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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos sistemas multifuncionais com potencial
aplicacao para a entrega controlada de calor por duas formas diferentes: hipertermia
magnética, através da aplicacdo de campo magnético alternado e foto-hipertermia,
através da absorcdo de luz por ressonancia de plasmon de superficie. Para isso, 0s
nanossistemas produzidos sédo formados por nanoparticulas (NPs) magnéticas de
oxido de ferro decoradas com NPs de ouro (Au). As NPs de oxido de ferro foram
sintetizadas pelo método de reducédo solvotérmico com etilenoglicol, o qual forneceu
dois grupos de amostras com boa distribuicdo de tamanhos, apresentando diametro
de 228 + 35 e 265 + 31 nm, e atenderam adequadamente aos pré-requisitos para
aplicacdes biomédicas. Através das medidas magnéticas pudemos observar que
estas NPs magnéticas sdo compostas por uma Unica fase de oxido de ferro, sendo
magnetita (FesO4) e/ou maghemita (y-Fe203), apresentando ainda coercividade
relativamente baixa (3 mT) e magnetizacdo de saturacdo entre 71 e 63 Amz/kg. A
decoracdo com NPs de Au ocorreu por dois métodos: (I) Turkevich, que consiste na
reducdo de Au®* por citrato de sédio sob a superficie das NPs magnéticas e (Il)
deposicao-precipitacdo, que consiste na deposicdo de hidréxido de ouro na
superficie das NPs de o6xido de ferro previamente modificada com grupamentos
aminas e concomitante reducédo do Au®*. Além disso, a modulacdo do tamanho das
NPs de Au foram investigadas em funcdo da adicdo consecutiva de Au®* a fim de
obter NPs de Au que possam interagir com a luz de forma diferente dependendo do
seu tamanho. O método (I) se mostrou simples e rapido, no entanto ndo apresentou
um recobrimento homogéneo, fornecendo NPs de Au com tamanhos entre 66 + 17 e
88 + 31 nm. Em contrapartida, o método (Il) apresentou mais etapas, mas forneceu
NPs decoradas homogeneamente com NPs de tamanho entre 12 + 2 e 85 + 20 nm.
Neste trabalho investigamos apenas a eficiéncia na geracdo de calor pelas NPs
através da incidéncia de campo magnético alternado (f= 307 kHz e H= 20 mT, ou
seja, hipertermia magnética. Em &gua, as amostras apresentaram SAR (Taxa
especifica de absorcao - Specific Absortion Rate) de 2,7 a 30,7 W/g.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas, hipertermia magnética, material
terandstico.



ABSTRACT

In this work, multifunctional systems were developed with potential applications for
the controlled delivery of heat in two different ways: magnetic hyperthermia, through
the application of an alternating magnetic field, and photohyperthermia, through the
absorption of light by surface plasmon resonance. The nanosystems produced are
formed by magnetic iron oxide nanoparticles (NPs) decorated with gold (Au) NPs.
Iron oxide NPs were synthesized by the ethylene glycol solvothermal reduction
method, which provided two groups of samples with good size distribution, showing
diameters of 228 + 35 and 265 + 31 nm, and adequately met the prerequisites for
biomedical applications. Through magnetic measurements, we could observe that
these magnetic NPs are composed of a single phase of iron oxide, being magnetite
(Fe304) and/or maghemite (y-Fe203), still showing relatively low coercivity (3 mT)
and saturation magnetization between 71 and 63 Amz/kg. Decoration with Au NPs
occurred by two methods: (I) Turkevich, which consists of the reduction of Au3+ by
sodium citrate under the surface of the magnetic NPs, and (ll) deposition-
precipitation, which consists of the deposition of gold hydroxide on the surface of iron
oxide NPs previously modified with amine groups and concomitant reduction of
Au3+. Furthermore, the modulation of the size of Au NPs was investigated as a
function of the consecutive addition of Au3+ in order to obtain Au NPs that can
interact with light differently depending on their size. Method () proved to be simple
and fast. Nonetheless, it did not present a homogeneous coating, providing Au NPs
sizes between 66 = 17 e 88 £ 31 nm. On the other hand, method (ll) presented more
steps but provided NPs decorated homogeneously with NPs of size between 12 £ 2 e
85 £ 20 nm. In this work, we investigate only the efficiency of heat generation by NPs
through the incidence of alternating magnetic fields (f= 307 kHz and H= 20 mT), that
is, magnetic hyperthermia. In water, the samples presented SAR (Specific Absorption
Rate - Specific Absorption Rate) of 2.7 to 30.7 W/g.

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetic hyperthermia, theranostic material.
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1. Introducéo

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), o céncer foi a
segunda maior causa de mortes em 2018 (OPAS, 2020), sendo um problema de
dimenséo global. Dessa forma, pesquisas para desenvolvimento de novos métodos

de tratamento e diagndstico desta doenga tém ganhado grande importancia.

Com a ajuda da nanotecnologia, a producdo de nanoparticulas (NPs) com
propriedades terandsticas, sistemas que podem conjugar técnicas de diagndstico e
tratamento ao mesmo tempo, é de fundamental importancia para esta area. Neste
trabalho utilizamos NPs’s de oxido de ferro (NPsM) e ouro (NPsSouro), visando a
possibilidade de conjugacdo de técnicas de diagnostico como imageamento por
ressonancia magnética e modificacdo quimica de sua superficie para carreamento
de moléculas sinalizadoras, tendo aplicagcdo em diagndstico de doencas. Assim
como técnicas de tratamento como carreamento de drogas pela funcionalizacdo da
superficie das NPsouro € foto-hipertermia por ressonancia plasmon de superficie,
bem como a utilizacdo das propriedades magnéticas das NPsM em aplicacdes de
hipertermia magnética, sendo este um dos principais objetivos. (BANERJEE et al.,
2011; FONSECA et al., 2018; LEWINSKI; COLVIN; DREZEK, et al., 2008)

7

A hipertermia magnética € um tratamento alternativo que consiste na
exposicao dos tecidos cancerosas a temperaturas mais altas que a natural (~42 °C)
por tempo relativamente prolongado, a fim de matar (apoptose” ou necrose’) ou
danificar as células cancerosas, uma vez que essas tém menor capacidade de
dissipacéo de calor em relacdo as células sadias. Em geral, 0 aquecimento de uma
regido extensa do corpo implica uma série de efeitos colaterais, tais como enjoo,
nauseas, feridas na boca, etc. (INCA, 2021; STORM et al., 1979)

Esses efeitos podem ser minimizados limitando a &rea de ag&o do tratamento.

A hipertermia magnética (HM) e/ou foto-hipertermia (FH) utilizando NPs se

* Apoptose é o regime onde a célula entra em um processo de morte autoinduzido, se dividindo em
pequenos fragmentos e entéo sendo digeridos pelas células vizinhas, ndo causando inflamacéo.

T Necrose é causada devido a lesdes na célula, gera um processo de inflamacéo devido a liberacao
de componentes celulares no ambiente extracelular que sdo eliminados pelo sistema imunoldgico.
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apresentam como excelentes alternativas, pois produzem aquecimento localizado

das nos tecidos cancerosos, evitando o dano de tecidos sadios adjacentes.

Existem diversos estudos focados na sintese de nanossistemas com maior
eficiéncia calorifica para aplicacbes de hipertermia. Entretanto, para fins de
aplicacoes biomédicas outros critérios devem ser atendidos, principalmente em
relagdo a citotoxicidade*. Existem caracteristicas magnéticas especificas que devem
ser atendidas, sdo essas: baixa magnetizacdo de remanéncia (Mr) (a fim de evitar
interacOes dipolares, que podem causar aglomeracdes e gerar entupimentos e/ou
trombose) baixo campo coercivo (Hc) (evitando a necessidade de altos campos para
eliminar a magnetizacdo do sistema) e alta magnetizacdo de saturacdo Ms (tendo
assim uma maior resposta quando exposto ao campo magnético) possibilitando o
tratamento com utilizagdo de campos magnéticos biocompativeiss. (LEWINSKI;
COLVIN; DREZEK, 2008, SILVA et al., 2013; JAIN et al., 2006)

Portanto, o presente trabalho visa ao desenvolvimento de um sistema de
NPsM de o6xido de ferro decoradas com NPs de ouro como um potencial sistema
terandstico. A estratégia utilizada foi a combinacdo de materiais com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas como Oxidos magnéticos e metais, para a producao
de uma nanoplataforma com resposta magnética e 6tica simultaneamente. Neste
sistema, o Oxido de ferro proporciona caracteristicas magnéticas necessarias para
utilizacdo em hipertermia magnética. A depender de sua morfologia e dimenséao
essas NPsM podem apresentar diferentes comportamentos magnéticos, como,
superparamagnético, (monodominio), multidominios ou uma configuracao de vértice.
Além da aplicacdo em hipertermia, o fato de ser magnético auxilia na vetorizagdo do
sistema e possibilita a recuperacéo e reutilizacdo das NPsM através da aplicacao de
um campo magnético adequado. Por outro lado, as NPs de ouro apresentam
ressonancia plasmon de superficie sendo possivel sua utilizacdo em tratamentos
fototérmicos (MIOLA et al., 2017; ZHAROV et al., 2005; FELIX et al., 2017).
Diferentemente de um sistema core-shell (carogo-casca), o sistema decorado com

NPsouro Oferece a possibilidade de ajustar o tamanho das NPs, sendo possivel

* Nivel de toxicidade causada em um tecido celular por determinado material.

§ O campo magnético pode ser considerado biocompativel quando obedece ao critério proposto por
Brezovich, no qual o produto entre o campo e a frequéncia seja de até 4,85.108 A/ms, nao
apresentando efeitos colaterais ao organismo do paciente em um periodo de até 1 hora de exposic¢ao.
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adequar ao comprimento de onda da luz a ser incidida sobre as NPs para a geracéo
de calor. Trazendo a possibilidade de criar um sistema bifuncionalizado, ou seja,

funcionaliza¢fes distintas para as NPsouro € NPSM para aplicagfes diversas.
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2. Objetivo

2.1 Objetivos Gerais

A nanotecnologia € uma das maiores contribuicbes do desenvolvimento
moderno, tendo desdobramentos em praticamente todas as areas, sendo que uma
das mais estudadas aplicagBes deste campo esta no ambito biomédico. Tratamentos
que se utilizam de métodos vinculados a este ramo tém grande potencial para
diminuicdo de sequelas e efeitos colaterais por serem de acdo localizada

(vetorizavel), se comparadas a métodos tradicionais.

Nesta perspectiva, tivemos como objetivo neste trabalho sintetizar,
caracterizar e estudar o comportamento magnético de sistemas formados por 6xido
de ferro e ouro a fim de desenvolver uma nanoplataforma multifuncional com

propriedades teranosticas.

2.2 Objetivos Especificos

I.  Sintetizar particulas de 6xido de ferro na escala nhanométrica, utilizando rota
solvotérmica e modificacdo quimica da superficie das NPs com grupos amina
(-NH2).

Il.  Estudar o comportamento magnético das particulas de 6xido de ferro a fim de

verificar a existéncia de vortices magnéticos.

lll.  Acoplar particulas de ouro na superficie do 6xido de ferro através de dois

métodos: i) Turkevich e ii) deposicdo-precipitacdo (DP).

IV. Caracterizar fisica e quimicamente as amostras pelas técnicas de: difracédo de

raios X em po, microscopia eletrbnica de varredura, potencial zeta (),
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VI.

espectroscopia de energia dispersiva de raios x e medidas magnéticas. (A

funcdo dessas técnicas caracterizacdes esta descrita no Anexo lll)

Estudar a dindmica de crescimento das particulas de ouro sob a superficie do
oxido de ferro, bem como as alteracdes em seu comportamento magnético

devido a presenca das NP de Au.

Investigar a capacidade de aquecimento das particulas por hipertermia

magnética de acordo com as diferentes quantidades de ouro.
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3. Magnetismo na matéria

Materiais diferentes podem apresentar caracteristicas magnéticas diferentes
em presenca de um campo magnético. Estas caracteristicas podem ser identificadas
de diversas formas: observando as mudangas no campo nas vizinhancas da
amostra, pela forca exercida no material por uma distribuicdo de campos, pela
diferenca de potencial induzida, entre outros. (GUIMARAES, 2009)

Para compreendermos os fendmenos magnéticos na escala nanométrica,
necessitamos de conhecimentos em relacdo as grandezas basicas que regem estes

eventos.

Os fendbmenos magnéticos derivam sua origem principalmente do momento
magnético eletrdnico, proveniente de elétrons desemparelhados. Uma aproximacgao
para 0S momentos magnéticos é considerar seu comportamento como o de

pequenos imas.

3.1 Dominios magnéticos

O estado fundamental de materiais ferromagnéticos dificilmente possui
magnetizacdo total ndo-nula. Isso ocorre, pois esses materiais se organizam em
pequenas regifes chamadas dominios magnéticos. Em cada um desses dominios
0S momentos magnéticos atdbmicos estdo todos paralelos, ou seja, tal como
esperado para um ordenamento ferromagnético. Contudo, a magnetizacdo de cada
dominio aponta em direcdes aleatérias, de modo a minimizar a magnetizacéo total
do sistema, ou seja, minimizar a energia magnetostatica. Quando um material é
submetido a um campo suficientemente grande Hs (campo de saturacdo), essa
estrutura de dominios magnéticos € desfeita e 0s momentos magnéticos atémicos
estardo todos alinhados ao campo, atingindo assim o que € chamado de
magnetizacdo de saturacdo (Ms). Ao retirar 0 campo magnético os momentos
magnéticos voltam a se agrupar em dominios, de forma a diminuir a magnetizagéo
do material, diminuindo, assim, a energia magnetostatica. Em alguns casos é

possivel que uma grande parte dos dominios se mantenham orientados na direcéao
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de Hs, 0 que gera uma magnetizacdo remanente (M) ndo nula. Para eliminar a
magnetizacdo é necessaria a aplicagdo de um campo no sentido oposto ao campo
aplicado no comeco do ciclo (Hs). O valor do campo responsavel onde a
magnetizacdo do sistema € zero é denominada campo coercivo (Hc). E possivel

observar estes parametros na figura 1. (BRIAN, 2004)

ALTA MAGNETIZAGAO DE
SATURACAO

BAIXA MAGNETIZACAO DE
REMANENCIA

BAIXO CAMPO
COERCIVO

¥

YT T T T YT YT Y Yy Y

Yy
rrivvebey

Figura 1: Curva de histerese magnética, destacando o Campo Coercivo (Hc), Magnetizacao
de Saturacdo (Ms) e Remanéncia (M,).

A configuracdo dos dominios magnéticos é moldada pela contribuicdo de
diversas energias do sistema. A estrutura mais estavel é atingida no estado onde ha
a minimizacao das energias potenciais que compdem o sistema. A energia total é

descrita pela soma da contribuicdo das seguintes energias:
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Energia de troca

A energia de troca esta relacionada ao processo de ordenamento magnético
proveniente da interacao eletrostatica entre &tomos. Gragas ao principio de exclusédo
de Pauli, Heisenberg pode descrevé-la pelo seguinte Hamiltoniano:

ﬁTROCA = 'Zi;tjls')i- §j 3D

- —
Sendo §; e S]- 0S momentos magnéticos dos atomos i e j, respectivamente, e

J é a constante de troca. Esta € uma interacdo de curto alcance, entdo sao
considerados apenas 0s primeiros vizinhos i dos atomos j. O valor de J define o
regime magnético do material, no caso em que J > 0, a energia sera minimizada
quando o angulo entre os vetores dos momentos magnéticos vizinhos for zero,

estando estes alinhados paralelamente.

No caso de J < 0 e 0 mOdulo dos momentos vizinhos forem iguais, a
minimizagdo da energia ocorre quando o angulo for 1, estardo entdo alinhados
antiparalelamente, e o regime do material sera o antiferromagnético. Por outro lado,
no caso em que 0s momentos magnéticos vizinhos séo diferentes em maodulo, o
regime magnético sera o ferrimagnético, como o caso do oxido de ferro, sendo esse

um caso de troca direta.
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Energia Magnetostatica

E a energia potencial magnética de um material ferromagnético produzido
pelo seu proprio campo magnético devido sua magnetizacdo, uma vez que 0
material ferromagnético € exposto ao campo € gerado um campo magnético interno,
conhecido como Campo de desmagnetizacdo (Hd), a fim de diminuir a intensidade e

extensdo do campo magnético externo, como mostra a figura 2.

Grande quantidade de Menor quantidade de Menor quantidade de
energia magnetostatica energia magnetostatica energia magnetostatica
que a) que b)

T e O

dominio

Figura 2: Imagem esquematica mostrando a diminuigcdo da energia magnetostatica com a
formacao de dominios magnéticos. Imagem adaptada de SMITH, HASHEMI e PRESUEL-
MORENO (2019).

A energia magnetostatica é dada pela energia de magnetizacdo do campo

desmagnetizante, definida como:

M
Ed: Ho f() HdM (5.2

Energia de Anisotropia Magnetocristalina

A orientacdo cristalina de materiais possui influéncia em sua magnetizacao,
devido as diferentes orientagcbes dos cristais que compdem o material. Na figura 3,
podemos observar a curva de magnetizagdo em fungcdo do campo magnético (MxH),
quando esse € aplicado ao longo de diferentes direcbes cristalograficas de um

material que apresenta estrutura cristalina cubica de face centrada:
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Figura 3: Dependéncia da magnetizacao em relacao a diregcao plano cristalino onde o campo
magnético é aplicado adaptado de GUIMARAES (2009).

Na direcdo <111> do cristal, a saturacdo da magnetizacdo é atingida mais
facilmente (em campos mais baixos), tornando este um eixo de facil magnetizacéo.
Enquanto para <100> a magnetizacdo ocorre ap0s a aplicacdo de um campo muito
mais alto, isto indica que este pode ser uma direcao de dificil magnetizacédo (dura).
Para um modelo que possui anisotropia uniaxial, podemos descrever a energia

magnetocristalina como:

E = KV(sen(0))> (3.3)
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3.2 Parede de dominio

Parede de dominio é a regido de transicdo entre dominios magnéticos
vizinhos, orientados em diferentes direcdes. Esta regido possui uma extensao finita,

fazendo com que a transicdo de um dominio magnético para o outro seja gradual.

A largura da parede se deve ao equilibrio de dois termos de energia
principais: a energia de troca e a energia magnetocristalina. Quando ha apenas uma
pequena diferenca entre a orientagéo dos polos de um dipolo, as for¢as de troca sé&o
minimizadas e energia de troca diminui. Logo, a energia de troca tendera a alargar a
parede. Porém, quanto maior a largura da parede, maior sera o numero de dipolos
forcados a se alinhar em direcdo que nado a de facil magnetizacao, entdo havera um
aumento da energia de anisotropia magnetocristalina. Por fim, a largura sera
definida onde h& um equilibrio, que corresponde a minimizacdo simultanea de
ambas as energias. Existem dois principais tipos de paredes de dominio: parede de
Bloch e de Néel. Elas se diferenciam pela orientacdo dos momentos magnéticos em
sua extensdo. Na parede de Bloch temos os momentos magnéticos girando em um
plano perpendicular as orientacdes dos momentos magnéticos, enquanto na parede
de Néel os momentos giram no plano paralelo a orientacdo dos momentos

magneéticos vizinhos, como pode ser visto na figura 4.
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Figura 4. A ilustracdo mostra os dois tipos de parede de dominio a) Bloch que gira
perpendicular ao plano dos dominios adjacentes, enquanto b) Néel os dominios giram no
plano. (FERNANDES et al., 2019)

A energia da parede, no caso da de Bloch, é proporcional & 4VAK, onde A é a
constante de rigidez de troca, podendo ser entendida como a intensidade da

interacdo de troca, e K a constante de anisotropia magnetocristalina uniaxial.

Considerando uma parede de dominios que satisfaca a condicdo de
minimizacdo de energia entre as energias de troca e de anisotropia, € possivel
descrever a largura de uma parede de dominios com N atomos com anisotropia K

por:

6 =Na= m L 34

al/z |K
sendo a a distancia entre dois atomos. E possivel ver que a largura da parede
dominios é entéo diretamente proporcional a VJ, relacionado a energia de troca e

inversamente proporcional a VK, relacionada a energia de anisotropia.
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3.3. Superparamagnetismo

Como visto na secdo anterior, 0s dominios magnéticos sdo regidos por um
balanco de energias potenciais. Abaixo de um determinado tamanho das particulas
a energia para formar estes dominios, ou seja, a energia de uma parede, passa a
ser maior que o ganho em energia magnetostatica causado pela formacdo de
dominios, fazendo com que a particula passe do estado multidominio para um
estado monodominio (GUIMARAES, 2009).

Para o modelo de um sistema anisotrépico, cuja inversdo da magnetizagao se
da por rotacdo coerente, com campo magnético aplicado em diversas dire¢ées, 0
comportamento da magnetizacdo apds a retirada do campo magnético pode ser
descrito por:
— —-KV
C;—I:I = T—:Mexp(m) = 1:1 (3:9)
onde M é a magnetizacdo, ks a constante de Boltzmann, T a temperatura e To € 0

tempo de relaxacdo caracteristico (seu valor depende do volume da particula, e
varia entre 10° e 101° s). O tempo de relaxacdo magnético é dado pela equacéo de

Néel-Arrhenius:

T = tgexpt/ksT (3.6)

Que pode ser entendido como, o tempo médio em que o sistema fica em cada
um de seus minimos de energia, separados pela barreira KV, considerando uma

particula com anisotropia uniaxial.

No estado superparamagnético a energia térmica possui forte influéncia sob a
magnetizagdo das particulas. A magnetizacdo de uma particula neste regime em
temperatura ambiente podera variar entre seus minimos de energia, separados por

uma barreira de energia E = KV.

Como dito acima o regime superparamagnético € altamente dependente da

temperatura. Um sistema estara neste regime quando a janela de tempo de uma

medida magnética for muito maior que o tempo de relaxac¢do (tm >> T) do sistema.
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Isso implica em serem observados os macrospins alinhados aleatoriamente e por

consequéncia uma magnetizacéo total nula.

Enquanto no caso em que o tempo de medida € muito menor que o tempo de
relaxacdo magnética (tm << T), 0 sistema estara no estado bloqueado, neste estado

0 sistema apresentara histerese magnética. (GUIMARAES, 2009)

Uma curva de magnetizacdo caracteristica do regime superparamagnético
apresenta campo coercivo nulo, e magnetizacdo de remanéncia nula, como pode ser

visto na figura 5.

_ Monodominio é * Multidominio »

Monodominio
NPs

_l_i' ' do : bloqueado

' _ambiente $ ‘ Regido farro/ferrimagnética a temperatura ambiente ’

Tamanho de particula (nm)

Figura 5: Esquema exibindo o aumento do campo coercivo em funcédo do regime magnético,
bem como a forma de distribuigdo dos momentos magnéticos no material e as curvas de
magnetizacdo por campo caracteristicas. (RAJAN; SAHU, 2009)

A partir dessas definicdes, podemos estimar o volume critico abaixo do qual

uma particula se encontrara no regime superparamagnético, como sendo:
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V., ~ 25k,T/K (3.7)

considerando a particula esférica, podemos estimar entdo o diametro critico abaixo

do qual a particula estaré no regime superparamagnético (GUIMARAES, 2009):

6 1/3
D, = (; Vcr) (3.8)

No regime monodominio 0s momentos magnéticos em uma particula podem
ser considerados como se comportando de forma coesa (coerente), como se fossem
um unico momento magnético formado pela soma dos momentos magnéticos
individuais. Usualmente, este Unico momento € conhecido como macrospin. As
representantes mais comuns de nanoparticulas neste regime sdo os oxidos de ferro,
conhecidas como SPIONs (Nanoparticulas de Oxido de Ferro Superparamagnéticas,
do inglés Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles). O primeiro modelo utilizado
para descrever o comportamento magnético de particulas de pequenas dimensdes
foi o de Stoner-Wholfarth, descrevendo a energia de um monodominio magnético
elipsoidal sob a influéncia de um campo magnético a temperatura T = 0 K.

(STONER; WOHLFARTH, 1948).

Podemos considerar, por simplicidade, um conjunto de particulas magnéticas
abaixo do diametro critico, apresentando assim o comportamento de monodominio,

nesse caso a energia de cada particula pode ser descrita pela equacao:

E = KVsen8? — uoM,(6 — @) (3.9)

onde K é a constante de anisotropia efetiva, V o volume da particula, ® o angulo
entre o momento e o eixo de facil magnetizacdo e ¢ o angulo entre o campo

magnético e o eixo de facil magnetizacgéo.

A primeira parte da equacao 3.9 descreve a energia de anisotropia total da
particula, e o segundo termo rege o comportamento da energia da particula quando

submetido a um campo magnético, conhecido como energia Zeeman.
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3.4 Vortices magnéticos

Como discutido nas sec¢bes 3.1-3.3 0 comportamento magnético das
nanoparticulas tem grande dependéncia de suas dimensfes. Particulas com
tamanhos reduzidos tendem a apresentar o ordenamento monodominio, enquanto o
aumento do tamanho das particulas pode ser observado o regime de multidominios.
No limite entre esses dois regimes, pode ser observada uma configuracdo bem
peculiar, conhecida como vortice magnético, que ocorre para particulas de material

magneticamente macio.

Neste estado, 0s momentos magnéticos assumem um alinhamento tangencial
a circulos concéntricos paralelos ao plano (X, y), enquanto que ha um aumento
gradual da inclinacdo em relacdo ao plano conforme se aproxima do centro do
vortice, como pode ser visto na figura 6. Esta configuracdo ocorre devido ao balanco
entre as energias de troca e de anisotropia. (GASPARE; CASOLI, 2016)

Figura 6: Imagem esquematica da disposicao dos momentos magnéticos (no plano (x,y)) em
um vortice magnético. (CHIEN; ZHU; ZHU, 2007)

O ponto onde os momentos magnéticos estdo alinhados perpendicularmente

ao plano é chamado de nucleo do vortice. Este surge para que o angulo entre os
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momentos magnéticos seja menor e haja uma variacdo continua e suave entre 0s
momentos, minimizando a energia de troca. A componente da magnetizacdo no
centro (eixo z) pode apontar para cima ou para baixo, o que define a polaridade p do
vortice, sendo para cima p = 1 e para baixo p = -1. O voértice tem ainda um outro
namero que o caracteriza, que representa o sentido de sua circulacdo, que pode ser
horario ¢ = 1 ou anti-horério ¢ = -1. Essas combinacées que podem ser vistas na

figura 7.

c=-1 p=+1 c=-1 p=-1

Figura 7: Os quatro estados degenerados de um estado de voértice magnético, com
quiralidade c= £1 e polarizagdo do nucleo p = +1. As flechas brancas indicam o sentido da
rotacdo do spin no plano de magnetizacdo. A magnetizacdo no centro aponta para fora do
plano. (BOHLENS, 2008).

A figura 8 mostra uma curva de magnetizagdo por campo magnético
caracteristica de um vortice. Esta apresenta um formato caracteristico, com o
surgimento de histerese magnética a partir de um determinado valor de campo. O
aumento do campo desloca o nucleo do vortice perpendicularmente a direcdo do
campo, tirando-o do centro. ApGs o nucleo do vértice atingir a borda do sistema (no
exemplo um disco) ele se aniquila, resultando em um salto abrupto na

magnetizagdo. A partir desse campo 0s momentos magnéticos ficam alinhados ao

30



campo magnético externo, portanto sera atingida a saturacdo. O campo para o qual
este efeito ocorre € denominado campo de aniquilacdo (h4&). Quando este campo €&
reduzido o vortice volta a aparecer, gerando assim um novo salto na magnetizacao.
Esse segundo salto € conhecido por campo de nucleacdo (Hn). Para valores
menores de campo, ou seja, no entorno do campo nulo, reduz linearmente™ e o
sistema nédo exibe coercividade, ou seja, em campo nulo o nucleo volta ao centro do

vortice, considerando-se um campo magnético no regime estatico.

Vortices que apresentam esta curva de magnetizacdo sdo de grande
interesse para o escopo de aplicacdes de hipertermia magnética em métodos de
tratamento de doencas por terapias térmicas, pois apresentam campo Coercivo e
magnetizacdo de remanéncia nulos, dois dos principais requisitos para aplicacéo de
nanoparticulas magnéticas a sistemas biolégicos. Apesar disso, diferentemente dos
SPIONs, possuem histerese magnética, o que pode aumentar a eficiéncia na

entrega de calor pelo sistema, como sera visto na se¢éo a seguir.
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Figura 8: Histerese magnética de um vértice magnético com eixo de facil magnetizacdo em
y. (DIAS, 2014)

™ Este comportamento néo é geral para um vortice magnético, sua curva de histerese pode
assumir diversas formas, como pode ser visto no trabalho de CHIEN et al. (2007)
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3.5 Hipertermia magnética

A hipertermia magnética € uma técnica que se utiliza de processos de
magnetizacdo de materiais magnéticos, para liberacdo de energia em forma de calor
ao meio onde o material (sendo mais eficientes, de forma geral, os no regime
ferromagnético) se encontra, quando submetido a um campo magnético alternado. O
que acaba por gerar o aquecimento de uma determinada area. (HERGT ;DUTZ,
2007)

Esta técnica vem ganhando visibilidade gracas a possibilidade de mitigacao
de efeitos colaterais em tratamentos de doengcas como 0 cancer. Isso pode
acontecer, pois com o desenvolvimento adequado de nanoparticulas é possivel que
esse calor seja liberado em uma regido de interesse bem determinada. Podendo ser
utilizada como método terapéutico principal ou conjugado com carreamento de
farmacos, foto-hipertermia entre outras. (FANG; CHEN, 2013; SANTOS et al., 2016;
ZHAROQV et al., 2005)

A aplicabilidade desta técnica se da devido as células cancerosas resistirem a
temperatura de até 42°C, devido a abnormal vascularizacdo do tumor, impedindo
gue este tenha uma dissipacdo de calor eficiente. Enquanto as células saudaveis
resistem a temperaturas de até 45°C. Sendo assim, um aguecimento controlado, a
uma temperatura intermediaria (entre 42 °C e 45 °C) espera-se ser possivel causar
danos as células cancerosas, sem lesao as saudaveis. (SURIYANTO; NG; KUMAR,
2017)

Nanoparticulas magnéticas para serem utilizadas em hipertermia magnética

devem satisfazer, obrigatoriamente, alguns critérios. Sao esses:

I.  Biocompatibilidade e baixa citotoxicidade;

. Campo coercivo e magnetizagdo de remanéncia nula, evitando interagdes

dipolares entre as particulas e assim a aglomeracédo das mesmas;
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lll.  Utlizacdo de campos alternados biocompativeis. A frequéncia (f) e a
amplitude do campo magnético H utilizados devem obedecer ao produto: H.f
< 4,85. 108 A/m.s, neste intervalo a utilizacdo de campos magnéticos é segura
ao paciente (HERGT; DUTZ, 2007);

IV.  Maior valor de magnetizacdo de saturacdo possivel, o que € ligado ao poder
de aquecimento das particulas sob acdo de um campo oscilante, uma vez
gue aumentando a magnetizacdo de saturacdo, aumenta-se a area da curva

de histerese.

A eficiéncia de dissipacdo de energia destas particulas € determinada por
uma grandeza denominada taxa de absorgéo especifica, do inglés Specific Absortion

Rate (SAR), descrita pela seguinte equacéo:

(3.10)

m;C; + mypC dl
SAR ( 1~ NP NP)( )
max

Myp dt

nesta equacado mi e mnps representam a massa, € Ci e Cnps 0 calor especifico do
liguido e das NPs respectivamente; (dT/dt)max € a variacdo de temperatura no tempo
(K/s), a unidade da SAR € o (W/g). (NANOSCALE BIOMAGNETICS, 2001)

A dissipacdao de energia pode ocorrer por dois mecanismos: perdas por
histerese e perdas por susceptibilidade. Essa segunda pode ser dividida em duas,

relaxacdo de Brown e relaxacdo de Néel.

O processo de geracdo de calor por perdas histeréticas esta relacionado ao
processo histerético da magnetizacdo do sistema. Quando aplicado um campo
magnético em um ferromagneto, parte da energia é utilizada para alinhar os
momentos magnéticos ao campo, quando o campo é zerado parte dessa energia

nao é devolvida ao sistema por conta da remanéncia. Por se encontrar em um
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estado fora do equilibrio, essa energia acaba por ser dissipada no meio em forma de
calor, este processo ocorre de forma lenta, podendo ser acelerada com a utilizacao
de um campo magnético oscilante. Em uma particula que apresenta curva
histerética a quantidade de calor dissipada € diretamente proporcional a area da
histerese:

Area = ngdM (3.11)

sendo po permeabilidade magnética no vacuo, H o modulo do campo magnético e M
a magnetizacdo da particula. O SAR desse sistema € dado incluindo a frequéncia (f)
na equacao e po:

SAR = pof ?ﬁ HdM (3.1

a partir desta equacdo podemos concluir que quanto maior 0 campo COercivo e a
magnetizacdo de saturacdo da particula, maior sera sua eficiéncia na geracao de
calor por hipertermia magnética. (ROSENWEIG et al., 2002)

No regime superparamagnético os métodos de geracado de calor dominantes
se devem, em grande parte, a instabilidade dos momentos magnéticos, permitindo
que flutue entre os minimos energéticos das particulas, podendo ser alterados por

variacfes térmicas.

Estes estdo relacionados ao processo de relaxacdo magnética do sistema,
assim como o processo de perdas histeréticas, sendo ilustrados 0s processos

ilustrados na figura 9:
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Figura 9: Modelos de geragéo de calor em particulas magnéticas por aplicacdo de campo
magnético alternado. Adaptado do trabalho de SURIYANTO; NG; KUMAR. (2017).

Na relaxacdo de Brown, as particulas magnéticas se movimentam no liquido
de forma a acompanharem o campo magnético aplicado. Com isso, acabam por
dissipar calor devido ao atrito entre sua superficie e o fluido no qual estdo imersas.
O tempo de relaxacdo caracteristico denominado tempo de relaxacdo de Brown (z3)
depende da viscosidade do meio (n) e do volume hidrodindmico da particula (VH).
Sendo expresso por (ROSENWEIG et al., 2002):

3NVy
TB - kBT (313)

Enquanto na relaxacdo de Néel, hd a variacdo na dire¢cdo dos momentos
magnéticos sem o movimento fisico das particulas. Quando um campo magnético
alternado é aplicado sobre as particulas, 0s momentos passam ao processo de
alinhamento e subsequente relaxa¢do de acordo com a frequéncia utilizada. Sendo
a frequéncia suficientemente alta, o sistema passa a poder ser identificado como
bloqueado, estando fora do regime superparamagnético, apresentando uma
histerese magnética, e consequentemente passando a dissipar calor no meio. Na
relaxacdo de Néel o tempo caracteristico é dado pela equacdo (ROSENWEIG et al.,
2002):
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. To Tl'kBT
W=7 | Tkv

ﬂ) (3.17)
kgT

exp (
O fendbmeno de relaxagdo de Brown e de Néel acontecem paralelamente,

sendo possivel descrever um tempo de relaxacdo magneética efetivo (T.f) da

seguinte forma (ROSENWEIG et al., 2002):

=t (3.18)

Observando os termos da equacdo, fica claro que o menor tempo de
relaxacdo serd o dominante. Logo, se estiver tratando de particulas pequenas em
um meio com baixa viscosidade, h4 uma grande probabilidade de a relaxacdo de

Brown reger o tempo de relaxa¢cdo magnética no sistema.

Para estes mecanismos, a geragao de calor é descrita pela equacéo:

2ntft,s
1+ (27fT.p)? (3.19)

SAR = mpox,H2 f

onde X € a susceptibilidade magnética (sendo considerada constante neste caso) e

f a frequéncia do campo magnético. (ROSENWEIG et al., 2002)

3.6 Ressonancia plasmon de superficie e foto-hipertermia em
nanoparticulas de ouro

Tratamentos fototérmicos utilizam-se dos fétons como fontes de excitacéo

para a geracao de calor a partir dos elétrons da superficie de particulas.

O fendmeno no qual ocorre este efeito € denominado ressonancia plasmon de

superficie (RPS). Gerado devido a interagdo entre particulas polarizaveis e um
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campo elétrico homogéneo. Esta interacdo induz um dipolo elétrico oscilante,
fazendo com que os elétrons se desloquem em direcdo contraria ao campo. Como
resultado ha o surgimento de um campo elétrico restaurador, restaurando as cargas
para o equilibrio. O acoplamento destes efeitos € o que gera o fenbmeno. Podendo
ser desencadeado com a aplicacdo de um laser (de comprimento de onda
especifico), entdo os elétrons absorvem energia dos fétons e sofrem uma transicao
de energia para um estado excitado. Em seguida o sistema relaxa voltando ao
estado de menor energia. Resultando em um aumento de energia cinética e
conseguente aquecimento no meio proximo ao objeto absorvedor. (HUANG et al.,
2008)

Campo
elétrico

Dipolo
elétrico = = =

Figura 10: Dipolo elétrico oscilante induzido em uma particula metalica a partir da incidéncia
de luz. (SANTOS et al., 2016)

7

Este efeito é altamente dependente da forma, do tamanho e do nivel de
agregacdo das particulas usadas. Em particular quando se deseja utilizar esta
técnica em sistemas bioldgicos, o comprimento de onda ideal esta na faixa do
infravermelho (IV) préoximo (SHAO et al., 2015). O trabalho de JAIN et al. (2006)
mostra o estudo da variagdo no comportamento do comprimento de onda de
excitagdo para RPS utilizando nanoparticulas de ouro com diversas morfologias,
tamanhos e composicdes. Na figura 11 é apresentado um gréfico no qual é possivel
observar a variacdo do comprimento de onda no qual ocorre maior absorcao de luz
por particulas de ouro esféricas quando irradiadas, em funcdo do tamanho das

particulas. E possivel concluir que o controle do tamanho das particulas de ouro
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também permite o controle da faixa do espectro luminoso onde ocorrera a excitacdo

do sistema.
a) 50
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Figura 11: a) Variacdo da excitacdo de RPS maxima em particulas com morfologia esférica.
(JAIN et al., 2006)

A partir dos resultados obtidos no trabalho de ZHAROV et al. (2005), é
possivel observar a eficiéncia da utilizacdo das particulas de ouro para geracédo de
calor em fungéo de seu tamanho. O estudo utilizou particulas de ouro com diametros
entre 20 e 40 nm em suspensao aquosa conjugadas com anticorpos monoclonais a
fim de se ligarem a superficie de células cancerosas, formando agregados, como
mostrado no esquema da figura 11. Como a RPS é altamente dependente das
dimensdes, o nivel de agregacdo de nanoparticulas também gera modificacbes no
comprimento de onda onde ocorre a ressonancia. Esses aglomerados sofrem um
desvio para o vermelho no seu comprimento de onda de absorcdo devido ao
acoplamento das diferentes faixas de RPS, mudando o comprimento de onda onde

ocorre a excitagdo do espectro visivel para o IV.
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Figura 12: Esquema de adesdo e aquecimento das particulas de ouro sob as células
cancerosas. a) 0os anticorpos primarios F19 aderem as proteinas da superficie da célula. b)
por irradiagéo formam bolhas que lesionam a célula. (ZHAROV et al., 2005)

Foram feitos testes utilizando particulas e clusters, com aplicacédo de laser de
comprimento de onda de 532 nm, resultando na reducdo da viabilidade das células
cancerosas. Entretanto, com a irradiacdo por laser de comprimento de onda 1034
nm (IV) as particulas de ouro, ndo foi observado praticamente nenhum efeito,
enquanto os clusters destruiram praticamente todas as células. Por fim, o estudo
mostrou que para a utilizacdo desta técnica o0s agregados de nanoparticulas de
ouro devem apresentar diametro entre 200 e 300 nm, sendo compostos por
particulas entre 30 e 40 nm. (YU et al., 2017)
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4. Estado da arte

Neste capitulo serdo apresentados brevemente trabalhos encontrados na
literatura com foco na pesquisa para otimizacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro

e/ou ouro com propdésito de entrega de calor.

4.1 Ferritas e 6xido de ferro para aplicacfes a hipertermia magnética

O material mais usado em aplicacbes de hipertermia sao os éxidos de ferro
(magnetita e maghemita), devido a boa biocompatibilidade e simplicidade de
obtencdo em forma escalonavel dessas NPs, sendo as particulas na fase
maghemita mais estaveis devido a jA estarem oxidadas, logo possuem menor
potencial para gerar danos ao organismo devido a reacdes de oxidacdo. Em
decorréncia da forte dependéncia de parametros experimentais, tais como:
intensidade e frequéncia do campo magnético aplicado, anisotropia, comportamento
magneético, morfologia, diametro, interacdes entre particulas, viscosidade do meio e
concentracdo das particulas, € possivel observar diversos valores de SAR para
particulas com a mesma composicdo. (HILGER et al., 2003; RIEHEMANN et al.,
2009)

Na busca por sistemas mais eficientes em aplicacdes de hipertermia, a
sintese de materiais com estruturas heterogéneas tem grande destaque, podendo-
se combinar caracteristicas magnéticas e morfologicas distintas, a fim de formar um
novo sistema que possa produzir resultados superiores. Nesta perspectiva, o
trabalho de Lee et al. (2011) faz a andlise de diversas particulas magnéticas com
diferentes materiais, apresentando o resultado de maior eficiéncia para particulas
formadas por uma casca de Zno.sMnoeFe204 com nucleo de Zno4CooeFe204. Esse
sistema carogco@casca possui morfologia esférica, sendo o nucleo com didametro de
9 nm e a casca de 6 nm de espessura, como mostrado na figura 13. Este sistema
apresentou SAR de 3886 W/g quando submetido a um campo com amplitude de
468,7 mT e frequéncia de 500 kHz.

40



9nm I5nm

Figura 13: Esquema de nanoparticula com estrutura carogo@casca, mostrando a
composicao de cada parte e suas dimensoes. (Lee et al., 2011)

Seguido pelo trabalho de Liu et al. (2015) que apresentou nanoparticulas com
morfologia de anel com 70 nm de diametro externo, 60 nm de didmetro interno e
altura de 50 nm, estas NPs apresentam SAR de 3050 WI/g, este resultado em
particular se deve ao fenbmeno de vortice magnético, pois como visto na secao 3.4,
este regime apresenta uma maior area de histerese magnética, sendo essa
diretamente proporcional ao SAR. Apesar de estes valores serem 0S maiores
encontrados na literatura, como pode ser visto na figura 14 b), estes resultados
foram obtidos a campos de frequéncia de 400 kHz e com amplitude na faixa de 80

mT, sendo fora do considerado campo magnético biocompativel.
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Figura 14: a) Imagem de microscopia eletrénica de varredura de nanoparticulas de 6xido de

ferro com morfologia anelar. b) Variacdo do SAR dos nanoanéis de oxido de ferro em fungéo

do campo magnético aplicado, com frequéncia de 400 kHz. Adaptado de Liu et al. (2015).

4.2 Nanoparticulas magnéticas como agentes para hipertermia
magnética e foto-hipertermia para tratamento de cancer

Com o objetivo de tornar métodos de tratamento mais eficazes e possibilitar a
diminuicdo ou até mesmo eliminar efeitos colaterais, diversas pesquisas se voltam

para a area nanotecnoldgica.

O estudo e desenvolvimento de materiais multifuncionais traz a possibilidade
de conjugacdo de mais de uma técnica utilizando uma mesmo material, isto atrai
grande atencgdo por possibilitar o aprimoramento de diversos procedimentos. Neste
viés Espinosa et al. (2016) demonstram resultados promissores na utilizacdo de
particulas de Oxido de ferro para tratamento do céncer lancando mao de duas

técnicas de aquecimento: hipertermia magnética e foto-hipertermia.

Nesse trabalho, os autores utilizaram particulas com morfologia cubica com
os lados de comprimento de 20 nm. As amostras foram colocadas no interior de
bobina e irradiadas com laser. A temperatura foi monitorada com auxilio de uma
camera IV na parte inferior do porta amostras. Os testes foram feitos utilizando a
técnica de hipertermia magnética (MHT) individualmente, foto-hipertermia (LASER)
individualmente e ambas ao mesmo tempo (DUAL), cujo esquema experimental
pode ser visto na figura 15. (ESPINOSA et al., 2016)
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Figura 15:a) Imagem de microscopia de transmissdo de particulas de 6xido de ferro com
morfologia de cubos. b) Curvas de aquecimento das particulas com apenas MHT, apenas
LASER e DUAL e c) esquema do aparato experimental no trabalho de Espinosa et al.
(2016).

O estudo mostrou que os resultados na eficiéncia calorifica das particulas
aumentaram grandemente quando utilizadas as duas técnicas ao mesmo tempo,
sendo possivel obter um SAR de 5000 W/g com ambas as técnicas conjugadas.
Com os dados obtidos os autores provam que este método tem maior eficiéncia e
pode resolver problemas referentes a concentracdo de particulas, que por vezes
passa a ser toxica devido a necessidade de uma dose maior para que o método se
torne viavel. Em observancia a estes resultados, é de grande interesse a decoracao
das particulas de 6xido de ferro por particulas de ouro, uma vez que possibilitara a
utilizacdo também da RPS para o aguecimento, podendo assim gerar efeitos ainda

maiores.
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4.3 NPsouro com morfologia de bastdo para aplicacdes a Foto-
hipertermia por RPS

Na busca de métodos eficientes e ndo invasivos para o tratamento de
tumores, a foto-hipertermia se mostra como uma opc¢ao de grande potencial. No
trabalho de El-Sayed et al. (2016) foi feito o estudo da utilizacdo de NPSouro cOM
morfologia de bastdo, o comprimento médio das particulas foi de 26 nm com uma
largura de 5 nm, como pode ser visto na imagem 15, para aplicacbes a FH por
ressonancia plasmon de superficie no tratamento de cancer de mama néo induzido

artificialmente em caes e gatos.

Figura 16: Imagem de microscopia eletronica de transmissdo NPsSo.uw, com morfologia de
bastao utilizadas no tratamento. (El-Sayed et al., 2016)

O estudo utilizou inicialmente solugdo de NPSouro (7,5 NM) para cada 100 cm3.
Essa concentragdo foi reduzida para a metade a cada segdo de tratamento. A
solugdo com as NPsouro foi injetada diretamente no tumor. O tumor foi irradiado
utilizando um laser de diodo com comprimento de onda de 808 nm (poténcia de 5,8
W/cm?) em sessdes de 2 a 5 minutos. A temperatura foi avaliada utilizando um
termdmetro em forma de agulha diretamente na area irradiada.
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Na figura 17 é possivel observar a regressdao do tumor com a aplicacdo do
tratamento, que durou ao todo 4 semanas. Em praticamente todos os casos, houve

total regresséo apos a terceira sessao.

Os resultados mostraram que aquecimento dos tumores a uma temperatura
entre 42-45 °C acarretou uma maior quantidade de apoptose das células cancerosas
enguanto que o aquecimento a uma temperatura acima de 50° C causou mais casos
de necrose. Os animais foram avaliados durante um ano apds os tratamentos e ndo
apresentaram casos de reincidéncia de cancer ou citotoxicidade, demonstrando

assim que o método € seguro.
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Figura 17: Grafico da reducao do volume dos tumores ao longo do tratamento por PPTT
(Tratamento Fototérmico por ressonancias plasmonica, do inglés Plasmonic Photothermal
Treatment).
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4.4 Agregados de particulas de ouro para terapia fototérmica com
bolhas de vapor

No trabalho de Shao et al. (2015) € proposta a utilizacdo de NPSouro cOm
morfologia de bastéo, para tratamento de tumores induzidos em ratos pela formacgao
de bolhas de vapor.

Foram utilizados sistemas formados pela agregacao de nanobastbes de ouro
com comprimento de 50 nm e didmetro de 20 nm em microcapsulas, essas formadas
por quitosana/alginato de sédio, como mostra a figura 18. Estas particulas quando
em agregados podem ser utilizadas para gerar bolhas de vapor devido ao
aguecimento do meio por FH quando irradiadas por laser. A geracado de microbolhas
de vapor explosivas na superficie das células gera dano mecanicamente. Estes
danos podem ser irreversiveis, dificultando o transito de moléculas necesséarias a
sua manutencao, ou o simples rompimento da parede celular, levando em ambos os
casos a morte da célula. Além disso, os sistemas podem ser funcionalizados e

utilizados como agente fluorescente para marcacgao de tecidos.

Figura 18: &) Esquema de geracdo de bolhas de vapor por microcapsula carregada com
nanobastbes de ouro. B) Imagem obtida por Microscopia Eletrénica de Transmissao das
microcapsulas carregadas com pequenos nanobastdes de ouro. No detalhe é exibido a
morfologia das particulas.
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O tamanho das bolhas formadas pode ser modulado variando a poténcia do
laser utilizado para irradiacdo, ou seja, quanto maior a poténcia, maior a
temperatura, e consequentemente maior o tamanho da bolha, como pode ser visto

na figura 19.
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Figura 19:Gréfico exibindo a escala de tamanho das bolhas de vapor produzidas em funcéo
da intensidade do laser.

Os resultados obtidos mostraram grande eficiéncia na eliminagdo de células
cancerosas, levando essas ao estado de necrose. A viabilidade dessas células foi
reduzida entre 60-65% quando submetidas ao tratamento, como mostra a figura 20.
Nessa figura é possivel analisar a reducdo da viabilidade, indicada pela diminuigdo
do peso do tumor, utilizando solugédo PBS (controle), capsulas sem laser, apenas o
laser e as capsulas com irradiacdo por laser, essa Ultima mostrando uma clara
diminuicdo na massa tumoral. A partir dos resultados desse trabalho fica claro que
este sistema tem potencial de ser utilizado em aplicages terandsticas.
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Figura 20: Histograma exibindo a diminuicdo da massa tumoral apés tratamento.

4.5 Consideragoes finais

Neste trabalho propomos a sintese de uma nanoplataforma multifuncional que
possa conjugar tanto os métodos de tratamento térmico provenientes do
comportamento magnético (hipertermia magnética, proveniente da fase de
magnetita/maghemita) quanto 6tico (foto-hipertermia, proveniente da fase de ouro), a
fim de aumentar a eficiéncia de entrega de calor do sistema, podendo assim serem
utilizadas quantidades menores de material (menor dosagem) e também um menor

tempo na sesséo de tratamento.

Levando em consideracdo a importancia do avanco de terapias alternativas
para doengcas como O cancer, que possam trazer maior conforto ao paciente e
menos efeitos colaterais, este estudo apresenta grande interesse no cenario onde

essa enfermidade desponta como um grande desafio ao campo da ciéncia.
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5. Resultados e Discusséao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos e as principais
analises estruturais e morfologicas das particulas sintetizadas neste trabalho, além

de uma discussao sobre os resultados.

5.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro

Nesta secdo serdo apresentadas as caracterizacdes das amostras de 6xido
de ferro sintetizadas pela rota solvotérmica. Esta rota € baseada em reacdes
guimicas heterogéneas na presenca de um solvente ndo-aquoso (etilenoglicol, EG)
acima da temperatura ambiente (200 °C) e com pressdo autdégena dentro de um
sistema fechado (P > 1 atm) (LIU et al., 2011). Nestas condi¢des ocorre a hidrolise e
desidratacdo dos sais metélicos dos precursores com formacdo dos respectivos
oxidos, que apresentam baixa solubilidade em tais condi¢cdes. Foram produzidos

dois lotes de NPs de 6xido de ferro utilizando o mesmo procedimento.

Assim como em Liu et al. (2011), nesse trabalho utilizou-se sal de Fe3* como
precursor e o etilenoglicol (EG) como o agente redutor fraco para obtencdo da
magnetita (Fe?* e Fe3*). Em geral, NPs apresentam forte tendéncia a aglomerarem
em meio aquoso, portanto, nesta rota sintética, adicionou-se ainda acetato de sodio
para estabilizacdo eletrostatica das particulas, evitando assim a aglomeracédo. Por
fim, o polietilenoglicol (PEG), foi adicionado como um surfactante e como um
coadjuvante na prevencdo contra a aglomeracdo das particulas por impedimento

fisico (repulsédo estéril). (JI et al., 2018)
Toda a metodologia esta descrita em detalhes no Anexo | (p.113).

Como o objetivo do projeto € construir uma nanoplataforma multifuncional,

precisamos considerar varios aspectos, tanto de ordem pratica quanto cientifica.

Alguns aspectos que foram levados em conta, foram a dificuldade, infligida
pela pandemia da COVID-19, onde muitos laboratorios estavam fechados e técnicas
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experimentais indisponiveis. Uma desses foi a Microscopia Eletrbnica de

Transmissao, indispensavel para a analise de amostras da ordem de nanémetros.

Outras consideracbes precisam ser ainda abordadas, como custo,
reprodutibilidade, interesse pratico entre outros. Nesse sentido, optamos por
construir uma plataforma baseada em NPs esféricas, e com tamanhos maiores,

facilitando sua analise em um MEV (disponivel ao longo de boa parte da pandemia).

Essa escolha de nanoparticulas maiores pode inviabilizar sua utilizacdo em
biomedicina, ja que, certamente, para diametros maiores que poucos nm, o sistema
sai do regime superparamagnético, passando a um bloqueado ou multidominios

(como discutido no capitulo 3).

Em ambas as situacdes, o ciclo de histerese, apresentard coercividade e
remanéncia magnética ndo nulos, o que pode promover interacdo e aglomeracdo
entre as nanoparticulas, sendo altamente indesejado em aplicacbes biomédicas.
Porém, uma escolha adequada de diametro, pode fornecer um regime especial,

onde o sistema estabiliza em uma configuragéo de vortice magnético.

Nesse caso, embora tenhamos amostras maiores que as SPIONs
esperamos que 0s pré-requisitos para aplicacbes biomédicas continuem sendo
satisfeitos, ainda com a vantagem de seu ciclo apresentar histerese no regime
quase estético, 0 que, segundo a equacao 3.12, tem contribui¢cdo para o aumento do
SAR.

Como dito na secdo 2.2, utilizaremos dois métodos para a decoracdo das
particulas de 6xido de ferro. Sendo que somente a amostra 228nm sera utilizada
para o recobrimento pelo método Turkevich, pois ao fim do processo percebemos
gue esta metodologia ndo gerou os resultados desejados. Para o método deposicao-

precipitacéo utilizamos ambos os sistemas de 6xido de ferro (228nm e 265nm).
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5.1.1 Analise por Difracdo de Raios X de p6é das amostras 228nm e
265nm

Com objetivo de avaliar a formacdo da fase magnetita/maghemita, foram

feitas caracterizacdes por difragcdo de p6é (DRX) nas amostras 228nm e 265nm.

Na figura 21 é possivel observar os padroes de DRX que foram utilizados para
refinamento pelo método de Rietveld das amostras 228nm e 265nm. Nesta figura,
podem-se ver 6 picos principais nas posigdes 20 = 30,3°, 35,5°, 43,2°, 53,7°, 57,2° e
62,5°. Esses picos puderam ser indexados aos planos cristalinos (220), (311), (400),
(422), (333) e (440), respectivamente. Esses picos correspondem as fases da
magnetita/maghemita, e foram identificados no difratograma utilizando a bases de
dados ICSD n° 30860. Vale ressaltar que por esta técnica ndo € possivel distinguir
entre a magnetita e a maghemita. Os resultados mostram que nao foram
identificadas fases espurias, sendo o pico ndo indexado e indicado em verde na

figura se tratando do sinal referente ao substrato.
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Figura 21: Difratogramas representando os padrbes de DRX obtidos apés refinamento
Rietveld das amostras a) 228nm e b) 265nm compostas por maghemita/magnetita, com o0s
planos cristalinos indexados. Podemos ver um quadrado verde indicando o pico gerado pelo
porta amostras, estrelas azuis indicam os planos da maghemita/magnetita.
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Foi possivel calcular o tamanho médio dos cristalitos utilizando a equagéo de
Scherrer, utilizando o pico indexado ao plano (311), o pico de maior intensidade,

sendo de 22 = 2 nm e 44 £ 8 nm para as amostras 228nm e 265nm respectivamente.

Estes valores serdo comparados, mais a frente nesse trabalho com o
tamanho meédio das nanoparticulas estimado pela andlise das imagens de
microscopia eletrénica de varredura. Com intuito de avaliar se 0s sistemas sao
monocristalinos, caso em que o tamanho de cristalito coincide com a dimenséo da
particula obtida pelo MEV, ou policristalinos, no caso onde o tamanho de cristalito é
muito menor que o didametro das nanoparticulas estimados pelo MEV.

5.1.2 Andlise morfolégica e distribuicdo de tamanho das amostras
228nm e 265nm

As imagens da microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras
228nm e 265nm estdo apresentadas na figura 22, juntamente com o grafico de
distribuicdo de tamanho. Como mencionado, o método solvotérmico é um bom
método para obtencdo de nanoparticulas magnéticas uniformes e monodispersas.
Verifica-se do gréafico de distribuicdo, que as particulas obtidas para os dois grupos
de amostras séo esféricas e possuem diametro médio centrado em 228 + 35 nm e
265 + 31 nm. O tamanho obtido é o esperado quando se utiliza o referido método de
sintese, como visto e obtido por Liu et al. (2011,). Apesar de sua semelhanca em
dimensédo e morfologia, as propriedades magnéticas apresentadas por cada sistema
apresentam grande diferenca, como podera ser visto a frente nos resultados obtidos

para 0s parametros magnéticos e para o teste de hipertermia magnética.
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Figura 22: Imagens MEV das nanoparticulas a) 228nm, b) 265nm, e suas respectivas
distribui¢cdes de tamanho.

Como mostrado na tabela 1, os tamanhos obtidos pelo MEV sdo bem maiores
gue o tamanho do cristalito estimado pela equacdo de Scherrer. Isso pode ser um
indicio que esses sistemas sejam policristalinos. Contudo, somente uma analise

detalhada de microscopia de transmisséo é capaz de confirmar essa suposi¢ao.
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Tabela 1: Comparacao do tamanho das particulas obtidas por MEV ao tamanho do cristalito
das amostras 228nm e 265nm, estimados pela equacao de Scherrer (Anexo llI).

Amostra Tamanho da particula por Tamanho do cristalito por DRX
MEV
228nm 228 + 35 nm 22+2
265nm 265 + 31 nm 44 + 8
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5.1.3 Medidas Magnéticas

Para investigar as propriedades magnéticas obtidas nos sistemas 228nm e
265nm, foram feitas analises das curvas de magnetizacdo (Am2/kg) por campo
magnético (mT) das amostras e da magnetizacdo em fungcdo da temperatura (K)
(MxT), exibidas nas figuras 23 e 24 respectivamente. Da figura 23, € possivel obter
os valores de Ms, Hc e Mr das particulas de oxido de ferro puras. Os valores dos
parametros magnéticos estdo sumarizados na tabela 2. (A preparacdo das amostras

e descricao do equipamento pode ser vista no Anexo lll, p. 131)

Tabela 2:Parametros magnéticos das amostras 228nm e 265nm.

Amostra Ms (Am2/kg) Hc (MT) Mr (Am?/kg)
228nm 71,3 2,8 2,8
265nm 62,6 2,2 2,3

Na figura 23 é possivel observar as curvas de magnetizacdo em funcédo do
campo magnético das amostras 228nm e 265nm. Comparando as Ms como as
usualmente consideradas na literatura para a maghemita (~60 Am#/kg) e para a
magnetita (~90 Am2/kg). A partir da magnetizacdo caracteristicas para as fases de
oxido de ferro supracitadas, podemos fazer uma primeira estimativa de que as
amostras 228nm sao compostas por 60% da fase maghemita e 40% magnetita,
enquanto a amostra 265nm é composta por 90% da fase de maghemita e 10% da

fase de magnetita. (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003)
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Figura 23:Curvas de histerese magnética para amostras 228nm (circulos violeta) e 265nm
(circulos ciano escuro).

Pelo tamanho das nanoparticulas, ndo € esperado que essas estejam no
regime superparamagnético em temperatura ambiente, uma vez que com a variagao
do diametro o tempo de relaxagcdo da particula varia muito, tornando inviavel uma
particula com 200 nm de diametro estar no estado superparamagnético, sendo esse
regime magnético esperado para particulas com didmetro menores que 17 nm.
(GUIMARAES, 2009). Isso em principio, deveria inviabilizar sua aplicacdo em
biomedicina. Contudo, como visto na tabela 6.3 a coercividade e remanéncia desse
sistema séo consideravelmente pequenas. Entretanto, como visto na secao 3, existe
outro regime magnético no qual os critérios magnéticos necessarios para aplicacbes
bioldgicas sdo satisfeitos, o regime de vértice magnético. Por essa razdo, pode-se

supor que esses diametros estdo dentro dos limites onde o vortice pode ocorrer.

Realizamos a analise das curvas de magnetizacdo em fungéo da temperatura

(figura 24) para estas amostras, utilizando a metodologia ZFC/FC, resfriando a
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amostra sem campo magnético e em seguida aplicando um campo magnético de 10
mT enquanto era realizado o aumento da temperatura. Em seguida resfriando a
amostra jA com campo aplicado, e novamente realizando o0 aguecimento. As curvas
exibiram indicio de que sua temperatura de bloqueio estd acima da temperatura
ambiente, uma vez que ambas as curvas passam a coincidir acima de 400 K para
ambas as amostras, podendo essas estarem em uma configuracdo multidominio ou

em vortice magnético.
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Figura 24: Curvas ZFC/FC das amostras a) 228nm e b) 265nm.

Para verificar essa hipotese, foram feitas simulagdes micromagnéticas com 0s
parametros referentes as amostras 228nm e 265nm, utilizando o software Mumax3
(VANSTEENKISTE, 2014), constatando que o estado de menor energia para estas
particulas é o de vortice, como pode ser visto na figura 25 a). Este resultado abre a
possibilidade de aplicacdes bioldgicas para este sistema, apesar de seu tamanho,
pois apresentam Hc e Mr baixos, como pode ser visto na figura 22. Além disso, o
sistema também apresenta histerese magnética, que ao contrario do regime
superparamagnético, engloba a contribuicio de aquecimento por perdas

histeréticas, como visto na secéo 3.
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Figura 25: Diregcdo dos momentos magnéticos obtidos por simulagdo micromagnética no
software MuMax3, para as amostras simuladas com 200 nm (linha superior) e com 260 nm
(linha inferior). Partindo de um estado com o0s momentos magnéticos alinhados
(monodominio) e de um estado de vértice magnético a); Distribuicdo dos cristalitos utilizados

nas simulacdes b).
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5.1.4 Teste de Hipertermia Magnética

As amostras passaram por teste de hipertermia magnética, o procedimento
realizado pode ser visto no Anexo lll (p. 129) nos quais utilizamos campo de
radiofrequéncia (RF) de 20 mT com frequéncia de 307 kHz, estando compreendido
dentro dos limites definidos pelo critério de Brezovich, no qual o produto do campo
magnético pela frequéncia utilizados deve ser inferior a 4,85. 108 A/m.s, necessarios
para que possamos considerar estes campos magnéticos biocompativeis, campos
que nao geram efeitos adversos ao organismo com exposicdo de até 1 hora.
(LEWINSKI; COLVIN; DREZEK, 2008)

A figura 26 exibe as curvas de aquecimento das amostras 228nm e 265nm
demonstrando uma clara diferenca nas temperaturas alcangcadas e na eficiéncia de

aguecimento.
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Figura 26: Curvas de aquecimento das amostras 228nm (ciano escuro) e 228nm (vinho).

A tabela 3 exibe os resultados obtidos para as amostras do grupo 228nm e
265nm, sendo a maior eficiéncia na geragao de calor para o grupo 265nm evidente.
Como visto anteriormente, ambas apresentam estado de vortice magnético, o que
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possui potencial para aumentar o SAR, devido a presenca de histerese magnética,
estando ligada diretamente a area da curva de histerese magnética como mostra a
equacao 3.12.

Tabela 3:Resultados dos testes de hipertermia magnética nas amostras 228nm e 265nm.

(*o erro na afericdo da temperatura € de 0,2 °C)

Amostra SAR (W/g) Concentragdo AT*em 20  Tmax* em
(mg/ml) min. (°C) 20 min (°C)
228nm 15,4 9,8+0,9 26,4 44,3
265nm 25,8 10,3+0,9 33,6 586

Como ambas as amostras apresentaram resposta magnética semelhante,
regime de vértice, morfologia e tamanho relativamente semelhantes, os resultados
obtidos para hipertermia magnética seriam também proximos, 0 que nao ocorreu,
tendo em vista os resultados obtidos na tabela 3. Assim, se faz necessario estudo
mais profundo destas nanoparticulas para compreensdo dos fenémenos que

acarretaram este comportamento.
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5.2 NPMs decoradas com NPsouro pelo método de Turkevich

Nesta secdo apresentaremos as caracterizagbes das amostras recobertas
com ouro pelo método de Turkevich. Esse método de recobrimento foi escolhido
pois apresenta simples manejo, pode ser produzido em pressdo atmosférica e sem

necessidade de aparato experimental especifico.

Esta metodologia se utiliza da redugdo do Au®* por um agente redutor fraco,
formando particulas de ouro que coalescem sob a superficie das particulas de éxido
de ferro. Foram utilizadas as NPsM previamente sintetizadas como plataforma para
0 crescimento das particulas de ouro. Assim como em Banerjee (2011) foi utilizado
citrato de sédio como agente redutor. Os recobrimentos foram feitos utilizando as
particulas recobertas anteriormente como precursores, como mostra 0 esquema

abaixo (figura 27):

228nm_CIT 228nm_CIT_1 228nm_CIT_2 228nm_CIT_3
HAuCl, HAuCl, HAuCl,
1 mg/ml 2 mg/ml 3 mg/ml

Figura 27: Imagem esquematica do processo de recobrimento pelo método Turkevich das
amostras 228nm.

Além disso, o citrato de sodio possui funcdo de estabilizacdo eletrostatica,
potencializando uma maior estabilidade coloidal para o sistema formado. O
recobrimento foi feito variando a concentracdo de HAuCls, a fim de observar a
dindmica de crescimento da fase de ouro, sendo acompanhada pelas subsequentes
caracterizagc0es a cada etapa de recobrimento. Os detalhes deste processo de

sintese podem ser conferidos no Anexo | (p. 113).

61



5.2.1 Difracao de Raios X de p6 da amostra 228nm_CIT

As particulas decoradas com ouro pelo método Turkevich foram
caracterizadas por DRX, com o objetivo de observar o crescimento da fase de ouro.
Além disso, foi possivel obter a quantidade relativa de Au pelo método de

refinamento Rietveld.

Na figura 28 sdo apresentados os padrbes de DRX das amostras do grupo
228nm_CIT, com a quantidade (%) da fase de ouro estimada pelo método de
refinamento Rietveld em destaque. Neles puderam ser indexados picos tanto da
magnetita/maghemita, como jA mostrado anteriormente, quanto os do ouro. Desse
altimo, observaram-se 0s 4 picos mais intensos, situados em 26 = 38,2°, 44,4°, 64,5°
e 77,5°. Esses picos foram identificados como sendo da fase de ouro e foram
indexados utilizando a base de dados ICSD n°® 52700. Esses picos correspondem as
familias de planos (111), (200), (220) e (311), respectivamente.

Assim como feito para o caso das NPsM puras, foi calculado o
tamanho do cristalito também das particulas de ouro utilizando a equacao de
Scherrer. Utilizou-se o pico referente ao plano (111), o de maior intensidade para
aplicar esse método. Enquanto que o desvio relativo ao tamanho dos cristalitos foi
feito levando em conta uma média obtida dos valores dos picos principais situados
em 20 = 30,3°, 35,5° 43,2°, 53,7°, 57,2° e 62,5° para a magnetita e 20 = 38,2°,
44.,4° 64,5° e 77,5° para 0 ouro.

Pudemos avaliar se estas particulas sdo monocristalinas ou policristalinas,
comparando o valor obtido para o tamanho de cristalito e o valor obtido para o
tamanho das nanoparticulas. Os valores para os cristalitos para fase do ouro estéo

sumarizados na tabela 4.
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Figura 28: Padrdes de DRX das amostras 228nm_CIT com sucessivos recobrimentos,
sendo indicada a porcentagem da fase de ouro em cada recobrimento. As estrelas azuis
destacam os picos do 6xido de ferro, as esferas em amarelo destacam os do ouro, com 0s
respectivos indices de Miller indexados e quadrado verde sinal do porta amostras.

Tabela 4:Tamanho de cristalito obtido pela formula de Scherrer e fase de ouro obtida por
refinamento Rietveld das amostras do grupo 228nm_CIT.

Amostra Tamanho do Cristalito do Ouro (nm) Fase de Ouro
(%)
228nm_CIT_1 38 + 10 13,4+ 0,1
228nm_CIT_2 36 +8 27,2+0,1
228nm_CIT_3 19+3 33,5+0,3
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O fato da quantidade de Au aumentar com o aumento da concentracdo de
HAuCls, € um primeiro indicativo da presencga de particulas de ouro sob a superficie

das de 6xido de ferro.

Outra informacdo que podemos obter dessas andlises € que o tamanho de
cristalito diminui com o aumento da concentracdo de HAuCIs utilizada. I1sso poderia
ser interpretado como uma mudanca de regime da cinética de crescimento das
particulas de Au sob a superficie das NPsM. Levando a crer que quando s&o
utilizadas baixas concentra¢des de HAuCls, séo criados poucos pontos de nucleagéo
de nanoparticulas e esses pontos servem de semente para 0 crescimento das
nanoparticulas. J4 no caso de concentrac6es mais altas de HAuCls, passariam a ser
criados uma grande quantidade de pontos de nucleacdo de Au sob a superficie das
NPsM, sem o subsequente crescimento das NPs. Porém, como serd visto a frente, o
gue ocorre € 0 aumento no tamanho das particulas de ouro observados, sendo

indicio de que estas séo grandes aglomerados de particulas de ouro menores.
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5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura das amostras 228nm_CIT

As imagens obtidas por MEV das amostras 228nm_CIT indicam a formacao
de duas estruturas heterogéneas, distintas em tamanho e brilho, como mostra a
figura 27. As estruturas maiores, como visto anteriormente (sec¢éo 5.1.2, p. 50), sao
particulas de 6xido de ferro, enquanto as menores sao particulas de ouro como pode

ser visto no mapa de EDS na figura 29.

Levando em consideracdo o tamanho do cristalito obtido pelos padrdes de
DRX (secédo 5.2.1, p. 60) destas estruturas, ha forte indicio de serem aglomerados
de particulas policristalinas, uma vez que os tamanhos de cristalito estimados foram
de aproximadamente 38, 36 e 19 nm, para as amostras 228nm_CIT 1,

228nm_CIT_2 e 228nm_CIT_3 respectivamente.

——
500 nm

Figura 29: Imagens obtidas por MEV a esquerda (escala de cinza) das quais foram feitos os
mapas de EDS. Em azul para o sinal do ouro e em vermelho para o sinal do ferro.
228nm_CIT_1, b) 228nm_CIT_2 e c¢) 228nm_CIT_3.

65



Foi feita a distribuicdo de tamanho das particulas de ouro aderidas sob a
superficie NPsM. Estimou-se os diametros de 66 £ 17 nm, 73 £ 16 nm e 80 £ 23 nm
para as amostras 228nm_CIT_1, 228nm_CIT_2 e 228nm_CIT_3 respectivamente,
exibidos na figura 30. Fazendo a comparacao entre os tamanhos das particulas de
ouro e seus tamanhos de cristalito, somos levados a concluir que estas particulas
tendem a se aglomerar sob as particulas ja existentes quando adicionadas maiores
concentracbes de HAuCls, uma vez que ao mesmo tempo que ha a diminui¢cdo do

cristalito, ocorre também o aumento do tamanho da particula.

Figura 30: Imagens de MEV e distribuicdo de tamanho das amostras a) 228nm_CIT_1, b)
228nm_CIT_2 e c) 228nm_CIT_3

Como mostrado no ANEXO Il, as amostras foram recobertas com
concentracOes diferentes de HAuCls, sendo a amostra 228nm_CIT_3 a com maior
concentracdo. E possivel observar a aparicio de aglomerados de particulas de ouro
nesta Ultima, podendo ser explicado pelo crescimento das particulas de ouro

utilizando as ja existentes como suporte, ao invés de criarem novos pontos de
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nucleacdo sob a superficie das MNPs, o que ndo foi tdo comum nas amostras
228nm_CIT_1 e 228nm_CIT_2, desta forma o tamanho das particulas aumenta,

porém o dos cristalitos ndo tem grande variagdo, como pode ser visto na figura 31.
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Figura 31: Grafico da variagdo do tamanho do cristalito (barras azuis) e do diametro das
particulas de ouro (barras pretas) nas amostras recobertas com citrato.

Este resultado pode ser interpretado como um indicativo de que acima da
concentracdo utilizada, poderiamos ter ainda mais aglomerados, diminuindo a

eficiéncia do recobrimento das particulas de 6xido de ferro.

Levando em consideracdo o tamanho do cristalito obtido pelos padrdes de
DRX destas estruturas, as particulas de ouro podem ser policristalinas, uma vez que
os tamanhos de cristalito estimados foram de 38, 36 e 19 nm, para as amostras
228nm_CIT_1, 228nm_CIT_2 e 228nm_CIT_3, respectivamente, bem menores que

o tamanho das particulas de ouro.
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Estes resultados nos ajudam a compreender a dindmica de crescimento da
fase de ouro, possibilitando o ajuste do didametro das nanoparticulas e a superficie
recoberta. O que para aplicacdes a FH é majoritario, uma vez que a ressonancia de
plasmon € altamente dependente da morfologia e do tamanho das particulas como

discutido na secéo 3.6.
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5.2.3 Propriedades Magnéticas

Para investigar as propriedades magnéticas obtidas nos sistemas
228nm_CIT, foram feitas andlises das curvas de magnetizacdo (Amz/kg) por campo
magnético (Oe) das amostras, conforme pode ser visto na figura 32. Nesta figura, é
possivel ver a diminuicdo da Ms das particulas de 6xido de ferro antes de seu

recobrimento com o ouro, e como esta decai com a adicdo do ouro na amostra.
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Figura 32: Curvas de histerese magnética das amostras 228nm_CIT recobertas com ouro
pelo método de citrato.

Esses valores estdo sumarizados na tabela 5. Sendo possivel concluir que os
recobrimentos ndo alteram as outras caracteristicas magnéticas, como Hc e My,

como esperado.

Podemos correlacionar a queda da magnetizagcdo de saturagdo com o

crescimento da fase de ouro no sistema, assim como descrito.
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Tabela 5:Parametros magnéticos e fase de ouro obtida a partir da queda da magnetizacao
das amostras 228nm_CIT recobertas com ouro pelo método Turkevich.
(*o erro padrdo das medidas magnéticas na opcdo VSM é de 0,5%)

Amostra Ms (Am?3/kg) He (MT) Mr (Am2/kg)  Fase Ouro (%)

228nm 71,3 2,8 2,8 0
228nm_CIT_1 55,3 2,9 3,0 22,4
228nm_CIT_2 53,1 2,9 2,4 25,5
228nm_CIT_3 49,9 2,9 2,7 30,0

Foi feita a correlacdo entre a fase de ouro obtida pela diminuicdo na
magnetizacdo de saturacdo, com a fase de ouro obtida pelo método de refinamento
Rietveld, como pode ser visto na figura 33.

40 228nm_CIT
—a— FASE OURO DRX (%)
—+— FASE DE OURO MAGNETIZACAO (%)

FASE DE OURO (%)
) w
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| |

—
o
|
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CONCENTRAGCAO NOMINAL (mg/ml)

Figura 33: Porcentagem da fase de ouro obtida pelo refinamento Rietveld do padrédo de DRX
e pela diminuicdo da magnetizacdo em fungédo da concentracdo utilizada no recobrimento,
para as amostras 228nm_CIT recobertas com método de Turkevich.
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E possivel ver uma coeréncia entre os valores das fases de ouro obtidas
pelos dois métodos nas amostras 228nm. Portanto, pode-se concluir que ha um
crescimento da fase com tendéncia linear em relacdo a concentracdo de HAuUCls
utilizada para o recobrimento das particulas de 6xido de ferro.
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5.2.4 Teste de Hipertermia Magnética

As amostras passaram por teste de hipertermia magnética, nos quais
utilizamos campo de radiofrequéncia (RF) de 20 mT com frequéncia de 307 kHz,
estando compreendido dentro dos limites definidos pelo critério de Brezovich, no
qual o produto do campo magnético pela frequéncia utilizados deve ser inferior a
4,85. 108 A/m.s, necessarios para que possamos considerar estes campos
magnéticos biocompativeis, campos que nao geram efeitos adversos ao organismo
com exposicéo de até 1 hora. (LEWINSKI; COLVIN; DREZEK, 2008)

Na figura 34 sao exibidas as curvas de aquecimento dos testes de hipertermia

magneética das amostras produzidos pelo método Turkevich.
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Figura 34: Curvas de aquecimento das amostras 228nm_CIT.
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Tabela 6:Resultados dos testes de hipertermia magnética nas amostras 228nm_CIT.
(* o erro de afericdo da temperatura é de + 0,2)

Amostra SAR (W/g) SARnom Concentracdo  AT*em Tmax* €M

(W/g) (mg/ml) 20 min. 20 min
(°C) °C)
228nm 154+14 15,4 9,8+0,8 26,4 44,3
228nm_CIT_1 23,4+2,1 28,4 10,8+0,9 27,9 41,0
228nm_CIT_2 30,7+2,8 41,6 10,8+ 0,9 29,6 54,9
228nm_CIT_3 143%1.3 20,9 8,0+0,8 12,3 36,0

Devido a diferenca de concentracdo utilizada nas medidas de hipertermia
magnética, foi realizada a normalizacdo do SAR das amostras pela massa do 6xido
de ferro (SARnorm), considerando a média da fase de Oxido de ferro presente nas
amostras obtidas pelo método de Refinamento Rietveld e pela diminuicdo da
magnetizacdo de saturacdo, levando em conta que apenas as NPsMs sao

responsaveis pelo aquecimento.

Na tabela 6 é possivel observar um aumento do SAR para as amostras
228nm_CIT_1 e 228nm_CIT_2. Esse comportamento parece se inverter, voltando a

reduzir, a partir da amostra 228nm_CIT_3, com o0 aumento na fase de ouro.

O aumento do SAR nas amostras com maior fase de ouro foi inesperado, uma
vez que a Ms das amostras recobertas se reduz com o aumento da fase de ouro
como pode ser visto na figura 33 (p. 68), gerando consequentemente a diminuicédo
da area da curva de histerese magnética, e consequentemente o SAR gerado por
perdas histeréticas deve ser reduzido, pois este é diretamente proporcional & éarea
da curva de histerese, como visto na se¢do 3.5 (p. 30). Por outro lado, existem
estudos da utilizacdo de particulas de ouro para geracdo de calor. No trabalho de
revisdo feito por Collins et al. (2014,), foram observados casos em que houve
aguecimento de particulas de ouro irradiadas por RF, como o estudo feito por Kruse
et al. (2011,), que utilizou particulas de ouro de 5 a 50 nm sob a influéncia de
radiacdo RF com poténcia de 125 W e frequéncia de 13,56 MHz, gerando um

aguecimento de de 0 — 50 °C.

Em observancia aos resultados obtidos, a amostra 228nm_CIT_2 apresenta

maior potencial para utilizacdo conjugada das técnicas de hipertermia magnética e
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foto-hipertermia, por alcancar temperatura necessaria para tratamento de tumores
(~42 °) com utilizacdo apenas de hipertermia magnética, sendo a técnica de foto-

hipertermia capaz de aumentar a eficiéncia da entrega de calor.
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5.3 Nanoparticulas de oxido de ferro decoradas com ouro pelo método
de Deposicao-precipitacédo (DP)

Como visto na secéao 5.2, as particulas 6xido de ferro decoradas com Au pelo
método Turkevich ndo apresentaram um bom recobrimento. Formaram-se poucas
particulas, distribuidas de forma aleatéria em algumas das particulas de 6xido de
ferro. Além disso verificou-se que as NPsouro tendem a formar aglomerados quando
utilizada maior concentracdo de HAuCla4. Isto pode ser creditado ao citrato de sédio
ter um baixo poder de reducao, e as particulas de ouro coalescerem sob os pontos
ja nucleados, fazendo com que menos areas sejam recobertas. Dessa forma
decidimos utilizar a técnica de deposicado-precipitacdo seguindo o procedimento
descrito por Miola et al. (2017). O processo de recobrimento se deu utilizando as
particulas recobertas anteriormente como precursor, sendo feito utilizando o grupo
de amostras 228nm e 265nm. Foram executadas duas formas de adigdo de HAuUCls,
em aliquotas e utilizando uma maior concentracdo em uma soO porcédo, a fim de se
investigar o processo de crescimento da fase de ouro, como mostra o esquema

abaixo (figura 35):
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a) 228nm_APTES 228nm_APTES 1 228nm_APTES 2 228nm_APTES 3 228nm_APTES 4
HAuCH, HAuCI, HAuC I‘ HAuCI,
2.5 mg/ml 5 mg/mi 10 mg/ml 20 mg/mi
2,5mg/mi 7.5mg/ml 17,5mg/ml 37.5mg/mi
228nm_APTES 228nm_APTES_3DIR

HAuUCI,
17,5 mg/mi

b) 265nm_APTES 265nm_APTES_1 265nm_APTES 2

HAu(l HAUCI,

—
2.5 mg/mi S mg/mi
2,5mg/mil 7,5mg/mi
265nm_APTES 265nm_APTES 3DIR
HAuC!,
17,5 mg/ml

Figura 35:Imagem esquematica do processo de recobrimento pelo método DP das amostras
a) 228nm e b) 265nm.

Este procedimento baseia-se na deposicéo eletrostatica do Au®* coloidal nas
NPs de 6xido de ferro, as quais foram previamente modificadas com o organossilano
APTES com grupos aminas terminais -NH2 (Figura 36). A presenca desses grupos
torna a superficie do o6xido de ferro positiva para aderéncia Au3* coloidal e
subsequente reducdo a Au metdlico. Espera-se que essa carga superficial seja
capaz de promover a deposicdo eletrostatica do Au coloidal que € negativo. Os

detalhes deste método de recobrimento podem ser vistos no Anexo | (p. 111).
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Figura 36: Esquema da NPs de 6xido de ferro funcionalizada com grupos -NH. (APTES).
Onde NPsM representa os sistemas 228nm e 265nm.

Na figura 37 estdo representadas as curvas de potencial { em fungcéo do pH
(2 — 12) dos grupos 228nm (figura 37 a)) e 265nm (figura 37 b)) com e sem APTES.
Podemos observar analisando essas curvas que os PIE dos sistemas 228nm e
265nm variaram de pH 3,7 e 5,3 para 8,3 e 7,8, respectivamente, depois de

funcionalizados com APTES, confirmando a modificacdo com os grupos -NHz.
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Figura 37: Curvas de potencial { das amostras funcionalizadas com APTES. a) 228nm com
APTES (quadrados vinho) e sem APTES (circulos vermelhos); b) 265nm com APTES
(quadrados verde-escuros) e sem APTES (circulos verde-claros).

Apbs confirmacgéo da funcionalizacdo dos sistemas com APTES, procedeu-se
com a adicdo do Au3* coloidal previamente preparado, como descrito na equacéo
7.3.

78



4 NaOH (aq) + HAUCI4 (aq) —4 NaCl aq) + H20 () + Au(OH)s (7.1)

A suspensdao coloidal de ouro consiste na hidrélise da espécie HAuCls pela

adicdo controlada de uma solucdo de hidroxido de sédio, até pH 8.

Apoés a mistura (228nm-APTES e 265nm-APTES com o Au coloidal), o pH
final foi mantido entre 7- 8 para adesédo do Au®* coloidal na superficie das NPs. Pode
ser verificado na figura 38, que ao contrario dos sistemas néo funcionalizados com
APTES, na faixa de pH (7-8), o potencial ¢ para 228nm_APTES_1 e
265nm_APTES 1 apresenta valores positivos, ou seja, carga de superficie positiva.
Isso ocorre, pois 0s grupos funcionais do APTES encontram-se protonados (-NHs*,
um atomo de hidrogénio a mais ligado ao nitrogénio) neste pH. Dessa forma, o Au®*
coloidal pode ser aderido de forma eletrostatica. Como podemos ver na figura 38, o
valor PIE do 228nm_APTES 1 e 265nm_APTES 1 deslocaram de pH 8,3 e 7,8 para
pH 6,1 e 6,9 ap6s a mistura com o Au* coloidal. A reducédo a Au metdlico ocorreu
através das propriedades redutoras do etanol presente no solvente, conforme a
equacao 7.4.

CH3CH20H + Au(OH)s — CH3CHO + Au (7.2)

Outra hipétese é a reducado do Au coloidal pelos ions de ferro (1), que podem
estar presentes na superficie das particulas de 6xido de ferro, como mostrado na

equacgao 7.5.

Au(OH)s + 3Fe?" — Au + 3Fe®* + 30H (7.3)

Com o objetivo de avaliar a dindmica de crescimento das particulas de Au por
esse método (DP), os sistemas 228nm-APTES-1 e 265nm-APTES-1 foram
submetidos a um novo processo de recobrimento com Au3®* coloidal. Utilizou-se
sempre o precursor do Ultimo processo, até obter os sistemas 228nm-APTES-4 e
265nm-APTES-2, apos 4 (228nm) e 2 (265nm) recobrimentos sucessivos. Para
efeito de comparacéo, foi realizado um recobrimento utilizando uma concentracéo

maior de Au em uma so6 porcéo.
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Para cada etapa de recobrimento foram feitas as medidas de potencial { em
funcdo do pH (2 -12), a fim de observar a carga superficial das particulas. A figura 38
mostra 0 comportamento dos sistemas 228nm_APTES e 265nm_APTES em todas
as etapas de recobrimento com Au. Foi observado que a cada etapa do
recobrimento, o PIE das amostras foi deslocado para valores de pH cada vez mais
préximos de pH= 4, que séo os valores de PIE observados para os materiais sem
funcionalizacdo com APTES, 228nm e 265nm. Uma hipétese para explicar este
resultado é que o Au®' coloidal adicionado em etapas neutraliza gradativamente o
excesso das espeécies -NHs+. ApOs a neutralizagdo completa, a carga observada
pelo potencial { é devida as espécies -OH que ainda estdo expostas na superficie do

6xido de ferro.
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Figura 38: Curva de potencial { em fungédo do pH para as amostras a) 228nm_APTES. E b)
para as amostras 265nm_APTES.

A comparacao da adicdo de pequenas aliquotas em etapas com a adicdo
direta de uma quantidade maior de Au3* coloidal também foi avaliada. Na figura 38
podemos ver as curvas de potencial ¢ em funcdo do pH (2-12) para os sistemas
228nm_APTES_3DIR (a) e 265nm_APTES _3DIR (b), que sao equivalentes em
quantidade de Au ao sistema 228nm_APTES_3 obtido sob as mesmas condi¢bes de
sintese. Observamos que o PIE das amostras 228nm_APTES 3DIR e
265nm_APTES_3DIR se encontra em pH= 7,5 para ambos e estdo bem proximos

aos valores dos seus precursores (228nm_APTES e 265nm_APTES, figura 36), em
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pH 8,3 e 7,8, respectivamente. E sdo maiores do que os valores vistos para seu
equivalente 228nm_APTES_3 (pH 4,3). Dessa forma, podemos concluir que houve
um recobrimento parcial do Au coloidal das NPs na adicdo de maior porgcédo de
HAuCla.

A seguir serdo mostradas as caracterizacdes indicando a presenca das

nanoparticulas de Au metélico nesses sistemas.
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5.3.1 Difracdo de Raios X de po para as amostras 228nm_APTES e
265nm_APTES

As amostras decoradas com ouro pelo método DP foram caracterizadas por
DRX ap0s cada etapa de recobrimento, a fim de avaliar o crescimento das NPs de

ouro nas amostras.

As figuras 39 e 40 mostram os padrdes de difracdo de raios x dos grupos de
amostras 228nm, 265nm. Os padrfes teodricos da magnetita/maghemita obtidos na
base de dados de estruturas cristalinas de materiais inorganicos (do Inglés Inorganic
Crystal Structure Database) sdo exibidos como referéncia. Como visto na secao
5.2.1, p. 60, os mesmos picos referentes aos planos cristalinos das NPs de 6xido de
ferro, também sd@o encontrados nestas amostras, mostrando que o recobrimento ndo
afetou a estrutura cristalina dos materiais, como esperado. Por outro lado, podemos
ver 0 surgimento de picos em 20= 38,2°, 44,4°, 64,5° e 77,5°, nas amostras
recobertas com Au. Esses correspondendo a estrutura cristalina do Au. Os dados
das fases de Au foram obtidos pelo refinamento de Rietveld e s&o mostrados em
Anexo Il (p. 121).
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Figura 39: Padréo de DRX das amostras 228nm_APTES com sucessivos recobrimentos,
sendo indicada a porcentagem da fase de ouro em cada recobrimento. As estrelas azuis
destacam o o6xido de ferro, circulos em amarelo destacam o sinal do ouro com o0s
respectivos indices de Miller indexados e o quadrado verde o sinal do porta amostras.
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Figura 40: Padréo de DRX das amostras 265nm_APTES com sucessivos recobrimentos,
sendo indicada a porcentagem da fase de ouro em cada recobrimento. As estrelas azuis
destacam o Oxido de ferro, circulos em amarelo destacam o sinal do ouro com os
respectivos indices de Miller indexados e o quadrado verde o sinal do porta amostras.

Conforme esperado a fase de ouro aumenta gradativamente com a adicao de
ouro nos dois grupos de amostras em cada processo de recobrimento. Aléem disso, é
possivel ver o aumento do tamanho do cristalito do primeiro para o segundo
recobrimento, resumidos na tabela 7. Nos padrbes obtidos para as amostras
265nm_APTES 1 e 265nm_APTES 3DIR o pico referente ao plano (311) fica
praticamente imperceptivel devido a baixa contribuicdo da fase de ouro. O tamanho

dos cristalitos foi calculado conforme descrito na se¢éao 5.2.1 (p. 60).
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Tabela 7:Tamanho de cristalito obtido pela férmula de Scherrer e fase de ouro obtida por
refinamento Rietveld das amostras do grupo 228nm_APTES e 265 _APTES.

Amostra Tamanho do Cristalito do Ouro (nm) Fase de Ouro (%)
228nm_APTES 1 8+2 50+0,7
228nm_APTES 2 28+8 13,0+ 0,2
228nm_APTES_3 30+8 18,0+ 0,6
228nm_APTES 4 26+ 7 38,004

228nm_APTES_3DIR 26+5 26,0+0,2
265nm_APTES 1 102 2,1+0,1
265nm_APTES 2 38+3 10,7 £0,2

265nm_APTES_3DIR 8+1 6+1,1

Por outro lado, o tamanho do cristalito ndo aumenta a partir do segundo
recobrimento no grupo de amostras 228nm_APTES. J4 para a amostra com
recobrimento direto (228nm_APTES_3DIR) observamos um aumento de 8% na
guantidade de Au em relacdo ao seu equivalente (228nm_APTES_3). Este resultado
nao corrobora os dados observados de potencial { da figura 38, (p. 79), que indicam
que o material 228nm_APTES_3DIR (PIE no pH 7,5) parece estar menos decorado
com Au que o 228nm_APTES_3 (PIE em pH 4,3). No entanto, o sistema
265nm_APTES 3 parece concordar com os dados do potencial {, apresentando

12% menos Au em relagéo ao 228nm_APTES_3.
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5.3.2 Microscopia Eletronica

Os mapas de Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios x (EDS)
(figuras 41 e 42) foram utilizados para analisar qualitativamente a composicao das
amostras. As imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram
utilizadas para analisar a morfologia e dimensfes das particulas de ouro presentes
nas amostras. A partir dos dados coletados, foram produzidos graficos de
distribuicbes de tamanhos para os grupos das 228nm e 265nm recobertas com Au
(figuras 43 e 44). Na tabela 7.7 encontram-se resumidos os dados de distribuigcao
mono e bimodal do tamanho das NPs de ouro obtidos dos gréficos de distribui¢éo.
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Figura 41: Imagens de EDS das amostras a) 228nm_APTES_1, b) 228nmN_APTES_2, ¢)
228nm_APTES_3, d) 228nm_APTES_4 e e) 228nm_APTES_3DIR. Em azul o sinal do Au e
em vermelho o sinal do Fe.

Podemos observar nas Figuras 41 e 42, os mapas elementares de EDS
obtidos para os grupos 228nm e 265nm recobertas com Au, onde o Fe esta

representado pela cor vermelha e o Au pela cor azul. Observou-se, de forma
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qualitativa, a presenca do elemento Au em todos os materiais, com excecdo dos
sistemas 228nm_APTES 1 (Figura 41 a) ) e 265nm_APTES_3DIR (Figura42c) ), o
gue pode ser devido ao pequeno tamanho das NPs de ouro formadas em relacao
aos outros sistemas. Neste caso, o0 EDS nao possui resolugdo suficiente para

detectar tais NPs.

(T
500 nm

Figura 42: Imagens de EDS das amostras a) 265nm_APTES 1, b) 265nmN_APTES 2, ¢)
265nm_APTES 3DIR. Em azul o sinal do Au e em vermelho Fe.

Nas figuras 43 e 44, e na tabela 8 estdo os dados de distribuicdo de tamanho
das NPs de ouro que decoram as amostras 228nm e 265nm. Com excecao das
amostras 228nm_APTES 1, 228nm_APTES 3DIR e 265nm_APTES_ 3DIR, todas
as outras amostras apresentaram distribuicdo de tamanho bimodal. Na figura 43 sé&o
mostradas comparacdes dos dados de tamanho obtidos pelo DRX (cristalito) e pelo
MEV do grupo de amostras 228nm (figura 41) e 265nm (Figura 42). Nos dois grupos

de amostras podemos perceber que as particulas com distribuicdo <50 nm obtidas
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pelo MEV estdo préoximas em tamanho estimado pelo DRX (cristalito). Portanto,

estas NPs podem ser consideradas como monaocristalinas.

100 g

DIAMETRO () DUAMETRD MEDIO (nm)

DAMETRO (nm)

Figura 43: Imagens MEV e distribuicdo de tamanho das amostras a) 228nm_APTES 1, b)
228nm_APTES 2, c¢) 228nm_APTES_3, d) 228nm_APTES_4 e e) 228nm_APTES_3DIR.
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Figura 44: Imagens MEV e distribuicdo de tamanho das amostras a) 265nm_APTES_1, b)
265nm_APTES 2 e ¢) 265nm_APTES_3DIR.

Tabela 8: Tamanho das particulas de ouro observadas por MEV nas amostras
228nm_APTES. Apresentaram duas distribuicbes de tamanho. * ndo foi encontrado
distribuicdo de tamanho <50 nm. ** ndo foi encontrado distribuigdo de tamanho >50 nm.

Amostra Distribuigéo < 50 nm Distribuigdo > 50 nm
228nm_APTES_1 * 50+ 14
228nm_APTES_2 35+7 85 + 20
228nm_APTES_3 377 84 +19
228nm_APTES_4 234 64 +12

228nm_APTES_3DIR 19 + 4 i
265nm_APTES_1 19+2 **
265nm_APTES_2 21+4 66 + 13

265nm_APTES_3DIR 12+2 **
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As amostras 228nm_APTES_3DIR, 265nm_APTES 1 e
265nm_APTES_3DIR apresentaram particulas de ouro bem pequenas em
comparacao as exibidas no restante dos grupos, com dimensfes proximas ao limite
de resolucdo do Microscopio Eletrénico De Varredura (MEV) (Anexo Il) utilizado
para 0 imageamento. Portanto, nestas amostras fizemos imagens utilizando o
Microscopio Eletrébnico de Transmissao (MET) (Anexo IlI), a fim de obter um
tamanho mais confiavel. As imagens podem ser vistas na figura 45 e os respectivos

valores dos diametros estao exibidos na tabela 9.

[ WM GAVETRG_OURG_265nm APTEST

[ W CAVETRO CURG, 228em A

CONTAGEM(u.a )

) " ) B
DAMETRO (nm) DIAMETRO (nm)

Figura 45: Imagens MET e distribuicdo de tamanho das amostras a) 228nm_APTES_3DIR,
b) 265nm_APTES_1 e c) 265nm_APTES_3DIR
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Tabela 9: Tamanho das particulas de ouro observadas por MET nas amostras dos grupos
228nm_APTES e 265nm_APTES.

Amostra Distribuicdo < 50 nm Distribuigdo > 50 nm
228nm_APTES_3DIR 21+3 o
265nm_APTES_1 21+5 **
265nm_APTES_3DIR 21+5 i

Os resultados obtidos por MET e MEV sao compativeis, exceto para a
amostra 265nm_APTES_3DIR, na qual a distribuicdo de tamanhos obtida pelo MET
foi exibiu um tamanho médio das particulas de ouro superior a obtida pelo MEV.

Em observancia aos resultados obtidos, é possivel concluir que quando
procedemos com 0S sucessivos recobrimentos com Au, ou seja, aumento da
concentracdo de Au, h4 o surgimento de uma distribuicdo de tamanho de particulas
>50 nm. Estas particulas sdo maiores que o0s cristalitos visto pelo DRX. Dessa
forma, podemos 93ayer93era-las como policristalinas. Como discutido previamente,
as particulas formadas no primeiro recobrimento servem como pontos de nucleacao
para o crescimento, aumentando o tamanho das NPsouo. Outro ponto a ser
destacado é que os sistemas recobertos diretamente também ndo apresentaram
distribuicdo com particulas > 50 nm. Como mostrado nas figuras 43 e) e 44 c), que
representam as imagens de MEV  para 228nm_APTES 3DIR e
265nm_APTES_3DIR, as NPs de Au aparecem como pequenos pontos
homogeneamente distribuidos ao sob a superficie das NPs de éxido de ferro, sendo
necessario imagens de microscopia eletronica de transmissdo para estimar com
mais exatidao o tamanho dessas NPs. Assim, o recobrimento com a adi¢&o direta de
uma maior quantidade de HAuCl4, favorece a formacéo de pontos de nucleagéo das
particulas de Au em detrimento do crescimento, ao contrario do observado na adicao
em aliquotas, que utilizam as particulas de ouro existentes como sementes, gerando

particulas com didametros maiores.
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Na figura 46, sdo exibidos graficos onde € possivel comparar os valores
obtidos para o tamanho de cristalito em relacdo a presenca de distribuicdes

bimodais das particulas de ouro.

a)
80 Il V£ V- Distribuigéo < 50 nm
I VEV- Distribuigdo > 50 nm
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£
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E
< 60
)
I
pd
< 40-
<
|_
20
0 -
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Figura 46:Comparagéo entre o tamanho de cristalito obtido pelo DRX e diametro por MEV
das amostras 265nm_APTES a) e 228nm_APTES b).
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5.3.3 Propriedades Magnéticas

As propriedades magnéticas dos sistemas foram investigadas apds cada

recobrimento com Au.

Na figura 47 a) e 47 b) sdo apresentadas as curvas de magnetizacdo em
funcdo do campo aplicado (M x H) do grupo de amostras 228nm_APTES e
265nm_APTES, respectivamente. Na tabela 11 sdo mostrados resumidamente o0s
parametros magnéticos obtidos pelas curvas MxH (Ms, Hc e M), e também da
estimativa da quantidade de Au nas amostras pelas medidas de magnetizagao.
Podemos observar, que houve a diminuicdo da Ms das amostras 228nm e 265nm
em funcdo do aumento da quantidade de Au nas amostras, pois este ndo contribui
para 0 aumento da magnetizacao total do sistema devido ao seu comportamento

diamagnético.

No entanto, como um resultado ndo esperado, foi observado para a amostra
228nm_APTES_2 uma magnetizacao de saturacdo menor que a 228nm_APTES_3.
Este resultado pode estar associado a um erro de pesagem. Outro ponto a ser
mencionado € que a Ms aumentou apos a funcionalizagdo com APTES para a

amostra 265nm (figura 47 b) ).
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Figura 47: Curvas de histerese magnética das amostras a) 228nm e b) 265nm em cada
recobrimento.

A amostra 228nm_APTES_3DIR demonstrou uma grande queda da Ms
concordando com o valor esperado da fase de ouro encontrada do padrdo de DRX

pelo método de Rietveld.
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Pela tabela 10 ainda podemos ver que os valores de Hc € Mr permaneceram
sem significativas alteracdes em seus valores ao longo das etapas de recobrimento

com Au para todas as amostras.

Fica evidente a diminuicdo da Ms conforme as amostras sdo submetidas ao
processo de recobrimento, enquanto a fase de ouro obtida pelo método de
refinamento Rietveld aumenta. Como visto anteriormente, utilizamos a diminuicdo na
magnetizagdo também para estimar a fase de ouro. A tabela 10 mostra os

parametros obtidos a partir das curvas MxH, das quais foi possivel obter Ms, Hc € M.
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Tabela 10: Parametros magnéticos e fase de ouro (obtidas das curvas MxH) das amostras
228nm_APTES e 265nm_APTES recobertas com ouro.
(*o erro padrdo das medidas magnéticas na opcdo VSM é de 0,5%)

Amostra Ms* Hc* (MT) Mr* (Am?3/kQ) Fase de

(Am2/kg) Ouro (%)
228nm 71,3 2,8 2,8 0
228nm_APTES 69,8 2,6 2,6 0
228nm_APTES 1 66,1 2,7 2,6 5
228nm_APTES 2 55,5 2,9 2,4 20
228nm_APTES_3 57,7 3,2 3,0 17
228nm_APTES 4 45,5 3,0 2,1 35
228nm_APTES_3DIR 44,0 2,9 1,6 38
265nm 62,6 2,2 2,3 0
265nm_APTES 67,4 4.4 44 0
265nm_APTES 1 63,3 2,3 2,1 6
265nm_APTES 2 54,7 2,5 1,9 18
265nm_APTES 3DIR 63,9 2,4 2,1 5

Nos graficos exibidos na figura 48 foram relacionadas a fase de ouro obtida
pelo refinamento Rietveld dos padrdes de DRX, com a obtida pelas curvas MxH. E
possivel ver que os resultados sao bem semelhantes, exceto pela segunda amostra.
Estes resultados séo indicios de que o crescimento das fases de ouro é quase que

linear com a concentracdo nos recobrimentos das amostras 228nm.
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Figura 48: Comparacdo da porcentagem (%) de ouro obtida pelo refinamento Rietveld do
padrdo de DRX e magnetizacdo das amostras 228nm (a) e das amostras 265nm (b) ) em
fung&o da concentracdo nominal utilizada no recobrimento, recobertas com Au pelo método
DP. Os valores de concentracao 2,5, 7,5, 17,5 e 37,5 equivalem as amostras APTES 1,
APTES 2, APTES_3 e APTES_4 respectivamente. (erro nas estimativas das fases € de
menos de 1%, por tanto nao foi considerado no grafico)

Enquanto para a amostra 265nm o mesmo nao ocorreu, os resultados obtidos

foram coerentes entre si, entretanto ao contrario das amostras 228nm, as amostras
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265nm_APTES_3DIR tiveram uma porcentagem da fase de Au inferior, o que
concorda com o PIE observado na sec¢éo 5.3, pois houve uma pequena modificacédo

da superficie das amostras.

5.3.4 Teste de Hipertermia Magnética

As medidas de hipertermia magnética foram tomadas conforme descrito no
Anexo lll, p. 128. A figura 49 a) exibe a curva de aguecimento do grupo de amostras
228nm_APTES e b) para o grupo de amostras 265nm_APTES.
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Figura 49: Curvas de aquecimento dos grupos de amostra a) 228nm e b) 265nm.
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A tabela 11 mostra o SAR obtido nos primeiros 5 minutos de medida, levando
em consideracdo que para aplicacdes biologicas o tempo de exposicdo deve ser
curto. Além disso foram utilizados campos magnéticos biocompativeis, obedecendo
ao critério de Brezovich no qual o produto entre o campo e a frequéncia seja de até
4,85.108 A/m.s.

Tabela 11:Resultados dos testes de hipertermia magnética nas amostras 228nm e 265nm.
(* o erro de aferi¢cdo da temperatura € de + 0,2)

Amostra SAR (W/g) SARmom  Concentragdo AT*em 20 Tmax* em
(W/9) (mg/ml) min. (°C) 20 min.

(°C)
228nm 154+1,3 154 9,8+0,9 26,4 51,9
228nm_APTES 7,0+£0,6 7,0 13,4+£1,0 14,4 41,7
228nm_APTES_1 6,6 £ 0,6 6,9 140+1,0 12,2 36,8
228nm_APTES_2 12,4 +0,9 14,8 10,4+£1,0 24,5 48,8
228nm_APTES_3 10,5+ 0,9 12,7 10,0+1,1 18,1 43,5
228nm_APTES 4 29+0,2 4,6 11,1+£1,0 7,3 36,2
228nm_APTES 3DIR 3,8+0,3 5,7 92+1,1 3,0 26,5
265nm 258+2,3 25,8 10,3+£0,9 33,6 58,6
265nm_APTES 20,5+1,8 20,5 10,0+ 0,9 19,3 43,2
265nm_APTES 1 18,2+1,6 18,9 10,0+ 0,9 17,6 41,2
265nm_APTES 2 21619 25,2 15,0+£1,0 46,1 445
265nm_APTES 3DIR 2,7+0,2 2,8 9,8+0,9 2,9 26,7

Devido a diferenca de concentracdo utilizada nas medidas de hipertermia
magnética, foi realizada a normalizacdo do SAR das amostras pela massa do 6xido
de ferro (SARnorm), considerando a média da fase de Oxido de ferro presente nas
amostras obtidas pelo método de Refinamento Rietveld e pela diminuicdo da
magnetizacdo de saturacdo, levando em conta que apenas as NPsMs sao

responsaveis pelo aquecimento.

Como esperado 0 SAR das particulas com maior magnetizacdo de saturacdo
tem um melhor resultado, uma vez que o SAR é diretamente proporcional a area da

curva de histerese magnética como mostrado na secéo 3.5, p. 30.
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Entretanto surgem flutuagbes nas amostras 228nm_APTES 2 e
228nm_APTES_3, que exibem ouro em sua superficie. Nestas amostras temos um
SAR maior do que na amostra apenas funcionalizadas por APTES, este resultado
pode estar associado ao fenbmeno de aquecimento visto também no grupo de

amostras feitos pelo método de Turkevich, discutido na secéo 5.2.4, p. 70.

Enquanto as amostras 228nm_APTES 4 e 228nm_APTES_3DIR, que
apresentam maior fase de ouro, tiveram uma diminuicdo drastica no valor do SAR e
no aquecimento apresentado, 0 que esta associado ao comportamento

diamagnético das amostras de ouro.

Como visto na secdo 5.3.1, p. 81, ambas as particulas magnéticas
apresentaram indicios da presenca do regime de vortice magnético, sendo este o
regime ideal para aplicacbes a hipertermia magnética por atender a todos os
requisitos magnéticos essenciais (baixa magnetizacdo de remanéncia, baixo campo
coercivo e alta magnetizacdo de saturagcdo) e ao mesmo tempo apresentar o
mecanismo de perdas por histerese. Na tabela 11 podemos observar que as
amostras 228nm_APTES 2, e 265nm_APTES 2, sdo as que apresentam maiores
valores de SAR para amostras decoradas com ouro pelo método DP. Estas
amostras podem ser consideradas ideais para conjugar as técnicas de hipertermia
magnética e foto-hipertermia, levando em consideracdo que em ambas as amostras
foram alcancadas as temperaturas necessarias para tratamento em terapias
térmicas (~42 °C) (STORM et al., 1979; SURIYANTO; NG; KUMAR, 2017), e com a
aplicacado da foto-hipertermia existe a possibilidade de um aumento na eficiéncia

calorifica dos nanossistemas.
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6. Conclusdes

Neste trabalho fizemos o estudo do processo de crescimento de particulas de
ouro sobre a superficie de particulas de Oxido de ferro, a fim produzir uma

nanoplataforma com potencial para aplicacdes a tratamentos térmicos.

Os sistemas produzidos possuem grande potencial para aplicacfes
biol6gicas, pois apresentaram baixo Hc (~3 mT) e Mr (~2 Am?/kg), caracteristicas

necessarias para aplicagdes biomédicas.

O comportamento magnético das particulas foi analisado apds cada
recobrimento, verificando que n&do houve alteracdo significativa nestes parametros,
apenas a queda da Ms, 0 que jA era esperado devido ao comportamento
diamagnético do ouro que contribuiu para a diminuicdo da magnetizacédo total do
sistema. Estes resultados indicam que a presenca do ouro ndo causou alteracdo no
regime magnético do oxido de ferro. A partir do decréscimo da Ms foi possivel
estimar a fase de ouro presente nas amostras, que foi comparada as fases obtidas a
partir do refinamento dos padr6es de DRX pelo método Rietveld. Os resultados
concordaram, mostrando um aumento gradativo desta fase com a adicdo de
concentragcdes maiores de HAuUCIs4, sendo essas informacdes de grande valia para a

compreensao da dinamica de crescimento da fase de ouro.

Pela decoracdo com o método Turkevich foi observada a formacdo de
particulas de diametro entre 60 nm e 80 nm, em menor quantidade, que tenderam a
aumentar de tamanho com a adicdo de HAuCl4, esta metodologia apresentou uma
formacao ndo uniforme com tendéncia a aglomeracéo das particulas de ouro com o

aumento da concentracao de HAuCla.

Utilizando o método DP, foi possivel aumentar gradativamente a fase de ouro,
fazendo a adicdo de Au(OH)s em aliquotas, desta forma obtendo uma distribuicéo
bimodal (particulas de ouro na faixa de 20 nm e acima de 60 nm) a partir do
segundo recobrimento. Também foi feita a adicdo do Au(OH)s em uma s6 porcéo,
demonstrando que neste caso as particulas de ouro formadas foram bem pequenas

(na faixa de 20 nm) .
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Estes resultados levam a crer que as particulas de Oxido de ferro séo
utilizadas como ponto de nucleacdo no método DP, entretanto o ouro apresenta
maior afinidade por outras particulas de ouro, acarretando assim o aumento do
surgimento de particulas de ouro de maior dimenséo, utilizando as particulas ja
existentes como sementes e crescendo sobre estas. E clara uma alta dependéncia

das dimensdes destas particulas, em relagcdo ao método de adicdo do HAuUCIa.

Enquanto o efeito é inverso no método Turkevich, apresentando particulas de

ouro com maior didametro quando utilizadas maiores concentracoes.

Mostramos que tanto o grupo 228nm quanto o0 265nm apresentam
aquecimento ap0s o recobrimento por ouro. No entanto, considerando as amostras
que apresentaram também a fase de ouro, as amostras 228nm_CIT 2,
228nm_APTES 2 e 265nm_APTES 1, apresentaram maior eficiéncia considerado o
SARnorm; € maior temperatura alcancada dentro de seus grupos: 54,9 °C, 48,8 °C e
445 °C, respectivamente. S80 estas as que apresentam maior potencial para
conjugacao das técnicas de hipertermia magnética e foto-hipertermia, uma vez que
apresentaram, além da eficiéncia para HM, recobrimento com ouro em sua

superficie, possibilitando direta aplicacdo de laser para teste de aquecimento.
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6.1 Perspectivas

Para proximos trabalhos desejamos realizar um estudo mais profundo sobre
as propriedades magnéticas das particulas de oxido de ferro, a fim de melhorar a
compreensao da diferenca entre os dois grupos, uma vez que este efeito € visivel de
forma mais concreta no teste de hipertermia apresentando uma grande diferenca na

eficiéncia da geracao de calor.

Estudar a interacdo das particulas de ouro com o campo RF a fim de avaliar
as interacdes deste campo com as nanoplataformas produzidas, uma vez que
algumas particulas apresentaram maior eficiéncia na geracao de calor com maior

fase de ouro, em comparacado as sem fase de ouro.

Realizar testes de citotoxicidade destes sistemas em células, objetivando

avaliar a viabilidade de sua aplicacdo em organismos Vivos.

Otimizar o processo de recobrimento das particulas magnéticas por ouro,
variando ndo sO0 a quantidade, como também a morfologia das particulas, com
objetivo de otimizar a faixa do comprimento de onda onde ha o efeito RPS a fim de

utilizar a técnica de foto-hipertermia.

Realizar testes de geracdo de calor por foto-hipertermia a partir da
ressonancia plasmon de superficie fornecida pelas particulas de ouro presentes no
sistema, variar sua morfologia a fim e encontrar a faixa do espectro que melhor se

adeque ao tratamento.

Funcionalizar estas particulas a fim de carrear farmacos ou moléculas
sinalizadoras, verificando a possibilidade de conjugar hipertermia magnética, foto-
hipertermia, carreamento de drogas e imageamento em um s sistema, gerando

assim uma nanoplataforma multifuncional com propriedades terandsticas.
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ANEXO |

PROCESSO DE SINTESE

Nesta se¢do serdo apresentados os reagentes e metodologias utilizados na

sintese dos nanossistemas de 6xido de ferro e ouro.

|.1 Reagentes e solventes

Para as sinteses foram utilizados os seguintes reagentes do fabricante
Sigma-Aldrich: sulfato de ferro (ll) heptaidratado (99%), cloreto de ferro (lll) (97%),
acido citrico P.A., 3-aminopropiltrietoxissilano (95 %) (APTES), hidroxido de sédio,
sédio citrato tribasico P.A., cloreto de ouro (lll) trihidratado, acetato de sodio,

etilenoglicol (EG) e polietilenoglicol (PEG).

Os solventes utilizados foram: etanol, acetona e hidréxido de amonio.

|.2 Sintese de particulas de Oxido de ferro por rota solvotérmica

As nanoparticulas de 6xido de ferro foram sintetizadas pelo método solvo

térmico seguindo o trabalho descrito por Liu et al. (2011).

Procedimento: foi preparada uma solucao de 1,35 g de cloreto de ferro (lll)
em 40 ml de etilenoglicol, levada ao banho de ultrassom até completa
homogeneizacdo. Em seguida, adicionou-se 3,6 g de acetato de sédio e 1 g de PEG,
que foram deixados sob banho de ultrassom novamente. ApOs 0 processo de
homogeneizagao, a mistura foi transferida para um copo de teflon (figura 11), com
capacidade volumétrica de 100 ml. O copo de teflon contendo a mistura foi
adicionado e selado em uma auto-clave de aco inox. O reator foi levado a um forno

mufla, permanecendo sob aquecimento de 200 °C durante 5 horas com rampa de 10
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°C/min. O produto foi entdo decantado com auxilio de um ima e lavado com etanol
diversas vezes. Por fim o precipitado foi suspenso novamente em etanol e levado a
estufa para secagem e posteriores caracterizagdes. Este processo foi feito em dois
lotes distintos, do qual foram originadas particulas com tamanhos de 228 + 35 nm e
265 = 31 nm, nomeadas 228nm e 265nm, respectivamente.

Figura 1.1: Reator hidrotérmico composto por um copo de aco inox e um copo de teflon com
capacidade de 100 ml.
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1.3 NPsM decoradas com NPSouro (228nm) pelo método Turkevich

As particulas de 6xido de ferro (228nm) obtidas por rota solvotérmica, foram
decoradas com Au utilizando o método de reducdo com citrato de sédio, seguindo
trabalhno de Tomitaka (2017). Foram feitos recobrimentos sucessivos com Au
sempre utilizando o sistema anterior recoberto para avaliar o crescimento da

particula de ouro.

Para o primeiro recobrimento, 20 mg das NPs 228nm, foram dispersas
em 5 ml de agua ultrapura e levadas ao banho de ultrassom. Essa disperséao foi
adicionada a uma solucdo contendo 20 mg de citrato de sodio em 5 ml de agua
ultrapura. E levada ao ultrassom de ponta por 10 minutos. Apés esse tempo, a
suspensao foi aquecida até 70-75 °C sob constante agitacdo mecéanica (figura 12 a) )
e entdo adicionou-se gota-a-gota uma solucédo aquosa de HAuCls (5 ml, 1 mg/ml). O
produto foi separado do sobrenadante através de um ima (figura 12 b) ), lavado com
adgua destilada, seco em estufa a 50 °C e nomeado 228nm_CIT_1. O mesmo
procedimento foi repetido utilizando particulas 228nm CIT_1 como partida, variando
a concentracdo de HAuCl4. Dessa forma, 228nm_CIT_ 1, 228nm _CIT 2 e
228nm_CIT_3 apresentam concentracdes de 1, 2 e 3 mg/ml de HAUCI4,

respectivamente (Tabela I11).
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Figura 1.2: a) processo de recobrimento da amostra de 6xido de ferro por reducao por citrato,
sob aguecimento e agitacdo mecanica; b) amostra apds separacdo magnética.

Amostra
228nm_CIT_1 FesOs+ HAuCls (5 mg)
228nm_CIT_2 Fe304+ HAuCls (10 mg)
228nm_CIT_3

Fesz04+ HAUCIls (15 mg)

Tabela 11: mostras 228nm recobertas com NPsquro com método de Turkevich.

228nm_CIT 228nm_CIT_1 228nm_CIT 2 228nm_CIT_3

HAuCI.,

HAuCI., ”>

HAUCI,

—)

1 mg/ml 2 mg/ml

3 mg/ml

Figura 1.3: Esquema de decoracédo por ouro das amostras 228nm pelo método Turkevich.
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l.4 Modificacdo quimica da superficie das 228nm e 265nm com APTES

O processo de funcionalizacdo por 3-aminopropiltrioxissilano foi adaptado do
trabalho de Miola (2017). Este processo foi executado separadamente em ambos 0s
grupos (228nm e 265nm) de NPs de oOxido de ferro sintetizadas pela sintese

solvotérmica.

Procedimento: foram pesados 200 mg de particulas 265nm e dispersos em
uma solucédo de 100 ml (98% etanol e 2% agua destilada). A mistura foi adicionada a
um baldo de trés vias acoplado a um condensador e mantida sob agitacédo
magnética, o aparato experimental pode ser visto na figura 1.3. Apds a mistura atingir
60 °C, adicionou-se uma aliquota de 2 ml de APTES, com auxilio de uma seringa. A
reacdo seguiu durante 3 horas, quando fora adicionado mais uma aliquota de 2 ml
de APTES. Apds uma hora, foi retirada uma aliquota da solucéo a fim de confirmar a
alteracdo da carga superficial das particulas na suspensdo. Apos a confirmacéo, o
produto foi transferido para um béquer de 500 ml, separado magneticamente do
sobrenadante. lavado com etanol 3 vezes e levadas a estufa a 50 °C para secar.
Estas particulas foram nomeadas 228nm_APTES e 265nm_APTES.

~____ Condensador de bolas

Baldo de trés pescogos com
nanoparticulas de 6xido de ferro

~____— Recipiente com silicone liquido

~___Placa aquecedora/agitadora

Figura I.4: Processo de funcionalizacao de particulas de 6xido de ferro por APTES.
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|.5 Decoracédo das 228nm_APTES com Au pelo método de deposicao-
precipitacéo (DP)

Este método se utiliza do processo de adsorcao eletrostatica do hidroxido de
ouro sob a superficie funcionalizada das particulas de 6xido de ferro com APTES,
também descrito no trabalho de Miola et al. (2017). Executamos o recobrimento por
duas formas: (i) adicionando o reagente HAuCls em aliquotas e (ii) adicionando uma
concentracdo maior de HAuCls em uma s6 porc¢do. Isto foi feito a fim de verificar a
dindmica de crescimento da fase de ouro, uma vez que a carga superficial das
NPsM tende a se tornar negativa com a presenca do ouro, desejamos observar a

influéncia de uma maior quantidade do reagente frente a adi¢cdo gradativa.

Procedimento: 100 mg de 228nm foram adicionadas a 1,3 ml de agua
destilada. Separadamente, ajustou-se o pH da solu¢cdo de HAuCls (4,1 ml, 2,5
mg/ml) para 8 pela adicdo de uma solucdo de hidroxido de sédio (1 mol/L), para
formar hidroxido de ouro. A cor da solucao foi de amarelo para incolor no processo.
Esta solucdo entdo foi vertida na dispersdo aquosa das NPs e mantidas sob
aguecimento e agitacdo magnética por 3 minutos apos atingir a temperatura de 70
°C. Ao final a reacdo apresentou pH préximo de 7. As particulas foram entédo
decantadas com ajuda de um ima e lavadas com etanol. O precipitado foi redisperso
em etanol apos a lavagem e levado a estufa a 50 °C para secagem. A este primeiro

recobrimento foi dado o cddigo 228nm_APTES 1.

Este processo foi repetido utilizando as particulas ja recobertas como
precursoras, como pode ser visto no esquema exibido na figura 1.4. Foi mantida a
concentracdo de 228nm fixa e a proporcdo de volume da solucdo de 228nm para

solugédo com HAuCl4 foi fixada em 1:4 (Tabela 12).
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Tabela 12: Amostras 228nm_APTES recobertas pelo método de funcionaliza¢@o por APTES.

Amostra
228nm_APTES 1 228nm_APTES + HAuCls (2,5 mg/ml)
228nm_APTES 2 228nm_APTES_1+ HAuCls (5 mg/ml)
228nm_APTES_3 228nm_APTES_2 + HAuUCls (10 mg/ml)
228nm_APTES 4 228nm_APTES_3 + HAUCIs (20 mg/ml)
228nm_APTES 3DIR 228nm_APTES + HAuUCl, (17,5 mg/ml)

Como dito acima, fizemos também um recobrimento com ouro utilizando uma
concentracdo maior (17,5 mg/ml de HAuCli), sendo igual a soma das trés primeiras
concentracdes (228nm_APTES_1 a 228nm_APTES_3). Esta amostra foi nomeada:
228nm_APTES_3DIR.

228nm_APTES 228nm_APTES 1 228nm _APTES 2 228nm_APTES 3 228nm_APTES 4
HALCL, HALCL, HAuCL, ' HAUCL,
PR T Smg/mi 10 eng/erd X =g/
2 Seog/m Smg/mi 17.5mg/mi 37.5mag/mi
228nm_APTES 228nm_APTES_3DIR
HAuCl,
17.5 mg/mi

Figura I.5: Esquema de decoragédo por ouro da amostra 228nm_APTES.

Fizemos recobrimentos também nas particulas de oOxido de ferro 265nm
seguindo metodologia semelhante a aplicada as 228nm, mostrado no esquema

exibido na figura I5. As amostras foram denominadas conforme mostra a tabela 3.

Note que, apesar de os recobrimentos gradativos ndo terem sido feitos até a
terceira deposicéo, ou seja, para obtencdo da 265nm_APTES_3, decidimos fazer a
decoracao direta com a concentracdo de 17,5 mg/ml de HAuCls, para que

pudéssemos comparar este material com o sistema 228nm_APTES 3DIR. Dessa
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forma, ndo obtivemos o material 265nm_APTES_3 com adi¢cGes de Au em aliquotas,

apenas adicao direta.

Tabela 13: Amostras 228nm_APTES recobertas pelo método de funcionalizacéo por APTES.

Amostra
265nm_APTES 1 265nm_APTES + HAuCls (2,5 mg/ml)
265nm_APTES_2 265nm_APTES_1 + HAuUCls (5 mg/ml)
265nm_APTES_3DIR 265nm_APTES + HAuCls (17,5 mg/ml)

Figura 1.6: Esquema de decoracgédo por ouro da amostra 265nm_APTES.

265nm_APTES 265nm_APTES 1 265nm_APTES 2

-
HAuCI,
=
4.5 mg/mi

2.5mg/mi 7.5 mg/mi

HAUCI,

=

265nm_APTES 265nm_APTES_3DIR

HAUCI,
175~q:~

b) 265nm_APTES  265nm_APTES 1  265nm_APTES 2

-

HAUCI, HAUCH,

— —
2.5 mg/mi S mg/mi
2,5mg/mi 7.5mg/mi
265nm_APTES 265nm_APTES 3DIR
HAuC!,
17,5 mg/ml
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ANEXO Il

DADOS DOS PADROES DE DRX DAS AMOSTRAS

Intensidade (n.a.)

Intensidade (n.a.)

Figura II1: Difratogramas representando os padrdes de DRX obtidos apés refinamento

a
) 228nm
26000 . . , i :
oo | 258 :
2000 | 0¥ s

Bragg § -2 . .

K000
10 20 A 40 <0 20(”_ J0 80 %0
b) 265nm

28000 [ - o - -

25000 - o Cale
- « Dif
| Bragg

i
E
|
o

20 4]

Rietveld das amostras a) 228nm e b) 265nm compostas por maghemita/magnetita, com os
planos cristalinos indexados. A seta indica o pico gerado pelo porta amostras.

Na tabela II1 é possivel ver os parametros tedricos em comparacao aos

refinados.
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Tabela I11: Parametros refinados pelo método de Rietveld das amostras de magnetita/maghemita

Amostra Parametros Valor Teorico Valor Calculado
Refinados
228nm a=b=c 8.3958 8.3931
a=p=y 90° 90°
265nm a=b=c 8.3958 8.3580
o=p=y 90° 90°

Parametros obtidos pelo refinamento de Rietveld e respectivos padroes de DRX das

amostras apos recobrimento.

228nm_CIT_1 228nm_CIT_2

40008 [

.~
-
R

T

Intensidude ()

Iwiemridade (v.a.)

228nm_CIT_3

L

Intensidade (n.a.)
™ )

Figura 112: Padr6es de DRX das amostras 228nm_CIT apds refinamento de Rietveld, com
planos cristalinos indexados aos picos de maior intensidade de maghemita/magnetita
(triangulos) e de ouro (estrela). As intensidades tedrica e calculada podem ser vistas em
preto e vermelho respectivamente, em azul a diferenca entre as intensidades e em verde as
posicoes de Bragg.
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Tabela 112: Parametros obtidos pelo padrdo de DRX da amostra 228nm_CIT para a fase de

ouro
Amostra Parametros Refinados Valor Tedrico Valor

Calculado

228nm_CIT_1 a=b=c 4.078940 4.077366
a=B=y 90° 90°

228nm_CIT 2 a=b=c 4.078940 4.071473
a=p=y 90° 90°

228nm_CIT_3 a=b=c 4.078940 4.079569
a=p=y 90° 90°

228nm_APTES_1 228nm_APTES_2

10 20 30 40 50 70 80 % 10 20 30 40 50 70 80 2

60
20 (%)

228nm_APTES_4

60
20 (%

228nm_APTES_3

Intensidade (n.a.)
Intensidade (n.a.)

80 %0 10 20 30 40 50 70 80 20

60 7 60
260 () 26 ()

Figura I13: Padrdes de DRX das amostras 228nm_APTES ap6s refinamento de Rietveld,
com planos cristalinos indexados aos picos de maior intensidade de maghemita/magnetita
(triangulos) e de ouro (estrela). As intensidades tedrica e calculada podem ser vistos em
preto e vermelho respectivamente, em azul a diferenga entre as intensidades e em verde as
posicdes de Bragg. Os picos que representam contaminagdo na amostras estéo

representados por *.
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Tabela 113: Pardmetros obtidos pelo padrdo de DRX da amostra 228nm_APTES para a fase de ouro.

Amostra Parametros Refinados Valor Teorico Valor Calculado
228nm_APTES 1 a=b=c 4.078940 4.076963
a=p=y 90° 90°
228nm_APTES 2 a=b=c 4.078940 4.079277
a=p=y 90° 90°
228nm_APTES_3 a=b=c 4.078940 4.074550
a=p=y 90° 90°
228nm_APTES 4 a=b=c 4.078940 4.075483
a=p=y 90° 90°

Tabela l14: Dados obtidos pelo refinamento Rietveld das amostras do grupo 228nm_APTES.

Amostra Tamanho do Cristalito do Ouro (nm) Fase de Ouro (%)
228nm_APTES 1 8+2 5
228nm_APTES 2 28 +8 13
228nm_APTES_3 308 18
228nm_APTES_4 267 38

228nm_APTES_3DIR 26+5 26
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Conforme esperado a fase de ouro aumenta gradativamente com a adicéo de
ouro as amostras em cada processo de recobrimento. Além disso é possivel ver o
aumento do tamanho de cristalito do primeiro para o segundo recobrimento, e em

seguida uma estabilizac&o no seu crescimento, mantendo-se na faixa dos 30 nm.

Ja na amostra 228nm_APTES_3DIR obtivemos o padrédo de DRX mostrado
na figura Il.4, é possivel ver o pico principal do ouro (26 = 38,2°) e da
magnetita/maghemita (206 = 35,5°) claramente.
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Figura 114: Padrdo de DRX da amostra 228nm_APTES_3DIR apds refinamento de Rietveld,
com planos cristalinos indexados aos picos de maior intensidade de maghemita/magnetita
(triangulos) e de ouro (estrela). As intensidades teérica e calculada podem ser vistas em

preto e vermelho respectivamente, em azul a diferenca entre as intensidades e em verde as
posicdes de Bragg.

Assim como as amostras 228nm_APTES, as amostras 265nm_APTES
também foram recobertas com particulas de ouro utilizando-se do processo de

adsorcao eletrostatica. A partir destas amostras obtivemos os seguintes padrdes de
DRX:
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Figura 115: Padr6es de DRX das amostras 265nm_APTES ap0s refinamento de Rietveld,
com planos cristalinos indexados aos picos de maior intensidade de maghemita/magnetita
(triangulos) e de ouro (estrela). As intensidades tedrica e calculada podem ser vistos em
preto e vermelho respectivamente, em azul a diferenca entre as intensidades e em verde as
posicdes de Bragg. Os picos que representam contaminacdo na amostras estao
representados por *.

Nas amostras 265nm_APTES 1 e 2 é possivel observar o surgimento e
aumento da intensidade do pico principal de ouro (26 = 38,2°), sendo um indicativo

do surgimento e crescimento da fase de ouro.
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Tabela 115: Parametros obtidos pelo padrdo de DRX da amostra 265nm_APTES para a fase
de ouro.

Amostra Parametros Refinados Valor Tedrico Valor Calculado
228nm_APTES 1 a=b=c 4.078940 4.076145
a=B=y 90° 90°
228nm_APTES 2 a=b=c 4.078940 4.077364
a=p=y 90° 90°

Com o processo de refinamento Rietveld, podemos estimar a porcentagem de
fase de ouro encontrada nestas amostras e o tamanho de seus cristalitos, indicados

na tabela 116.

Tab. 116: Dados obtidos pelo refinamento Rietveld das amostras do grupo 265nm_APTES.

Amostra Tamanho do Cristalito do Ouro (nm) Fase de Ouro (%)
265nm_APTES 1 10 +2 2,1
265nm_APTES_2 38+3 10,7

265nm_APTES_3DIR 8x1 6

Mais uma vez obtivemos um comportamento de aumento quase que linear
com a concentracdo de HAuCl4 utilizado no processo de recobrimento, como ja
observado nas amostras 228nm, apresentando particulas de ouro com tamanho de
cristalito na faixa dos 30 nm, este sendo maior nas amostras recobertas pela
segunda vez, corroborando a possibilidade de as particulas de ouro terem a funcao

de sementes para particulas maiores.

Para a amostra com maior concentragéo de HAuCls (17,5 mg/ml) obtivemos o

padréo exibido na figura I1.6.
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Figura 116: Padrdo de DRX da amostra 228nm_APTES_3DIR apoés refinamento de Rietveld,
com planos cristalinos indexados aos picos de maior intensidade de maghemita/magnetita
(triangulos) e de ouro (estrela). As intensidades tedrica e calculada podem ser vistos em
preto e vermelho respectivamente, em azul a diferenca entre as intensidades e em verde as

posicdes de Bragg.

Tabela 117: Parametros obtidos pelo padrdo de DRX da amostra 265nm_APTES_3DIR para
a fase de ouro.

Amostra Parametros Valor Tedrico Valor
Refinados Calculado
265nm_APTES_3DIR a=b=c 4.078940 4.081050
a=B=y 90° 90°

Onde é visivel o sinal do ouro, porém com uma intensidade menor que a vista
na amostra equivalente do grupo 228nm_APTES, e por consequéncia obtendo uma

menor porcentagem desta fase.
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ANEXO Il

TECNICAS EXPERIMENTAIS

Nesta secdo serdo apresentadas as técnicas utilizadas no processo de

caracterizacdo dos nanossistemas.

l1l.1 Difracdo de Raios X de po6

As medidas de difracdo de raios x em p6 foram tomadas com o equipamento
da PanAlytical modelo Empyrean 32 geracéo, disponivel no Laboratério Multiusuario
de Raios X do CBPF (LabX). O equipamento opera em geometria Bragg-Bretano
tendo como fonte de raios x um tubo de cobre, cujo comprimento de onda é Ka1 =
1,540598 A.

As amostras foram preparadas sobre substrato de silicio de baixo ruido (zero
background) e as medidas foram feitas varrendo 26 de 10° a 90°, com passo
0,0263°.

Os padrdoes de difracdo permitiram estimar o tamanho de cristalito das
amostras, levando em consideracdo o pico principal (pico de maior intensidade)
obtido nos padrdes, fazendo utilizacdo da equacao de Scherrer:

KA (1.1)
D =
PcosO
onde D é o tamanho do cristalito em nandmetros, A o comprimento de onda utilizado,

K o parametro de forma (utilizado 0,84 para particulas esféricas), B a largura a meia
altura do pico analisado e 6 o angulo de difracdo ambos em radiano. (WASEDA;
MATSUBARA; SHINODA, 2011) Este parametro permite observar se as particulas
formadas se tratam de sistemas monocristalino ou policristalino. No caso particular
do ouro, estes resultados permitem observar se houve mudanca de sistemas
monocristalinos para policristalinos ap6s os processos de recobrimento, podendo ser

entendido como um indicativo do processo de crescimento destas nanoparticulas.
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Os padrbées foram refinados pelo método de Rietveld, utilizando o pacote
aberto Full Prof. Foram utilizados padrdes teéricos disponiveis na base de dados de
materiais cristalinos inorganicos (do inglés Inorganic Crystal Strutucture Database,
ICSD). (Li et al., 2019)

Magnetha| [ Curo|

ntenskiace (u.a)
Intensidade (u.a.)
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Figura llI1: Padrdes de DRX teéricos, a esquerda a magnetita e a direita o ouro.

Vale destacar que a estrutura cristalina da magnetita e da maghemita sao

muito semelhantes, impossibilitando a diferenciagdo de ambas no refinamento.

[11.2 Microscopia Eletrénica

Os microscopios eletrénicos utilizam uma fonte de elétrons para geracéo de
imagens. H& dois tipos principais de microscopios eletrdnicos: Microscépios

Eletronicos de Varredura (MEV) e Microscépios Eletrénicos de Transmissdo (MET).

No atual trabalho foi utilizado o Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) de
Emisséo de Campo de alta resolucao Jeol 7100 (SEM-FEG) equipado com detector
anular de campo escuro de alto angulo (HAADF) e o Microscopio Eletrénico de
Transmisséao (MET) JEOL 2100F equipado com uma camera de 11 megapixels CCD
(GATAN Orius), disponiveis no Laboratério Multiusuario de Nanociéncia e
Nanotecnologia (LABNANO) do CBPF.

As amostras foram analisadas antes e depois do processo de recobrimento

com ouro, a fim de verificar a morfologia inicial e final das particulas. A distribuicdo
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de tamanhos das nanoparticulas foi feita com uma contagem de 100 nanoparticulas
utilizando o software Image J, os valores foram entdo utilizados para a construcao

de histogramas com o software Origin, sendo ajustados por uma curva gaussiana.

Com o objetivo de verificar a composicdo superficial das particulas foi
utilizada a técnica de Espectroscopia de raios X por energia dispersiva, disponivel

no equipamento MEV, selecionando a faixa de energia referente ao Au e ao Fe.

Por estarmos analisando uma area pequena em relacdo a amostra total, ndo
podemos afirmar com certeza a quantidade total de ouro na amostra, por iSso a
técnica foi utilizada como confirmacdo da existéncia de particulas de ouro no

sistema sintetizado.
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[11.3 Medidas Magnéticas

As medidas magnéticas foram tomadas no aparelho Physical Property
Measurement System (PPMS) DynaCool da Quantum Design, com a o0pg¢ao
Vibrating Sample Magnetometer (VSM). Neste trabalho foram realizadas medidas
MxH variando o campo magnético entre -3 e 3 T e de MxT com o campo fixo em 10
mT e temperatura variando entre 5 e 400 K. Para isto foram determinadas as
massas das amostras em po sobre uma fita de teflon antes do inicio da
caracterizagdo magnética, utilizando uma balanca analitica da Mettler Toledo,
modelo AB204-S. As amostras foram entdo encasuladas pela fita de teflon, e

posicionadas no porta amostras de latdo do equipamento.

A partir das medidas, Ms foi obtida pela extrapolacdo linear da curva da M x

1/H, para os valores os 5 pontos de maior médulo de H.

E possivel ter uma estimativa da quantidade de ouro na amostra,
considerando a magnetizacdo de saturacdo da amostra antes da adicdo de

decorada com Au. Esperamos que Ms seja reduzido segundo a expressao:

=M 100 (I11.2)
M

NP

Sendo Pouro a porcentagem de ouro estimada, em vista da diminuicdo da
magnetizacédo de saturagdo, M,... a magnetizagdo da amostra apés o recobrimento

e M yp a magnetizacdo da amostra antes do recobrimento.
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l11.4 Potencial Zeta (Q)

Esta técnica permite avaliar a carga superficial de particulas em suspenséo,
podendo assim estimar pontos de maior ou menor estabilidade coloidal do sistema,
a repulsdo se deve a forcas eletrostatica geradas por ions existentes na superficie
das particulas em analise. (NANOSCALE, 2016)

As particulas sdo consideradas estaveis em suspensdo quando apresentam
potencial acima de 30 mV em maodulo, enquanto que o ponto de menor estabilidade
€ onde a carga da superficie é zero, ponto onde o potencial também é zero, este é

conhecido como Potencial Isoelétrico (PIE)

Em meio liquido, alguns materiais tendem a atrair ions para sua superficie,
esta camada mais fortemente ligada a superficie da particula, € chamada de

camadl35ayerern” e possui carga inversa a carga real da superficie.

[_ Stern Layer

Potential

Figura 1112: Modelo do double layer eletroquimico na interface entre o solido e o meio liquido.
Figura adaptada de LUXBACHER (2014).
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O potencial ¢ é definido como a voltagem fornecida por ions em suspensao
gque aderem fracamente a camada Stern, formando uma camada denominada

“double layer”.

A medida é tomada observando a velocidade de deslocamento das particulas
guando submetidas a um campo elétrico, medida com auxilio de um laser aplicado a

suspensao.

As medidas foram feitas no equipamento Zeta Plus Zeta Potencial Analyzer,
da Brookhaven Instruments Corporation, tomadas variando o pH entre 2 e 13, com
isso foi possivel obter o PIE. Estas medidas foram de extremama importancia
neste trabalho, pois confirmaram o sucesso na funcionalizacdo da superficie do

oxido de ferro, sendo possivel a visualizacao devido ao deslocamento do PIE.
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l11.5 SimulagBes micromagnéticas

Simulagcbes magnéticas sdo meétodos utilizados para analisar estruturas
magnéticas nas escalas nano e micrométricas. Os sistemas foram simulados pelo
aluno de doutorado Wesley Brito Jalil da Fonseca. Neste trabalho foram utilizadas
para compreender melhor o comportamento magnético das particulas de 6xido de
ferro sintetizadas. Foi utilizado o software MuMax3 desenvolvido pelo grupo
DyNaMat (Dynamics of Functional Nano Materials) na Universidade de Ghent,
Bélgica. O software é um recurso open-source (do inglés fonte aberta),
disponibilizado gratuitamente, necessitando-se obrigatoriamente de uma GPU
NVIDEA.

Utiliza-se da linguagem Go, permitindo a simulagéo de nanoestruturas a partir
da definicdo de diversos parametros fisicos, sendo estes definidos em células
ortorrdombicas 2D ou 3D. Os calculos sdo baseados no Método de Diferencas Finitas
(MDF) que tem por principio transformar derivadas espaciais em quocientes de
diferencgas finitas, processo conhecido como discretizagdo, a solugéo é entédo obtida

por solu¢cdes numéricas em um processo iterativo.

O sistema trabalha a partir de scripts que simplificam a utilizacdo do software
tendo fungbes pré-definidas como a fungdo relax () ou minimize (), que tem por

objetivo encontrar o estado de minima energia. (Vansteenkiste et al., 2014)

Para a finalidade deste trabalho os parametros principais analisados foram:
particulas esféricas de diametro de 200 e 260 nm com tamanho de graos de 20 e 40
nm respectivamente. Cada particula teve associada duas energias de anisotropia
magnetocristalina em acordo com o esperado de particulas de magnetita. As
particulas foram entdo simuladas partindo de dois estados iniciais (I) momentos
magnéticos totalmente saturados; (lI) estado de vortice magnético e permitidas

relaxar até o estado de menor energia.
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[11.6 Medidas de Hipertermia Magnética

Para avaliacdo da eficiéncia de aquecimento das amostras, foi utilizado um
sistema de aquecimento por inducdo magnética da NanoScale Biomagnetics,
modelo DM2, que gera um campo de RF, com frequéncia de 307 kHz e intensidade
de até 20 mT.

As amostras secas e em poO foram preparadas em um porta amostras de
vidro. As particulas foram dispersas em dgua em uma concentracdo de 10 mg/ml.
Um termbmetro de fibra otica introduzido no centro do porta amostras monitora o
aguecimento do sistema. A amostra foi posicionada no centro da bobina de RF, em
um calorimetro protegido termicamente por um isolamento de vacuo gerado por uma
bomba turbo. Os controles de tempo, campo de RF e temperatura foram realizados

pelo programa de controle do equipamento.

Foi possivel obter 0 SAR em W/g das amostras a partir do software disponivel
também no equipamento, que utiliza a equacéo 3.10 da secdo 3.5. Foi realizado um
fit exponencial nos graficos da variacdo de temperatura em funcdo do tempo,
considerando 0s primeiros cinco minutos, porém os testes foram realizados durante

20 minutos.

Também é possivel obter o ILP das particulas, utilizando a equacédo 3.11 da
secdo 3.5, essa equacao permite a comparacao direta entre medidas tomadas com
diferentes parametros de campo e frequéncia. A unidade do ILP é nHmz2/kg.
(NANOSCALE BIOMAGNETICS, 2021)
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