

Neste reator foram feitos tratamentos térmicos em distintas condicoes. Inicialmente,

foram realizadas as redugoes onde foi mantido o tempo de tratamento constante (2h) e
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foi variada a temperatura de redugao (300, 350, 380 e 400°C'). Num segundo experi-
mento, foi mantida a temperatura constante (400°C) durante o tratamento e foi variado
o tempo de redugao (0.5, 1, 1.5, 2, 3 e 4h). O objetivo destes experimentos foi estu-
dar a dinamica da redugao, e assim definir as condi¢oes onde o sistema a — FesOs, é
reduzido totalmente (isto é, até ser conseguido o maior percentual de ferro metélico) e,
assim, estabelecer um diagrama de fase em funcao do tempo de reducao e da temperatura
da formacao dos diferentes 6xidos de ferro. Apds finalizado o processo de reducao, as
particulas de 6 F'e — Fe30, foram resfriadas até a temperatura ambiente, onde o fluxo de
gas é mantido. A primeira indicacdo de que o processo de reducao foi bem sucedido é a
mudanca de cor das particulas, pois a amostra, originalmente vermelha, apdés a reducao
passa a ser preta e a responder a presenca de um ima, como mostrado na figura 4.4
b). Em geral, o processo de redugdo é simples mas os parametros experimentais como

a massa, temperatura, concentragao de Hs e a razao do fluxo de gés sdo fundamentais [53].

O processo de reducao pode acontecer de duas formas diferentes. No primeiro caso,
num mecanismo de dois passos, partindo da hematita é obtida a magnetita, e logo, ferro

metalico:

F€203 — F€304 — Fe (45)

onde acontecem as seguintes reagoes [53]:

3F6203 -+ H2 — 2F€304 + HQO (46)

0.25F€304 + HQ — 0.75Fe + HQO (47)

Essa reducao também pode ocorrer por um mecanismo de trés passos, onde existe um

passo intermediario entre a magnetita e o ferro metélico, formando a wustita:

FeyO3 — FesOy — FeO — Fe (4.8)
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neste caso, acontecem as seguintes reagoes [53]:
1.202F€304 -+ H2 — 3.808F€0.947O —+ HQO (49)

F€0.947O + Hy — 0.947Fe + HQO (410)

Sendo assim, mediante a realizac¢ao de vérias redugdes em distintas condigdes (variando
a temperatura e tempo), espera-se ser possivel determinar o mecanismo presente em cada

uma das condigoes de reagao.

4.3 Recobrimento dos nanoanéis de 0 F'e — Fe304 com

S10;

O recobrimento das particulas de §F'e — Fe3Oy, para § = 5 e 50%, com silica (Si0s)
foi realizado pelo método de Stober modificado [f| mediante a hidrélise [f] do tetraetil ortos-
silicato (TEOS, cuja férmula quimica é Si(OCyHj),) na presenca das particulas. Neste
processo, 30mg das particulas de dFe — Fe3O, sao dispersadas em 40ml de dgua des-
tilada (H20), 160ml de etanol (CoHsOH) e 5ml de hidréxido de amoénia (NH,OH),
mediante banho ultrassonico durante 15 minutos. Em seguida, esta solucao é sujeita a
agitacao mecanica violenta e é adicionado gota a gota 1ml de TEOS. A agitagao é mantida
a temperatura ambiente durante 24 horas. Em seguida, a solucao é lavada varias vezes

com agua usando separacao magnética e secada a temperatura ambiente durante 12 horas.

A reacao quimica que ocorre no processo da formacao de SiOy pode ser resumida da

seguinte forma [55]:

tNo ano 1968, Stober et al. conseguiram sintetizar esferas de SiO; monodispersadas com tamanho
controlado pela primeira vez, em homenagem a ele o método de sintese leva seu nome [54]

tHidrélise é uma reacao da dgua com outro composto quimico para formar dois ou mais produtos, que
envolve a ionizagdo da dgua e usualmente a divisdo do outro composto [55].
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é importante notar que, segundo a equagao [£.11], num processo intermedidrio, se tem a

formacao do dcido ortossilicico (Si(OH)4).

OH HO OH OH
Fe-Fe,0, Fe-Fe;0,
HO\ \ 0] OH

HO OH HO  OH si” si” Nsi”

\Sl/ \S| / \0/ oo N

({ }) O/ N + nSi(OH); — .‘.:'.:'.::'.'.'.'.:'.'.'.'.i'.:'.::'.'.'.'. + 2nH,0

0 N
| | | Si/ Sl/

Figura 4.5: Esquema do processo de formacao das particulas de dFe — Fe30,@QS570,.
Figura adaptada de

Um esquema representando o mecanismo da formacao da camada de silica é mostrado
na figura [4.5l Todo o processo pode ser descrito em trés passos: em primeiro lugar, os
OH ™ nasuperficie da FezO, podem reagir com os OH~ dos Si(OH )4 e subsequentemente
a primeira camada de recobrimento é formada. Em segundo lugar, com o incremento do
tempo, a reagdo comeca entre os OH~ dos Si(OH), formados permitindo a formacao

camada sobre camada . Finalmente, sao obtidas as particulas de d Fe — Fe304QS570.
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Capitulo 5

Técnicas experimentais

Neste capitulo serao apresentados conceitos basicos das técnicas de caracterizacao
utilizadas neste trabalho, assim como detalhes dos ensaios de citotoxicidade e viabilidade

celular realizados.

5.1 Difracao de raios-X (DRX)

Uma das técnicas de andlise estrutural e microestrutural mais empregadas para iden-

tificar os diferentes materiais é a Difracao de raios-X, ou simplesmente DRX.

dhk\ ’ ; /

Figura 5.1: Esquema representando a difracao de raios-X por um cristal

A figura mostra uma se¢ao de um cristal onde seus dtomos estao arranjados em
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uma série de planos paralelos, separados entre si por uma distancia dpy; (onde h, k, [ sdo
os indices de Miller e designam uma determinada familia de planos cristalinos). Suponha
que um feixe de raios-X, perfeitamente paralelo e monocromatico, de comprimento de
onda A, incida no cristal, com um angulo de incidéncia 6, em relacao a familia de planos
cristalinos em questao [57]. Os feixes de raios-X dependendo do angulo 6, sao semirefle-

tidos ao interagir com cada plano (camada atomica) [58].

Nesta geometria, a diferenca de caminho 6ptico entre os raios espalhados por planos
adjacentes sera 2d sin #. Quando essa diferenca de caminho éptico for igual a um nimero
inteiro de comprimentos de onda, isto ¢, quando for igual a n\, ocorre uma interferéncia

construtiva da radiacao espalhada por planos sucessivos, logo [59]:
n\ = 2dhkl sin 0 (51)

Esta famosa equacao é conhecida como a Lei de Bragg. Medindo 6 e conhecendo A\, a
distancia interplanar, dp;, pode ser determinada e, com isso, pode ser identificada a es-

trutura cristalina do material [60].

Neste trabalho foram realizadas medidas de DRX nas particulas antes e depois do
processo de redugao. FEstas medidas foram realizadas utilizado um difratometro de pé
da marca Panalytical, modelo X’PERT Pro, disponivel no Laboratério Multiusuario de
raios-X do CBPF. Este difratometro opera em geometria Bragg-Brentano e tem como
fonte de raios-X um tubo de cobre, cuja energia é 8.04 keV e o comprimento de onda da
linha Kaynegio A = 1, 54184A. A optica deste difratometro conta com um monocromador
de carbono que, além de eliminar boa parte da radiacao de background gerada pelo tubo
de Cu (K3 e radiacao de bremsstrahlung), também elimina o problema da contaminacao
por parte da fluorescéncia do Fe. Os difratogramas foram medidos em uma faixa angular

de 26 compreendida entre 20° até 80°, com passo de 0,017°.



65

Para a identificacao e quantificacao das fases cristalinas presentes nas amostras, os
difratogramas foram refinados pelo método de Rietveld utilizando o pacote aberto Full
Prof |61]. Foram utilizados padroes disponiveis na base de dados de estrutura cristalina
inorgénica (ou do inglés Inorganic Crystal Structure Database, 1CSD). Estes padroes
correspondem as fases de hematita (o — FeaOs3), magnetita (FezO,), maghemita (7 —
Fe;03), wustita (FeO) e ferro metalico (Fe). Na figura[5.2)sdo apresentados as difragoes
desses padroes e na tabela encontram-se algumas caracteristicas cristalograficas. E
importante destacar que as fases da magnetita e da maghemita tém estrutura cristalina
muito semelhantes (simetria spinélio invertido). Por conta disso, no refinamento realizado

nao puderam ser diferenciadas uma fase da outra.
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Figura 5.2: Difratogramas padroes das possiveis fases presentes nas amostras apds o
processo de redugdo: a) hematita; b) magnetita; c¢) maghemita; d) wustita; e) ferro

metalico.



Tabela 5.1: Propriedades cristalograficas do ferro e seus 6xidos
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Fase

Sistema cristalino

Tipo de estrutura

Grupo espacial

Parametros da célula unitaria

Hematita

Trigonal

Corundum-Al,Os

R -3 ¢ H(167)

a="5038A
b=5038(2)A
c=13.772(12)A
a=90°
B=90°
v =120°

Magnetita

Cubico

Spinel-Aly M g0,

Fd-3mZ(227)

a = 8.3941(7)A
b= 8.3941(7)
¢ =8.3941(7)

a=90°
B=90°
7 =90°

Maghemita

Cubico

Spinel defeituoso

Fd-3m7(227)

a=84053(1)A
b=8.3941(7)
¢ = 8.3041(7)
a=90°
B=90°
v =90°

Waustita

Cubico

NaCl

Fm-3m (225)

a=4.30(4)A
b=430(4)A
c=430(4)4
a=90°
B=90°
7 =90°

Ferro

Cubico

bee-W

[m-3m (229)

a=293154

b= 293154

c= 293154
a=90°
B=90°
= 00°
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5.2 Absorcao de raios-X

A espectroscopia de absorcao de raios-X, ou do inglés X-ray Absorption Spectroscopy
(XAS), é uma técnica analitica usada para a caracterizacao de materiais. Nela, um féton
de energia E ¢é absorvido por um elétron de caroco de uma dada espécie atomica, com
energia de ligacao FEy. FEste elétron é entao excitado para um estado desocupado, logo
acima do nivel de Fermi, deixando um buraco em seu estado inicial. Um periodo curto de
tempo depois (1 ou 2 femtosegundos), o d&tomo (ou fon) em questao retorna ao seu estado
fundamental, via o decaimento de um elétron de uma camada mais externa, preenchendo
o buraco criado. Nesse processo de decaimento é emitido um féton. Este processo é
conhecido por fluorescéncia de raios-X. E esse 0 mecanismo microscopico envolvido na
geracao de radiagao em um tubo de raios-X, como o que foi utilizado nos experimentos de
DRX apresentados na se¢ao anterior. Alternativamente, a energia do elétron da camada
mais externa, pode causar a emissdao de um elétron Auger [62]. Quando os raios-X de
intensidade [ incidem sobre a amostra, o grau de absorcao depende da energia E do
foton e da espessura t da amostra. De acordo com a Lei de Beer-Lambert, a intensidade

transmitida [; é dada pela equacao:

I,(t) = Ie BN

onde u(FE) é o coeficiente de absor¢ao de raios-X e o produto pu(E)t é denominado ab-
sorvancia. Em geral, o coeficiente de absor¢ao pode ser determinado medindo as inten-
sidades dos raios-X incidentes I e transmitidos /; (medida no modo transmissao), como

mostrado na figura [63].

Neste trabalho, foram realizadas medidas de Absorcao de raios-X em torno da borda
de absor¢ao K do ion de Ferro, ou do inglés X-ray Absorption Near-Edge Structure (XA-

NES). Nestas medidas é analisada a posi¢ao e a forma da borda de absorcao, a qual pode
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amostra

t

e

Figura 5.3: Esquema da medida de absorcao de raios-X no modo transmissao, indi-
cando as intensidade dos raios-X incidentes (1j) e transmitidos (/;) para uma amostra de

espessura t [63].

Figura 5.4: Amostras para as medidas de XANES: a) pastilha de o — Fe;03 no porta
amostra, que serd levada no forno da linha de luz para o tratamento térmico; b) com-
paracao das pastilhas antes (cor rosa) e depois do processo de redugao (cor cinza)

ser relacionada ao estado de valéncia do dtomo absorvedor [64]. As medidas de XANES
foram realizadas na linha de luz DXAS , do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS). Esta linha possui uma 6ptica dispersiva e por isso possibilita que um espectro
seja adquirido em segundos, permitindo, desta forma, o acompanhamento do processo de

reducao in situ.
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Figura 5.5: Espectros de XANES de amostras padroes do ferro e seus éxidos: a) hema-
tita; b) wustita; c¢) magnetita; d) maghemita; e) ferro metélico.

Sendo assim, as particulas de o — FlesO3 foram submetidas a um tratamento térmico

numa temperatura de 400°C' durante 6 horas sob o fluxo de gés de Hy/He 5%. A tempe-

ratura inicial foi de 22°C, e atingiu-se a temperatura alvo (400°C') com rampa de aqueci-

mento de 13°C'/min. Apds 6 horas de redugao a amostra foi resfriada a uma temperatura

igual a temperatura inicial, com uma taxa igual a taxa de aquecimento. Os espectros

foram coletados a cada ~ 1min durante todo o processo. A faixa espectral coletada foi da

ordem de 300eV em torno da borda do Ferro, isto é, desde 7035 até 7300eV . Sendo assim,

foram obtidos um total de 264 espectros. Também foram medidos os espectros de amos-
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tras padrao de cada uma das fases do 6xidos de ferro: magnetita (Fe3O,), maghemita
(7 — Fey03), wustita (FeO) e ferro metalico (Fe). Estes espectros se encontram na figura
b.5l As anélises dos espectros in situ foram realizadas no programa Athena, no modo
combinagao linear dos espectros padrao. Isto permitiu estudar a dinamica da formacao

das distintas fases de éxidos de ferro.

As amostras foram preparadas em forma de pastilha, para o qual 5mg de a@ — Fes05
em forma de pé e 95mg de nitreto de boro (N B) (o qual nao absorve raios X, de forma que
toda a absor¢ao medida corresponda s6 a amostra), foram maceradas até a obtencao de
uma mistura homogénea. Na sequéncia, foram levadas a uma prensa para ser submetidas
sob pressao durante um minuto. A figura a) mostra a pastilha de o — Fe O3 ja
no porta amostra, que serd levada no forno da linha de luz para o tratamento térmico,
visando o acompanhamento da reducgao in situ; na figura b) é possivel observar uma
comparagao na cor das pastilhas antes e depois do processo de reducao, mudando de rosa

para cinza.

5.3 Microscopia Eletronica

Os microscépios eletronicos usam elétrons para a geragao de imagens, de maneira si-
milar a que os microscopios de luz usam a luz visivel. Existem dois tipos principais de
microscépios eletronicos: o Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) e o Microscépio
Eletronico de Transmissao (MET). A seguir, serdo descritos os principios basicos de fun-
cionamento do MEV e MET, assim como as condigoes experimentais utilizadas neste

trabalho.

5.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

O Microscopio Eletronico de Varredura, ou do inglés Scanning Electron Microscope,

usa uma serie de bobinas para varrer um feixe de elétrons focalizado sobre a superficie
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da amostra . Primeiramente, os elétrons sao gerados por uma fonte no topo de uma
coluna, a qual deve estar em vacuo para evitar contaminacoes, vibracoes, ruido e assim
otimizar a aquisicao de uma imagem de alta resolucao. Os elétrons gerados sao acelerados
e atraidos pelo anodo carregado positivamente, para logo passar por uma combinacgao de
lentes (condensadora e objetiva), que produzem um feixe focado que atinge a superficie

da amostra [67], como se mostra na figura .

Fonte de elétrons

[ ] J ! Anodo
< > Lente condensadora

.' | | \ Bobinas
Detector ﬁ C > Lente objetiva
B T, N
[ !

] Amostra

Figura 5.6: Principais componentes do Microscopio Eletronico de Varredura. Figura

adaptada de

Os elétrons do feixe interagem com a amostra produzindo varios sinais que sao usados
para obter imagem da topografia e composicao da amostra. Os tipos de sinais produzidos
a partir das interagoes do feixe de elétrons com a amostra incluem: elétrons secundarios,
elétrons retroespalhados, raios-X caracteristicos e outros fotons de distintas energias .
Os dois primeiros sinais sao utilizados para a formacao da imagem. Os elétrons retro-
espalhados véem de regioes mais profundas da amostra e pertencem ao feixe de elétrons

primério e sao refletidos apoés as interagoes elasticas entre o feixe e a amostra. Por outro
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lado, os elétrons secundarios vém da superficie da amostra e sao o resultado das interagoes
ineldsticas entre o feixe de elétrons e a amostra . Estes sinais sao coletados por um ou

mais detectores para formar a imagem, a qual é mostrada na tela de um computador.

Neste trabalho, foi utilizado o Microscopio Eletronico de Varredura de Alta Resolugao
Jeol 7100 operado a 10kV, disponivel no Laboratorio Multiusuario de Nanociéncia e Na-
notecnologia (LABNANO) do CBPF. As amostras foram analisadas antes e depois do
processo de redugao (descrito na segao , com o intuito de verificar se a reducao altera
a morfologia da amostra. Para isso, as amostras foram diluidas em etanol, dispersadas em
banho ultrassonico durante 30 minutos e finalmente gotejadas sobre uma fita de carbono.
E importante ressaltar que a preparacao da amostra foi realizada um dia antes do andlise

para garantir a estabilidade do vacuo da coluna do microscépio.

As imagens obtidas foram segmentadas e individualizadas no software Aviso 9.5, con-
siderando somente as particulas orientadas como indicado na figura Em seguida, com
o objetivo de determinar a distribui¢do de tamanho, as dimensdes: altura (H), diametro

externo (D), didmetro interno (d), foram quantificadas usando o software Image J.

Figura 5.7: Orientagao das particulas de hematita utilizadas na distribuigao de tamanho
e suas dimensoes: a) diametro externo (D), diametro interno(d); b) altura (H)
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5.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

O Microscépio Eletronico de Transmissao, ou do ingleés Transmission Electron Mi-
croscope, usa elétrons transmitidos (elétrons que atravessam a amostra) para criar uma
imagem. Como resultado, o MET oferece informacgoes sobre a estrutura interna da amos-

tra, como estrutura cristalina, andlise quimica e morfologia.

Os componentes principais do MET estao representadas na figura[5.8|e sao brevemente

descritos a seguir:

O canhao de elétrons, que produz o feixe de elétrons;

A lente condensadora, que focaliza o feixe no objeto;

O sistema de producao de imagens, que consiste em: lente objetiva, estagio da amos-
tra, lentes intermediarias e projetoras, as quais focalizam os elétrons que atravessam

a amostra para formar uma imagem real e altamente magnificada,;

O sistema de gravacao das imagens que, em geral, consiste numa tela fluorescente
para visualizagao rapida, o que auxilia durante a focalizacao do feixe e uma camera

digital para registro permanente;

E finalmente, o sistema de vacuo que consiste em bombas e valvulas, além de fontes

de alimentagao [69)].

Neste trabalho, foi utilizado o Microscépio Eletronico de Transmissao JEOL 2100F,
operado a 200kV, disponivel no LABNANO do CBPF. As amostras analisadas no MET
foram as reduzidas (segao e as recobertas (segao . A preparacao da amostra foi
semelhante a utilizada no MEV, mas desta vez a solucao foi gotejada sobre uma grade de

cobre.
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Figura 5.8: Principais componentes do Microscépio Eletronico de Transmissao. Figura
adaptada de |69)

5.3.3 Espectroscopia de Raios-X por Dispersao de Energia

A Espectroscopia de raios-X por Dispersao de Energia ou do inglés Energy Dispersive
X-ray Spectroscopy (EDS, EDX ou XEDS) é uma técnica microanalitica qualitativa e
quantitativa de raios-X que fornece informagao sobre a composicao quimica da amostra

para elementos com ndmero atomico Z > 3 [70] .

O feixe de elétrons ¢é focalizado na amostra pelo MET. Os elétrons do feixe primario
penetram a amostra e interagem com os atomos que a compoem. A partir desta interagao
sao produzidos raios-X caracteristicos (fluorescéncia de raios-X), os quais sao coletados
por um detetor dispersivo em energia, que exibe o sinal como um espectro ou mapa. Esse
mapa ¢ uma imagem que mostra como a concentracao de um elemento varia através da

area da amostra [70] .

Neste trabalho foi realizado um mapeamento de EDS no MET, nas amostras antes e
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depois do recobrimento com S0y para verificar a eficiéncia deste processo.

5.4 Magnetometria

As medidas magnéticas foram realizadas no magnetometro Magnetic Property Mea-
surement System (MPMS3) da Quantum Design, disponivel no Laboratério Multiusuério
de Magnetismo do CBPF. Este magnetometro é composto por um ima supercondutor
que gera campos magnéticos intensos, uma bobina de detecgao e um dispositivo de in-
terferéncia quantica supercondutora (ou do inglés Superconducting Quantum Interference
Device (SQUID)), acoplado a bobina detetora. Neste magnetometro, a medida é reali-
zada movendo a amostra através da bobina de deteccao, que esta localizada no centro
do ima. Como a amostra é magneticamente polarizada, ao moveé-la através das bobinas,
os momentos magnéticos da amostra induzem, por conta da lei de Lenz, uma corrente
elétrica na bobina de deteccao. A fungao do SQUID é converter a corrente em voltagem,
logo, a variacao da corrente na bobina de detecgao produz uma correspondente variacao

na voltagem de saida do SQUID, a qual é proporcional ao momento magnético da amostra.

Neste trabalho, foram realizadas medidas de magnetizacao em funcao do campo, a
temperatura ambiente, e variando o campo desde -30.000 Oe até 30.000 Oe. Para isso,
foram cuidadosamente determinadas as massas de todas as amostras do sistema dFe —
Fe304. As massas foram sempre de aproximadamente 10 mg. O mesmo procedimento
foi adotado nas amostras recobertas com SiO,. A partir das medidas, foi calculada a
magnetizacao de saturacao experimental (M*?) de cada amostra, obtida por extrapolagao
linear da curva M vs% para valores altos de H. No caso das amostras dFe — Fe30y, o
valor da M foi comparado com a magnetizagdo de saturagao tedrica (M!°) definida

CO1mo:

1 —
Mo — 0 4990 ( 5) « 90! (5.2)
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onde ¢ foi obtido a partir do refinamento das medidas de difracao de raios-X, e os valores
de 220 e 90 emu/g, correspondem & magnetizagao de saturagao do Fe e Fe3Oy, respecti-
vamente. Para as amostras recobertas, o cdlculo da M permitiu avaliar a porcentagem

da massa de silica formada, quando comparadas com sua M antes do recobrimento.

5.5 Espectroscopia de fotoelétrons por raios-X

A Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X, ou do inglées X-ray Photoelectron Spec-
troscopy (XPS), é uma técnica utilizada para investigar a composi¢ao quimica de su-
perficies. Nesta técnica, a amostra é irradiada por raios-X moles (de baixa energia, ou
seja, < 2000eV’) monocrométicos. Por serem pouco energéticos, estes fétons tém um po-
der de penetracao limitado da ordem de 1 — 2nm. Por isso, interagem com os dtomos na

regiao da superficie, causando a emissao de fotoelétrons, cuja energia é dada por:
KE =hv—BFE —¢ (5.3)

donde hv é a energia do féton, BE é a energia de ligacao (binding energy) do orbital

atomico de onde os elétrons se originam e ¢ é a fungao trabalho do espectrometro [71].

Além dos elétrons emitidos devido ao processo fotoelétrico, podem ser emitidos elétrons
Auger devido a relaxacao dos fons excitados que permanecem apéds a fotoemissao. No pro-
cesso de emissao Auger, um elétron de uma camada externa cai numa camada mais interna
e simultaneamente é emitido um segundo elétron. Como a ionizag¢ao ocorre numa profun-
didade de alguns micrometros, apenas aqueles elétrons originados a dezenas de Angstroms
abaixo da superficie sao emitidos sem perdas de energia e, portanto, sao os responsaveis

pela produgao de picos no espectro.

Os elétrons que emergem da amostra sao detetados por um espectrometro de elétrons,
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onde sao discriminados de acordo com a sua energia cinética, segundo a equagao [5.3] A
partir da andlise do espectro obtido, é possivel conhecer a energia de ligacao correspon-
dente. Devido ao fato de cada elemento ter um conjunto tnico de energia de ligacao, e
lembrando se tratar de uma técnica muito sensivel a superficie, a técnica de XPS pode

ser utilizada para identificar e determinar a concentracao de elementos na superficie.

Em geral, os valores de energia de ligagao e os espectros de alguns compostos podem
ser encontrados em livros ou database. A tabela[5.2l mostra os valores da posic¢ao dos picos
correspondentes ao Fe —2p®/? do ferro metélico e seus éxidos, determinados por McIntyre

e Zetaruk no ano 1975.

Tabela 5.2: Energia de ligagao para o ferro metalico e seus éxidos [72].

Composto | Posigao do pico (eV) - Fe2p3/2
Ferro metalico 706.9
Hematita 711
Maghemita 711
Magnetita 708.3
Waustita 719.5

Neste trabalho, as medidas de XPS foram realizadas nas amostras dFe — Fe30y,
as quais foram depositadas sobre uma fita de carbono e levadas a camera de vacuo. Foi
utilizada uma fonte A1K, (1.486 eV') e o detector de elétrons utilizado foi o espectrometro
Specs Phoibos, disponivel no Laboratoério Surfnano do CBPF. Os espectros foram obtidos
na faixa de energia compreendida entre 700 — 730eV e analisados utilizando o software
CASA-XPS. A calibragao de energia foi realizada com o C'ls, com energia de ligagao

284, 6eV .

5.6 Hipertermia magnética

Para avaliar a eficiéncia de aquecimento das amostras, foi utilizado um sistema de

aquecimento por inducao Fasy Heat LI da Ambrell (figura a), que gera uma corrente
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elétrica alternada, cuja frequéncia é de 300 kH z e intensidade que pode variar de 1,6 até
600 A. Esta corrente passa por uma bobina de 8 voltas de dimensoes 37 mm de altura,
25,5 mm de diametro interno e 39,5 mm de diametro externo. Com isso, a intensidade

do campo magnético induzido é dado por:

poN T

=~ 2Ry,
sistema CGS N——

sistema ST

10* (5.4)

onde H é obtido em unidades de Oe, uy é a permeabilidade magnética no vacuo, N é o
nimero de voltas da bobina, I é a intensidade da corrente medida em A (ampere), R, é

o raio médio da bobina e o fator 10* se refere a conversao do SI ao CGS .

Figura 5.9: Equipamento para hipertermia magnética: a) sistema de aquecimento por
inducao; b) terminal de monitoramento; ¢) porta amostra e termometro de fibra dtica
utilizados na medida; d) bobina geradora de campo magnético em cujo centro se encontra
o porta amostra isolado termicamente junto com termometro de fibra dtica.

Para as medidas, as amostras 0Fe — Fe30O4 e 6Fe — Fes04QS105 foram diluidas e
dispersadas em dgua destilada numa concentracao de 1mg/ml. Em seguida, foram colo-
cadas no porta-amostra de vidro em cujo centro se encontra o termometro de fibra ética
OPTOcon FOTEMP1 (como se mostra na figura c¢). O porta-amostra foi posicionado

no centro da bobina, isolado termicamente com isopor e cuidando para que o termometro
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Figura 5.10: Curva tipica de variaciacao da temperatura como funcao do tempo numa
medida de hipertermia magnética.

se mantenha na vertical, para evitar contato com as paredes do porta-amostra (como se
mostra na figura d)). Este termometro é conectado ao computador (veja a figura
b)) utilizando uma interface serial e pode ser controlado e monitorado pelo software
Fototemp Assistent, o qual registra os dados. Com isso é obtida a curva da variacao da
temperatura como funcao do tempo. A figura [5.10] mostra um comportamento tipico de
aquecimento, onde a curva azul corresponde aos dados experimentais e a curva vermelha é
o ajuste linear da taxa maxima de aquecimento, cuja inclinacao é substituida na equacao

para a obtencao do SAR.

Com o objetivo de comparar a eficiéncia de aquecimento do sistema é Fe — Fee3O, com
morfologia de nanoanéis, também foram medidas amostras com a mesma composi¢ao
quimica, porém formadas por nanoesferas. Estas ultimas foram fornecidas pelo grupo da

professora Priscilla Finotelli da UFRJ.
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5.7 Teste de Citotoxicidade

Neste trabalho foram realizados ensaios de viabilidade celular nas particulas de d F'e —
Fe30y, para 0 = 90%, em colaboracao com o grupo de biomateriais do CBPF, coordenado
pelo professor Alexandre Rossi e executado pela professora da UNIGRANRio Sara Gemini

Piperni.

5.7.1 Ensaio de MTT

O ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)) é um
indicador sensivel e confidvel de atividade celular. Este ensaio se baseia na transformacao
do sal de tetrazolio MTT, de cor amarelo, em cristais de formazan purpura pelas mito-

condrias das células metabdlicas ativas.

Células humanas de linhagem renal, (no inglés Human Embriotic Kidney, HEK),
HEK-293 foram plaqueadas em densidade de 50.000/cm? durante 24 horas em meio de
cultivo DMEM [f| (Dulbecco Modified Eagles Minimal Essential Medium), suplementado
com 10 % de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de PS (Penicilina Estreptomicina) incubado
em 37°C e atmosfera de 5% de COy. Em seguida, as células foram expostas, durante 24
horas, as particulas de 0F'e — Fe30,, nas concentragoes de 20, 50, 70, 100 e 500 pg/ml.
O controle positivo de morte celular foi realizado usando SDS 1 % (Sodium Dodecyl Sul-
fate). Apds a exposicao de 24 horas, os sais de formazam foram dissolvidos em DMCO
(Dimetilsulféxido). Medindo a absorbancia em um comprimento de onda A = 570nm no
espectrofotometro Biotek Synergy 2 multimode. As medidas de absorbancia foram nor-

malizadas pelo grupo de controle que expressa a viabilidade celular (A = 650nm).

Paralelamente, o ensaio MTT também foi realizado com células SAOS-2 (Sarcoma

*DMEM é um meio de cultivo que permite o crescimento celular in vitro proporcionando os nutrientes
necessarios para a célula.
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Osteogenic), as quais sao uma linhagem celular derivada do osteossarcoma e é comumente
usada na pesquisa do cancer de osso. Os experimentos com ambas linhagens celulares

foram realizados nas mesmas condigoes e em triplicata.

5.7.2 Ensaio de viabilidade celular Live and Dead

O ensaio Live and Dead se baseia na determinacao simultanea de células vivas e mor-
tas através de parametros reconhecidos de viabilidade celular: atividade intracelular e da
integridade da membrana celular. A Calceina AM, um corante nao fluorescente, é adi-
cionado no meio de cultura e, ao penetrar nas células vivas, é convertida pela atividade
intracelular, no corante Calceina polianionico, que é retido pelas células vivas e fluoresce
em verde (A = 495 —515nm). Um outro corante também ¢é adicionado ao meio de cultivo,
o Homodimero de Etidio 1 (EthD-1), que penetra somente nas células com membranas
danificadas e aumenta 40 vezes a sua fluorescéncia, por conta da ligacao com os acidos
nucleicos, produzindo fluorescéncia vermelha (A = 495 —635nm ) nas células mortas. Por-
tanto, no ensaio Live and Dead é possivel identificar as células vivas e mortas mediante a

sua fluorescéncia nas cores verdes e vermelhas, respectivamente.

No ensaio Live and Dead realizado neste trabalho, células HEK foram plaqueadas em
densidade de 10.500/cm? durante 24 horas, em meio de cultivo DMEM, suplementado
com 10% de SEFB e 1% de PS, incubado em 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As células
foram expostas as particulas de §F'e — Fe3O4 numa concentragao de 100 pug/ml durante
24 horas. Em seguida, o ensaio de Live and Dead (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
codigo 1.3224) foi realizado, usando para marcagao 2uM de Calceina e 4uM de EthD-1.
As células foram incubadas 30 minutos a temperatura ambiente e finalmente observadas
no microscopio de fluorescéncia ZEISS AXIO Al. Paralelamente, o ensaio Live and Dead

também foi realizado com células as SAOS-2.
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Capitulo 6

Resultados e discussao

Neste capitulo serao apresentadas as principais analises estruturais e morfolégicas
das particulas sintetizadas neste trabalho: a— FesO3, 6 Fe— FezO4 e 0Fe— Fez0,Q510,,
assim como, uma comparacao da eficiéncia da hipertermia magnética dos sistemas com
morfologia de nanoanéis e morfologia esférica. Finalizando, serao apresentados os re-
sultados de citotoxicidade das particulas 90%Fe — FesO, para células HEK e SAOS,

respectivamente.

6.1 Particulas de aa — Fe5O;3

Nesta secao serao apresentadas as caracterizagoes das particulas de hematita sinteti-

zadas como descrito na secao [4.1}

6.1.1 Analise estrutural: Difracao de Raios X

Com o objetivo de confirmar a formacao da fase de hematita, foram realizadas carac-
terizacoes de todas as amostras por DRX. A figura mostra o difratograma refinado
pelo método de Rietveld, onde é possivel observar que todos os picos presentes, foram
indexados como correspondendo a fase da hematita (estrutura cristalina Corundum). A
tabela mostra os valores dos parametros refinados em comparacao com os tedricos
(correspondentes a ficha cristalogréfica), cujo fator de confiabilidade do refinamento foi

de 1.78, o qual indica um ajuste bom.
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Figura 6.1: Difratograma correspondente as particulas de hematita.

Tabela 6.1: Parametros refinados pelo método de Rietveld correspondentes a fase da

hematita.

Parametros refinados || Valor tedrico | Valor refinado
a=>o 5.038000 5.0194
¢ 13.771999 13.7641
a=/ 90° 90°
v 120° 120°

6.1.2 Analise morfolégica e distribuicao de tamanho

As particulas de hematita foram analisadas morfologicamente por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura, com a metodologia descrita na segao [5.3.1

A figura a) mostra uma imagem de MEV das particulas de hematita, onde se
pode observar a morfologia de nanoanéis. A figura b) é sua correspondente imagem
segmentada, na qual apenas sao mantidas as particulas deitadas ou em pé, cujas dimensoes

foram medidas. A figura[6.3 mostra a distribui¢ao de tamanho das particulas de hematita,
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Figura 6.2: Imagem de MEV das particulas de hematita: a) Exemplo de imagem uti-
lizada para a analise de distribuicao de tamanho, onde podese observar a morfologia
de nanoanéis, e b) sua correspondente imagem segmentada, onde se observam os tubos
deitados e em pé, utilizados para a quantificacao das dimensoes das particulas.
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Figura 6.3: Distribuicao de tamanho das particulas de hematita: a) diametro externo,
b) diametro interno, c¢) altura, e) ilustragao das dimensoes dos nanoanéis.
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obtidas da contagem de 100 particulas segmentadas. Os histogramas foram ajustados com
a fungoes gaussianas. Em a) temos o histograma correspondente ao diametro externo,
cujo valor médio é de D = 171lnm e um desvio padrao ¢ = 15nm; o histograma em
b) corresponde ao diametro interno, com valor médio de d = 92nm e o = 16nm e
em ¢) temos o histograma correspondente a altura, com valor médio H = 175nm e
o = 2lnm. A figura d) mostra uma ilustragdo das dimensoes médias do nanoanel.
E importante destacar que na sintese hidrotérmica realizada, foi obtida uma razao de
D

aspecto aproximadamente igual a um (ou seja, 37 = 1), em acordo com os trabalhos de

Jia et al. [4§] e Dias et al. [28], confirmando a eficiéncia da sintese hidrotérmica realizada.

6.2 Particulas de dFe — Fe30;,

Nesta secao apresentaremos as caracterizacoes das particulas de 0 Fe — Fe30, obtidas

apds o processo de reducao das particulas de @ — FeyOs.

6.2.1 Difracao de Raios-X

As particulas de hematita reduzidas, como descritas na segao foram caracteriza-
das por DRX, com o objetivo de estudar a formagcao das fases de ferro metélico e seus
oxidos, assim como a porcentagem de cada uma delas presente na amostra. Na busca de
uma particula com maior porcentagem da fase de ferro metélico, a qual implicaria em
uma potencial optimizacao SAR, foram feitas redugoes em distintas condi¢oes. As figuras
e mostram os difratogramas refinados com o fator de confiabilidade entre 1 e 1.5,
correspondentes as amostras reduzidas em diferentes condi¢oes. As reflexdes de Bragg e
a indexacao dos planos se encontram indicados na cor preta para a fase de hematita,
azul para magnetita (estrutura espinélio invertido) e vermelho para o ferro metélico (es-
trutura bee). Como foi dito na secao , a técnica de DRX nao permite distinguir entre
a magnetita e maghemita, porém, como sera visto mais na frente (na se¢ao , o 6xido

presente nestas amostras é a magnetita. Também é importante ressaltar que a fase de
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wustita nao foi encontrada em nenhum dos processos de reducao.
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Figura 6.4: Difratogramas correspondentes as amostras reduzidas durante duas horas e
distintas temperaturas.

Os difratogramas da figura [6.4] correspondem as redugoes feitas durante duas horas em
distintas temperaturas, partindo da fase de hematita, indicada com a temperatura zero.
Na temperatura de 300°C a maioria dos picos foram indexados como correspondendo a
fase de hematita. Também se observa a formacao da fase de magnetita e a presenca
de um pico correspondente a familia de planos [110] do ferro metdalico. Ja nas redugoes
feitas a temperaturas maiores, nao foi indexado nenhum pico com a fase da hematita
e sim da magnetita (ou maghemita) e do ferro metdlico; onde é possivel observar que
com o aumento da temperatura de reducao, a intensidade do pico principal da fase de

ferro metéalico (familia de planos [110]) aumenta, enquanto a intensidade dos picos corres-
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Figura 6.5: Porcentagem das fases de ferro metalico e seus éxidos formadas no processo
de redugao durante 2 horas a distintas temperaturas.

e

T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400
Temperatura (°C)

pondentes a magnetita (maghemita) diminui. O refinamento dos difratogramas permitiu
quantificar a porcentagem das distintas fases presentes nas amostras, apds o processo de
reducao. Isto pode ser observado na figura 6.5, onde é ressaltado que na temperatura de
300°C, a presenca da fase de hematita é ainda alta (80%), por tanto, a redugao, nesta tem-
peratura, durante 2h nao é eficiente. Ja um tratamento em uma temperatura de 350°C,
a fase da hematita desaparece ao fim de 2 horas, sendo obtido quase 100 % de magnetita
(maghemita), a qual, com o aumento da temperatura se reduz, formando ferro metélico.
Finalmente, em uma temperatura de 400°C foi obtido aproximadamente 70 % da fase
de ferro metalico, como desejado inicialmente. Portanto, foi decidido realizar um estudo
mais detalhado da reducao nesta temperatura. Para tanto, foi mantida a temperatura de

reducao constante e variado o tempo de reducao.

Os difratogramas da figura correspondem as reducoes feitas numa temperatura
de 400°C, partindo da hematita, a qual ¢ indicada com tempo zero. Nesta temperatura,

mesmo no tempo de redugao mais curto estudado, isto é, 0.5 h, nao foi indexado qualquer
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Figura 6.6: Difratogramas correspondentes as amostras reduzidas a 400°C durante dis-

tintos tempos.

pico referente a fase da hematita. Neste caso, a maioria dos picos correspondem a fase
de magnetita (maghemita), com excegdo de um pico indexado como a familia de planos
[110] do ferro metalico. Isto é importante pois nesta temperatura com um curto periodo
de tratamento, ja é observada a presenca da fase de ferro metalico buscada. Novamente,

com o aumento do tempo de reducdo, a intensidade do pico [110] do ferro metdlico vai
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aumentando, enquanto a intensidade dos picos da magnetita (maghemita) diminui. Num

tempo de redugao de 1.5h, comeca a aparecer a familia de planos [200] também corres-

pondente ao ferro metalico.
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Figura 6.7: Porcentagem das fases de ferro metélico e seus 6xidos formadas no processo
de reducao a 400°C durante distintos tempos.

A figura mostra as porcentagens das distintas fases presentes nas amostras, apds o
processo de reducao, em uma temperatura de 400°C, durante distintos tempos, obtidas a
partir do refinamento dos difratogramas. Um dado interessante é, que nesta temperatura,
com um tempo curto de tratamento térmico (0.5h) toda a hematita foi reduzida para
magnetita (95%) (maghemita) e ferro metalico (5%). Com o aumento do tempo de tra-

tamento térmico, a magnetita se reduz formando ferro metalico, chegando até 90 % em 4h.

Sendo assim, é possivel obter um sistema de nanoparticulas com distintas porcentagens
de magnetita (maghemita) e ferro metdlico, (desegnados como § F'e — Fe3Oy4, onde 6 indica
a porcentagem da fase de ferro metélico). Para tanto, basta serem ajustados os parametros

da reducao (tempo ou temperatura) adequadamente.
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6.2.2 Analise morfolégica

Varios trabalhos anteriores que realizaram redugoes de particulas de nanoanéis de
hematita para magnetita, ndo observaram mudanga na morfologia das amostras [48] [28].
Porém, ante a presenca da fase de ferro metalico nas nossas amostras, foram realizadas
imagens de MEV das particulas apds o processo de reducao. A imagem a) corresponde
as particulas de hematita e as imagens b), ¢) e d) correspondem as amostras 0 Fe —
Fe30y, para § igual a 20, 50 e 70%, respectivamente. Nelas, é possivel observar que mesmo
tendo uma alta porcentagem de ferro metélico, a morfologia de nanoanel é mantida. Isto
¢ importante, pois, esta morfologia ¢ indispensavel para obtengao do comportamento de

vortice magnético.

1pum

ipm  CBFF 10/24/2018

20,000 10.0kV LED SEM WD 9. 6m=

Figura 6.8: Comparagao da morfologia das particulas antes (imagem a)) e depois do
processo de redugao. As imagens b), c¢) e d) correspondem as amostras com 20, 50 e 70
% da fase de ferro metalico respectivamente. Em todas elas a morfologia de nanoanel é
mantida.
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6.2.3 Analise dos espectros de XPS

A figura[6.9mostra a deconvolugio dos picos de XPS para as amostras com 10, 70 e 90%
de ferro, respectivamente. Para as amostras com § = 90%, a estrutura corresponde ao Fe
Qp%. Esta estrutura foi ajustada com trés picos. As energias de ligacao dos dois primeiros
picos foram 709,79 e 711,33 eV/; os quais foram atribuidos aos estados de oxidacao Fe?*
e Fe3T, respectivamente. Estes estados de oxidacdo correspondem necessariamente a
magnetita, visto que a maghemita nao possui fons de Fe*". A energia de ligacao do
terceiro pico foi de 707,22 eV, atribuido ao estado de oxidacao Fe®, que corresponde ao
ferro metalico. Ja o pico correspondente ao Fe Zp% foi ajustado com picos cujas energias
de ligacao foram 723,48 e 724,90 eV, atribuidos aos estados de oxidacao Fe*t e Fe3*,

respectivamente.

400 °C
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S
(%))
o
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Fe 2p 1/2 Fe 2p 3/2
8=90% Fe®*
Fe* .
e
Satelite Background Fe’
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730 725 720 715 710 705 700
Energia de ligacao(eV)
Figura 6.9: Espectros de XPS para as amostras com ¢ = 10,70 e 90%
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Os valores dos ajustes dos picos para todas as amostras se encontram na tabela [6.2]

Tabela 6.2: Picos ajustados das medidas de XPS e suas respectivas energias de ligacao.

Amostra | Pico ajustado | Energia de ligacao (eV) | Composicao
709,79 Fe?t
Fe 2ps 711,33 Fe3+
0= 90% 707,22 Fe®
Fe 2p: 723,48 Fe?t
? 724,90 Fe3t
710,32 Fe?t
5 = T0% Fe2py 711,58 Febt
707,03 Fe
Fe 2p: 724,17 Fe?t
710,33 Fe?t
5 = 10% Fe 2ps 711,58 Fe*t
706,47 Fe
Fe 2p, 725,26 Fe?t

Também foi possivel estimar a porcentagem de cada uma destas fases (magnetita e
ferro metdlico), presentes na superficie das amostras. Na figura é apresentada uma
comparagao entre as porcentagens de ferro metédlico no volume da amostra (obtidas a
partir dos refinamentos das medidas de DRX) e na superficie dela (obtidas a partir da
deconvolugao dos picos das medidas de XPS). O resultado que ressaltamos é aquele para
a amostra com 90% de ferro no volume, dos quais s6, aproximadamente, 15% destes se
encontram na superficie. Em outras palavras, a maior parte da superficie das amostras é
formada por magnetita, o que nos leva a concluir que as amostras sao do tipo core@shell,
onde o core (bulk) corresponde ao ferro e o shell (superficie) corresponde a magnetita. A
partir disso, nomeamos as amostras como 0 Fe@QFe30,. A quantificacao da porcentagem
de magnetita na superficie da amostra 90%Fe@QFe30, permitiu calcular a espessura su-

perficial deste éxido, obtendo-se um valor de 8,24 nm. Em outras palavras, as amostras
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90% Fe@Fe30,, apresentam um core de aproximadamente 63 nm e um shell de 8 nm.
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Figura 6.10: Comparacao das porcentagens de ferro no volume e na superficie das
amostras d Fle@QFe30,

6.2.4 Ensaios In vitro das particulas 90% Fe@QFe30,

Nesta secao apresentaremos os resultados dos ensaios de viabilidade celular realizadas

em dois distintos tipos de células sob a presenca das 90% Fe@QFe30;,.

6.2.4.1 Citotoxicidade das 90% Fe@QFe30, para as células HEK

A figura [6.11] mostra a viabilidade, em porcentagem, das células HEK, quando en-
cubadas por 24 horas com nanoparticulas 90%Fe@Fe30,, com distintas concentracoes.
Estes resultados correspondem ao ensaio M'T'T, sendo as medidas realizadas em triplicata
e a barra de erro correspondendo ao desvio padrao, em relacao a média. E possivel ob-
servar que, nas concentragoes de 20, 50, 70 e 100 pug/ml, a viabilidade celular apresenta
valores semelhantes ao grupo de controle negativo; ja na concentracao de 500 ug/ml, as
particulas 90% Fe@QFe30, produzem uma morte celular significativa. Isto indica que, até

uma concentragao de 100 pg/ml, as particulas 90%Fe@Fe304 nao sao citotéxicas para
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as células HEK.

A figura[6.12| mostra o mapeamento correspondente ao ensaio live and dead das células
HEK. Nesta andlise, a cor verde representa as células vivas (positivas & calceina) e a cor
vermelha representa as células mortas (positivas ao etidio). Este mapeamento foi obtido
apos as células serem incubadas por 24 h com as nanoparticulas 90%Fe@Fe;0,4, numa
concentragao de 100ug/ml. As figuras a), b), ¢) correspondem ao controle positivo de
morte celular, ou seja, todas as células se encontram mortas (mapeamento vermelho).
Enquanto as figuras d), e), f) correspondem ao controle negativo de morte celular, ou
seja, todas as células se encontram vivas (mapeamento verde). Ja as figuras g), h), i)
correspondem aos resultados da exposicao das células HEK as particulas, onde se observa
somente a fluorescéncia das células na cor verde, ou seja, todas elas se encontram vi-
vas. Isto mostra que, na concentracao utilizada, as particulas 90% Fe@QF e300, nao foram

capazes de produzir morte celular.
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Figura 6.11: Viabilidade para as células HEK expostas as particulas 90%Fe@Fe30,
durante 24 h.



96

Células vivas e mortas
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Sobreposigao

Sobreposicao

100 pgi/ml VIP 90%

Figura 6.12: Mapeamento das células HEK vivas e mortas expostas as particulas
90%Fe@Fe304 numa concentracao de 100ug/ml durante 24 h. As figuras a), b), c)
correspondem ao controle positivo de morte celular enquanto as figuras d), e), f) cor-
respondem ao controle negativo; as figuras g), h), i) correspondem aos resultados da
exposicao das células HEK as particulas 90% Fe@QFe30;,.
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6.2.4.2 Citotoxicidade das 90% Fe@QFe30,4 para as células SAOS2

A figura[6.13| mostra a viabilidade, em porcentagem, das células SAOS2 incubadas por
24 horas com as nanoparticulas 90%Fe@QFe30, em distintas concentragoes. Estes resul-
tados correspondem ao ensaio de MTT, no qual as medidas foram realizadas nas mesmas
condicoes usadas para as células HEK. E possivel observar que, neste caso, nenhuma das
concentracoes das particulas de 90% Fe@QFe30, foi capaz de induzir uma morte celular

significativa, quando comparadas ao grupo de controle negativo.
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Figura 6.13: Viabilidade para as células SAOS2 expostas as particulas 90%Fe@QFe;0,
durante 24 h.

A figura[6.14) mostra o mapeamento correspondente ao ensaio live and dead das células
SAOS2, apdés uma exposigao de 24h as particulas 90% Fe@QFe30,, numa concentragao de
100pg/ml. As figuras a), b), ¢) correspondem ao controle positivo de morte celular, en-
quanto as figuras d), e), f) correspondem ao controle negativo de morte celular. Ja as
figuras g), h), 1) correspondem aos resultados da exposigao das células SAOS2 as particulas

90%Fe@QFe30y; nelas é possivel observar que todas as células fluorescem na cor verde, ou
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Células vivas e mortas

b) Sobreposicao

Sobrepasicao

Sobreposicio
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Figura 6.14: Mapeamento das células SAOS2 vivas e mortas expostas as particulas
90%Fe@Fe304 numa concentragao de 100ug/ml durante 24h. As figuras a), b), ¢) cor-
respondem ao controle positivo de morte celular enquanto as figuras d), e), f) correspon-
dem ao controle negativo; as figuras g), h), i) correspondem aos resultados da exposigao
das células SAOS2 as particulas 90% Fe@Fe304 numa concentracao de 100ug/ml durante
24h.

seja, todas elas se encontram vivas. Portanto, nas concentragoes utilizadas, as particulas
nao foram capazes de produzir uma morte significativa das células SAOS2, quando com-

parado com o grupo de controle.

Os resultados apresentados nesta secao demostram que, mesmo tendo particulas com
90% da fase de ferro metélico, elas nao sao citotéxicas. Este fato ¢ atribuido a ca-

mada de magnetita presente na superficie dos nanoanéis. E sabido, como ja discutido
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nesse trabalho, que ha uma alta biocompatibilidade da magnetita na morfologia esférica.
Recentemente, no trabalho de Dias et al., foi igualmente demostrada a mesma biocom-
patibilidade na morfologia de nanoanel |1]. Dentre todas as particulas sintetizadas neste
trabalho, as 90%Fe@QFe30, tinham um maior potencial de serem citotéxicas, devido a
alta porcentagem de ferro metdlico, contudo, nao produzem morte celular significativa.
Espera-se que as particulas com § < 90% apresentem o mesmo comportamento nao ci-
totoxico, devido a sua maior camada superficial de magnetita. Em um outro resultado,
os ensaios de viabilidade celular mostraram que as células SAOS2 sao mais resistentes
as nanoparticulas 90%Fe@QFe30y, que as células HEK (ver figuras e . A nao
toxicidade destas particulas em relacao a essas células permite que estas possam, de fato,
ser aplicadas na nanomedicina. Sendo assim, foram feitos os experimentos de hipertermia

in vitro, cujos resultados serao apresentados na segao [6.5]

6.2.5 Propriedades magnéticas

Com o objetivo de estudar algumas propriedades magnéticas das particulas 0 F'e@Fez0y,,
foram realizadas medidas de magnetizacao em funcao do campo a temperatura ambiente,
como mostrado na figura m a). Nesta figura sdo indicados os valores da M, de cada
amostra. Devido a magnetizagao de saturacao do ferro metalico (Mg, = 220emu/g ) ser
maior que a da magnetita (Mgpe,0, = 90emu/g), M, das amostras desta série cresce line-
armente com o aumento da fase do ferro, ou seja, em fungao do . Isto é apresentado na
ﬁgura b), sendo a linha pontilhada preta a magnetizagao de saturagao tedrica (ML),
dada pela equagao [5.2] os pontos verdes os dados experimentais, que foram ajustados li-
nearmente com a curva vermelha. Estes resultados mostram que, de fato, é possivel obter
distintas curvas de histerese, sobretudo diferentes M{*P variando a porcentagem relativa
das fases presentes nas amostras.Por outro lado, como o SAR é proporcional a area da
curva de histerese (equagdo [2.34] ), espera-se que o SAR aumente proporcionalmente ao

aumento da M, ou em outras palavras, que o SAR aumente proporcionalmente a por-



centagem de ferro metalico presente nas amostras.
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Também foi analisada a coercividade de algumas amostras, para 6 = 5,50 e 84%,

obtendo-se um valor de 198, 156 e 175 Oe, respectivamente, como mostrado na figura
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Figura 6.15: a) Curvas de magnetizagao em func¢ao do campo das particulas 0 Fe@Fe30,
a temperatura ambiente; b) Comportamento linear da M, em fungao da porcentagem da

fase de ferro metalico presente nas amostras.
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Figura 6.16: Curvas de histerese das particulas § FeQFe30y, para 6 = 5,50 e 84%
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6.2.6 Absorcao de Raios X

As medidas de XANES realizadas no LNLS (seguindo a metodologia descrita na segao
permitiram acompanhar a dindmica dos mecanismos quimicos envolvidos no processo
de reducao da hematita. Como ja descrito, os espectros de absorcao de raios X foram
medidos in situ durante a reducao das amostras de hematita, numa temperatura de 400°C,

durante 6h. A mudanga destes espectros pode ser observado na figura [6.17]

1.0

- 0.8
| E—— 0.6

e ' 0.4

Intensidade (u.a)

0.2

LN LI — T T L —
7050 7100 7150 7200 7250 7300

Energia (eV)

Figura 6.17: Espectros de absor¢ao de raios X obtidos de maneira in situ durante a
reducao das particulas de hematita.

Mediante a analise destes espectros foi possivel determinar a formacao e quantificacao
de cada uma das fases de éxido de ferro ao longo do tempo. Estes resultados sao apre-

sentados na figura [6.18] As rampas de aquecimento e esfriamento estao indicadas pelas
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regioes hachuradas, nos instantes iniciais e finais, respectivamente. Em acordo com as
medidas de DRX ez-situ (realizadas no CBPF, descritas na secao e cujos resultados
foram discutido na secao , esta analise mostrou que ja nos primeiros minutos de
reducao, ainda durante a rampa de aquecimento, a hematita foi quase que inteiramente
reduzida, passando para a fase de magnetita. Curiosamente, os resultados indicam que a
magnetita se reduz em wustite e maghemita. E finalmente, estas duas se reduzem par-
cial, ou quase totalmente, para a formacao do ferro metalico. Sendo assim, o primeiro
resultado importante é que o mecanismo de reducao é o de trés passos, como discutido

na segao ou seja, temos a formacao da fase intermediaria da wustite.
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Figura 6.18: Quantificacao das distintas fases formadas durante o processo de redugao

da hematita.

Em particular, ressaltamos que apés 6h de reducgao, as principais fases obtidas foram

de aproximadamente 70% de ferro metélico e 30% de maghemita. Este resultado difere
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do obtido nos experimentos realizados no CBPF (descrito na segao e cujo resultado
foi discutido na secao , onde apds de 4h de reducao, a esta mesma temperatura,
ja foi obtido 90% da fase do ferro metalico. Esta diferenca nas porcentagens é atribuida
ao fato das concentracgoes do gas de Hy utilizados nos experimentos terem sido diferen-
tes, lembrando que nas reducoes realizadas no CBPF a concentracao foi de 10%. Ja no
LNLS, por questoes de seguranca da linha de luz, o maximo permitido é de apenas 5%, ou
seja, a metade. Isto mostra que a concentracao do gas é um parametro fundamental nos
processo de reducao, o que concorda com a literatura . Sendo assim, é esperado que
nos experimentos realizados com uma maior concentragao de Hs, seja obtida uma maior

porcentagem do ferro metalico.
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Figura 6.19: Espectros de XANES ajustados correspondentes a distintas regioes de
interesse durante o processo de reducao in situ

Na figura se encontram ressaltadas em amarelo e enumeradas algumas regioes
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consideradas as mais importantes durante o processo de redugao: 1) o inicio, onde é
mostrado que o experimento partiu de uma fase pura da hematita; 2) apés 1 : 30h de
reducao, onde se tem um maximo da magnetita; 3) ap6s 2 : 30h de redugao onde se
tem uma mistura das fases de maghemita, wustite e ferro metdlico; 4) onde se observa o
maximo da fase do ferro metélico. Os espectros analisados destas regioes de interesse sao
mostrados na figura [6.19, onde podem ser constatados que as combinagoes lineares dos
espectros das amostras padrao, ajustam relativamente bem os espectros obtidos durante

a dinamica.

6.3 Particulas de 6 Fe@QF'e304 recobertas com S0,

Nesta secao serao apresentadas as analises realizadas nas particulas sintetizadas como

descritas na secao [£.3] e que permitem confirmar a eficiéncia do recobrimento.

6.3.1 Analise morfolégica

Com o objetivo de analisar o crescimento da camada de silica (Si03) na superficie
das particulas de d F'e@QF'e30,, foram feitas imagens de MET e mapeamento de EDS das
amostras, antes e depois do recobrimento realizado como descrito na se¢ao [£.3] Na figura
[6.20] temos o mapeamento de EDS das particulas 50%Fe@Fe30,, onde a cor vermelha cor-
responde ao elemento ferro (figura b)) e a cor azul ¢))corresponde ao oxigénio.

Este mapeamento mostra que, os nanoaneis estao compostos pelos elementos Fe e O.

Ja na figura [6.21] temos o mapeamento de EDS da mesma amostra apds o recobri-
mento, onde adicionalmente é possivel observar o mapeamento correspondente ao silicio
na cor amarela (6.21) d)), o qual se encontra distribuido de maneira homogénea em toda

a superficie da amostra, o que indica a formagao da camada de Si0.

Na imagem de TEM da figura m a) é possivel observar a formagao da camada de
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silica tanto na superficie externa como interna da particula de 50%Fe@Fe;0,, mantendo
o furo no meio e recobrindo-a totalmente; a figura b) mostra a natureza amorfa da
silica, que tem uma espessura uniforme de 4 nm. Sendo assim, foi possivel sintetizar uma
nova particula core — shell, cujo core é o nanoanel de 50%Fe@Fe;0, e sendo o shell a
silica. Este resultado também foi obtido no recobrimento da particula de 5% Fe@QFe;0,,

mantendo-se a mesma espessura da silica.

60 nm

ﬁ\ IM'_‘m"—

Ché MAG, ddux WV, 708 WV

Figura 6.20: Mapeamento de EDS da particula 50%Fe@Fe30,: a) imagem de MET da
particula na qual foi feito o mapeamento de EDS; b) a cor vermelha corresponde ao ferro
e ¢) em azul o oxigeénio.

6.3.2 Propriedades magnéticas

Com a finalidade de comparar o valor da magnetizacao de saturacao das particulas
antes e depois do recobrimento com silica, foram realizadas medidas de magnetizagao em
funcao do campo a temperatura ambiente das particulas 6 Fe@QFe30,@Si05. Na figura
se observa que para as particulas com d = 50%, a magnetizacao de saturacao caiu
de 164 emu/g para 92 emu/g. Ja para as particulas com § = 5%, a magnetizacao de
saturagao caiu de 101 emu/g para 42 emu/g. Este fato é atribuido a presenca da camada
da silica diamagnética na superficie das particulas, que nao contribui na magnetizagao. O
resultado mais ressaltante desta medida é que, para § = 50%, mesmo tendo uma amostra
recoberta com silica, recuperamos um valor de M que é aproximadamente igual ao valor

da magnetita pura (Mspe,0, = 90emu/g). Portanto, as particulas 50% Fe@Fe30,QSi0,
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Figura 6.21: Mapeamento de EDS da particula 50%Fe@Fe;0,QS5i0,: a) imagem de

MET da particula na qual foi feito o mapeamento de EDS; b) a cor vermelha corresponde
ao ferro; ¢) em azul o oxigénio e d) em amarelo o silicio.

= N ST L L e
Figura 6.22: Imagem de MET das particulas 50% Fe@QFe30,QSi0,: em a) é possivel
observar a homogeneidade da camada da silica na superficie do nanoanel, mantendo o
furo no meio e b) imagem de alta resolugdo mostrando a natureza amorfa da silica e sua
espessura de 4 nm.

sao promissoras para aplicacoes como separacao magnética.
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Figura 6.23: Comparacao da magnetizacao em funcao do campo para as amostras
0Fe@QFe30, e 6FeQFe;0,Q570,, com § sendo 5% e 50%

6.4 Comparacao dos comportamentos magnéticos en-
tre particulas com morfologia de anel e esférica

Nesta segao serd comparado o comportamento magnético dos nanoanéis (sintetizadas
neste trabalho) com o de particulas esféricas. As particulas superparamagnéticas de éxido
de ferro (SPIONs) de 35 nm de diametro, foram fornecidas pelo grupo da professora Pris-

cilla Finotelli da UFRJ.

De modo a fazer referéncia ao comportamento magnético das particulas, renomeamos
os nanoanéis 6 Fe@QFe30, como VIPJ). Ja para as particulas recobertas com silica, damos

os nomes de VIPIQSiOy e SPIONQSiOs, respectivamente.

A figura[6.24] mostra a comparacao das curvas de histerese entre os dois sistemas, onde
se observa que as VIP5% tém maior magnetizagao de saturacao. Quanto & coercividade,

as SPIONs tém um H. quase nulo, caracteristico do seu estado superparamagnético; ja a
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Figura 6.24: Comparagao das curvas de histerese das particulas VIP5% e SPIONs
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Figura 6.25: Comparacao das curvas de histerese das particulas VIP5% e SPIONs, antes
e depois do recobrimento com silica

coercividade das VIP5% é bem maior, tendo um valor de 198 Oe, como foi mostrado na

seao [6.2.5]

Uma outra comparacao interessante, ¢ o da magnetizagao de saturagao entre as particulas
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com distintas morfologias, antes e depois do recobrimento com silica, como se observa na
figura [6.25] O resultado mais ressaltante desta medida é que, para as VIP5%@QSiO,
(linha vermelha) temos uma magnetizagao de saturacao igual as SPIONs sem recobri-
mento (pontos azuis). Em outras palavras, nos nanoanéis com pouca porcentagem de
ferro e tendo a camada da silica na superficie, recuperamos a magnetizagao de saturagao
de uma particula esférica de 6xido de ferro (magnetita ou maghemita). Ja as particulas
SPION@Si0, tém uma magnetizacao de saturagao muito baixa, de aproximadamente 20

emu/g, o que nao é desejavel para aplicagdes como separagao ou hipertermia magnética.

6.5 Hipertermia magnética

As medidas de hipertermia magnética foram realizadas como descritas na secao [5.6]
utilizando as particulas com morfologia de nanoanel VI P e particulas esféricas cuja com-
posicao quimica também é ferro-magnetita, as quais nomeamos SPION{. Estas ultimas
também foram fornecidas pelo grupo da professora Priscila Finotelli da UFRJ, e possuem

35 nm de diametro.

A figura [6.26] mostra a curva de aquecimento durante a medida de hipertermia num
campo de 300 Oe e 300kH z de frequéncia durante 180 s; a figura [6.27] mostra os valores
do SAR obtidos em fungao da porcentagem da fase de ferro metalico presente em cada
amostra. E possivel observar que entre as particulas do grupo SPIONJ, a que tem
maior potencial de aquecimento é a SPIONT0% (figura curva azul) gerando um
SAR = 946W/g, entanto o SPIONs convencional gera um SAR = 468W/g, ou seja, o
valor do SAR acompanha o aumento da fase de ferro metélico; este resultado concorda com
os encontrados na literatura [39] [40]. Entre as particulas do grupo VI Pd, a que tem maior
potencial de aquecimento é a VIP5% (figura curva laranja) gerando um SAR =
1139/ g, entretanto, a particula com menor potencial de aquecimento é a VIP70% com

um SAR = 615W/g. A figura mostra que para as particulas VIPé§, o valor do SAR
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Figura 6.26: Medidas de hipertermia magnética realizadas num campo magnético de
300 Oe e 300kHz de frequéncia.
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Figura 6.27: Comparagao dos valores de SAR para as particulas do grupo VIPJ) e
SPION) num campo de 3000e e 300kHz de frequéncia.

diminui com o aumento da fase de ferro metdalico, contrario ao resultado esperado e ao

que acontece com as SPIONG.
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Figura 6.28: Medidas de hipertermia magnética realizadas num campo magnético de
3000e e 300kHz de frequéncia para as particula VIP5% e VIP5%QSi0,

Por outro lado, é importante ressaltar que, quando comparamos a VIP5% com as
SPIONY, a primeira tem um maior potencial de aquecimento, mesmo tendo uma menor
quantidade da fase de ferro metalico, como se observa na figura [6.27} este comportamento
¢ atribuido a perdas por histerese, fazendo com que a VIP5% seja a particula mais
eficiente. A partir disto, foi realizada a medida de hipertermia magnética nas particulas
VIP5%@Si0,, cuja curva de aquecimento se mostra na figura e que gerou um SAR
de 693 W/g, ou seja, devido ao recobrimento, o SAR diminuiu num valor de 60%, o que
concorda com a diminuicao da M, para a amostra recoberta. E importante ressaltar que a
particula VIP5%@Si0O, gerou um SAR maior do que uma SPIONs convencional, mesmo
tendo a camada da silica diamagnética na superficie, o que faz que as VIPs sejam mais

eficientes para aplicagao em hipertermia magnética.
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Capitulo 7

Conclusoes e perspectivas futuras

Neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas com morfologia de nanoanéis com
composic¢ao quimica 6 Fe@QFe30, (ferro@Qmagnetita). O processo da sintese consistiu em
duas etapas: a primeira, uma sintese hidrotérmica de nanoanéis de hematita (o — Fe2O3),

seguida da sua redugao formando o sistema §Fe@Fez0;.

Para o desenvolvimento destas duas etapas foi necesséario o desenho e confeccao de dois
tipos de reatores. Para a primeira etapa, o reator teria que ser capaz de suportar altas
temperaturas, ao mesmo tempo, devia fornecer altas pressoes na sintese hidrotérmica, o
que foi atingido utilizando um copo de teflon coberto com um copo de aco inox. A esse
tipo de reator da-se o nome de hidrotérmico. Neste reator foram sintetizadas as particulas
de hematita, cuja morfologia de nanoanéis e sua razao de aspecto (razao entre a altura
e o diametro externo do anel) foi determinada pela adsor¢ao de fons de fosfato (PO;?)
e sulfato (SO;?) na superficie dos fons férricos (Fe®T). Neste trabalho foi escolhido tra-
balhar com concentragoes relativas de fosfato e sulfato que possibilitasse a obtencao de
nanoanéis, cuja razao de aspecto seja proxima de 1, ou seja, um sistema tal que a altura

seja aproximadamente igual ao diametro externo dos nanoanéis.

Para a etapa seguinte, também foi projetado e desenvolvido um segundo reator. Este
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consistiu num tubo de vidro com uma placa porosa, de modo que as particulas de hema-
tita possam ser permeadas pelo gds de Hy enquanto sao aquecidas por meio de um forno.
As amostras foram submetidas a tratamentos térmicos em distintas condic¢oes, onde foram
variados o tempo de tratamento e a temperatura. Apds estes tratamentos os nanoanéis
de hematita terminaram por ser reduzidos a d Fe@QFe30,, onde ¢ é a concentracao de Fe
em uma nanoparticula. A variacao dos parametros de tratamento permitiu a obtencao
de particulas com distintas porcentagens de cada uma das fases, ou seja, possibilitou que

pudesse ser selecionado um determinado valor de d, de forma reprodutivel.

A analise de DRX das particulas obtidas na sintese hidrotérmica confirmou a formagao
de uma fase pura de hematita. As andlises das imagens de MEV conformaram sua morfo-
logia de nanoanel, além da analise de distribuicao de tamanho de cada uma das amostras.
Outro dado importante obtido da microscopia eletronica foi a confirmacao da razao de
aspecto igual a um, ou seja, a razao altura dos nanoanéis e seu diametro externo ser igual

a um, como desejado.

O refinamento Rietveld dos difratogramas correspondentes as amostras reduzidas, em
diferentes condigoes de tratamento térmico, mostraram a formacao das fases de ferro
metdlico e o 6xido de ferro (maghemita ou magnetita), em distintas porcentagens. Por
ser uma medida bulk, a andlise de DRX, pode somente confirmar a possibilidade de sin-
tetizar sistemas que possuam diferentes percentuais de Fe e 6xido de ferro. Um outro
resultado interessante é que, embora os parametros de rede do Fe metdlico e da hematita
sejam bem diferentes, imagens de MEV mostraram que as amostras continuam tendo a
mesma morfologia de nanoanéis apds o processo de reducao, ainda que em grandes pro-
porcoes de Fe metalico. Mesmo no caso de redugoes severas, onde foi determinado por
DRX que o percentual de Fe metdlico era da ordem de 90%, analises de XPS mostraram

que a superficie dos nanoanéis é composta, majoritariamente, por magnetita, ou seja, o
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percentual de Fe3O, na superficie é de ~ 85% (ou ~ 15 ou concentracao de Fe®). Como
o XPS é uma técnica extremamente sensivel a superficie, esse resultado leva a concluir
que efetivamente as amostras sao do tipo core@shell, onde o core corresponde ao ferro

metalico e o shell a magnetita.

Visando as aplicagoes biomédicas e, sabendo que segundo a literatura a magnetita é
biocompativel, nos levou a formular a hipotese de que as particulas 0 F'eQFe30, também
seriam biocompativeis devido a sua camada de magnetita na superficie. Isto foi confir-
mado nos ensaios de viabilidade celular para as células de linhagem renal HEK e para as
de tecidos 6sseo SAOS2, os quais mostraram que, novamente mesmo, as particulas com
90% de ferro metalico nao sao citotoxicas. Portanto, espera-se que particulas com menor
porcentagem de ferro metalico, em outras palavras, com uma camada superficial maior

de magnetita, também sejam biocompativeis.

A andlise das propriedades magnéticas do sistema demonstrou ser possivel obter dis-
tintos tipos de curvas de histerese, simplesmente variando as porcentagens relativas das
fases de ferro metalico e magnetita, ou seja, variando J. Isto se traduz em que, um dado
conjunto de parametros no processo de redugao (tempo e temperatura), implicard em um
determinado §, que por sua vez, determinara as propriedades magnéticas do sistema, e
consequentemente a forma de sua curva de histerese. Isto é devido ao fato de que o ferro
metalico tem uma magnetizacao de saturagao maior do que da magnetita, portanto para
o sistema dFe@Fe30y,, a magnetizacao de saturagao aumenta linearmente com a porcen-

tagem da fase do ferro metalico.

Com o objetivo de compreender a dinamica do processo de reducao das particulas de
hematita, foram realizadas medidas de XANES in situ na linha de luz DXAS do LNLS.

A anadlise dos espectros de absor¢ao mostrou a dinamica da redugao, permitindo conhecer
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as fases dos 6xidos de ferro formadas durante todo o processo. Ao comparar oS processos
de reducao realizados na linha de luz DXAS com o realizado no CBPF, se observou que
no segundo experimento foi obtida uma maior quantidade porcentual da fase de ferro
metalico, o que foi atribuido a utilizacao de um fluxo de gas de Hy mais concentrado. Isto

se mostrou um parametro fundamental na dinamica de redugao da hematita [53].

No que diz respeito ao segundo objetivo deste trabalho, ou seja, no recobrimento dos
nanoanéis §Fe@QFe3(0, com um material nao magnético, mas que seja facilmente fun-
cionalizavel. Foi escolhida a silica (Si0,) para essa finalidade. Imagens de MET e o
mapeamento por EDS demonstraram que ¢é possivel recobrir estas particulas com uma
camada homogénea de silica (Si0,) e ainda manter a morfologia dos nanoanéis, obtendo
assim uma particula § Fe@QFe30,QSi0,. Em relacao as propriedades magnéticas destas
novas particulas, foi observada a queda da magnetizacao de saturagao; este é um resultado
esperado devido a presenca da silica diamagnética na superficie das amostras. Em particu-
lar, foi observado que a magnetizacao de saturacao das particulas 50%Fe@QFe;0,QSi0,
é maior que a de uma particula de magnetita com morfologia esférica. Isto faz com que

as 50%FeQFe;0,Q85i0, sejam promissoras para aplicacoes como separacao magnética.

Voltando ao foco de aplicagoes biomédicas, foram realizadas as medidas de hipertermia
magnética nas amostras com a mesma composicao quimica o F'e@QFe30, e cujas morfolo-
gias foram tanto nanoanéis, quanto esféricas, visando a comparar o efeito morfolégico. A
partir deste ponto, o primeiro grupo de amostra foi denominado de VI P§ (nanoanéis) e o
segundo foi nomeado como SPIONJ (esferas). Nestes experimentos, era esperado que o
SAR gerado pelas VI P§ fosse maior do que o gerado pelos SPIONG (considerando sem-
pre uma comparagao entre amostras com a mesma porcentagem da fase do ferro metalico).
Porém, isto nao foi observado, ja que o SAR do grupo VIP§ diminuiu com o aumento

da fase do ferro metalico, no entanto o SAR das SPION¢ aumentou. Infelizmente, neste
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trabalho nao foi possivel determinar a razao da queda do SAR com o aumento da fase do
ferro metalico nas amostras VI P4, e formulamos a hipotese da sua relacao com a coercivi-

dade dinamica das particulas, que passa a ser um campo que deve ser explorado no futuro.

No entanto, ao comparar o maior SAR obtido no grupo SPION§ (com 6 = 70%) com
o maior SAR obtido no grupo VIP§ (com § = 5%), o segundo conjunto de nanoparticulas
mostrou-se mais eficiente. J& as particulas VIP5%@Si0, apresentaram um valor menor
do SAR quando comparadas ao mesmo grupo de particulas sem recobrimento, este fato
¢ atribuido a camada de silica na superficie, que por ser nao magnética nao contribui na
geracao do SAR. Por outro lado, as particulas VIP5%QSi0Oy geraram um SAR maior
do que a SPION. Com isto fica evidente que a morfologia de nanoanel é mais eficiente
para a hipertermia magnética do que a esférica, mesmo tendo uma particula recoberta

com um material nao magnético.

Perspectivas

As perspectivas para trabalhos futuros, o primeiro passo consistiria na confec¢ao de um
reator do processo de reducao maior, onde possa ser sintetizada uma maior quantidade de
amostra, ja que atualmente somente é possivel a sintese de aproximadamente 30 mg, que é

uma quantidade muito pequena para ter um bom controle das propriedades das amostras.

O segundo passo consistiria num estudo mais detalhado da coercividade dinamica das
particulas 6 Fe@QFe30y, o que permitird entender seu mecanismo de perdas de energia
quando submetidas a um campo magnético externo. Isto facilitaria mais ainda a previsao

de mais e mais aplicagoes.

O terceiro passo seria a funcionalizacao das particulas d Fe@QFe30,@QS105, que pos-
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sam outorgar a elas um cardter de vector, de modo a cumprir uma determinada funcao

exclusivamente sob a acao de estimulos externos como o campo magnético.

Devido ao fato das particulas VIP5% terem mostrado a maior eficiéncia na hiperter-
mia magnética, podem ser pensadas analises mais avangadas destas amostras em sistemas
biolégicos, como por exemplo, o estudo da sua internalizacao celular através de técnicas

como crio-microscopia.
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