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RESUMO

Neste trabalho é reportada a sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de Fez04 Recoberta com uma
camada de &cido oleico (FesOs@AO), e uma camada de AO e uma camada de 6leo essencial (OE),
(FesO4@AO/OE). O OE usado foi extraido das folhas da planta amaz6nica Croton cajucara Benth. Foram
sintetizadas duas séries de FesO4/AO (amostras M1 e alfl) e de FesO4s@AO/OE (amostras M2 e alf2)
vislumbrando aplicagdes no tratamento de Ulceras gastricas. A caracterizac@o estrutural realizada via
difracéo de raios-X confirmou a formacéo da fase de FesOs no ndcleo das nanoparticulas das duas séries
e cujos parametros de rede foram proximos ao valor da magnetita bulk. O tamanho de cristalito médio
estimado foram de 10,1 nm e 8,1 nm para a amostra M1 e alfl, respectivamente. A caracterizacdo
morfologica realizada via Microscopia Eletronica de Transmissdo mostrou a formacéo de nanoparticulas
guase esféricas e monodispersas com tamanho de 10,5 nm e 13,7 nm para as amostras M1 e M2, e de 8,5
nm e 10,1 nm para as amostras alfl e alf2, respectivamente. Os resultados obtidos das caracteriza¢des
feitas por Espectroscopia Infravermelha (FTIR) e Termogravimetria (TGA) confirmaram a presenca do AO
recobrindo a superficie das nanoparticulas e a presenca de OE sobre a camada de AO. Os resultados da
caracterizacao por Espalhamento de Luz dindmico (DSL) indicaram um tamanho hidrodindmico de 14,5 nm
e Potencial Zeta de -28 mV para a amostra alf2. A andlise das curvas Zero Field Cooled (ZFC) e Field
Cooled (FC) das medidas magnéticas revelaram a ocorréncia de estado bloqueado/congelado abaixo do
maximo na curva ZFC localizado em Tmax ~ 210 K e ~ 35 K para as amostras M1 e M2, e Tmax~81K e
~ 40 K para as amostras alfl e alf2, respectivamente. A analise da dependéncia térmica do campo coercivo
obtido dos lacos de histerese em varias temperaturas revelou a ocorréncia de um comportamento tipo spin-
glass (CG) em baixas temperaturas e superparamagnético (SP) na regido de T> 80K para a amostra
recoberta com AO (alfl). J4 para a amostra recoberta com as camadas de AO e OE (alf2), os resultados
revelaram um comportamento de estado bloqueado (BS) consistente com particulas que ndo interagem
para T< 40 K. Acima desta temperatura, o sistema apresenta um comportamento SP. Esse comportamento
superparamagnético/bloqueado foi confirmado por medidas de espectroscopia Mdssbauer a 77K. Os
resultados de medidas de susceptibilidade AC confirmam a ocorréncia do comportamento tipo spin-glass
na amostra alfl, provocado pela ocorréncia de fortes interagcdes particula-particula. Esse comportamento
tipo spin-glass desaparece na amostra alf2, na qual as interagfes sdo despreziveis. Os ensaios biolégicos
realizados na amostra alf2 mostraram um baixo efeito citotdxico em células fibroblasto murino normal para
dose abaixo de 25 pg/mL no teste de viabilidade celular (MTT). N&o foi determina toxicidade aguda na dose
de 25 pg/mL da amostra alf2 administrada via gavagem em camundongos depois de 24 h, mas verificou-

se resposta ao campo magnético externo do material coletado nos estbmagos dos animais.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de magnetita; acido oleico, 6leo essencial, Croton cajucara Benth,

propriedades magnéticas, interacdes particula-particula, superparamagnetismo, citotoxicidade.



ABSTRACT

In this work the synthesis and characterization of Fe304 nanoparticles is reported. Covered with a layer of
oleic acid (FesO4s@AO), and a layer of AO and a layer of essential oil (OE), (FesOs —AO/OE). The used OE
was extracted from the leaves of the Croton cajucara Benth Amazonian plant. Two series of FesO4/AO
(samples M1 and alfl) and FesO4 @ AO/OE (samples M2 and alf2) were synthesized for the treatment of
gastric ulcers. The structural characterization performed by X-ray diffraction confirmed the formation of the
Fez04 phase in the core of the nanoparticles of the two series and whose network parameters were close
to the value of the bulk magnetite. The estimated average crystallite size was 10,1 nm and 8,1 nm for sample
M1 and alfl, respectively. The morphological characterization carried out by Transmission Electron
Microscopy showed the formation of almost spherical and monodisperse nanopatrticles with a size of 10,5
nm and 13,7 nm for samples M1 and M2 and of 8,5 nm and 10,1 nm for samples alfl and alf2 respectively.
The results of the characterizations made by Infrared Spectroscopy (FTIR) and Thermogravimetry (TGA)
confirmed the presence of AO by covering the surface of the nanopatrticles and the presence of OE on the
AO layer. The results of the Dynamic Light Scattering (DSL) characterization indicated a hydrodynamic size
of 14,5 nm and Zeta Potential of -28 mV for the alf2 sample. The analysis of the Zero Field Cooled (ZFC)
and Field Cooled (FC) curves of the magnetic measurements revealed the occurrence of a frozen / frozen
state below the ZFC curve located at Tmax ~ 210 K and ~ 35 K for samples M1 and M2, and Tmax ~ 81 K
and ~ 40 K for samples alfl and alf2, respectively. The analysis of the thermal dependence of the coercive
field obtained from the hysteresis loops at several temperatures revealed the occurrence of a low-
temperature and superparamagnetic (SP) spin-glass (SP) behavior in the region of T> 80K for the sample
coated with AO alfl). For the sample coated with the AO and OE (alf2) layers, the results revealed a blocked
state behavior (BS) consistent with particles that do not interact at T <40 K. Above this temperature, the
system presents a SP behavior. This superparamagnetic / blocked behavior was confirmed by Mdssbhauer
spectroscopy at 77K. The results of AC susceptibility measurements confirm the occurrence of spin-glass
behavior in the alf1 sample, caused by the occurrence of strong particle-particle interactions. This spin-glass
behavior disappears in sample alf2, in which the interactions are negligible. Biological assays performed on
the alf2 sample showed a low cytotoxic effect on normal murine fibroblast cells at a dose below 25 ug / mL
in the cell viability (MTT) test. No acute toxicity was determined at a dose of 25 pug / mL of the alf2 sample
administered via gavage in mice after 24 h, but response to the external magnetic field of the material

collected in the animals' stomachs was verified.

Keywords: Nanoparticles of magnetite, oleic acid, essential oil, Croton cajucara Benth, magnetic

properties, particle-particle interactions, superparamagnetism, cytotoxicity.
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BS — Estado de bloqueio

CCB - Croton cajucara Benth

CG — Cluster Glass

CQ — Co-precipitacdo quimica

Dc - Diametro critico

Dh - Diametro hidrodinamico

DLS - Disperséao dinamica de luz

DRX - Difracao de raios X

Dsp - Diametro superparamagnético

DT - Decomposicao térmica

Ea - Energia de anisotropia

FC - Field Cooled

FTIR - Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier
GCE - Gradiente de campo elétrico

GSAS - General Structure Analysis System
H - Campo magnético externo

H. P - Helicobacter pylori

Hc - Campo coercitivo

IFTT - Transformada de Fourier inversa

IMR - Imagem por ressonancia magnética



JCPD -The Joint Committed on Powder Diffraction Standards.
Kg - Constante de Boltzman

KoT - Energia térmica

Keft - Anisotropia efetiva

Kv — Anisotropia de volume

L(x) — Funcao de Langevin

LL - Linalool

M - Magnetizacao

METHR - Microscopia eletronica de alta resolugéo
Mr - Magnetizagdo remanente

Ms — Magnetizacéo de saturacéo

MTT — Ensaio de viabilidade celular

NIH-3T3 - células fibroblasto murino normal
NSAIDs - Anti-inflamatorios ndo esteroides
OE - Oleo essencial

PDI - indice de polidispersao

Q — Momento quadrupolar

QD - Quantum Dots

QS - Desdobramento quadrupolar elétrico
RES - Sistema reticuloendotelial

Rexp - R expected

ReSe2 — Seleniuro de renio

RT - Temperatura ambiente

Rwp - R weighted profile

SP — Estado superparamagnético

Ts - Temperatura de bloqueio

Tc - Temperatura de Curie

TEM - Microscopio eletrénico de transmissao
TGA - Analises termogravimétrico

Tir - Temperatura de irreversibilidade

Tn - Temperatura de Néel



U - Barreira de energia
ZFC - Zero Field Cooled

0 - Deslocamento isomérico
M — Momento magnético

o - polidisperséao

X — Susceptibilidade magnética
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CAPITULO 1



1. Introducgéo

A nanotecnologia € um ramo multidisciplinar da ciéncia, que tem apresentado
um crescimento emergente na Ultima década e que abrange campos interdisciplinares
como Fisica, Quimica, Biologia, Farméacia, entre outros. Assim as aplicacdes da
nanotecnologia em saude atingem uma ampla &rea (Figura 1). Ela esta baseada no
desenvolvimento de materiais de dimensoes a escala nanométrica (nanoparticulas,
nanofios, nanotubos, clusters, filmes finos, entre outros)!. Um dos setores mais
promissores encontram-se na aplicacdo de processos biolégicos?. Isto deve-se, em
parte, ao fato de que envolve a confluéncia de dois campos de pesquisa
(nanotecnologia e biotecnologia). Nesta juncdo, as combinacdes de ideias e

abordagens sdo conhecidas por aumentar as oportunidades de inovagdo®.

As vantagens do uso de nanoestruturas na biotecnologia estdo ligadas a
porpostas inovadoras de tratamentos, além de menos invasivas quando comparados
aos métodos tradicionais. Pode-se, por exemplo, melhorar a entrega dos farmacos
num oOrgdo alvo. Os nanocarregadores podem acumular maiores quantidades de
farmacos aproveitando a maior area superficial no caso de nanoparticulas com
tamanho reduzido, estes sistemas podem efetivamente entregar/carregar farmacos
em oOrgaos alvo, reduzindo dessa forma os niveis de toxicidade inerentes do farmaco

e os efeitos secundarios ocasionados pelos tratamentos.

Outra vantagem do uso estéa relacionado a precissao e eficacia na forma de atingir
orgaos alvos, ocasionando, assim menos efeitos colaterais nos tratamentos por ser
mais eficiente e precisa na forma de atingir érgdos alvos?, ndo entanto, existem
sempre um umbral minimo que atinge 6rgdos sadios, dessa forma, trabalha-se
intensamente no desenvolvendo de novos tratamentos a fim de diminuir os efeitos

deletérios que possa ocorrer.

De acordo com a Organiza¢do mundial da Saude (O.M.S), as Ulceras pépticas
(Ulceras gastricas e duodenais) tém sido um grande problema enfrentada pela ameaca
para populacdo humana mundial nos ultimos dois séculos, pois estas possuim uma

elevada morbidade®. Outro problema levantado é que farmacos usados comumente



pela populacdo como anti-inflamatérios e analgésicos, também conhecidos como anti-
inflamatoérios ndo esteroides (NSAIDs), podem induzir Ulceras. Tal problema afeta
principalmente a populagéo idosa®. Mesmo que a erradicagdo da bactéria responsavel
pelas Ulceras gastricas chamada de Helicobacter pylori (H. P), trouxera melhoria no
tratamento das Ulceras pépticas, e que foi descoberta pelos cientistas Warren e
Marshall (recebendo os dois o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 2005), este
reconhecimento, no entanto, ndo encerrou o capitulo sobre Ulceras pépticas. A gestédo

da doenca ulcerosa e suas complica¢des continua sendo um desafio clinico.

nanoparticulas
magnéticas
agentes de
contraste

teragndstico

T T

hipertermia
magnética

carregadores de

farmacos
drug delivery

Figura 1. Aplicagbes mais comuns do uso de nanoparticulas magnéticas em medicina.

O uso de produtos fitoterapicos tem sido incrementado, principalmente devido a
sua eficiéncia, baixa toxicidade, biocompatibilidade e baixo custo’. No caso da espécie
Croton cajucara Benth (CCB) € uma planta da regido amazbnica que possui
propriedades antiulcerogénicas®. Dessa forma, realizou-se este trabalho com o intuito
de aproveitar as propriedades diferenciadas dos materiais em escala nanométrica,
além de recobri-las com bicadama de acido oleico (AO) e o 6leo essencial (OE) de
CCB, sendo o AO usado para outorgar ao sistema estabilidade a partir da repulsao
estérica devido a cedia longa de hidrocarboneto que possui, e dessa forma obter um
novo sistema nanoestruturado com potencial aplicacdo no tratamento de Ulceras

gastricas.



Em virtude das Ulceras serem doengas que afetam muitas pessoas em idade
adulta, este fato contribui para o possivel afastamento do trabalho deste individuo por
indicacdo médica, se nado for tratada adequadamente. Neste sentido, o uso de
nanoparticulas magnéticas como carregadoras do OE de CCB podem apresentar uma
alternativa inovadora as terapias convencionais no tratamento de Ulceras gastricas.
As nanoparticulas apresentadas neste trabalho estcao focadas no desenvolvimento
de uma nova plataforma nanoestruturada com possiveis aplicacdes em tratamento de
Ulceras, a partir do uso de nanoparticulas magnéticas recobertas com OE de CCB
com a possibilidade de uso de um campo magnético externo para reté-las na regido

de interesse.

1.3 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar nanoestruturas nanoparticulas de magnetita recobertas
por bicamada de acido oleico e OE de CCB que apresentem, propriedades

superparamagnéticas para potenciais aplicacdes no tratamento de Ulceras gastricas.

1.4 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de magnetita recobertas com camada de acido oleico
(AO) usando um meétodo de Decomposicao Térmica;

e Extrair OE de CCB pelo método de Hidrodestilacéo;

e Recobrir as nanoparticulas de magnetita recobertas com camada de AO com
uma segunda camada de OE de CCB obtendo um sistema recoberto por
bicamada;

e Caracterizar os grupos funcionais presentes nas nanoparticulas antes e depois
do recobrimento com OE de CCB por espectroscopia infravermelha;

e Caracterizar a estrutura cristalina e tamanho das nanoparticulas obtida durante
a sintese por Difracdo da raios-X;

e Caracterizar a morfologia e tamanho das nanoparticulas antes e depois da
cobertura com OE de CCB por Microscopia Eletrénica de Transmissao;

e Estimar a massa da cobertura organica sobre as nanoparticulas de magnetita

por Termogravimetria,;



e Avaliar a tamanho hidrodinAmico e estabilidade das nanoparticulas com
monocamada e bicamada, usando Dispersédo Dinamica de Luz e Potencial Zeta;

e Caracterizar as propriedades magnéticas das nanoparticulas antes e depois do
recobrimento com OE de CCB, usando um magnetémetro SQUID;

e Avaliar a viabilidade celular das nanoparticulas antes de depois da cobertura
com OE de CCB em células de fibroblastos NIH-3T3, usando teste MTT (brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]);

e Avaliar o efeito de toxicidade aguda das nanoparticulas de magnetita recobertas
com OE de CCB em camundongos;

e Verificar a presenca das nanoparticulas de magnetita funcionalizadas, nos
estbmagos dos camundongos apés o teste de toxicidade, usando um campo

magnético externo.

Esse trabalho esta organizado da seguinte forma:

e Capitulo 2, refere-se aos principios basicos para situar ao leitor nos temas que
serdo abordados baseados na literatura cientifica,;

e Capitulo 3, apresenta-se os detalhes dos procedimentos experimentais do
trabalho;

e Capitulo 4, apresenta-se os resultados obtidos e suas discussbées com a
literatura;

e Capitulo 5, apresenta-se as conclusdes e perspectivas do trabalho;

e Anexos, apresenta-se informacao complementar sobre as técnicas usadas neste
trabalho;

e Apéndice, apresenta-se a producao cientifica originais a partir desse trabalho.



CAPITULO 2



2. Aspectos teoricos

Neste capitulo foi realizada uma revisdo geral dos temas relacionados ao
trabalho para poder situar ao leitor no contexto que permita conhecer os fundamentos

necessarios que serdo usados posteriormente nas discussdes dos resultados.

2.1 Nanomateriais

Quando falamos de escala nano, onde o prefixo 1nano = 10°°, traz uma ideia do
tamanho reduzido do sistema. Podemos entender como nanomateriais aqueles que
possuem tamanho menor a 100 nm em um dos seus eixos. Existem diversas
definicdes para descrever os nanomateriais, mas a definicAo mencionada pode ser
aceitada como vdlidal. O fato desses materiais apresentar novas diferenciadas
propriedades em comparacdo aos materiais bulk, faz que tenham um crescente
interesse, porque elas possibilitam o uso desses materiais em diferentes aplicagdes®.
As diferentes propriedades intrinsecas que 0s nanomateriais apresentam estao

relacionadas principalmente a razao area/volume e ao efeito de superficie.

O efeito quantico é responsavel pelo comportamento dos atomos e dos elétrons,
gue na escala nanométrica sdo manifestados de forma ainda mais evidente'®. J4 o
efeito de superficie € importante quando diminuimos o tamanho do material, pois
existe um aumento consideravel da razdo entre o nimero de atomos que estdo na
superficie em relacédo aqueles que estdo contidos no volume. A consequencia deste
altimo tem um incremento consideravel na reatividade do material’l. Entre as
propriedades na escala nanomeétrica podemos mencionar, por exemplo, substancias
como o Au que a temperatura ambiente (RT) na escala macroscopica é estavel, porém
na escala nanométrica apresenta uma cor amarela e torna-se liquido ou coloide.
Existem também outros materiais como; Selenurio de renio (ReSe2) com
propriedades elétrica e magnética diferenciadas??>. Adicionalmente outros
nanomateriais hibridos organicos-inorganicos sdo usados na inddstria para

armazenamento de memorials.



2.1.2 Estrutura cristalina das ferritas espinélio MFe;04

Um tipo muito usado de nanomateriais sdo as ferritas. Estas ferritas sdo uma
mistura de oxidos (MO)(Fe2>03) derivado do 6xido férrico, onde M geralmente é um
metal de transicao interna, cétion divalente capaz de doar dois elétrons, e pode ser
classificado segundo o tipo de estrutura cristalina em hexagonais, e cubicas com
estrutura espinélio’®. Para o caso das ferritas que apresentam estrutura espinélio
MFe,04, onde M é um cation divalente com grupo espacial Fd3m?®®, esta pode ser
descrita como um empacotamento cubico compacto de ions de oxigénio onde os
espacos intersticiais, tanto tetraédrico (A) quanto octaédrico (B), sdo ocupados pelos

cations M?* e Fe3* (Figura 2).

A célula unitaria do espinélio esta formada por 8 unidades MFeO4, sendo
ocupados 1/8 dos 64 espacos A e 1/2 dos 32 espacos B. O parametro de rede “a” da
célula unitaria depende do tipo do tamanho de céation divalente M2+ 16,

@ Sitio do cation octagdrico

O Sitio do cation tetraédrico Intersticio tetraedrico

Figura 2. Estrutura cristalina do espinélio. *

2.1.3 Magnetismo em ferritas com tamanho nanométrico

Considerando o efeito superparamagnético, onde os momentos magnéticos
dentro de uma nanoparticula movem-se coerentemente devido ao acoplamento

ferromagnético entre eles, o momento magnético total da nanoparticula pode ser



considerado como um vetor classico de magnitude U = Hat-N , onde M, é 0

momento magnético de um &tomo e N é o niUmero de &tomos magnéticos que formam
a nanoparticula. Stoner-Wohlfarth'’, propuseram um modelo de rotacédo coerente do

momento magnético de nanoparticulas com monodominio quando estas nado
interagem e apresentam anisotropia uniaxial. A energia de anisotropia ( E, ) dessas
nanoparticulas pode ser representada por's:

E, = K,Vsen®(6) (2)
Onde 6 é o angulo formado pelo momento magnético (1) e o eixo de facil

magnetizac¢ao (Figura 3), K € a constante de anisotropia efetiva, V € o volume da

nanoparticula.

Eixo facil

Figura 3. Representac¢do de uma nanoparticula uniaxial. O &ngulo formado entre 0 momento 1 e o

eixo de facil magnetizacdo é @ . O angulo & corresponde ao angulo formado entre o campo aplicado
H e o eixo de facil magnetizacdo, adaptado. 1°

Dessa forma, o termo KV representa a barreira de energia (U) devida a

anisotropia que deve ser superada para que o momento magnético da nanoparticula
consiga realizar uma rotacao (Figura 4a). Quando o sistema esta sob acdo de um
campo magnético externo aplicado (H) menor ao campo coercitivo (Hc) proprio do
material, a barreira de energia muda (Figura 4b) e pode ser representada como?°:

E = KVsen?(0) — pHcos(a—0) (2)

Onde « é o angulo formado pelo campo magnético externo aplicado (H) e o eixo de

facil magnetizacéao.



®/N\@ KV

KV H=0 0<H<He
| |

0 m2 ® @ 0 n 0

Figura 4. Dependéncia angular da barreira energética para a rotacdo do momento magnético de uma
nanoparticula com monodominio, a) sem campo magnético externo, b) com campo magnético aplicado
menor ao campo coercitivo Hc do material.

Adicionalmente, considerando a teoria de Stoner-Wohlfarth, a coercividade Hc
de uma particula monodominio pode ser expressa segundo a equacéo (3)?*:
Hc = 2Keff /:uOMs (3)

Onde Keff € a constante de anisotropia, L, € a constante universal de

permeabilidade no vacuo, M, é a magnetizagdo de saturagdo da nanoparticula.

2.1.4 Nanoparticulas magnéticas

Dentro da nanotecnologia; ciéncia que estuda as propriedades fisicas e quimicas
diferenciadas dos materiais na escala nano?? as nanoparticulas magnéticas possuem
um comportamento magnético que pode mudar do ferromagnético ou ferrimagnético
para um comportamento superparamagnético, de tal forma que as nanoparticulas se
orientam facilmente a favor do campo magnético externo aplicado, e se

desmagnetizam quando retirado o campo magnético externo?s.

Visando aplicacdes em biomedicina devem ser considerados requisitos como:
uniformidade na morfologia; baixa polidispersao; tamanho e; dependendo da via de
administracdo a ser usado, por exemplo via endovenosa, possuir caracteristicas
hidrofilicas. Estas caracteristicas hidrofilicas favorecem a distribuicdo na corrente

sanguinea e evita a aglomeragédo nas veias?*.
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Na literatura cientifica sdo reportadas grande variedade de nanoparticulas com
comportamento magnético, (magnetite, maguemite, hematite, entre outro), entre as
mais comuns sdo as nanoparticulas de 6xido de Fe como a magnetita (Fez04) com
comportamento superparamagnético, magnetizacdo de saturacdo ~ 85 emu/g *® e
baixa toxicidade?® e posterior eliminacdo do corpo através do sistema

reticuloendotelial (RES)?’.

2.1.5 Nanoparticulas de magnetita

A magnetita (Fez04) destaca-se pelas seguintes caracterisiticas: baixo campo
coercitivo (Hc), facilidade de modificacdo superficial (funcionalizacdo), niveis de
magnetizacdo aceitaveis para aplicacdes em biomedicina®®. As aplicacdes em
biomedicina concentram-se em, hipertermia magnética, imagem por ressonancia

magneética (IMR) e biocompatibilidade.

As pesquisas na sintese das nanoparticulas abarcam uma grande variedade de
rotas alternativas®®. A magnetita tem uma estrutura cristalina tipo espinélio inverso,
AB;O4, onde os ions de O formam o arranjo cristalino cubico centrada de face
centrada (CFC), gerando um sitio de coordenacao tetraédrica (A) conformado por
guatro ions de oxigénio e outro octaédrico (B) formado por seis ions de oxigénio®,

como mostra a Figura 5.

Nos intersticios tetraédricos (A) estdo posicionados os ions de Fe3®*, enquanto
gue nos intersticios octaédricos (B) estdo posicionados na mesma razao os ions de
Fe3* e Fe?", tendo como resultado 24 cations, onde 16 ions correspondem a Fe3* e 8

fons corresponde a Fe*2.

A composicdo da célula unitdria, pode ser representada por:
(8Fe®)a(8Fe?")(8Fe3")g0s2, num arranjo perfeito estequiométrico da magnetita o
numero de atomos de Fe3* é o dobro do Fe*?; porém, esta composi¢do ndo é muito
comum encontrar na pratica, resultando numa estrutura ndo estequiométrica, devido
ao dificil controle nos diversos parametros fisicos durante a sinteses, tais como:
temperatura, velocidade de agitacéo, taxa de variagdo da temperatura, velocidade de

reacao entre os componentes, fluxo da atmosfera controlada, entre outros.
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Figura 5. Representacéo da estrutura cristalina da magnetita, adaptado. 3!

2.2 Funcionalizagdo de nanoparticulas

ApGs a obtencdo das nanoparticulas de éxido de Fe por umas das metodologia
de sintese escolhidas, necesitam-se de um tratamento adicional que permita dar ao
sistema estabilidade e protecdo da superficie. Esta funcionalizacdo evita a oxidacéo
e possivel reducdo na magnetizacdo do material. A estabilizacdo das nanoparticulas
é uma etapa importante pois define as possiveis aplicacdes destes®. Para algumas
aplicacdes in vivo, onde a via de administracdo seja endovenosa, € necessaria uma
funcionalizacdo das nanoparticulas que desenvolva caracteristicas hidrofilicas para
facilitar a mobilidade e interacdo das nanoparticulas funcionalizadas com o médio
onde elas estdo e prolongar o tempo necessario para que elas consigam chegar na
area de interesse (6rgdo alvo)®. Esse procedimento de estabilizacdo das
nanoparticulas em meio fisiolégico assim como a capacidade da modificacdo e
funcionalizac&o da superficie com algumas sustancias, por exemplo organicas, como
proteinas, polimeros, 6leos essenciais, € um passo importante para garantir o uso em

possiveis aplicacdes biomédicas®*.

As nanoparticulas funcionalizadas podem ser dispersas na forma de coloides,
onde as forcas repulsivas do tipo eletrostaticas podem ser usadas para estabilizar o
sistema®. A forca repulsiva tem sua origem nas interacées eletrostaticas devido as

cargas superficiais das nanoparticulas ou a sobreposicdo das duplas camadas

elétricas3®.

Também devem ser consideradas as forcas de Van der Waals e interacdes dipolares,
gque sdo de natureza atrativas. Estas forgcas possuem um efeito significativo a

distancias muito curtas da ordem de alguns nandmetros®’. Dessa forma, a
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aglomeracao das nanoparticulas acontece quando as forcas atrativas sdo maiores
que as forcas repulsivas®. Existem dois métodos pelos quais pode-se atingir a
estabilidade do sistema: estabilizacdo estérica e estabilizacdo eletrostatica®®.

A estabilidade estérica € aquela que usa macromoléculas ibnicas e ndo ibnicas
adsorvidas na superficie das nanoparticulas*®®. As macromoléculas sdo usadas na
estabilizacdo das nanoparticulas coloidais e pode-se aproveitar convenientemente a
sua afinidade pela superficie da nanoparticula. Um dos mais usados séo polimeros
de cadeias longas*! 2. Dessa forma, se tem um extremo da cadeia da macromolécula
gue esta orientada para a superficie da nanoparticula e o outro extremo orientado no
sentido contrario que € afim ao meio usado como solvente. Essa cadeia sollvel se
projeta longe da superficie da nanoparticula dispersa, orientada para a solucéo de tal

forma que durante uma aproximacao das nanoparticulas elas se repelem entre elas*.

Outra forma de estabelecer a estabilidade do sistema coloidal é usando as
interacOes eletrostaticas entre particulas e tensoativos. Este método é de particular
interesse devido a estabilidade de suspensdes de particulas carregadas em um meio
liguido**. Também a estabilidade eletrostatica esta relacionada a forca i6nica e pH da

solugdo das nanoparticulas*.

2.3 Propriedades magnéticas das nanoparticulas de magnetita (Fe3O,)

Os materiais magneticamente ordenados, podem apresentar diferentes estados
magnéticos quando colocados sob um campo magnético externo, orientando dessa
forma seus momentos magnéticos. Estes podem ser classificados em:

ferromagnético, ferrimagnéticos, antiferromagnéticos*® (Figura 6).

0000 ®O2® PODPD® POOD POD®O
@000 @209® POPOP® PPOPD® PPOD®
@000 S6DP® POPD® POOD® POP®O®

@000 29€® POOPD POPPD® PP

Figura 6. Alinhamento dos momentos magnéticos atdmicos em diferentes tipos de materiais (sem
campo magnético aplicado) da esquerda a direita: Diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,
ferrimagnético, antiferromagnético.
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No estado paramagnético, 0s momentos magnéticos atdmicos individuais estéo
alinhados aleatoriamente entre si, dessa forma obtém-se um momento magnético
resultante igual a zero*’. Se o cristal € submetido a um campo magnético externo, os
momentos magnéticos comecam a se alinharem na direcdo do campo e o sistema
apresentara um campo magnético resultante. Um sistema ferrimagnético, apresenta
um momento magnético resultante que resulta da diferenca entre os momentos
magnéticos orientados antiparalelamente na rede cristalina (Figura 7)*. Quando
esses momentos magnéticos antiparalelos possuem a mesma magnitude, o cristal
apresenta as propriedades de um sistema antiferromagnético e ndo tem momento

magnético resultante na auséncia de campo magnético*.

Num material ferromagnético bulk, a magnetizacédo (M) é o vetor resultante de
todos 0s momentos magnéticos dos &tomos no material por unidade de volume?®. A
magnitude de M é nula num material, devido a que um material bulk & formado por
muitos dominios magnéticos (Figura 7), onde cada dominio magnético possui seu
proprio vetor de magnetizacdo resultante de um alinhamento de momentos

magnéticos atdmicos dentro do dominio®.

Figura 7.Dominios magnéticos de um material bulk.

Se o0s vetores que representam 0s momentos magnéticos dos dominios
magnéticos ndo estdo alinhados, isso leva a uma diminuicdo da magnetizacao
resultante'®. Quando o tamanho da particula diminui, o nimero de dominios também
diminui *°. Além disso, conforme o tamanho da particula diminui o campo coercitivo
(Hc) aumenta até atingir uma regido do diametro critico (Dc), onde a particula passa
a ser formada por um monodominio. O valor de Hc tende a diminuir, devido a que os

momentos magnéticos dentro de cada particula diminue até que os elevados valores
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das energias associadas com a parede dos dominios sdo termodinamicamente
desfavoraveis e o material se converte em monodominio®.. Isso se deve ao fato que
ao diminuir a dimensao das nanoparticulas, as paredes do dominio se aproximam,
aumentando as interacdes entre elas. O comportamento de uma nanoparticula
monodominio pode ser descrito como se todos 0s momentos magnéticos atdmicos

estivessem rigidamente alinhados como um spin Gnico gigante®2.

Além da influéncia do tamanho das nanoparticulas e o gradiente da temperatura
sobre as propriedades magnéticas, deve ter-se em consideracao a cristalinidade das
nanoparticulas, devido a essas propriedades interferirem significativamente na
anisotropia e, por consequéncia, na resposta magnética das nanoparticulas®3.
Também numa particula monodominio o ordenamento dos spins na regidao da
superficie ndo é igual ao ordenamento no centro da nanoparticula (Figura 8), devido
a quebra de simetria translacional e de ligacdes quimicas na superficie, sendo um
efeito importante no caso das nanoparticulas devido ao aumento da razéo

superficie/volume®* .

Campo magnético aplicado

Célula unitaria

Estrutura ordenada Estrutura desordenada

Figura 8. Representacéo do efeito de superficie produzido pelo desordem na ordenacéo dos momentos
magnéticos na superficie de uma nanoparticula magnética, adaptado. 53

O efeito superficial, causado pela desordem dos momentos magnéticos ou pelo
tamanho das nanoparticulas, se reflete no valor da magnetizacdo e da anisotropia
magnetocristalina®. Melhorando a cristalinidade das nanoparticulas diminui-se a

anisotropia, o que melhora a magnetizacdo resultante do material.
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Se um campo magnético externo (H) é aplicado a um ferromagneto, a curva de
magnetizacdo (M) é obtida mostrando a variacdo de M quando se incrementa o valor
de H, até que a saturacao (Ms) seja atingida. A curva de magnetizacdo mostra um lago
de histerese (Figura 9), devido a que parte dos dominios retornam pela orientacao
original quando H diminui depois de atingir a magnetiza¢ao de saturacao.

Dessa forma, quando H diminui até zero, hd uma magnetizagdo remanente (Mg)

gue pode ser removida aplicando um campo cuja magnitude € igual ao campo

coercitivo (Hc) e na direcédo contraria do campo magnético inicial*e.

Magnetizacio
Magnetizacio de saturacdo, Ms
remanente, Mz

Mg

My

Coercitividade, H,

He H

v

Figura 9. Magnetizagdo (M) como funcdo de um campo magnético externo (H) aplicado, adaptado. *®

Materiais com monodominio magnético podem mostrar auséncia de area dentro
da curva de histerese e neste caso, esses materiais se encontram no estado
superparamagnético®’. Nanoparticulas menores a 20 nm comumente apresentam
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente (RT)%8. Dessa forma
para nanoparticulas monodominio, a energia de anisotropia (KV) pode tornar-se tdo
pequena que as flutuacdes de energia térmica (KoT) podem superar a energia de
anisotropia e inverter espontaneamente a magnetizacdo de uma nanoparticula de
uma direcdo de facil magnetizacdo para a outra, mesmo na auséncia de um campo
aplicado®. Acima da temperatura de Néel (Tn) ou Curie (Tc), um material bulk torna-
se desordenado e perde sua magnetizacdo®. A temperatura de transicdo é
denominada temperatura de Curie (Tc) para substancias ferromagnéticas e
ferrimagnéticas e temperatura Néel (Tn) para substancias antiferromagnéticas. Ja no

caso de nanoparticulas, esta temperatura critica deixa de ser bem definida e é
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substituida pela temperatura de bloqueio (Tg), onde as nanoparticulas apresentam
ordenamento magnético ou um lagco de histerese na curva M vs. H similar a um

sistema ferromagneto bulk.

2.4 Relaxacdo magnética

Nos anos 50, Louis Néel realizou um estudo interessante e concluiu que devido
as flutuagbes térmicas, os momentos magnéticos das nanoparticulas podem
apresentar mudancas na sua orientacado quando a energia de anisotropia do sistema
€ comparavel com a energia térmica (KgT). Asi comecou 0 estudo de outro efeito
importante que esta relacionado com a temperatura que tende a desalinhar os
momentos magnéticos; enquanto que o campo magnético tende a alinha-los. Néel
mostrou que uma nanoparticula com monodominio e com anisotropia uniaxial,
apresenta dois minimos de energia separados por uma barreira de energia que pode
ser vencida devido a agitacdo térmica®’. Dessa forma, foi proposta a ideia de tempo
de relaxacéo ( 7 ) e, foi expressa como a lei de Arrhenius®?;

Ea
k. T

B

7 =17,exXp(

) 3)

Onde 7, depende da dinamica de inversdo do momento magnético e esta
relacionado com a frequéncia da mudanga de direcdo e k; é a constante de

Boltzmann. Supondo que existe rotacdo coerente, Néel determinou que (7,~ 10° —

101° s) . Como pode ser deduzida da equacgdo anterior, a flutuacéo fica mais lenta
quando aumenta o valor de 7 a medida que diminui a temperatura. E necessario

mencionar que o tempo de relaxacdo proprio do sistema néo € equivalente ao tempo
de medida (7, ) que cada equipamento experimental possui para realizar uma medida.
O sistema chega a parecer quase estatico quando o tempo de flutuacdo é maior que
o tempo de medida (7 >7,,), e se diz que o sistema esta bloqueado. Isso acontece
abaixo da temperatura de bloqueio Te que pode ser estimado usando a equacgéo
anterior, considerado que as nanoparticulas sdo monodominio, ndo interagentes e
com um tempo de medida 7,,= 100s para medidas magnéticas em corrente continua

(DC).
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Acima da temperatura de bloqueio o material apresenta comportamento

superparamagnético, jA& que o (r<r,). Se um sistema de nanoparticulas

superparamagnéticas é submetido a um campo magnético, sua magnetizacdo
resultante € nula porque as direcbes das magnetizacdes das nanoparticulas se
encontram distribuidas aleatoriamente. Uma vez que é aplicado o campo magnético
as nanoparticulas recebem energia e 0s momentos magnéticos alinham-se na direcédo
do campo. O processo de orientacdo nao é simultaneo, necessitando de um tempo

intrinseco que € precisamente o tempo de relaxacao (7).

2.5 Regime superparamagnético

Em nanoparticulas magnéticas proximas a 10 nm (para alguns materiais) a
direcdo de magnetizacdo pode mudar pela acdo da agitacdo térmica, apresentando
um comportamento conhecido como superparamagnetismo. Podemos entender que
esses sistemas sdo analogos aos paramagnéticos; porém, no caso dos sistemas
superparamagnéticos cada particula apresenta um momento magnético resultante da

soma vetorial de todos os momentos magnéticos atdmicos alinhados em paralelo®2.

Quando as dimensdes do material sGo menores que o diametro critico (Dc),
nesse caso a nanoparticula € monodominio, ocorrendo a magnetizacdo espontanea
dentro da nanoparticula, o que leva a formacdo de um momento magnético gigante.
Quando o tamanho da nanoparticula atinge o Dc, 0 campo coercitivo alcangca um valor
maximo. Para nanoparticulas com tamanho menor ao Dc, (Figura 10), o
comportamento magnético € influenciado pela flutuacdo térmica. Assim, para
nanoparticulas magnéticas com tamanho superparamagnético (Dsp), o efeito da
flutuacéo térmica é tdo intenso que desmagnetiza espontaneamente a nanoparticula,
levando a uma coercitividade zero. Essas nanoparticulas sdo chamadas de

superparamagnéticas®*.
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5D monodominio SP superparamagnético
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Figura 10. Variagdo da coercividade intrinseca (HCI) em funcéo do diametro das nanoparticulas,
adaptado. '8

O tamanho critico (D¢) onde abaixo do qual ndo é favoravel energeticamente
criar paredes de dominio, pode ser estimado a partir da relagédo® :

5~ 9VAK

R ——— 5
PV (5)

Onde A representa a constante de troca®®, K é a constante de anisotropia
(considerando a nanoparticula como uniaxial), z¢, € a permeabilidade magnética no

vacuo e Ms é a magnetizacdo de saturacdo. O tamanho critico que depende do
material, marca a fronteira entre nanoparticulas com monodominio e nanoparticulas

com multidominio®®.

No extremo quando 7,, >>7 podemos afirmar que o sistema se encontra em

equilibrio termodindmico no regime superparamagnético. Que o sistema seja
superparamagnético quer dizer que em um sistema de nanoparticulas com
monodominios sob um campo aplicado H, 0s momentos magnéticos [ seguem uma
distribuicdo de Boltzmann, algo tipico em processo termicamente ativados. A
magnetizacado pode ser determinada pela Equacéao (6):

M (H.T) = np[coth (x) _i], onde x =1 (6)

K,T

Onde n representa o numero total de momentos magnéticos por unidade de

volume na amostra e [ € o valor da magnetizacdo de saturacdo Ms. O sistema descrito



19

nao considera interacdes do sistema, no entanto, para considerar um sistema onde
interagcdes entre particulas estejam presentes, deve-se considerar uma distribuicio de
momentos magnéticos usando uma funcdo de Langevin modificada. Isso pode
reescrever-se mediante a Equacgéao (7):

M :Nj,uL(x)f(y)dy 7)

0

Inz(ﬂ/ﬂo)

1
= ———exp| -
\2rou p[ 20°

Onde f(u) } é a distribuicdo lognormal da funcéo®.

2.6 Regime de bloqueio

Considerando novamente lei de Arrhenius, temos que um sistema magnético se

encontra no regime de bloqueio, é dizer 7,, << 7 quando os resultados de uma medida

dependem da histéria magnética da amostra, do campo aplicado e da temperatura.
Sendo o estado inicial do sistema essencial para poder obter conclusfes validas e
verificar a informacéo experimental. Para efetuar medicbes magnéticas nesse regime
€ comum utilizar dois protocolos de medicdo que permitam obter informacéo
magnética de uma amostra nesse regime: O resfriamento com campo magnético nulo
e o de esfriamento com campo magnético aplicado, conhecido como Zero Field

Cooled (ZFC) e Field Cooled (FC), pelas siglas em inglés.

2.7 Anisotropia magnética

A anisotropia magnética faz referéncia a dependéncia da energia magnética com
a orientacdo relativa da magnetizacdo. Pode ser representada em trés formas
diferentes, dependendo do fenbmeno que as gera. Dado o tamanho reduzido das
nanoparticulas quando se trabalha em escala nanométrica, a anisotropia superficial
possui uma grande importancia devido a elevada razdo superficie/volume®. Os
momentos magnéticos dos atomos situados na superficie ndo conseguem alinhar-se
entre si e nem com 0s momentos atbmicos do centro da nanoparticula (Figura 11)
porque implicaria em uma alta energia de tensdes. Neste sentido, estes momentos

nao contribuem completamente ao momento total das nanoparticulas.
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Figura 11. Representacdo dos spins alinhados e distribuidos no interior e na superficie de uma
nanoparticula.

A camada superficial se faz mais importante a medida que diminui o tamanho e
também depende da forma, ja que os momentos magnéticos dos atomos superficiais
estdo apontando em direcdes arbitrarias com respeito aos momentos magnéticos do
nucleo da nanoparticula. Para nanoparticulas esféricas, a dependéncia da constante
de anisotropia efetiva (Keff) com a anisotropia de volume (Ky), a densidade de energia

de anisotropia da superficie (Ks) e o diametro (D), pode ser expressada como®° :
6
Ky =K, + 0 K, (8)

Para determinar a energia associada se empregam constantes de anisotropia, as

guais algumas delas serao tratadas a seguir.

2.7.1 Anisotropia magnetocristalina

Em um sélido cristalino, os orbitais dos elétrons desaparelhados séo fortemente
influenciados pelo campo cristalino, e em muitos casos pode anular o momento
magnético. Esse efeito é conhecido como quenching do momento magnético, e é
especialmente significativo nos elementos com orbital 3d*’. Devido a esse efeito o
acoplamento spin-orbita tem grande importancia e reflete a simetria da rede cristalina.
A anisotropia magnetocristalina, tem sua origem nesse acoplamento e descreve a
preferéncia da magnetizacdo em direcdes cristalograficas do sistema. Dessa forma a

energia associada a anisotropia magnetocristalina (E) pode ser escrita’®:
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E= i (Brasoy + é‘ikaizakz) 9)

i k=1
Onde S, e o, sdo as constantes de anisotropia.

Para o caso da simetria cubica cristalina a contribuicdo a energia magnética nesse

caso Uc é dada por?é:
U, =K$ +K{(ofdl +dial +dal) + Kial ool +.. (10)
Onde K, faz referéncia a constante de anisotropia cubica de ordem 0 nos ¢..K;

€ um término sem dependéncia angular pela qual serd depressivel. Segundo os

valores de K; e K; os eixos de facil, media e dificil magnetizacio estardo nas

direcdes [100], [110] ou [111], como detalhado na tabela 118

Tabla 1. Eixo de magnetizacdo da anisotropia dependendo dos valores K: e Kg .

K: >0 >0 >0 <0 <0 <0
7 > —9K, >—gKC 7 >|K_‘f >|K_‘f

9 . 4 4 4

Ks < —9K; < TK‘; <+ 00 < %‘KZ < ‘K: <+ 00
Facil [111] [100] [100] [111] [110] [110]
Médio [100] [111] [110] [110] [111] [100]
Dificil [110] [110] [111] [100] [100] [111]

2.7.2 Anisotropia magnética de forma

Esse tipo de anisotropia € consequéncia da forma fisica do mineral macroscopico
e mede a dificuldade de mudar a direcdo do momento magnético com um campo
magnético. Em outras palavras, reflete a existéncia de uma direcao preferencial de
magnetizacdo dependendo da forma da nanoparticula. Para nanoparticulas com
forma elipsoidal, os momentos magnéticos tendem a se orientar conforme o seu eixo
longo, dessa forma eles estardo orientados para dois sentidos possiveis dentro de

uma mesma direcdo, fazendo que a forca do sinal magnético seja potencializada.
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2.8 Efeito das intera¢gdes entre nanoparticulas

As interagcBes entre particulas podem desempenhar um papel significativo na
modulagdo do comportamento magnético num sistema de nanoparticulas. Fortes
interacdes do dipolo magnético entre particulas ferromagnéticas ou ferrimagnéticas,
guando isoladas correspondem ao estado superparamagnetico. Tal fato pode resultar
de um estado coletivo de momentos magnéticos de nanoparticulas. Esse estado
coletivo tem muita semelhanca com o estado spin-glass, onde existem fortes
interacdes devido a algum transtorno estrutural congelado’. Para o caso de
nanoparticulas agregadas, as interacdes de troca sdo muito importantes e isso pode
levar a uma forte diminuicdo do relaxamento superparamagnético’>. Comumente
nanoparticulas tem uma ampla distribuicdo de tamanho o que da origem a uma ampla
distribuicdo de tempos de relaxacdo superparamagnético das particulas isoladas (ver
equacao 3). Interacdes entre particulas podem ser variadas através da concentracao
das nanoparticulas. Diversos estudos para uma ampla variedade de nanoparticulas,
incluindo a magnetita, tém sido realizados’®. Se as particulas sdo distribuidas
aleatoriamente e tém orientacdo aleatéria dos eixos de facil magnetizacdo, as
propriedades magnéticas podem ter similaridade ao spin-glass (SG)’“. Para validar a
presenca do sistema SG, onde campo magnético coercitivo (Hc) apresenta uma

dependéncia linear com a temperatura, pode ser usada a equacao Almeida-Thouless
75 -

H(T) = Hy 1) (1)

f
Onde T, é a temperatura de congelamento, H, é a amplitude do campo

magnético. De outro lado para sistemas sem interacdo entre particulas, sistemas

superparamagnéticos, o sistema pode ser escrito pela equagéo?® :

T 12
HC—HO[(l—ﬁ) } (12)

Onde H,é o valor de H quando T se aproxima a zero. Dessa forma a medida

Hc como fungdo de T2 seria linear para sistema sem interacao.
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Interagbes dipolares tém uma significante influéncia sobre as medidas
magnéticas DC. Nas medidas Zero Field Cooled (ZFC), a temperatura maxima esta
relacionada com a temperatura de bloqueio (Ts), que desloca-se a maior temperatura
na presenca de interacdes entre particulas. Nas medidas Field Cooled (FC), para um
sistema sem interagdes entre particulas, a curva incrementa-se quando a temperatura
diminui, e em presenca de interacdes pode resultar em quase uma magnetizacao
independente da temperatura abaixo da Ts’?. Como informagdo complementar as
medidas magnéticas em corrente alterna (AC) sédo usadas para obter informacéo
guantitativa do tempo de relaxacdo. Medidas magnéticas de nanoparticulas com
interacao entre elas apresentam um tempo de relaxacéo que diverge da mesma forma
gue um sistema SG, quando a amostra € esfriada para a temperatura (To) da transicdo

de fase. Dessa forma, o tempo de relaxacéo pode ser expressado como’® :

.
r=ro(§—1)‘” (13)

Onde 7, é o tempo de relaxacdo microscopico, T, é o valor maxima na curva

x'vs.T , Zv é 0 expoente critico dindmico e Tg é a temperatura de transicao de fase.

2.9 Sinteses de nanoparticulas magnéticas

Dentro das diversas metodologias de sintese de nanoparticulas magnéticas
existentes atualmente, ha vantagens e limitacdes das caracteristicas do produto a ser
obtido, como; tamanho, morfologia, cristalinidade, polidispersdo, estabilidade e

magnetizacdo de saturagdo’’’8.

Dai a importancia de realizar a escolha adequada da metodologia de sintese que
permita obter as nanoparticulas com as propriedades especificas desejadas. Por
exemplo, para o caso das ferritas, dependendo da metodologia da sintese escolhida,
a distribuicdo de tamanho pode ser monodispersa com 5% < o < 10% onde o
representa a polidispersao do diametro. O valor o reflete as propriedades magnéticas
do material, no caso de ter uma amostra com uma parte da populacdo com maior

polidisperséo, ela estaria dominando o comportamento magnético total da amostra®®.



24

Outra consideracdo que depende da metodologia da sinteses escolhida é a
homogeneidade da estequiometria e a distribuicdo dos ions M?* nos intersticios
octaédricos (B) ou tetraédricos (A), que estdo relacionadas com as propriedades
estruturais (podendo ser responsavel pelos defeitos na rede) no material obtido, o que

pode influenciar no comportamento magnético (valor da magnetizacdo de saturacao)
79

A producao de nanoparticulas magnética, por exemplo ferrofluidos, pode ser
realizada através de duas formas; por método fisico (top-down) e por método quimico
(bottom-up) &. O método fisico manipula o material a partir da escala macro, e usando
processo fisicos, como a quebra das particulas, gas-condensacéo e aerosol-reducéo;
nao entanto esse meétodo ndo permite um controle adequado das propriedades
morfolégicas do material (defeitos superficiais)®!, esse método ndo é o mais
recomendavel para aplica¢cdes biomédicas, onde sdo requeridas formas, tamanhos,
polidispersdo do material, de forma controlada. Os métodos quimicos possibilitam um
maior controle durante o processo de sintese, devido a que tais métodos sé&o
baseados em reacBes quimicas e geralmente utilizam precursores moleculares ou
atbmicos para a obtencdo do material, com melhor controle de tamanho, forma,
polidispersdo, entre outros®. Entre os métodos quimicos mais comuns podemos
mencionar, co-precipitagdo quimica®, hidrotermal®, micelas® e decomposicdo

térmica®®.

2.10 Decomposicéao térmica (DT)

Esse método possui vantagem na obtencdo de nanoparticulas com elevada
cristalinidade, baixa polidisperséo, forma esférica, tamanho reduzido®’. Por outro lado
as limitacbes para esse método estdo principalmente relacionadas ao baixo
rendimento e maior custo quando comparado ao método anterior. Aqui a
decomposicdo do precursor de Fe ocorre numa solucdo cuja fase é organica e
submetida a elevada temperatura em presenca de agentes estabilizantes, onde os
solventes organicos usados possuem ponto de ebulicdo acima de 200 °C8. Dessa
forma o sistema permanece em condicdes de refluxo (elevada temperatura e

homogeneidade térmica) entre 30 minutos a 2 h, onde além dos graos passarem pelo
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processo de nucleacdo e posterior crescimento, eles passam pelo processo de

cristalizagéo®.

A partir desse método podem ser realizadas algumas variacbes na rota da
sintese, como por exemplo a concentracdo e tipo dos tensoativos e solventes
organicos usados, assim como o precursor organometalico que estarao relacionados
como a prevencdo da oxidacdo e aglomeracdo do produto obtido®. Dessa forma
partindo do um precursor organometalico como o Fe(acaca)s dissolvido na presenca
de um alcool de cadeia longa (1,2 octanodiol, 1,2-dodecanodiol, 1,2-hexadecanodiol),
além dos tensoativos e estabilizantes como oleilamina e acido oleico (AO). Todas
estas substancias seréo dissolvidos num solvente organico por exemplo, difenil éter
com ponto de ebulicdo de 265 °C ou benzil éter com ponto de ebulicdo de 295 °C, que
outorgara a temperatura de sintese. Posteriormente ocorrera o processo de reducao
parcial de Fe3* para o Fe?* °1, tudo o processo da sintese é representada na Figura
12. Para o aumento do tamanho das nanoparticulas podem ser empregados solventes
organicos com maior ponto de ebulicdo que permita atingir tamanhos préximos a 20

nm°92,

(oo Yy (o @

Decomposicio Fe-AO_AT , Nucleagd
o ¢ao
do complexo .

Geracdo do
complexo

Fe(acac); + OA —* Fe-OA

precursor

Reducfo parcial
Fe3+ — Fal*

Fe(acac)s +
OA + solvente

Figura 12. Esquema da sintese de nanoparticulas de magnetita por Decomposi¢do Térmica.
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2.11 Funcionalizagcdo de nanoparticulas

ApGs a obtencdo das nanoparticulas de 6xido de Fe por qualguer metodologia
de sintese escolhida, precisa de um tratamento adicional que permita outorgar ao
sistema estabilidade e protecdo da superficie para evitar a oxidacdo e possivel
reducdo na magnetizacdo do material. A estabilizacdo € uma etapa importante pois
define as possiveis aplicacdes onde poderdo ser usadas®?. Por exemplo para algumas
aplicacdes in vivo, onde a via de administracdo seja endovenosa, é necessaria uma
funcionalizacdo das nanoparticulas que outorgue caracteristicas hidrofilicas para
facilitar a mobilidade e interacdo das nanoparticulas funcionalizadas e prolongar o
tempo necessario para que elas consigam chegar na area de interesse (6rgao alvo)
33, Esse procedimento de estabilizacdo em médio fisioldgico das nanoparticulas assim
como a capacidade da modificacdo e funcionalizacdo da superficie com algumas
sustancias, por exemplo organicas, como proteinas, polimeros, 6leos essenciais, €

um passo importante para garantir o uso em possiveis aplicacdes biomédicas®*.

As nanoparticulas funcionalizadas podem ser dispersos na forma de coloides,
onde as forcas repulsivas de tipo eletrostaticas podem ser usadas para esse fim3®. A
forca repulsiva tem sua origem nas interacOes eletrostaticas devido as cargas
superficiais das nanoparticulas ou a sobreposicdo das duplas camadas elétricas®®.
Também devem ser consideradas as forcas de Van der Waals e interacdes dipolares,
gue sao de natureza atrativas, elas possuem um efeito significativo a distancias muito
curtas da ordem de alguns nanémetros®’. Dessa forma a aglomeracdo das
nanoparticulas acontece quando as forcas atrativas sdo maiores que as forcas
repulsivas®. Existem dois métodos pelos quais pode-se atingir a estabilidade do

sistema: estabilizacéo eletrostatica e estabilizacédo estérica®.

A estabilidade estérica € aquela que usa macromoléculas idnicas e nao idnicas
adsorvidas na superficie das nanoparticulas®®. As macromoléculas sdo usadas na
estabilizacdo das nanoparticulas coloidais e pode-se aproveitar convenientemente a
sua afinidade pela superficie da nanoparticula. Um dos mais usados sédo polimeros
de cadeias longas*! 42, Dessa forma, se tem um extremo da cadeia da macromolécula
gue esta orientada para a superficie da nanoparticula e o outro extremo orientado no

sentido contrario que é afim ao meio usado como solvente. Essa cadeia soluvel se
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projeta longe da superficie da nanoparticula dispersa, orientada para a solugao de tal

forma que durante uma aproximacdo das nanoparticulas elas se repelem entre elas
43

Outra forma de outorgar a estabilidade do sistema coloidal é usando as
interacdes eletrostaticas entre particulas e tensoativos. Este método é de particular
interesse devido a estabilidade de suspensdes de particulas carregadas em um meio
liguido**. Também a estabilidade eletrostatica esta relacionada a forca i6nica e pH da

solucdo das nanoparticulas®.

2.12 Aplicacgdes bioldgicas de nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas, devido as propriedades diferenciadas que
possuem, sdo excelentes candidatas para aplicacbes em sistemas bioldgicos,
podendo serem usadas em aplicagcbes como: drug delivery, hipertermia magnética,
diagndstico®, ou em sistemas de terapia e diagndstico (terandstico)®* ver figura 13.
Para isso, as nanoparticulas devem ter um recobrimento adequado, por exemplo com

sustancias organicas, dextran®, polietileno glicol (PEG) ou acido oleico®.

Dentre as diversas aplicacbes, a entrega de farmaco (drug delivery) tem
desenvolvido grande interesse?’, sendo que este farmaco pode ser encapsulado num
material biodegradavel e biocompativel, e o carregador pode ser um nucleo magnético
(6xido de Fe). De tal forma que, com o uso de um campo magnético externo estas
particulas magnéticas possam ser direcionadas a um sitio alvo de interesse para que
0s grupos funcionais do farmaco possam assim interagir diretamente através de
receptores ou ligando com o 6rgao escolhido, realizando a entrega do farmaco de

forma mais direta e reduzindo os efeitos secundarios®.

MNPs

|Drug delivery systems MRI for diagnosis MHT for therapy

Figura 13. Aplicacbes das nanoparticulas magnéticas em medicina.
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O uso de nanoparticulas magnéticas como carregadores de farmacos possuem
a vantagem de: atingir a &rea de interesse de forma mais seletiva e com menos efeitos
nocivos. Assim supera-se dificuldades de especificidade deficiente e toxicidade
limitantes das doses dos farmacos®. Pode-se também incorporar substancias com
caracteristicas hidrofilicas ou lipofilicas, dependendo da forma de administracdo no

corpotfo,

Segundo a literatura cientifica, o ferro que encontra-se nas ferritas usadas como
carregadores de farmacos, pode ser fagocitado pelas células do sistema reticulo
endotelial’®? e armazenado em proteinas de ligacdo ao metal como por exemplo, a
ferritina. Sabe-se que na maioria dos 6rgéos do corpo humano, o Fe é armazenado
em principio, no nucleo da proteina ferritina. Essa proteina possui uma forma
esferoidal oca de quase 12 nm. O vazio central entre o nucleo e o carogo de 8 nm de
diametro é normalmente ocupado pelo Fe hidratado (5Fe>03.9H>0) que geralmente
contem sé Fe3*, sendo a maior parte do Fe armazenada no corpo através dessa
proteinal®?. Alguns pesquisadores mencionam que a partir de analises bioquimico e
histolégicos, num periodo de 3 meses, o material pode ser eliminado do organismo
103 mas esse tema ainda estd em estudos e testes, pois existem pesquisas que
mencionam possiveis alteracdes bioquimicas e histologicas relacionadas com
concentragdo e o0 recobrimento utilizado sobre as nanoparticulas quando
administradas em sistemas biologicos. Dessa forma faz-se de extrema importancia

avaliar a biocompatibilidade das nanoparticulas.

2.13 A espécie Croton cajucara Benth (CCB)

Na parte norte da Amazonia do Brasil € possivel encontrar a espécie CCB da
familia Euphorbiaceae, onde é conhecida popularmente como “sacaca”. Esta espécie
é utilizada pela populacédo por suas propriedades medicinais'®. Tanto a parte da
casca como as folhas sdo usadas na preparacdo de chas para diversas doencas e

distUrbios gastricos105:106.107,

O cultivo da espécie CCB no Brasil é feito em solo amarelo, argiloso, acido, com
boa porosidade e drenagem, porém quimicamente pobre em nutrientes®®. O CCB é

um arbusto de folhas lanceoladas, com folhas que podem atingir os 14 cm de
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comprimento e 5 cm de largura, com coloracdo verde ou parda e flores nos racimos

que véo dos 6 até 9 cm de comprimento©®110 (Figura 14).

>

\

Figura 14. Folhas da espécie Croton cajucara Benth.

O Oleo essencial (OE) obtido a partir das folhas de CCB contém diversos
componentes terpenos, entre eles, o maioritario é o linalool (41.2%), (E)-nerolidol
(12.6%), B-carofileno (6.9%) entre outros!!!. A partir de estudos realizados das folhas
do CCB foi possivel isolar e caracterizar mais alguns componentes: B-sitosterol,
estigmasterol e 3,0-glicopiranosil-p-sitosterol, flavonoides (3,7,4-tri-o-metilcanferol e
3,7,-di-o-metilcanferol) e um diterpeno do tipo 19-nor-cloerdano!*? %4 (Figura 15).
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Figura 15. Algumas das substancias isoladas da folha de CCB, adaptado. 1

Segundo a literatura cientifica, € reportado os efeitos do OE de CCB obtidos a
partir das folhas contra a Leishmaniose amazonense!*3. Em outros estudos, foram
reportadas as propriedades antimicrobianas do OE de CCB!!4. Neste Ultimo estudo
utilizou-se micrébios da saliva de humanos em filmes e testou a acédo antimicrobiana

do OE de CCB. O resultado mostrou que a inibicdo das células bacterianas. Dessa
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forma, confirmou-se o efeito antifingico do linalool presente no OE. Propriedades
analgésicas e anti-inflamatorias do CCB tém sido investigadas em diferentes modelos
de testes de dor e inflamag&o em animais. Evidenciou-se que o OE de CCB possui
componentes com efeitos antinociceptivo significantes quando administrada em
elevadas doses'?®. J4 no caso de o OE, ele tem um efeito significativo em processo

inflamatorios agudos e crénicos, quando administrados em doses baixas'®.

Estudos reportaram que o efeito gastroprotetor do OE de CCB evidenciam uma
reducdo significativa nas lesdes ulcerativas nos modelos usados!!®!!S onde os
possiveis mecanismos antiulcerogénicos do OE de CCB foram estudados. O OE de
CCB foi capaz de alterar a acidez e o volume do suco gastrico, quando administrado
por via intraduodenal, o que demonstrou uma acgéo sistémicall’. Também teve um
aumento na producdo da mucosa gastrica pelas células glandulares do estbmago em
ratos e aumentou a producdo/sintese de prostaglandinas (PG2) pelas células da
mucosa gastrica em ratos!!®.  Adicionalmente foi mostrado que a partir da
administracdo oral do OE de CCB foi verificado uma diminuicdo nas contracdes

abdominais geradas pelas Ulceras induzidas com acido acético'*®.

Dessa forma, o do uso OE de CCB esta justificado pelo efeito antiulcerogénico
gue possui, podendo ser considerado como candidato a novos e mais eficientes usos

para o tratamento de Ulceras.

2.14 Ulceras

Uma das doencas gastrointestinais mais comuns é a Ulcera gastrica. Esta &
gerada pelo desequilibrio entre a acdo de fatores agressivos e defensivos na mucosa
gastrica *?°. A Helicobacter Pylori (HP) é uma bateria microaerdfila, gram-negativa, de
crescimento lento e de forma helicoidal, com abundantes flagelos'?!. Foi descoberta
pelos médicos australianos Robin Warren e Barry Marshall; trabalhando
conjuntamente. Eles detectaram que esse microrganismo se encontrava em quase
todos os pacientes com inflamacé&o gastrica, Ulcera duodenal ou gastrica'??. Baseados
nesses resultados, propuseram que a HP estava implicada na etiologia dessas
doencas gastricas. Antes dessa descoberta, pensava-se que a maior causa da Ulcera

péptica era o estresses e 0 estilo de vida, mas agora sabe-se que a presenca de HP
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€ um fator importante na causa de doenca dispéptica e ulceracdo péptica e esta
implicada em até 80% das Ulceras gastricas!?3. A partir desse conhecimento a Ulcera
péptica ndo € considerada uma enfermidade crdonica e pode ser curada com

tratamento de antibiéticos e inibidores da secrecéo gastrical?,

Existem diversos mecanismos de defesa da mucosa gastrica que séao
importantes para manter uma barreira efetiva e estdo dispostos em diferentes niveis
gue trabalham de tal forma que conseguem proteger o estbmago. A primeira barreira
de defesa (nivel pré-epitelial) no estbmago, consiste numa camada de muco e
bicarbonato secretado no muco, gerando dessa forma um gradiente de pH dentro do
estdbmago'?®. J4, o nivel epitelial consiste de juncdes intercelulares apertadas e
sistemas de transporte de prétons e bicarbonatos'?®. Finalmente, o nivel pds-epitelial
consiste, principalmente, de um fluxo sanguineo efetivo e do sistema nervoso
autdbnomo gastrointestinal*?’. O dano da mucosa gastrica também pode ser induzida
por outro fatores agressivos como acido cloridrico , pepsina, leucotrienos, radicais
livres, farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINESs), etanol e nicotinal?.
Existem vérios fatores, ndo somente a acidez gastrica e duodenal que estdo
relacionados as ulceras, mas também da presenca de fatores pré-dispostos, os quais
séo responsaveis coletivamente por gerar as condicdes como reduzir a defesa das

mucosas e terminar atingindo o estado da Ulcera?®,



CAPITULO 3
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3. Materiais e métodos

Nessa parte do trabalho, sdo mencionados os materiais utilizados na preparacéo

das amostras, assim como os diferentes métodos utilizados para a realizagéo.

3.1 Sintese de nanoparticulas de magnetita (FesO,4) por Decomposicdo Térmica

Na sintese das nanoparticulas de magnetita recobertas com acido oleico (AO),
utilizou-se o método de Decomposicédo Térmica reportado na literatura cientifica®3 9
com certas adaptacdes. Durante a sintese, foi utilizado os seguintes reagentes: O
componente precursor organometélico Fe(acac)s (2 mmol), agente redutor 1,2-
hexadecanodiol (10 mmol), benzyl-éter (20 mL), surfactante acido oleico (6 mmol) e
solvente oleilamina (6 mmol). Todos os componentes foram colocados num bal&do de
fundo redondo de trés entradas. Uma das entradas foi usada para promover um fluxo
de nitrogénio para prevenir a oxidagdo durante o processo de sintese. A segunda
entrada foi usada para colocar um sistema de esfriamento via um tubo condensador,
devido a que sistema foi levado até uma temperatura de 300 °C e a terceira entrada
foi usada para colocar um termémetro para monitorar durante todo o procedimento a
temperatura, adicionalmente o sistema foi mantido durante todo o processo sob
agitacdo magnética usando uma barra magnética para evitar a aglomeracdo na

solucéo (Figura 16).

Incialmente o sistema estava a temperatura ambiente, depois o sistema foi
levado até uma temperatura de 200 °C, comecando o processo de reacdo do
Fe(acac)s, onde parte do Fe* é reduzido a Fe*? originando a nucleacgéo e crescimento
das nanoparticulas de magnetita. Mantendo o sistema nessa temperatura por 2 h.
Posteriormente, a temperatura foi elevada até 300 °C, que é uma temperatura acima
do ponto de ebulicdo (280 °C) do solvente usado (benzyleter). O sistema foi mantido
nessa temperatura por 1 h. Apos esse tempo o sistema foi desligado e deixado esfriar

até atingir a temperatura ambiente.
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Figura 16. Esquema do sistema experimental usado na sintese das nanoparticulas de magnetita.

Para a obtencéo da primeira série, o produto obtido durante a sintese foi lavado
s6 com etanol trés vezes para retirar o excesso de solvente, e com ajuda de um ima
foi promovida a decantacdo das nanoparticulas. Estas foram armazenadas em um
frasco de vidro ambar, com tampa, para evitar a degradacdo do material e colocada a

temperatura de 15 °C, para posterior analise. Essa amostra foi identificada como M1.

Para a obtencéo da segunda série, o produto obtido durante a sintese foi lavado
repetidas vezes com etanol para retirar o excesso de solvente. Posteriormente, o
produto foi disperso em hexano e adicionou-se acetona lentamente. Visto que a
natureza polar que ela possui induz a separacdo do hexano que leva o AO em excesso
na reacdo. Por fim, e com ajuda de um ima foi promovida a decantacdo das
nanoparticulas, e assim o produto final obtido foram nanoparticulas de magnetita
recobertas com AO. As mesmas, foram armazenadas em um frasco de vidro ambar,
com tampa, para evitar a degradacdo do material e colocada a temperatura de 15 °C,

para posterior analise. Essa amostra foi identificada como amostra alf1.

3.2 Estracéo do 6leo essencial de Croton cajucara Benth

As folhas da espécie CCB foram coletadas na rodovia BR 364 km 13, Rua
Projetada 1113. Coordenadas: -10.012552 latitude e -67.707780 longitude, nas
proximidades da Embrapa, Rio Branco, Acre. A coleta das folhas foram feitas no

periodo do més de dezembro 2015. Foi realizado um registro da espécie CCB
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(exsicata) no laboratorio de Botanica da Universidade Federal do Acre (UFAC), com
namero do tombo CCB: 4459.

As folhas frescas de CCB, foram lavadas com agua destilada e colocadas num
secador convectivo de bandeja modelo Q0316M4 a temperatura de 40 °C durante 48
h. A extracdo foi realizada no Laborat6rio de Nanobiotecnologia no Complexo Bionorte
da UFAC, através do método da hidrodestilacdo'3!, com o uso de aparelho tipo
Clevenger modificado. Foram usadas 200 g de folhas secas trituradas e colocadas em
baldo de fundo chato de 5 L. Adicionou-se 2,5 L de 4gua destilada, até a imersao das
folhas trituradas. Em seguida, foi iniciado o processo de extragcdo do OE. O processo
de extracao foi realizado com um tempo de duracéo de 4 h. A amostra coletada foi
armazenada em um vidro ambar, com tampa, para evitar a degradacédo do material.

Apos isto, foi colocado a temperatura de 15 °C, para posterior analise.

3.3 Obtencéo das nanoparticulas funcionalizadas usando 6leo essencial

A sintese foi realizada mediante Decomposicdo Térmica®® 32 de acetato de Fe
(Il na presenca de benzyl-éter e acido oleico (AO) como tensoativo. Na Figura 17,
mostra-se um esquema das etapas da sintese para nanoparticulas e o0s
recobrimentos. Sabe-se que a funcdo do AO além de atuar como tensoativo durante
0 processo de sintese, também esta relacionado ao controle do tamanho durante o
crescimento das nanoparticulas!33. Adicionalmente, o grupo carboxilato do AO, se liga
a superficie da nanoparticulas de magnetita enquanto que a cauda de hidrocarbonetos
do AO esta voltada para fora e proporciona uma repulsdo estérica em meio nao polar,
dando uma caracteristica estavel ao sistema e evitando, dessa forma, que as
nanoparticulas se aglomerem?!34, A partir de uma aliquota das nanoparticulas
recobertas com AO realizou-se um segundo recobrimento com 6leo essencial (OE) de
CCB, para se obter, dessa forma, uma estrutura com nucleo de magnetita com
cobertura organica bicamada composta por AO e OE, como esta representada na
Figura 17, onde a proporc¢éo usada foi de 1:3 mL. A solucéo foi, entdo colocada no
aparelho sonicador por 20 minutos para homogeneizar a solucédo, obtendo-se uma
solucdo preta e homogénea, e com boa resposta magnética quando colocada sob
acdo de um campo magnético. A amostra obtida (nanoparticulas recobertas com

bicamada) deste processo foi armazenada em um vidro &mbar com tampa, para evitar
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a degradacédo do material organico, e colocada a temperatura de 15 °C, para posterior

andlise.
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Figura 17. Esquema do recobrimento das nanoparticulas com camada de AO e bicamada de AO e OE.

Seguindo a metodologia descrita, foram obtidos duas séries de amostras, a
primeira série (amostra M1 e M2) e a segunda série (amostra alfl e alf2). Na primeira
série, a amostra de nanoparticulas com uma cobertura de AO obtida apds a sintese
foi chamada de M1 (FesO4@AOQO) e a segunda amostra com bicamada de AO e OE,
obtida a partir de M1, foi chamada de M2 (FesO4s@AO/OE). Foi sintetizada uma
segunda série de nanoparticulas, com o intuito de melhorar o recobrimento adicional
com OE. Nesta nova série, as amostras foram chamadas de alfl (FesO.@AO) e alf2
(Fes04@AO/OE), com mono e bicamada, respectivamente. Estes nomes seréao

usados em todo o texto deste trabalho.

3.4 Caracterizacdo da estrutura cristalina usando Difracdo de raios-X

A técnica de Difracdo de raios-X (DRX) foi usada para a caracterizacdo da
estrutura cristalina das amostras M1 e alfl. Primeiramente, secou-se as amostras em
uma estufa a 70 °C durante 48 h. Em seguida, colocou-se as amostras em um
almofariz de 4gata, para serem moidas. Com o intuito de se ter informacdes sobre as
fases cristalinas, o parametro de rede e estimar o tamanho médio do cristalito das
nanoparticulas que foram obtidas apds a sintese, utilizou-se um difratbmetro de raios-
X do Laboratério de raios-X do Instituto de Geociéncias da UnB, marca Rigaku e

modelo Ultima IV. Utilizou-se a radiacdo Cu-Ka, operando a 40 kV e 30 mA. Os
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difratogramas foram obtidos na faixa de 20 - 80° do angulo 28, com o difratdmetro

operando a uma velocidade de 0,5°/ min e passo de 0,05°.

3.5 Caracterizacdo morfolégica por Microscopia Eletrénica de Transmisséao
(MET)

A técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foi usada para obter
informacdo morfolégica e tamanho médio das particulas das amostras das duas
séries. Para isso, uma aliquota de cada amostra foi dissolvida em 5 mL de agua
deionizada, e sonicadas durante 15 minutos em banho ultrassom. Posteriormente,
uma gota da solucéo foi gotejada sobre uma grade suporte de cobre (grid) de 400
mesh, revestida com Formvar 0,4%. As amostras foram deixadas para secar durante
24 h sobre papel filtro. As micrografias foram obtidas usando um microscopio
eletrénico de transmissdo JEOL 1011, operando a 80 kV, do Laboratério de
Microscopia Eletronica de Transmissdo do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia (IB-UnB). Seguidamente, foi realizado a contagem das
nanoparticulas utilizando o software ImageJ, versdo 1,43'%. A partir desses
resultados foram construidos os histogramas de distribuicdo de tamanho. Para isso,
foram contadas ~1200 nanoparticulas. O numero de intervalo de classe dos
histogramas foi determinado usando-se o método de Sturges®®*. Adicionalmente
foram realizadas medidas de microscopias eletronica de alta resolucdo (HRTEM) das
amostras M1 e alfl utilizando microscopio de alta resolucdo modelo JEM-2100,
operando em 200 kV, do Instituto de Fisica da Universidade de Goias (IF-UFG).

3.6 Caracterizacédo dos grupos funcionais por Espectroscopia Infravermelha

Com o intuito de verificar a presenca dos grupos funcionais presentes sobre as
nanoparticulas de magnetita, utilizou-se a Espectroscopia Infravermelha por
Transformada de Fourier (FTIR). Usou-se um acessorio de Refletancia Total Atenuada
(ATL), que é apropriado para amostras liquidas ou viscosas. Os espectros foram
obtido na regido de infravermelho médio de 4000 — 400 cm™* com resolucdo ajustada
em 1 cm? e tempo acumulado de 5 minutos para cada medicdo. Utilizou-se um

espectrofotobmetro Bruker, modelo Tensor 27, do Laboratério de Espectroscopia
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Raman do Nucleo de Fisica Aplicada, do Instituto de Fisica da UnB. As amostras alfl,

alf2, AO, OE foram gotejadas sobre o cristal porta-amostra para realizar as medi¢des.

3.7 Caracterizac&o termogravimétrica

A técnica da Andlise Termogravimétrico (TGA) foi usada para estimar a variacao
da massa do material organico recobrindo as nanoparticulas de magnetita, nas duas
séries. Durante 0 aquecimento, o sistema foi mantido sob atmosfera controlada. A
perda ou aumento de massa possibilita fornecer a informagéo sobre a estabilidade
térmica e decomposicdo dos componentes das amostras'®’. A perda de agua ou de
volateis, como o oxigénio, apresentam-se como perda de massa, assim como a
decomposicdo de matéria organica. Por outro lado, a oxidagédo ou adsorcdo de gases
apresentam-se como aumento de massa. Asim, foram feitas medidas
termogravimétricas das amostras com a bicamada (M2 e alf2). A amostra M2 foi
emulsionada em agua destilada contendo um tensoativo comercial (Tween 80) com o
intuito de homogeneizar o material a ser colocado no porta-amostra do equipamento.
A amostra alf2 foi dispersa em hexano com o intuito de homogeneizar o material a ser
colocado no porta-amostra do equipamento. As medidas experimentais foram
realizadas utilizando-se um equipamento termogravimétrico Shimadzu, modelo DTG-
60. A massa inicial das amostras foi de 10 mg. Utilizou-se um fluxo de nitrogénio. A
taxa de aquecimento, durante as medidas, foi de 10 ° C/minuto, a partir da temperatura

ambiente, até 900 ° C.

3.8 Caracterizacdo usando Espalhamento de Luz Dinamico (DSL)

A técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (DSL) foi usada seguindo a
metodologia reportada por*®. Para avaliar tamanho hidrodinamico e a estabilidade
das amostras alf2 e M2 em solucdo aquosa, foram realizadas medidas utilizando o
potencial zeta, obtendo, dessa forma, informacédo a respeito da carga superficial das

nanoparticulas.

Esta técnica consiste em submeter a suspenséao coloidal (que cria uma camada

elétrica na regido da interfase nanoparticula-liquido) a um potencial elétrico entre os
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dois eletrodos da célula na qual estad contido o fluido). Para isso, utilizou-se uma
aliquota das amostras alf2 e M2, dispersada em 5 mL de 4gua deionizada. O sistema
foi colocado em banho ultrassénico durante 30 minutos, para ser homogeneizado. As
medidas foram obtidas em um aparelho Zetaziser Nanoseries da marca Malvern
Instruments, modelo ZS90, no Laboratério de Genética e Morfologia (GEM) do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UnB (IB-UnB). O éangulo de deteccao de luz
espalhada foi fixo em 90°, a temperatura de 25°. Para a avaliacdo da estabilidade das
amostras M2 e alf2, foram realizadas medidas, em um intervalo de 7 dias a contar da
preparacdo da amostra. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.
Adicionalmente, mediu-se o valor do pH das amostras alf2 e M2 dispersas em agua
deionizada, utilizando um medidor digital Digimed, modelo DM-22.

3.9 Caracterizagcdo magnética

As medidas magnéticas foram realizadas usando um magnetdémetro com
dispositivo supercondutor de interferéncia quéantica (SQUID) da marca Quantum
Design, modelo (MPMS3) do Nucleo de Fisica aplicada da Universidade de Brasilia
(IF-UnB). Para as duas séries de amostras foram realizadas curvas de magnetizacao
em funcdo do campo magnético aplicado, com o intuito de avaliar os seguintes
parametros magnéticos: Campo coercitivo, magnetizacdo de saturacdo, Kes, entre
outros. Nas curvas de histerese foram usados campos magnéticos de + 70 kOe.
Foram obtidas, curvas zero-field-cooled (ZFC) e field cooled (FC) na faixa de
temperatura de 5K e 300 K. Medidas de susceptibilidade AC também foram obtidas
variando a frequéncia de campo alternada na faixa de 0,1-1K Hz para as amostras
alfl e alf2. As amostras foram pesadas e colocadas num porta amostra, que € inserida
em uma vareta. Posteriormente, foi realizada a calibracdo da posicao e amplitude de

oscilacdo do equipamento, antes de se efetuar as medidas magnéticas (Figura 18).
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Figura 18. Montagem da amostra no magnetémetro SQUID.

3.10 Medidas de Espectroscopia Méssbauer

As medidas Mossbauer foram realizadas a 77 K para as amostras alfl e alf2,
utilizando-se um transdutor de velocidade com aceleragédo constante, e uma fonte de
57Co / Rh com uma atividade de 12 mCi na geometria de transmissdo padrdao. A
calibracdo da velocidade e referéncia para o desvio isomérico foram obtidas
utilizando-se uma folha de Fe metélica. As medidas foram realizadas no Laboratério
de Espectroscopia Mossbauer do Nucleo de Fisica aplicada do Instituo de Fisica da

UnB (IF-UnB). Para o ajuste das curvas foi utilizado o programa Normos 13°,

3.11 Avaliacédo da citotoxicidade in vitro

Esta avaliacdo foi realizada no Departamento de Genética e Morfologia (GEM)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB-UnB). A atividade citotoxica das amostras alf2,
alfl, AO, OE, etanol e tween 80 usadas na diluicdo dos sistemas foram avaliadas
através do ensaio com o MTT [3-(4,5-dimetyl-2-thiazolyl-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide)] que é uma sal de cor amarelada capaz de captar elétrons da cadeia
transportadora de elétrons, em uma reacédo de oxi-reducgdo. A partir da redugéo do sal
pelas enzimas desidrogenases de células metabolicamente viaveis, formam-se
cristais de coloragéo roxa conhecido como Formazan (Figura 19). Esses cristais s&o

insolUveis em agua e apresentam um pico de absor¢cdo em 570 nm.



41

... £
Q\// \N’O enzimas da redutase OW/N‘N
’ 7 H

N=N mitocondrial =
=N | > >=N
S\%\ s Z

Figura 19. Desenho esquemético do MTT reduzido por enzimas desidrogenases de células
metabdlicas viaveis gerando formazan, adaptado. 4°

3.11.1 Linhagens celulares

A linhagem de fibroblasto murino normal utilizada (NIH-3T3) foi comprada do Cell
Bank of Rio de Janeiro, Brasil. O fibroblasto murino normal € uma linhagem isolada
de murinos e imortalizadas. Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de

Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia (IB-UnB).

3.11.2 Manutencéo das linhagens celulares

As células foram cultivadas em garrafa de cultura de 75 cm? contendo 10 mL de
meio de cultura completo: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Life, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) (Life, EUA) e 1% de antibidtico
(Penicilina — Streptomicina, Life, EUA) (v/v), e mantidas em estufa umidificada
(Thermo Scientific, EUA) a 37 °C e 5% de COs.. O cultivo das células foram realizadas

no Laboratorio de Nanobiotecnologia da Universidade de Brasilia (IB-UnB).

3.11.3 Tripsinizacao das células

A linhagem celular utilizada (NIH-3T3) € uma célula aderente. Dessa forma, a
tripsina, uma enzima que hidrolisa as ligacdes peptidicas, foi utilizada para soltar as
células da superficie de garrafa de cultura. Para a realizacdo dos experimentos, o
meio de cultura foi descartado e 4 mL de tripsina (Tripsina 0,25%, Life, EUA) foram

adicionados. As células foram incubadas por 3 a 6 minutos na estufa a 37 °C e a 5%
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de CO,. Apos observar por microscopia de luz que todas as células estavam soltas, 4
mL de meio de cultura completo foram adicionados para neutralizar o efeito da tripsina.
O contetdo da garrafa de cultura foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL e
centrifugado. Ap6s 3 minutos de centrifugacdo, com 1341 de aceleragao “g” e a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi

ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e utilizado nos passos descritos a seguir.

3.11.4 Plagueamento das células

Dez microlitros (uL) das células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura
foram separados em um eppendorf de 1 mL e 90 pL de azul de tripan foram
adicionados. Apos a homogeneizacdo, 10 uL foram colocados em uma camara de
Neubauer e as células foram contadas em microscopio de luz invertido. O nimero de
células foi calculado utilizando-se a formula abaixo:

Numerodeceélulas /mL = NumerodeCelulas Contadas x Fator de Diluiciox10* (14)

Numero de Quadrantes Contados

Foram adicionadas 3x103 células/poco em placa de 96 pocos de fundo achatado.
Este numero de células foram ideais para que as células nao atingissem a confluéncia
no periodo experimental utilizado. Apés o plagueamento, as placas contendo as

células foram incubadas por 24 h em uma estufa a 37 °C e 5% de CO,.

3.11.5 Tratamentos

Para as amostras alfl, alf2 e M2 (nhanoparticulas magnéticas funcionalizadas
com o OE, sendo usados 24 mg das nanoparticulas M2, adicionando 40 mg de Tween
80 para 1 mL de H20 mili-Q com o intuito de solubilizar a amostra M2) e os seus
respectivos controles (nanoparticulas sem OE, OE com Tween 80, OE com etanol,
etanol, Tween 80), foram diluidos em um meio de cultura completo em diluicdo
seriada, visando obter as concentracdes desejadas para os tratamentos. Devido a
presenca do OE recobrindo as nanoparticulas o qual proporciona uma caracteristica
hidrofébica a estas, foi necessario que tais substancias tivessem que passar pelo
processo de recobrimento de sua superficie com o tensoativo Tween 80, para que

pudesse ser avaliado o seu potencial citotéxico em meio aquoso.
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O controle negativo foi preparado com &agua ultrapura em meio de cultura
completo adicionando-se volumes equivalentes aos volumes acrescentados para 0s
grupos experimentais. Foi utilizado também um controle apenas das nanoparticulas
funcionalizadas com OE em pocos sem células no intuito de observar as interacfes
das nanoparticulas através da absorbancia do equipamento e com o teste de MTT.
Para a aplicagcdo do tratamento nas células, o meio de cultura utilizado no
plagueamento de cada poco foi descartado na medida em que eram adicionados 200
ML das diferentes amostras dispersas em meio de cultura fresco. As placas foram
incubadas na estufa a 37 °C e 5% de CO2 por 24 h e 72 h. Os grupos dos tratamentos

experimentais estao descritos na Tabela 2:

Tabla 2. Descricdo dos grupos utilizados nos tratamentos experimentais in vivo.

NOME AMOSTRAS REFERENTES
NANOPARTICULA FUNCIONALIZADA Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com OE.
NANOPARTICULA SEM OE Nanoparticulas magnéticas sem OE (mesma

concentracdo de nanoparticula das nanoparticulas
funcionalizadas).

OE + TWEEN 80 OE com tensoativo Tween 80 (mesma concentragdo
de OE e Tween 80 das nanoparticulas
funcionalizadas).

OE + ETANOL OE diluido em etanol e H,0 (mesma concentragdo de
OE das nanoparticulas funcionalizadas).

ETANOL Etanol diluido em H,0 (mesma concentragdo de
etanol do grupo OE + Etanol).

TWEEN 80 Tensoativo Tween 80 diluido em H,O (mesma
concentragao das nanoparticulas funcionalizadas).

NANOPARTICULAS SEM CELULA Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com OE
em pogos sem células.

3.11.6 Teste de viabilidade celular, ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol

Apés 24 h e 72 h de exposicdo das células as diferentes concentracdes dos
tratamentos, foi realizado o ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT. Este

método avalia a atividade metabdlica das células quantificando a reducdo do MTT
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(amarelo ouro) pela acao de desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH em
cristais de formazan (azul). O meio de cultura da placa com as diferentes amostras foi
retirado e foram adicionados 150 pyL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de
cultura completo — 15 pL de MTT (Life, EUA) com 135 pL de meio de cultura) a cada
poco. Apos 2 h na estufa a 37 °C e 5% de CO., a solugdo de MTT foi descartada e
foram acrescentados 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, EUA) em cada pogo
da placa, com o intuito de dissolver os cristais de formazan formados. A absorbancia
dos pocos foi avaliada por espectrofotdmetro (Molecular devices, EUA) a 595 nm. Os
resultados foram apresentados em porcentagem de viabilidade celular considerando
a absorbancia do controle negativo (dgua ultrapura com meio DMEM completo) como
100% de viabilidade.

3.11.7 Testes estatisticos

Todos os resultados do ensaio celular foram obtidos em triplicatas e
apresentados como a média e o desvio padrao da média. As analises estatisticas

foram realizadas pelo programa Prism 5,01 (EUA).

3.12 Teste in vivo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFAC
(protocolo 38/2016). Baseou-se no protocolo 423 da Organizacdo de cooperacao e
desenvolvimento econdmico (OCDE) 4! como referéncia para o teste de toxicidade in
vivo. Este protocolo utiliza um método de classificacdo de toxicidade aguda a partir de
doses fixas administradas uma anica vez, cuja a finalidade é determinar a dose de

exposicao para avaliar seu comportamento no organismo animal.

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss albinos fémeas, pesando
entre 30 g e 40 g. Os animais sdo provenientes da superintendéncia do Ministério da
Agricultura e Reforma Agraria no Acre. Eles foram mantidos na sala de quarentena do
Laboratério de Pesquisas em Fisiofarmacologia da UFAC, com ciclo “claro-escuro”
12/12h em gabinete biotério com agua ad libitum, e mantidos em jejum durante 12 h,

antes do experimento, em sala especial climatizada a temperatura de 22 a 25 °C. Os
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experimentos desenvolvidos foram conduzidos de acordo com orientagbes e
consideracdes éticas para investigagfes da dor experimental em animais conscientes.

A avaliacéo da toxicidade aguda foi realizada somente na amostra alf2. Foram
utilizados 3 grupos, sendo cada grupo de dois animais. A Tabela 3, mostra os grupos
utilizados no teste.

Tabla 3. Grupos de animais usados no procedimento experimental de toxicidade aguda.

Grupos Sustancia Doses Viade
administrada administragao
G1 Alf2 25 ug/kg Gavagem
G2 Alf2 50 ug/kg Gavagem
G3 Solugdo salina (PBS) 1mL Gavagem

Os animais foram observados individualmente apdés a administracao oral das
doses nos primeiros trinta minutos, e depois continuaram sob observacéo
periodicamente, cada 2 h, até completar 24 h. As observacgdes foram realizadas para
avaliar os aspectos da atividade motora e padrdo de comportamento, piloerecéo, os
aspectos dos olhos e a reacdo aos estimulos externos. Posteriormente, 0os animais
foram eutanasiados utilizando-se anestésico inalatério (isoflurano). Finalmente foram
retirados os estdbmagos e os residuos do interior lavados com tampéao fosfato-salino
(PBS), para avaliar se o conteudo contém as nanoparticulas retidas no estémago
guando os animais estiverram sob acdo do campo magnético (ima) externo durante
todo o tratamento, os mesmos que foram usados com o intutito de reter as

nanoparticulas nos estbmagos dos animais.
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4. Resultados e discussdes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos, assim
como, andlises e suas respectivas discussdes baseada em aportes da literatura

cientifica.

4.1 Difracao de raios-X (DRX)

A estrutura cristalina e o tamanho do cristalito das nanoparticulas de Fe3O4 das
amostras com cobertura de AO (amostras M1 e alfl) foram obtidos da analises dos
difratogramas (Figura 20). Nos difratogramas observam-se a presenca dos picos
caracteristicos da magnetita, em concordancia com o cartdo JCPD (The Joint
Committee on Powder Diffraction Standards) N° 19-0629. Os picos principais
localizados em 26: 35,71°; 62,75°; 57,36° e 43,17° correspondem aos planos (311),
(440), (511) e (400), respectivamente.

Utilizando a relagdo de Scherrer'®, conforme é mostrada na equacédo (14) foi
possivel calcular o tamanho médio dos cristalitos da amostra M1 e alfl, utilizando as
larguras dos picos identificados no refinamento dos difratogramas. A correcdo do
alargamento dos picos relacionados ao instrumento foi realizado usando silicio como

padrao (equacédo 15). As relacdes usadas para os calculos foram:

KA
<Dgpy >=—— 14
DRX ﬁCOSH ( )
ﬁ = \/ﬂamostra + ﬂpadréo (15)

Onde K é uma constante denominada fator de forma que tem um valor de 0.9
para particulas de forma esférical4?, A é o comprimento de onda dos elétrons usados
para gerar raios-X, B é a largura a meia altura do pico de difracdo'*3, 6 é o valor do
angulo de difracdo (angulo de Bragg). Apos os calculos foram obtidos os seguintes
didametros médios dos cristalitos: <D prx > = 9,7 £ 0,5 nm para a amostra M1 e <D prx
> = 8,2 + 2 nm para a amostra alfl. A partir do refinamento dos difratogranmas
utilizando-se o método de Rietveld foram obtidos para as amostras M1 e alfl
respectivamente parametros deredea=8,36+0,1 ea=8,37 +0,1 A. Adicionalmente

foram obtidas a posi¢cdo do parametro do oxigénio (u), u = 0,25; com uma densidade
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de 5,23 g/cm? e u = 0,25; com uma densidade de 5,2 g/cm® para M1 e alfl
respectivamente. Esses valores estdo em boa concordancia com os parametros
correspondentes & magnetita bulk, a=8,39+ 1 A, u=0,25 + 1, e densidade 5,19 g/cm?
30 Adicionalmente para a amostra alfl é mostrado (na Figura 20b), a partir do ajuste
realizado, os valores obtidos para R expected (Rexp)=0,28; e R weighted profile (Rwp)
= 0,16; esses valores estéo relacionados a qualidade do ajuste, dessa forma quanto
mais proximo o valor de Rwp do valor Rexp, pode ser interpretado como melhor a
qualidade do ajuste!*.

311 b 311
a) observado (M1) ) o observado (alf1)
—— calculado calculado
. diferenca s —— diferenca
S Rexp = 0.26 5 Rexp =0.28
& Rwp =0.18 > 3 Rwp =0.16
%} kel
-% ]
©
B [2 220 400
S 220 4 ( IS j y
= ) =
111 R R i
20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80
26 (grau) 20 (grau)

Figura 20. a) Difratograma da amostra M1, b) Difratograma da amostra alfl. Realizadas a temperatura
ambiente. A linha vermelha representa o refinamento e os pontos pretos representam os dados
experimentais. A linha azul é a diferenca entre os dados experimentais e o ajuste. Os valores Rexp e
Rwp representam a qualidade do ajuste realizado.

4.2 Andlises morfolégicas

As Figuras 21 e 22 mostram as micrografias MET M1, M22, e alfl, alf2
respectivamente. Para as amostras M1 e alfl, figura 21a e 22a, observa-se particulas
de forma aproximadamente esférica, bem definidas, com distribuicdo de tamanho
homogénea e a auséncia de aglomerados. As imagem obtidas nas amostras M2 e
alf2, como mostrado nas figuras 21b e 22b, onde observa-se que as particulas
mantém a forma quase esférica mesmo apo6s o recobrimento utilizando-se OE. A
Figura 23 mostra a micrografia MET de alta resolucdo (METHR) da amostra alfl. Na
gual pode-se observar com maior nitidez as caracteristicas das nanoparticulas (linhas

dos planos cristalinos).
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A partir de uma micrografia, foi estimada a distancia interplanar utilizando-se
Transformada de Fourier inversa (IFTT), com valor de 2,96 A (Figura 24), que
corresponderia ao plano cristalografico (220)4.

Figura 22. Micrografia MET da segunda série a) alfl e b) alf2.
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Figura 23. Micrografia da amostra alf1 utilizando MET HR, mostrando a distancia interplanar.
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Figura 24. Célculo da distancia interplanar utilizando-se IFFT para a amostra alf1.

As imagens obtidas por MET foram usadas para contabilizar o tamanho das
nanoparticulas e montar histogramas. Para isso, foram contadas ~1200
nanoparticulas para a série 1 (amostras M1 e M2) e para a série 2 (alfl e alf2). O
numero de intervalo de classe dos histogramas foi determinado usando-se o método
de Sturges, conforme mencionado na secao 3.5. A partir dos histogramas montados
para a primeira e segunda série (Figuras 25 e 26), foi determinado o tamanho médio
das nanoparticulas. Os histogramas foram modelados com uma distribuicdo

lognormal:

f(D) = exp(—In?(D/ D, )/ 20%) (16)

1
\/EO‘D
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Onde D, representa o didmetro mediano da distribui¢do, ¢ é o grau de polidispersao

da distribuicdo de tamanhos. O valor do diametro que corresponde ao valor maximo
do didmetro das nanoparticulas é dado por:
D = Do €Xp(=0”) (17)

E o valor médio do diametro:
2

<D>=D, exp(%) (18)

O valor do desvio padrao pode ser obtido a partir da seguinte equacgéo:
o, =<D>+e” -1 (29)

Na Figura 25 sdo mostrados os histogramas e seus ajustes usando a funcao
lognormal para amostras (M1 e M2). Os ajustes proporcionam o tamanho médio de
<D>per = 10,5 + 3 nm e um valor de polidispersao de o = 0,16 para a amostra M1; e
um tamanho médio <D>vet = 13,7 £ 2 nm e um valor de o = 0,15 para a amostra M2.
Isso sugere que a distribuicdo de tamanho ndo mudou significativamente e ndo ha
evidéncia de aglomerados de particulas. Esse maior tamanho obtido para a amostra

M1 esta em concordancia com o resultado obtido por DRX.

Il amostra M1 b Il amostra M2
1 a) lognormal fit 19 —— lognormal fit
<D>=10.5nm <D>=13.7nm

i _ ~ =

~ 5, =0.16 e 5=0.15

d )

2, =

jo «©

2. 3}

<% (%

q 2

= 2
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6 8 ] 10 12 14 16
Diametro (nm)

Figura 25. Histogramas de distribuicdo de tamanhos das amostras e seu ajuste usando a funcao
lognormal para as amostra a) M1 e b) M2.
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Similares andlises foram realizadas para a segunda série de amostras. A Figura
26 mostra a distribuicdo dos tamanhos das amostras alfl e alf2, com o ajuste
lognormal. Os resultados proporcionaram um tamanho médio de <D>yer = 8,7 + 0.5
nm, e um valor de o = 0,21 para a amostra alfl e <D>yer = 10,1 + 0.5 nm e um valor

de 0 = 0,21 para a amostra alf2.

- B amostra alfl b) B amostra alf2
3 — Lognormal fit i _— ngnorlnéallﬁt
<D>=10.1nm

<D>=8.7 nm

c=0214 0=0217

Frequéncia (u.a.)
Frequéncia (u.a.)

5678_9 10 11 12 13 14 15 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 26. Histogramas de distribuicdo de tamanhos e o seu ajuste usando a fun¢éo lognormal para a
amostra a) alfl e b) alf2.

Como foi relatado anteriormente obteve-se uma polidisperséo o < 0,3 para todas
as amostras, sendo ligeiramente maior para a amostra recoberta com AO (alfl) e a
amostra bicamada (alf2). Esses valores baixos indicam uma distribuicdo de tamanho
monodispersa que é caracteristico do processo de sintese por Decomposicédo Térmica
146_

Os resultados obtidos para ambas séries mostram uma distribuicdo de tamanho
com baixa polidisperséo, os quais possuem vantagem para possiveis aplicacées em

sistemas bioldgicos, devido a que tamanho menores favorecem a biodistribuicdo 47

4.3 Espectroscopia infravermelha FTIR

Os resultados obtidos por MET, sugerem que o recobrimento realizado
utilizando-se uma segunda camada incrementou o tamanho das nanoparticulas.

Quando é utilizado tensoativo, por exemplo: acidos carboxilicos sobre a superficie de
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oxidos de Fe, o resultado se reflete numa variedade de interacdes entre as espécies

de carboxilicos/carboxilatos e a superficie da nanoparticula de 6xido Fel4,

Segundo a literatura cientifica, a variagdo do numero de onda (A) entre os
modos assimétrico (Vas) € simétrico (vs) do COO™ pode ser usada para avaliar
informacdes sobre o tipo de interacdo entre o grupo carboxilato e a superficie das

nanoparticulas de magnetita4é.

O fato que a diferenca de energia entre as duas bandas do grupo carboxila seja menor
a 110 cmt sugere que o AO encontra-se coordenado aos atomos de Fe através de
uma ligacao de natureza quelante bidentada, onde o grupo carboxilato e ions de ferro
interagem através de ligacao covalente (Figura 27).

Essa ligacéo € de tipo covalente coordenado ja que a energia em que aparecem
as bandas de absorcéo sugere que a coordenacdo com os atomos de Fe deu lugar a
uma doacéo eletrbnica para os Orbitais vazios dos atomos metalicos. Dessa forma, as
moléculas de AO encontram-se unidas, fundamentalmente, as nanoparticulas devido

a que possuem maior afinidade pelos ions de Fe que os do grupo amino.

\&

./
Q 006

Figura 27. Estrutura e modo de coordenacao em forma bidentada do &cido oleico sobre a superficie
da nanoparticula de magnetita, adaptado. 156

Como pode ser observado na Figura 28, essas duas bandas se encontram em
frequéncias menores que as correspondentes a ligacdo C=0 do grupo carboxila do
acido oleico (em 1635 e 1541 cmt, respectivamente), porém numa frequéncia maior

que corresponde a uma ligacdo C-O do &cido carboxilico (1280 cm™?)®, esse
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resultado, estaria sugerindo uma bem sucedida ligacdo do AO sobre a superficie das
nanoparticulas de magnetita . Alguns autores atribuem essas bandas ao movimento
de tensédo da ligagdo C=C*%°, mas essa afirmacéo pode ser descartada ja que esses
modos n&o aparecem no espectro da amostra AO*%,

Com o objetivo de verificar os grupos funcionais presentes sobre a superficie das
nanoparticulas antes e depois da cobertura com OE, foram comparados os espectros
de AO, OE, alfl (nanoparticulas recobertas com AO) e alf2 (nanoparticulas recobertas
com AO e OE). Como se mostra na Figura 28 para a amostra alfl, na regido entre
1700 e 1400 cm* encontram-se as bandas em ~1625 e 1530 cm™, que correspondem
ao movimento de tensdo v(C-O) do grupo carboxilico que encontra-se presente no
AO.

Adicionalmente na Figura 28 podem ser observados modos de estiramento
simétrico (vs) assimeétrico (vas) dos grupos de metileno (CH.), que séo as principais
caracteristica das cadeias de hidrocarbonetos ndo saturados dos tensoativos AO e
OE utilizados nos recobrimentos das nanoparticulas e estdo centrados em ~2852 e
~2922 cmt 152148 respectivamente. Da mesma forma, esses modos de vibragdo
podem ser observados nos espectros das amostras alfl e alf2, o que estaria
evidénciando a presenca desses elementos apdés o recobrimento sobre as

nanoparticulas de magnetita.

O pico mais intenso centrado em ~1710 cmt, observado no espectro do AO livre
gue é atribuido ao modo vibracional carbonilo (C=0), ndo foi observado para as
amostras alfl e alf2. Isto estaria sugerindo que o AO esta interagindo com as
nanoparticulas, ligando-se sobre a superficie das nanoparticulas de magnetita®%153,
Adicionalmente, foram observados dois modos de vibracdo centrados em ~1467 cm
e ~1367 cm nas nanoparticulas com revestimento de AO nas amostras alfl e alf2.
Esses modos estariam relacionados aos modos assimétricos (vas) € simétricos (vs) do
grupo carboxilato (COO") respectivamente®®, Resultados similares foram encontrados

na literatura para nanoparticulas de magnetita recobertas com AO*%3,
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Figura 28. Espectro FTIR das amostras alf1, alf2, AO e OE puras usadas como padréo.

No espectro FTIR da amostra alf2 observa-se que, a intensidade do modo
simétrico (vs) COO™ melhora com relacdo a intensidade do modo assimétrico (Vas).
Esse resultado sugere o incremento da fracdo dos grupos COO" da superficie atuando
efetivamente como quelante bidentadas. A banda em 1280 cm™ para o espectro do
AO é atribuida ao estiramento C-O. Este modo néo € observado nos espectros das
amostras alfl e alf2. Adicionalmente, a banda em 936 cm para o espectro do AO foi
atribuida ao modo vibracional correspondente a ligacdo O-H fora do plano'*. O
espectro da amostra alfl é identificada uma banda fraca na regido entre 580-560
cm?, onde é esperado um modo de vibracdo correspondente a magnetita
aproximadamente em 572 cm! 154 155 e outra centrada em ~680 cm* que foi atribuida
a ligacédo Fe-O. E bem notdria a reducdo da intensidade deste modo, o que sugere
gue o revestimento de AO sobre a superficie das nanoparticulas da amostra alfl foi
bem-sucedido. Esta reducdo em intensidade desta banda que correspondente a
ligacdo Fe-O é ainda mais forte no espectro FTIR para a amostra alf2, dada a
presenca da camada adicional de OE. O espectro da amostra alf2 apresenta similares
caracteristicas em comparacdo com o espectro obtido para a amostra de OE. Esse

resultado estaria indicando a boa estabilidade a partir da primeira cobertura com AO
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sobre a superficie das nanoparticulas. Além disso, com excecdo da intensidade
relativa dos modos assimétricos (vas) € simétricos (vs) de COO™, nao foi determinada
nenhuma variacao discernivel no espectro FTIR das amostras alfl e alf2 em relagéo
ao espectro de AO, o que estaria sugerindo auséncia de interacao direta entre as

camadas organicas de AO e OE sobre a superficie das nanoparticulas de magnetita.

4.4 Analises termogravimétricas (TGA)

As analises apresentadas anteriormente forneceram informacdo sobre o
tamanho, forma, distribuicdo de tamanho e presenca de grupos relacionados com os
recobrimentos organicos utilizados sobre a superficie das nanoparticulas de
magnetita. Porém, essas técnicas nao fornecem informagdes quantitativas do material
organico sobre a superficie das nanoparticulas. Nesse sentido, foi realizado a analise
TGA para as duas seéries. Na Figura 29 sdo mostradas as curvas TGA, antes e depois
do recobrimento com a segunda camada de OE para efeitos de comparacao.
Considerando que as nanoparticulas de magnetita possuem maior estabilidade

térmica, foi atribuida as primeiras perdas de massa no termograma aos recobrimentos
organicos utilizados.

100
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Figura 29. Curvas termogravimétricas das duas séries: a) M1 e M2, b) alfl e alf2, recobertas com AO
e adicionalmente OE de CCB respectivamente.

Na figura 29a mostra-se o0 termograma para as amostras M1 e M2, onde foi
utilizado Tween 80 para a emulsificacdo destas amostras.
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A curva TGA da amostra M1 apresenta duas perdas de massa, correspondendo
ao Tween 80, ~ 80% proximo a 170 °C e AO ~ 18,6% proximo a 380 °C para.
Enquanto os dados TGA indicaram a decomposi¢cdo de AO em ambas as amostras
(M1 e M2) entorno da mesma temperatura (~ 380 °C), a decomposi¢cao de Tween 80
€ aumentada de ~ 130 °C (amostra M2) a ~ 170 °C (amostra M1). N&s afirmamos que
devido a interacdo mais forte do Tween 80 com AO do que com OE, pode explicar o
aumento na temperatura de decomposicdo. Esta ideia é suportada pelo maior
conteudo de Tween 80 (80% massa) na amostra M1, quando comparado com 0
contetdo de Tween 80 na amostra M2 (60% massa). No entanto, na amostra M2, a
primeira perda de peso de (~10%) proximo a 50 °C, correspondente a decomposicao
de OE, confirmando, dessa forma, a presenca da segunda camada na amostra M2.

Posteriormente, observou-se uma perda de massa (~60%) proximo a 130 °C,
gue foi atribuida a decomposicdo de Tween 80. Finalmente, uma terceira perda de
massa (~27%) foi observada proximo 380 °C, correspondendo a decomposicéo de
AO, pois seu ponto de ebulicido é ~ 380 °C'“8, Esses resultados estdo em
concordancia com os resultados da segunda série para a amostra alf2 e com reportes
na literatura que afirmam que a decomposicdo térmica dos tensoativos organicos
usados no recobrimento de nanoparticulas magnéticas acontece em temperaturas

menores a 400 °C156,

E importante mencionar que a presenca da fase de 6xido de Fe é evidente a
partir dos dados TGA, que permanecem em ambas as amostras apds o0 aumento da
temperatura até 900 °C. Removendo o conteudo de Tween 80 dos dados TGA
avaliados, descobrimos que o conteudo renormalizado de AO nas nanoparticulas
magnéticas suspendidas na amostra M1 é igual a 93% da massa total da amostra
utilizada. Da mesma forma, encontramos os contetdos renormalizados de AO e OE
nas nanoparticulas magnéticas suspendidas na amostra M2 € igual a 67,5% e 25%,
respectivamente. Uma vez que os dados TGA ndo mostram perda de massa total para
ambas as amostras, é assumido que o contetdo de (~ 7%) para a amostra M1 e ~
7,5% para a amostra M2 correspondem a fase de 6xido de Fe compreendendo o
ndcleo das nanoparticulas magnéticas, que permanece inalterado a temperaturas
acima de 600 °C. Asim, os dados TGA avaliados confirmam a estabilidade térmica

superior da camada de AO (decomposicdo térmica a ~ 380 °C) em ambas as
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amostras, enquanto indicar a liberagdo assistida termicamente da camada OE a
temperatura mais baixa (~ 50 °C). Esta € uma descoberta fundamental para um
possivel uso de magneto hipertermia combinada com doses controladas de
nanoparticulas magnéticas revestidos por bicamada para liberar remotamente a
entrega de OE para um determinado alvo biolégico direcionado, dada a toxicidade
reduzida associada a acidos graxos!®’ e acidos graxos recobrindo nanoparticulas

magnéticas*’ 158,

Na figura 29b, para a amostra alfl foram observados trés passos de perda de
massa, a primeira perda acontece em 40 °C e esta relacionada com uma diminuicao
de massa correspondente a ~83%, que € atribuido a decomposicdo de hexano
utilizado como solvente das nanoparticulas de magnetita recobertas com AO. A
presenca de um ombro entre 90 e 120 °C com uma diminuicdo de massa
correspondente a ~ 6% estaria relacionada a dessorcao das moléculas de agua do
meio ambiente na amostra alfl. Finalmente, a perda de massa na temperatura entre
120 a 400 °C com uma diminuicdo de peso correspondente ~11% deve-se a
decomposicdo e dessorcdo do AO na superficie das nanoparticulas de magnetita>®
160 O termograma da amostra alf2 apresenta duas diminuigées consecutivas de peso
(expressada em porcentagem). A primeira delas com uma diminuicdo de ~87% entre
40 e 190 °C, que é atribuida a decomposicao de componentes do OE, por exemplo, o
Linalool, que possui um ponto de ebulicdo préximo a 190 °C*5%, A seguinte diminuicédo

em peso foi de ~11.5% acontece entre 200 e 400 °C sugerindo a dessorcdo do AO
87

4.5 Diametro hidrodinamico (Dh) e estabilidade

Para aplicacbes em biomedicina € necessario avaliar o diametro hidrodinamico
(Dh) das amoatras para obter informacao do sistema quando colocados num meio
aquoso. Assim, foi avaliada a estabilidade das amostras alf2 e M2 dispersas em agua
deionizada. Na Figura 30 mostra-se curvas de Dispersao Dinamica de Luz (DLS) onde
foram determinados o diametro hidrodinamico e o indice de polidispersédo (PDI) da
amostra alf2 cujos valores foram de 14,5 nm e 0,2, respectivamente. Baseado no

principio de funcionamento de DLS, o valor de polidispersdo encontrado, estaria
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sugerindo uma distribuicdo monomodal para a amostra alf2 quando dispersa em meio

aquoso’®?,

Para a amostra M2 os valores obtidos do diametro hidrodinamico e PDI, foram
de 494,3 nm e 0,6; respectivamente. O tamanho muito maior quando comparado ao
valor do tamanho encontrado por MET, fato que pode ser atribuido ao exceso de AO
na amostra M2, e com camada adicional de OE, favoreceu a coordenagdo com as
moléculas de 4gua do sistema. Dessa forma, observou-se a formacédo de agregados

gue incrementaram o tamanho hidrodinamico.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Figura 30. Distribuicdo de didmetro hidrodindmico de nanoparticulas da amostra alf2 dispersa em agua
deionizada (realizado por triplicata) com tamanho médio de 14,5 nm. O PDI foi de 0,2.

O resultado do diametro hidrodinamico das nanoparticulas da amostra alf2
dispersas em meio aquoso, como esperado, teve um tamanho maior que os valores
encontrados por DRX e MET para a amostra alf2. Isso € devido a que o tamanho
hidrodinAmico representa o tamanho médio das nanoparticulas num médio dispersor,
e isso traz, como consequéncia, a existéncia de algumas ligacdes coordenadas devido
a camada de solvatacdo com o meio e incremento do tamanho final. Um resultado
similar no incremento de tamanho hidrodinamico foi reportado na literatura %3, para
nanoparticulas de magnetita recobertas com AO. Os tamanhos para as duas amostras

sdo mostradas na tabela 4.
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Tabla 4. Valores dos tamanhos das fiferentes medidas de M2 e alf2.

Amostras M2 Alf2
DH (nm) 494,3 14,5
PDI 0,6 0,2
Potencial zeta 41,1 -28,8
MET (nm) 13,7 10,1

Na Figura 31, é mostrado o resultado das medidas do potencial zeta para a
amostra alf2, em meio aquoso. O valor do potencial zeta foi de (-28,8 mV). Esse valor
é proximo ao valor de + 30 mV que sugere um valor estavel do sistema'®* devido ao
equilibrio a partir da repulsdo entre cargas vizinhas na superficie das nanoparticulas
e 0 meio dispersor. Para a amostra M2, o valor do potencial zeta foi de 41,1 mV. Esse
valor positivo estaria sugerindo recobrimento n&o eficiente de OE sobre as particulas
com AO. Foi reportado que nanoparticulas de magnetita recobertas com AO,

mostraram um potencial zeta de 33 mV 65,

Zeta Potential Distribution
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Figura 31. Estabilidade do sistema alf2 disperso em agua, o potencial zeta foi de -28,8 mV. O valor do
pH da solucéo (utilizando-se agua deionizada) foi de 10,1.

Os resultados sugerem a formacdo de um sistema de bicamada sobre as
nanoparticula de magnetita. As forcas de repulsdo entre as nanoparticulas
modificadas podem ser obtidas através da repulséo eletrostatica ou repulsédo estérica
(conforme foi descrito no capitulo 2) originada a partir do recobrimento adicional com
OE sobre a amostra alfl e M1. Para o caso da repulsdo eletrostatica, a carga
superficial € originada da ionizacdo dependente do valor do pH dos grupos funcionais
presentes no OE adsorvidos sobre as superficie das nanoparticulast®. Finalmente,

foram obtidos valores de pH de 10,8 e 11,2 para a amostra alf2 e M2 respectivamente,
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evidenciando uma caracteristica alcalina como consequéncia do recobrimento com
OE. O aumento do pH estaria relacionada a maior quantidade de OE usado na

preparacao da solucao.
4.6 Medidas magnéticas
Uma parte fundamental € a caracterizacdo das propriedades magnéticas das

amostras obtidas, pois a partir desses resultados poderao ser discutidas as possiveis

aplicacbes do sistema em diferentes areas do conhecimento.

4.6.1 Medidas magnéticas da primeira série (M1 e M2)
Nesste topico sdo mostrados os resultados das medidas de magnetizagdo em

funcdo do campo magnético aplicado, e também em funcdo da temperatura da

primeira série. As medidas foram realizadas com as amostras em suspensao.

4.6.1.1 Magnetizacdo em funcdo do campo magnético

Nas Figuras 32 mostram curvas de histerese (magnetizacdo versus campo

magnético aplicado) das amostras M1 e M2 obtidas, a 300 K e 5 K.
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Figura 32. Curvas de histerese em (a) 300 K e (b) 5 K das nanoparticulas de magnetita revestidas com
surfactantes orgéanicos: AO (amostra M1) e AO mais OE (amostra M2). As inser¢cdes mostram o detalhe
das curvas de histerese em uma janela mais estreita do campo aplicado.
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Como se pode observar em 300 K n&o foi verificado a presenga de campo
coercivo nem remanéncia nas curvas de histerese (ver insercdo na Figura 32a),
sugerindo que ambas as amostras mostram um comportamento superparamagnético
em 300 K. Isto € esperado uma vez que o diametro médio das particulas (~ 10 nm) é
menor do que o tamanho critico para magnetita (~ 30 nm) 67 168, No entanto, a 5 K
as curvas de histerese mostram campo coercitivo e remanéncia (Mr) diferente de zero
(Hc) (ver insercdo na Figura 32b) evidenciando o estado de bloqueio térmico do

momento magnético das nanoparticulas?®®.

O valor do campo coercivo de Hc = 255 Oe foi determinado para as
nanoparticulas recobertas com OA (amostra M1). Este valor é reduzido para Hc = 215
Oe apos revestimento adicional com OE (amostra M2). Os valores de magnetizacéo
de saturacao a 5 K de ambas as amostras sdo menores do que o valor reportado para

magnetita bulk (~ 90 emu/g)*7°.

A magnetizacao de saturacao da amostra M1 (~ 9,23 emu/g) € menor ainda apés
o revestimento adicional com OE da amostra M2 (~ 2,23 emu/g). No entanto, estes
valores de magnetizacao de saturac&do precisam ser corrigidos umas vez que se tém
componentes ndo magnéticos nas amostras. Usando os dados TGA apresentados na
secao 4.4 (Figura 32a) para subtrair o conteado molecular da superficie, encontramos
a magnetizacao de saturacdo do material magnetico de 46,2 emu/g e 5,6 emu/g para
as nanoparticulas magnéticas das amostras M1 e M2, respectivamente. Essa reducéo
na magnetizacao de saturacdo (por um fator de ~ 8,3) da (M2) com relacdo a amostra
M1 é importante e deve estar relacionado com as propriedades intrinsecas do sistema,
pois o0 nucleo de magnetita foi basicamente inalterado, seja em tamanho ou em fase

apos o recobrimento com OE.

Uma explicacdo para a enorme reducdo da magnetizacdo de saturacao foi
associado principalmente com o comportamento magnético dos ions de Fe
localizados perto da superficie das nanoparticulas magnéticas, numa camada
superficial de ~ 2,6 nm. Devido a uma combinacéo das ligacdes quelante bidentada
dos grupos carboxilicos na superficie, somado a distorcdo de simetria dos sitios
octaédricos e tetraédricos da camada superficial, todos os ions férricos passam a ser

ferrosos em estado de baixo spin, o que provoca a reducdo expressiva da
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magnetizagdo, comumente associada com uma camada magneticamente morta na
superficie das particulas. Esta reducdo da populagdo de ions férricos devido a
transferéncia de elétrons devido a presenca de ligacdes quelante bidentada na
superficie é suportada pelos resultados obtidos da espectroscopia FTIR, discutidos

anteriormente.

Além disso, a presenca de ligacfes quelante bidentada dos grupos carboxilicos
do AO na superficie das nanoparticulas magnéticas (amostra M2) é também
suportada pelos resultados obtidos de TGA. A reducdo do teor de AO nas
nanoparticulas magnéticas na amostra M2 (67,5% AO) em comparacdo com a
amostra M1 (93% de AO) aumenta a razdo de quelagéao bidentada/monodentada de
grupos carboxilicos, uma vez que € oferecido mais espaco as moléculas de AO na
superficie das nanoparticulas magnéticas para ligacdes duplas. Este espaco extra
para ligagédo dupla dos grupos carboxilicos do AO na superficie das nanoparticulas
magnéticas € necessario devido a forte interacdo entre as caudas hidrofobicas da

primeira (AO) e segunda (EO) camadas de revestimento.

Por outro lado, a forte distorcdo de simetria devido a quebra de simetria
translacional pode favorecer o estado de baixa spin dos ions ferrosos nos sitios

octaédrico e tetraédrico, como foi relatado na literatural’® 172,

4.6.1.2 Magnetizacdo em funcdo da temperatura

Na Figura 33 mostra-se as curvas nas condicdes da amostra esfriada sem
campo (ZFC) e esfriada com campo (FC) para as nanoparticulas magnéticas das
amostras M1 e M2. As curvas mostram uma transicdo do estado bloqueado para o
superparamagnético em torno da temperatura média de bloqueio (Tg) que é extraido

do valor maximo da curva ZFC.
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Figura 33. Curvas de magnetizacdo ZFC e FC de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com
surfactantes organicos: AO (amostra M1) e AO mais OE (amostra M2). Ao registrar os dados, o campo
magnético aplicado foi ajustado em 30 Oe.

No entanto, as duas amostras mostram um comportamento de relaxamento
térmico do momento magnético bastantes diferentes. O maximo da curva ZFC
deslocando-se de ~ 210 K para ~ 35 K, apds o recobrimento da segunda camada das

nanoparticulas magnéticas com OE.

A diminuicdo dos valores de Tg apd6s a funcionalizagdo nanoparticulas
magnéticas com surfactantes organicos tem sido relatados na literatura [59]. Usando
o didmetro médio da particula determinado a partir da andalise por MET (~ 10 nm) e da
seguinte relacéo, Ts = KerrV/25ks, onde Kerr € a constante de anisotropia efetiva, V
é o volume das nanoparticulas magnéticas e kg é a constante de Boltzmann, um valor
de (Ts ~ 30 K) é estimado para nanoparticulas magnéticas sem interacao,
aleatoriamente orientadas e esféricas. Este valor esta em concordancia com o0s
valores extraidos da curva ZFC da amostra M2. No entanto, o (Tg ~ 210 K) da amostra
M1 é entorno de 180 K com relac&o ao valor acima estimado (Tg ~ 30 K). Além disso,
a temperatura irreversivel (Tirr) nas curvas FC-ZFC, definida como a temperatura na
gual as curvas FC e ZFC se sobrepdem, enquanto o sistema é aquecido, é bastante
diferente para as duas amostras (M1 e M2), passando de quase zero para as
nanoparticulas magnéticas na amostra M1 a ~ 215 K na amostra M2. As duas
caracteristicas observadas nas curvas FC-ZFC e enfatizadas acima, ou seja, a

mudanca no valor Tg e a diferenca Ts-Tirr €stdo relacionadas com as camadas de
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recobrimento: camada de AO para a amostra M1 e bicamada de AO e OE para a
amostra M2, o que faz que a distancia média entre os nacleos magnéticos seja mais

curta no primeiro caso (amostra M1).

Em relagéo ao deslocamento de Tg (de ~ 35 K para ~ 210 K), acredita-se que
esta, deva estar relacionado a maior interacdo particula-particula entre as
nanoparticulas da amostra M1 e, a diferenca Ts-Tirr deva estar relacionado com a
geracdo de uma distribuicdo ampla dos valores de Kerr como resultado do
recobrimento adicional, ndo homogéneo com OE. Essa ideia de distribuicdo de
valores de Kerr estd baseada na, reducdo do contetdo de AO (de ~ 93% a ~ 67,5%)
ao realizar o segundo recobrimento com OE das nanoparticulas, conforme

determinado a partir das medidas de TGA.

Os resultados indicam que ocorreu um deslocamento parcial e ndo homogénea
das moléculas de AO, causadas pelas moléculas de OE, ao realizar o segundo
recobrimento. Isto é suportado pelos resultados obtidos por medidas FTIR (mudanca
de fracdo de quelacédo bidentado/monodentado), o que leva a uma distribuicao de

valores de Kgrr.
4.7 Medidas magnéticas da segunda série (alfl e alf2)
4.7.1 Curvas de magnetizacdo em funcdo da temperatura
Na Figura 34a se mostram as curvas ZFC e FC paras as a as amostras
recobertas com AO (alfl) e com AO e OE (alf2). Similar ao observado na primeira

série, as amostras apresentaram comportamento de relaxamento térmico do momento

magnético diferentes entre elas.
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Figura 34. (a) (a) Curvas (ZFC) e (FC) medidas em H = 30 Oe para a amostra revestida com
monocamada amostra (alf1l) (simbolos negros) e revestida com bicamada amostra (alf2) (simbolos
azuis). A derivada da diferenca (ZFC-FC) com relac&o a temperatura € mostrada em (b) para a amostra
alfl e (c) para a amostra alf2.

As curvas ZFC mostraram uma temperatura maxima (Tmax) a ~ 81 K e ~ 40 K
para as nanoparticulas magnéticas alfl e alf2, respectivamente. Aqui se observa uma
diferenca importante com relacdo a primeira série, uma vez que menores
temperaturas de bloqueio sdo esperadas para a segunda série, 0 que indicaria um

recobrimento mais eficiente das nanoparticulas.

De acordo com a literatura, o valor médio da temperatura de bloqueio (Tg) pode
ser estimado a partir da derivada da diferenca entre as curvas ZFC e FC (Figura 34b
e 34c)'’3, Utilizamos essa abordagem e as temperaturas de bloqueio correspondentes

as amostras alfl e alf2 foram determinadas em Tg ~ 30 K e Ts ~ 21 K, respectivamente.

Estes resultados indicam a forte extingdo da interacdo particula-particula
atribuida ao revestimento duplo com AO/OE (bicamada). Esse deslocamento do Ts
para menores valores na amostra alf2 sugere sucesso no recobrimento das particulas

magnéticas com OE acima da primeira camada de AO. O enfraguecimento da
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interacdo particula-particula pode ser quantificado estimando-se a temperatura média

de blogueio usando a relagdo!’*:

Ty = K4V 125k, (22)

Valido para nanoparticulas nédo interagentes, aleatoriamente orientadas e
esféricas, onde Kerf € a constante de anisotropia magnética efetiva, V € o volume do
nanoparticula do nucleo e kg € a constante de Boltzmann. Usando o tamanho médio
das nanoparticula obtidas a partir da analise por TEM (~ 8 nm) e Keff = 18,7x10*
erg/cm® da magnetita bulk!”, um valor de Tg ~ 17 K é estimado, que é proximo ao
valor obtido experimentalmente (Tg ~ 21 K) para a amostra revestida com bicamada
(alf2). Embora um valor de temperatura de bloqueio mais elevado seja determinado a
partir da curva d(ZFC-FC)/dT vs. T para as nanoparticulas magnéticas revestidos com
monocamada de AO (Ts ~ 30 K), esta € 3 vezes menor que o valor do maximo da
curva ZFC correspondente (Tmax ~ 81 K). De acordo com a literatura, a relacéo Tg /
Tmax € esperada na faixa de 0,5 — 0,7Y6% 77 e o grande desvio observado nas
nanoparticulas magnéticas revestidas com monocamada de AO é creditado a
influéncia das interacfes particula-particula, que parece impor um limite de validade

ao modelo proposto na Ref. 87.

4.7.2 Curvas de magnetizacdo em funcdo do campo magnético

Por outro lado, para estimar o tamanho magnético médio das particulas de
ambas as amostras, utilizaram-se curvas M-H na regido superparamagnética. Na
Figura 35 mostram-se as curvas M vs. H para ambas as amostras obtidas em 260 K.
Decidimos usar essa temperatura e ndo em 300 K para garantir amostras em

condi¢cBes de congelamento da suspensao.

Observou-se uma diminuicdo evidente no valor da Ms. para as nanoparticulas
revestidas com bicamada (amostra alf2) em comparacdo com o valor obtido para as
nanoparticulas revestidas com monocamada (amostra alfl), que foi atribuida a

presenca de mais material ndo magnético (OE) na amostra alf2. Para modelar a
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resposta superparamagneética, as curvas M vs. H podem ser ajustadas com a fungéo

de Langevin:
L(x) = coth(x) — (%) (22)

Onde x = yH/ksT e py € 0 momento magnético das nanoparticulas, kg a constante de
Boltzmann e T a temperatura. No entanto, para considerar um modelo mais realistico,
€ necessario considerar a distribuicdo de momentos magnéticos. Portanto, foi usado

uma funcéo de Langevin modificada (ponderada) dada por:

M :NIyL(x)f(y)dy (23)
onde:
In?(u/
0 o 5

é a funcéo de distribuicdo lognormal®’. O ajuste dos dados M vs. H usando a funcéo
Langevin ponderada proporcionou 0 momento magnético médio o = 7580 pg e 7520
Me € um indice de polidispersao de o, ~ 0,90 e ~ 1,08 para as amostras alfl e alf2,

respectivamente.
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Figura 35. M vs. H obtidas a 260 K para as amostras alf1 (simbolos pretos) e alf2 (simbolos azuis). Os
simbolos representam os dados experimentais enquanto as linhas vermelhas sélidas representam o
melhor ajuste para a funcdo Langevin modificada. A inser¢do mostra as fung@es de distribuicdo dos
momentos magnéticos obtidos a partir do ajuste.

A presenca do revestimento da bicamada nas nanoparticulas magnéticas nao
afeta de forma notdria a resposta magnética, pois 0 momento magnético medio
determinado para a amostra alf2 € 1% menor do que o valor encontrado para a
amostra alfl. Considerando a densidade da magnetita bulk (5,2 g/cm®) e sua
magnetizacédo de saturacdo (Ms ~ 85 - 90 emu/g) *’°, um tamanho magnético médio
de Dmag ~ 7 nm € estimado para ambas as amostras. Este resultado sugere que as
interacdes particula-particula séo insignificantes a T = 260 K e ndo afeta a resposta
magnética no estado superparamagnético; caso contrario, seria esperado um
tamanho magnético médio maior para a amostra revestida com monocamada (alfl)
devido as correlacBes magnéticas. No entanto, a presenca da segunda cobertura de
OE conduz a um alargamento da distribuicdo de momentos magnéticos (o, ~ 1,08) na
amostra alf2. Este resultado sugere um deslocamento parcial ndo homogénea das
moléculas de AO por moléculas de OE ao realizar o segundo revestimento
homogéneo, o que pode conduzir a uma maior distribuicdo de barreiras de energia
nas nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de AO e OE em
comparacdo com o esperado para as nanoparticulas magnéticas recobertas com

monocamada de AO.
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Com o intuito de investigar a dependéncia térmica do campo coercivo, obtivemos
curvas M vs. H em vérias temperaturas na faixa de 5 K a 300 K para as nanoparticulas
magnéticas recobertas com monocamada e bicamada. Na Figura 36a sdo mostradas
as curvas de histerese das amostras alfl e alf2 obtidas a 5 K e 300 K. O campo
coercivo (Hc) mostrou uma dependéncia clara com a temperatura para ambas as
amostras, como se observa no painel principal da Figura 36b. Primeiro, o campo
coercivo determinado para a amostra recoberta com bicamada (alf2) mostrou uma
diminuicao linear com T2 até ~ 25 K (ver a insercdo superior na Figura 36b). Uma vez
gue essa amostra apresenta particulas essencialmente ndo interagentes, na andlise

de dados assumiu-se que a dependéncia de temperatura de Hc segue a relagao:

He (T) = H, 0) 1_[25@ ] 25)

Onde Hc(0) = 0,48HK= 0,96Ke/Ms € valido para particulas de dominio Unico
orientadas aleatoriamente!’ 178, Utilizando a inclinac&o linear e o tamanho médio de
particula da amostra de alf2, obtidos a partir da analise de dados por MET (Dtem =
10,1 nm), foi determinado uma anisotropia magnética efetiva de Keff ~ 29x104
erg/cm?3. Esse valor é maior do que a anisotropia magnética efetiva reportada para
magnetita bulk (18,7 x10* erg/cm®)'’>, e é consistente com os valores relatados na
literatura para nanoparticulas de magnetital’ 92 179, Elevados valores de anisotropia
magnética efetiva sdo comumente atribuidos a contribuicdes extra além da anisotropia
magnetocristalina. De acordo com a literatura'®, a anisotropia magnética efetiva esta
principalmente relacionada a duas contribuigbes: Keif = Kp + (6Ks) /D, onde Ky, é a
anisotropia magnética bulk que representa a regido central de uma nanoparticula
magnética e Ks € a anisotropia magnética proveniente da superficie das

nanoparticulas magnéticas.
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Figura 36. (a) Curva de histerese das amostras alfl e alf2 obtidas a 5 K e 300 K. Em (b) dependéncia
da temperatura do campo coercitivo (Hc) para ambas as amostras. Nas inser¢cdes se mostra a
dependéncia TY? do campo coercivo na regido BS para as amostras alf2 (insercio superior) e alfl
(inserc&o inferior). A insercéo inferior em (b) mostra a dependéncia T2 na faixa CG. BS significa estado
blogueado; SP significa estado superparamagnético; e CG significa 0 comportamento semelhante ao
cluster-glass.

Mais recentemente, um termo extra foi incluido na descricdo da anisotropia magnética

efetiva de uma nanoparticula magnética tipo nacleo-caroco:
Kay =Ky +6K, / D+ K, [1-(21/ D) 1] (26)

Onde o termo Ksh foi associado a contribui¢céo de rotagdes localizadas na casca
da particula com uma espessura (1)!8L. Além disso, nessa abordagem, a contribuicédo
maioritaria (K») € considerada como termo independente da temperatura. No entanto,
de acordo com a literatura, o primeiro termo da anisotropia magnética (K1) da
magnetita bulk mostra uma forte dependéncia com a temperatura'®> © e o valor
extrapolado de K1 para temperaturas inferiores a transi¢cdo Verwey proporcionou um
K1 ~ 27x10% erg/cm3, em boa concordancia com o valor de Kei (29%10* erg/cm?)
estimado da analise dos dados experimentais para a amostra alf2. Embora em um
sistema de nanoparticulas, as contribui¢cdes relacionadas a desordem de spins na

superficie devem ser consideradas na descricdo do valor de Ketr, esse valor parece
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desprezivel nas nanoparticulas magnéticas revestidos com bicamada investigados

neste estudo.

Quanto a analise dos dados Hc vs. T para a amostra alfl, conforme mostrado na
insercdo (painel inferior) da Figura 36b, usando a lei de escala T'? abaixo da
temperatura critica (na qual o campo coercivo é nulo), a forte interacédo
particula-particula parece invalidar o comportamento magnético descrito pela Eq. (25).
Nesse caso, uma lei de escala de T%2 parece ser mais adequada para descrever a
dependéncia do campo coercivo com a temperatura na regido de temperatura muito

mais baixa (regido CG), como mostrado no painel inferior da insergéo na Figura 36b.

Neste caso particular, a temperatura critica (Tcri) separa duas regides extremas,
chamadas uma regido cluster-glass (CG), que € descrita pela lei de escala T%2. Na
regido entre CG e SP, o estado bloqueado (regido BS) deve ser descrita pela lei de
escala T2 na amostra alf1, de forma semelhante ao determinado para a amostra alf2,

como mostrado no painel superior da insercéo na Figura 36b.

4.7.3 Medidas da susceptibilidade AC

As caracteristicas avaliadas a partir das curvas ZFC/FC nas medidas magnéticas
em DC (Figura 34) podem ser atribuidas de forma ambigua a um spin-glass, ou entéo
a um comportamento superparamagnético, uma vez que em ambos 0S casos é
esperado um maximo na curva ZFC e a bifurcacéo entre as curvas FC e ZFC. Com o
intuito de decifrar a natureza real do comportamento magnético nas amostras,
medidas da susceptibilidade magnética AC (componentes real (x') e imaginaria (X"))
variando a temperatura (T), e a frequéncia AC (f) foram realizadas. Conforme
observado nas Figuras 37 e 38, os componentes x' e X" mostraram um Tmaximo bem
definido (Tm) cuja posicéo se desloca para temperaturas mais elevadas quando a f é

aumentado na faixa de 0,2 - 1000 Hz.
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Figura 37. Dependéncia da temperatura da componente real (x') da susceptibilidade AC variando a
frequéncia para amostra alf2 (painel esquerdo). A seta indica o deslocamento do maximo (Tm) a medida
que a frequéncia aumenta. A insergao (painel esquerdo) mostra a curva x" vs. T. O painel na direita
mostra In(7) vs 1/T; a linha vermelha sélida representa um ajuste linear de acordo com a Eq. (28).

Uma diferenca importante no comportamento entre as duas amostras estudadas
pode ser avaliada a partir do parametro Mydosh extraido das medidas de

susceptibilidade AC. O parametro Mydosh é dado por:
® =(AT, /T,)!(Alog,(f)) (27)

Que é a variagdo relativa da posic¢éo do pico (Tm) por variacdo da frequéncia'®,
Usando os dados X' vs. T apresentados nas Figuras 34 e 35, foram obtidos ® = 0,11
e ® = 0,02 para a amostra alf2 e alfl, respectivamente. O valor do parametro Mydosh
obtido para as nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada atinge o intervalo
esperado para sistemas superparamagnéticos ou sistemas de interacao fraca (®>
0,1). No entanto, o valor ® obtido para as nanoparticulas magnéticas revestidas com
monocamada esta na faixa esperada para sistemas com comportamento spin-glass
(0,005 <@ <0,05)184 185 A partir dos parametros de Mydosh obtidos, esses resultados
sugerem que as hanoparticulas magnéticas revestidos com bicamada (amostra alf2)

possuim um comportamento semelhante ao superparamagnetismo, e que, as
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nanoparticulas magnéticas revestidas com monocamada (amostra alfl) apresentam

um comportamento spin-glass.

Esses resultados estdo em concordancia com os dados obtidos de medidas
magnéticas DC, apontando uma forte interacéo particula-particula nas nanoparticulas
revestidas com monocamada e uma interagdo particula-particula insignificante nas
nanoparticulas revestidos com bicamada. Este resultado foi associado a maior
distancia entre nacleos magnéticos proporcionada pela espessura do recobrimento da

camada adicional de OE.
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Figura 38. Dependéncia de temperatura da componente real (x') da susceptibilidade AC variando a
frequéncia para a amostra alfl (painel esquerdo). A seta indica o deslocamento do maximo (Tm) a
medida que a frequéncia aumenta. A insercéo (lado esquerdo) mostra o grafico x" vs. T. No lado direito

mostra-se o gréfico log(7 ) vs. log (T, /Tg -1); alinha vermelha sélida representa o melhor ajuste linear
de acordo com a Eq. (29).

A dependéncia com a frequéncia do maximo das curvas X' vs. T foi
adicionalmente analisada usando a lei Arrhenius dada por:

r=rexp(EalkgT) (28)
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Onde 7=1/w é o tempo de relaxamento, 7, € um tempo caracteristico (os

valores comuns na faixa de 10° a 103 s) e Ea é a barreira de energia. Considerando
0 pico da susceptibilidade como a temperatura de congelamento (Ts), pode-se estimar

os valores de Ea/ ks e 7,. Os dados experimentais no grafico In(r) vs. 1/T; mostrado

na figura 34 (painel direito) mostra uma tendéncia linear e o ajuste com a relagéo de

Arrhenius fornece valores de Ea / kB ~ 9925 K e 7, ~ 1x10%° s para a amostra alfl e

Ea / kB ~ 1369 K e 7, ~ 1x101® s para a amostra alf2. O valor 7, obtido para a

nanoparticulas revestidas com bicamada atinge valores esperados para sistemas

superparamagnéticos 8, enquanto que o valor 7, obtido para a amostra de alfl é

fisicamente inaceitavel, resultado que é consistente com a andlise de parametros de
Mydosh apresentada acima e reforgca 0 comportamento spin-glass para a amostra alfl.
Uma andlise adicional dos dados experimentais da susceptibilidade AC para as
nanoparticulas recobertas com monocamada (amostra alfl) pode ser obtida usando a

chamada Lei da escala dinamica dada por 8’

A

=1, _I_——l (29)

9

T, representa o maximo na curva x' vs. T, Zv € o expoente critico dinamico, 7,

€ o tempo de relaxagdo microscopico e T, & a temperatura de transicdo. Um

comportamento linear foi obtido no grafico log-log como se mostra no painel direito da

Fig. 35. O ajuste linear forneceu um T =87 +2 Ke zv =9 + 4. O valor de zv €

consistente com os valores reportados para sistemas spin-glass (zv 8 - 10) e confirma

0 comportamento spin-glass nas nanoparticulas recobertas com monocamada?®® 189,

As mudancas observadas nas propriedades magnéticas nas nanoparticulas
recobertas com bicamada em relacdo as nanoparticulas recobertas com monocamada
sdo atribuidas ao recobrimento bem sucedido das nanoparticulas com OE (segunda
camada) logo acima da camada de AO (primeira camada). No entanto, a interacéo
particula-particula é fortemente enfraquecida nas nanoparticulas recobertas com
bicamada, levando a relaxacdo superparamagnética das particulas individuais de

dominio Unico, em consisténcia com o observado na tendéncia das curvas FC. Na
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regido de temperaturas baixas, a curva FC das nanoparticulas recobertas com
bicamada mostra um aumento sistematico quando a temperatura é diminui (ver Figura
34a), refletindo o modelo de bloqueio individual; no entanto, na curva FC das
nanoparticulas recobertas com monocamada se observa uma tendéncia de saturagéo,

j& que as particulas interagem fortemente.

4.8 Espectroscopia Mdssbauer

Com o intuito de determinar as propriedades hiperfinas nas amostras com uma
e duas coberturas foram realizadas medidas de espectroscopia Mdssbauer somente
nas amostras da segunda série (alfl e alf2). As Figuras 39 e 40 apresentam 0s
espectros obtidos a 77K. Como pode ser observado na Figura 39 para amostra com
recobrimento de AO (alfl), o espectro fica bem ajustado utilizando-se dois sextetos
magnéticos e um dubleto quadrupolar. Os parametros hiperfinos obtidos do ajuste sdo
listados na Tabela 5. Os campos hiperfinos e desvios isomeéricos sugerem
componentes relacionadas com a presenca de Fe®* e Fe?*, uma vez que espera-se

um campo hiperfino menor e desvio isomérico maior para o ion ferroso.

Esses valores dos parametros hiperfinos estdo em concordancia com reportes
para o tipo de material presente no ndcleo (magnetita)®°. Adicionalmente, a presenca
do dubleto esta relacionada a fracédo de ions de Fe que em 77 K ja se encontram em
estado superparamagnético (~3%). A presenca maioritaria de ions no estado
bloqueado (~97%) em 77 K esta em concordancia com os resultados obtidos nas
medidas magnéticas nas quais se determinou que acima da temperatura de 80 K,

visto que o sistema esta num estado superparamagnético (Figura 34).

Na Figura 40 mostra-se o0 espectro para a amostra de nanoparticulas de
magnetita recobertas com dupla camada (alf2), também obtido a 77 K. O espectro foi
bem ajustado com um sexteto magnético e um dubleto quadrupolar. A inclusdo de um
segundo sexteto no ajuste ndo foi possivel devido a que sua contribuicdo € muito
peguena comparada com a razédo sinal/ruido. Os parametros hiperfinos obtidos do
ajuste sao listados na Tabela 5. Neste caso, a fracdo de ions de Fe no estado
superparamagnético aumentou consideravelmente para ~49% e, por conseguinte, a

fracdo de ions no estado bloqueado caiu para ~51%, em perfeita concordancia com o
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observado nas medidas magnéticas. Adicionalmente, ndo se determinou evidéncias
da presenca de outras fases de 6xido de Fe, o que esta em concordancia com 0s

resultados obtidos por DRX.
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Figura 39. Espectro Mdssbhauer para a amostra de nanoparticulas recobertas com AO (alf1) mostrando
0 ajuste realizado com dois sextetos e um dubleto (linhas continuas).
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Figura 40. Espectro Méssbauer para a amostra de nanoparticulas recobertas com AO+OE (alf2)
mostrando o ajuste realizado com um sexteto e um dubleto (linhas continuas).



78

Tabla 5. Parametros hiperfinos obtidos do ajuste dos espectros a 77 K das amostras de nanoparticulas
de magnetita recobertas com AO (alf1) e AO +OE (alf2).

alf2 alfl
1ro sexteto 51 80
Area espectral (%)
Deslocamento isomérico 6 0,57 (0,13) 0,44 (0,02)
(mm/s)
Campo magnético hiperfino (Bu) 43 (1) 50,0 (1)
Tesla
Desdobramento quadrupolar QS 0,47 (0,22) -0,01 (0,05)
(mm/s)
2dosexteto @ - 17 %
Area espectral (%)
Deslocamento  isomérico (8) = ----- 0,85 (0,07)
mm/s
Campo magnético hiperfino (Bur) - 44,7 (0,6)
Tesla
Desdobramento quadrupolar QS ------- -0,08 (0,14)
(mm/s)
Dubleto 49 % 3%
Area espectral (%)
Deslocamento isomérico 6 0,45 (0,01) 0,16 (0,09)
(mm/s)
Desdobramento quadrupolar QS 0,73 (0,02) 0,33 (0,13)
(mm/s)

A diferenca em contribuicAo magnética (sextetos) e elétrica quadrupolar
(dubleto) determinada nos espectros das alfl e alf2 ndo pode ser atribuida ao efeito
do tamanho ja que o nucleo de ambas amostras possui 0 mesmo tamanho <D>wag ~
7 nm. A explicacdo a este efeito € que devido a presenca da cobertura adicional, as
interacdes entre particulas presentes na amostra com uma cobertura (alfl) foram
fortemente enfraquecidas apds o segundo recobrimento com OE na segunda amostra
(alf2). Isto provocou que a fracdo de ions no estado superparamagnetico aumentasse,
ja que a temperatura de bloqueio média do sistema diminuiu notoriamente apés a
presenca da segunda cobertura. Este resultado estd em concordancia com os
resultados obtidos por medidas magnéticas e evidencia o sucesso alcancado no

recobrimento das nanoparticulas com dupla camada.
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4.9 Testes in vitro (viabilidade celular)

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi executado com o intuito de observar se as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com OE apresentam efeitos citotoxicos
nas células em diferentes concentracdes e verificar se apresentam dose-dependéncia
no tempo (Figuras 41 e 42). Para este estudo foram escolhidas as amostras com

bicamada.

As células da linhagem usadas foram as NIH-3T3, as que foram tratadas com
nanoparticula de magnetita recobertas com AO e OE (amostra alf2), chamadas de
funcionalizada, e nanoparticula de magnetita recobertas somente com AO e seus
respectivos controles nas concentracdes de 0,390625 pug/mL; 0,78125 pug/mL; 1,5625
pg/mL; 3,125 pg/mL; 6,25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 200
pHg/mL nos tempos de 24 h e 72 h. Foi utilizado como controle agua ultrapura (H,0),
representando 100% da viabilidade. Foi possivel observar que as nanoparticulas
funcionalizadas em ambos os tempos (24 e 72 h) apenas apresentaram resultados
citotoxicos significativos na viabilidade celular nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL
(Figs. 41 e 42).

Os controles (nanoparticulas sem OE, OE + Tween 80 e Tween 80) também
apresentaram toxicidade nas concentracfes acima de 100 pg/mL, nos dois tempos
testados. O OE diluido em etanol na concentracdo de 200 pg/mL no tempo de 72 h
(Figura 42) néao foi tdo téxico quando comparado com 0s outros controles, no mesmo
tempo. No tempo de 24 h (Figura 41), na regido de concentracdes de 0,39 a 3,12
pHg/mL as nanoparticulas funcionalizadas com OE e sem OE apresentaram aumento
significativo de cerca de 20% na viabilidade celular das células NIH-3T3. Enquanto no
tempo de 72 h, apenas na concentracdo de 0,39 pg/mL, as nanoparticulas
funcionalizadas e nanoparticulas sem OE apresentaram aumento significativo de

aproximadamente 17% na viabilidade celular.
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Figura 41. Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células fibroblasto murino normal (NIH-3T3)
submetidas a diferentes concentrages de nanoparticulas funcionalizadas (Nanoparticulas
funcionalizadas com OE), nanoparticulas sem OE, OE+ Tween 80 (OE com tensoativo Tween 80), OE
+ Etanol (OE diluido em etanol e H20), Etanol (Etanol diluido em H20), Tween 80 (Tensoativo Tween
80 diluido em H20) comparando-os com o controle agua (H,O) por 24 h. Apresentacdo da média e
desvio padréo.
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Figura 42. Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células fibroblasto murino normal (NIH-3T3)
submetidas a diferentes concentracdes de nanoparticulas funcionalizadas (Nanoparticula
funcionalizadas com OE), nanoparticulas sem OE, OE + Tween 80 (OE com tensoativo Tween 80), OE
+ Etanol (OE diluido em etanol e H20), Etanol (Etanol diluido em H20), Tween 80 (Tensoativo Tween
80 diluido em H20) comparando-os com o controle 4gua (H,O) por 24 h. Apresentacdo da média e
desvio padrao.
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Os resultados obtidos, estdo em concordancia com resultados reportados na
literatura (ver Tabela 6) para doses menores a 100 yg/mL, onde foram utilizadas
nanoparticulas de magnetita em concentracbes similares as usadas neste trabalho
(Figuras 41 e 42), obtendo-se uma viabilidade celular préxima a 90%. Outro fator que
pode ter influenciado na baixa toxicidade para as nanoparticulas recobertas com OE
€ a carga superficial negativa (resultado obtido via medidas mediante Potencial Zeta),
devido a que as nanoparticulas carregadas negativamente tém menos interacdo
celular devido a carga negativa da membrana celular e tem um efeito menos toxico

guando comparadas as nanoparticulas carregadas positivamente!®L.

Tabla 6. Viabilidade celular utilizando nanoparticulas de 6xido de Fe.

Tipo de Tipos de Doses usadas Tempo utilizado % viabilidade Referéncia
nanoparticulas célula testada pug/mL (Horas) celular

Oxido de Fe CP3 humana 42-126 24 ~90 192
Fe304-Zn0O NIH3T3 50 24 >50 193
Fes0, NIH3T3 50 - 100 24-48-72 ~90 194

Alf2 NIH3T3 <50 24-72 >90

Adicionalmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade in vitro para a amostra
M2, também com bicamada. Isto com o intuito de avaliar efeitos citotoxicos nas células

em diferentes concentragGes (Figura 43).
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Figura 43. Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células fibroblasto murino normal (NIH-3T3)
submetidas a diferentes concentracdes de nanoparticulas funcionalizadas com OE (M2), &gua milli Q
(CTRL) e agua milli Q + Tween 80 (CTRL TWEEN 80) por 24 h. Apresentacdo da média e desvio
padréo.
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Neste caso, foi possivel observar que os efeitos citotéxicos sdo evidenciados
para doses acima de 21,5 pg/mL, onde a porcentagem da viabilidade celular foi menor
a 50%. A menor porcentagem de sobrevivéncia das células foi para doses de 42,25
pHg/mL e 50 pg/mL. Como se observa, a amostra M2 apresentou maior efeito de morte
celular (menor viabilidade celular) quando comparada a amostra alf2. Isso pode ser
atribuido as condic¢des de preparacdo das amostras para o teste MTT, ja que devido
as condi¢cBes mais densas de amostra M2, dificultou a diluicdo no cultivo de células e
teve que ser usado maior quantidade de Tween 80, para conseguir homogeneizar a
solucéo. Ja no caso da amostra alf2, devido ao processo de lavagem realizado (Ver
secao 3.3), foi retirado 0 exceso de AO sobre a superficie das nanoparticulas, com
isso diminui-se a quantidade de Tween 80 para conseguir diluir as nanoparticulas
recobertas com OE na solucgéo para realizar o teste MTT.

4.10 Resultados do teste de toxicidade aguda

Para a avaliacdo de toxicidade aguda foi usada somente a amostra com
bicamada, na qual observou-se maior qualidade no recobrimento com OE (amostra
alf2). O grupo de animais que recebeu (via gavagem, sob acdo de campo magnético
externo), a dose de 50 pg/ml de amostra alf2, nos primeros 30 minutos (mencionado
na secdo 3.12), tiveram uma alteracdo na atividade motora, mostrando um
comportamento quase estéatico, sem piscar os olhos. Depois de 2 h, o grupo mostrou
um comportamento com maior atividade motora, respondendo a estimulos externos
de forma limitada, mantendo esse comportamento até por 8 h depois da administracéo

da dose recebida. Apos 24 h se observou um comportamento normal nos animais.

Para o grupo que recebeu a dose de 25 ug/ml, nos primeiros 30 minutos,
observou-se atividade menos estatica quando comparado ao grupo que recebeu 50
Mg/ml. Apds 2 h o grupo respondeu aos estimulos externos e apos 8 h se observou
um comportamento normal até completar as 24 h (Figura 44). Ambos os grupos foram
comparados ao grupos que recebeu solucdo tampéo fosfato salina (PBS). Dessa
forma, pode-se afirmar que na dose de 25 ug/kg o0s animais apresentarama menos
alteracdo no comportamento. Essa informacdo torna-se relevante para se ter um

referencial das doses a serem utilizadas em futuros testes in vivo.
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Figura 44. Avaliacdo da toxicidade aguda em diferentes doses da amostra alf2.

Posteriormente, foram coletados os estdmagos dos animais para uma avaliacao
do aspecto apos o tratamento. Observou-se uma aparéncia normal na cor e textura
do estdbmago para os animais que receberam a solucdo PBS. Para os animais que
receberam 25 pg/mL da amostra alf2, o aspecto foi de uma cor mais escura que o
grupo anterior, porém com uma textura similar. O grupo que recebeu 50 pug/mL da
amostra alf2, apresentou uma coloracdo mais escura que 0s grupos anteriores. Com
o intuito de verificar se as nanoparticulas foram ser retidas no estbmago dos animais,
estes 6rgaos foram lavados com solucédo PBS e colocado em um becker, sob acdo de

campo magnético (ver Figura 45).
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Figura 45. Estdmagos de animais que receberam amostra alf2 a) solugdo PBS, b) 25 ug/mL, c¢) 50
pg/mL. Avaliagao da resposta magnética do contetdo dos estdbmagos dos animais apds serem lavados
com PBS e colocados sob campo magnético externo.
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Verificou-se que o residuo do material que foi coletado apds lavar os estbmagos
dos animais de ambos o0s grupos que receberam a amostra alf2 apresentaram
resposta magnética sob a influéncia de um campo magnético a uma distancia préxima
de 2 cm. Isso sugere, fortemente que a amostra alf2 pode ser usada para realizar

testes in vivo, vislumbrando aplicacBes no tratamento de Ulceras gastricas.



CAPITULO 5
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5. Conclusdes e perspectivas

Foram sintetizadas com sucesso hanoparticulas magnéticas recobertas com &cido
oleico (OA), (FesOs@AO), (amostra M1 e alfl) usando o método de Decomposicdo
Térmica. Usando 6leo essencial (OE) extraido da planta nativa da Amazénia Croton
cajucara Benth (CCB) foram produzidas com sucesso amostras recobertas com uma
camada de AO e outra camada de OE (Fe3O4s@AO/OE), (amostras M2 e alf2). Os
resultados indicaram que a amostra alf2 apresentou melhor recobrimento com OE

como resultado do processo da lavagem realizado na amostra alf1.

A caracterizacao estrutural via DRX confirmou a formacgéo da fase de magnetita sem
a presenca de outras fases cristalinas para as amostras recobertas com AO (M1 e
alfl) cujos tamanhos médios foram de ~ 10 nm e ~ 8 nm, respectivamente. Através
da analise de imagens MET se determinou a formacdo de nanoparticulas de forma
guase esférica. Foram determinados tamanhos médios de 10,5 nm e 8,5 nm para as
amostras M1 e alfl, respectivamente. Apds o segundo recobrimento, os tamanhos
aumentaram em ~ 30% (3,2 nm) e ~ 19% (~ 1,6 nm) para as amostras M2 e alf2,

respectivamente.

Andlise de dados obtidos por TGA mostraram uma reducéo do teor de AO na amostra
M2 (67,5 %) quando comparado com o teor de AO na amostra M1 (93%), o que foi
atribuido a forte interacéo entre as duas camadas de revestimento proporcionando a
mudanca de ligacdes quelante monodentada para bidentada nos grupos carboxilicos.
Além disso, os resultados de TGA revelaram o desprendimento de OE em ~ 50 °C,
mantendo a integridade do recobrimento de AO até ~ 380 °C, para as amostras M2 e
alf2.

Os resultados de medidas de magnetizacdo indicam que a forte reducdo da
magnetizacdo de saturacdo observada na amostra M2 com relacdo a amostra M1
pode estar associada ao enriqguecimento superficial de ions ferrosos em estado de
baixo spin na superficie das particulas provocado pelas distorcbes nos sitios
octaédrico e tetraédrico. A analise dos dados de M vs T indicam um valor da
temperatura de bloqueio de Tg ~ 210 K para a amostra M1, o que sugere a ocorréncia

de fortes interacdes particula-particula.
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J& para a amostra M2, verificou-se que a temperatura de bloqueio é de Tg ~ 35 K. Isto
indica que as interagfes particula-particula foram reduzidas significatimente, apds o
recobrimento adicional, como resultado do aumento da distancia entre nucleos
magnéticos vizinhos em compara¢ao com a amostra recoberta somente com AO. Este
valor de Tg ~ 35 K obtido experimentalmente para a amostra M2, esta proxima do
valor estimado de relagéo Ts = KerrV/25kg (~ 30 K).

Por outro lado, as medidas magnéticas DC para a amostra recoberta com AO da
segunda série (alfl) mostraram que o sistema se encontra em estado bloqueado em
5K e no estado superparamagnético em 300 K; as curvas ZFC/FC indicam um
recobrimento mais eficiente do que a amostra M1 da primeira série, também com
recobrimento de AO. A anélise de lagos de histerese em varias temperaturas revelou
a ocorréncia de um comportamento tipo spin-glass (CG) em baixas temperaturas e
superparamagneético (SP) naregido de T > 80 K para a amostra alf1. Ja para a amostra
recoberta com camadas de AO e OE (alf2), os resultados revelaram um
comportamento de estado bloqueado (BS) consistente com particulas que nao
interagem para T< 40 K. Acima desta temperatura, o0 sistema apresenta um
comportamento SP. As medidas de susceptibilidade AC em baixas temperaturas
confirmaram a ocorréncia do comportamento tipo spin-glass na amostra recoberta
com AO e um estado BS na amostra recoberta com camadas de AO e OE. A
mudanca drastica na resposta magnética na amostra alf2, com relagéo a amostra alf1,
foi atribuida ao recobrimento bem sucedido realizado com OE sobre a camada de AO,
0 que enfraqueceu consideravelmente as interacdes particula-particula, responsaveis
pelo comportamento tipo spin-glass, determinado na amostra recoberta somente com

camada de AO.

Resultados de toxicidade aguda in vivo, obtidos para a amostra alf2, indicam que o
sistema ndo apresenta efeitos téxicos para doses abaixo de 25 pug/mL. Além disso,
verificou-se que houve retencéo das nanoparticulas no estbmago dos animais usando
campo magnético externo. Estes resultados mostraram que a amostra alf2 apresenta
um alto potencial para aplicacbes biomédicas, como para tratamento de Ulceras
gastricas, usando as nanoparticulas como carregadores de OE e assistida por campo

magnético externo.
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Como resultado da pesquisa feita, surgiram os seguintes trabalhos futuros:

e Otimizar o processo de funcionalizacdo utilizando-se outros reagentes que
promovam caracteristicas hidrofilicas, ampliando as rotas de administracéo da
solucdo das nanoparticulas magnéticas.

e Avaliar o efeito de toxicidade in vitro para diferentes concentragdes em culturas
de células de tecido do estbmago.

e Avaliar o efeito antiulcerogénico das nanoparticulas recobertas com OE,
usando modelos de testes em animais, com Ulceras induzidas por etanol.

e Testar outras alternativas, no uso de campos magnéticos externos, que
permitam aproveitar as propriedades superparamagnéticas do nucleo, com o

intuito de direcionar e reter as nanoparticulas em orgaos de interesse.
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Anexos (Técnicas de caracterizacao)

Nessa secédo serdo descritos em forma sucinta os principios fundamentais das

diferentes técnicas de caracterizacdo usadas neste trabalho.

1- Difracéo de raios-X (DRX) e método de Rietveld

Os raios sdo ondas eletromagnéticas de elevada energia, com comprimento de
onda entre 10 e 0,01 nm, encontrando-se no espetro eletromagnético entre os raios
gama e ultravioleta. A Difracdo de raios-X € um fendbmeno fisico que ocorre quando
um feixe de elétrons com um determinado comprimento de onda semelhante a
distancia interplanar dos atomos, interage com uma substancia cristalina. A Difracéao
de raios-X é baseada na dispersédo coerente do feixe pela matéria e pela interferéncia
construtiva de ondas que estdo em fase que estdo dispersas em determinadas

direcdes do espaco®.

Os raios-X podem ser produzidos por diferentes processos que permitem a
obtencao de raios-X monocromaticos; aqui, os elétrons desacelera apés colisdo com
um metal de referéncia, geralmente cobre (Cu). Se um elétron que gera os raios-X
contém energia suficiente, é capaz de separar um elétron da camada mais interna do
material cristalino; como consequéncia, os elétrons de niveis de energia mais altos
enchem a vaga, emitindo raios-X ao se nivelarem. A difracdo ocorre apenas em certos

angulos de acordo com a lei de Bragg:

nA =2d,,send (30)

Onde A é o comprimento de onda da fonte de raios-X, 8 € o angulo formado pelo
feixe incidente e os planos cristalinos, n € um namero inteiro e dna € a distancia entre
planos cristalinos (Figura 46). O padrao de difracdo depende da estrutura cristalina da

amostra e dos atomos que a formam.
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Figura 46. Esquema da Difracéo de raios-X pelos planos cristalinos dos atomos, adaptado.'%

Um difractdmetro de raios-X é composto por uma fonte de energia que
geralmente € um anodo rotativo que produz um feixe de raios-X de um certo
comprimento de onda, um monocromador que isola o feixe de raios-X produzido, um
colimador que alinha o feixe de raios-X, um gonidémetro rotativo onde a amostra
cristalina € colocada e que permite posicionar-se em angulos diferentes em relacéo
ao feixe e um detector que é responsavel por registrar ou coletar o padréao de difracéo.
A Figura 47 mostra um diagrama esquematico do difractometro de raios X operado no

modo de reflexao:

Monocromador/colimador

Goniémetro
giratorio

Fonte de
raios-X

1602  Detetor

Figura 47. Diagrama representativo de um difratdmetro de raios-X, adaptado. 1%

Além disso, através desta técnica, o parametro da célula unitaria pode ser

calculado utilizando-se a seguinte equac¢ao para cristais cubicos:
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a
J(? +K% +12)

Ay = (31)

Onde d é a distancia interplanar e pode ser obtido a partir da lei de Bragg, hkl

séo os indices de Miller dos planos cristalograficos e a é o parametro da célula unitéaria.

1.1 Método de Rietveld

O método de Rietveld é utilizado para o refinamento de estruturas cristalinas,
gue pode ser utilizado no tratamento dos dados obtidos a partir da DRX. O refinamento
consiste em ajustar uma curva teérica aos picos da curva obtida experimentalmente,

minimizando a diferenca entre as curvas teorica e a experimental utilizando-se método

de minimos quadrados!®” 1% onde a fungdo de minimizagdo F, é dado por:
F,=>w(,-1.) (32)

Onde |, é a intensidade medida no iésimo passo, |, representa a intensidade

C

calculada para o mesmo dado, multiplicada por um fator de ponderagdo w=1/1,.

Para um refinamento seja efetuado com sucesso, os dados experimentais devem ser
de boa qualidade, o incremento do &ngulo 26, e devem ser fornecidos parametros
gue sejam similares com a estrutura ideal (posi¢cdes atbmicas, numero de ocupacao,
parametros d e rede e grupo espacial), pois a partir desses dados sera realizado o

ajuste.

1.2 Microscopia eletrénica de transmisséao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissédo (MET) é uma técnica importante para a
caracterizacdo morfolégica das amostras. Na Figura 48 € mostrado um diagrama
esquematico dos principais componentes do modo de funcionamento de MET. A fonte
de emissdo é um feixe de elétrons, onde geralmente é utilizado um filamento de
tungsténio para gerar os elétrons utilizando emissédo termo-iénica. A temperaturas
encima de 2700 K, o filamento de tungsténio emite uma grande quantidade de
elétrons, onde sdo acelerados através de uma elevada diferenca de potencial. O feixe
de elétrons produzidos sdo magnificacdo por lentes condensadores e tendem a

acelerar para formar um feixe paralelo.
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Figura 48. Representagéo das partes de um microscopio eletrdnico de transmisséo.

As diferentes técnicas de microscopia eletronica sdo baseadas na analise dos
efeitos que os elétrons produzem em uma substancia quando eles interagem sobre
ela. Um resumo desses efeitos é mostrado na Figura 49. Sistemas de deteccéo

adequados para cada um dos processos permitem obter informacdes sobre a amostra

. Feixe incidente

Eletréns retro
espalhados coerente
elasticamente
incoerentes

\ da amostra

Amostra
Eletrons

Eletrons Feixe ©spalhados
espalhados direto  inelésticamente
elasticamente incoerentes
coerentes

Eletréns secundarios

Eletréns
espalhados
elasticamente
incoerentes

Figura 49. Efeitos produzidos sobre uma amostra quando é atingida por um feixe de elétrons.
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2. Espectroscopia infravermelho (FTIR)

A técnica da espectroscopia infravermelha (IR) tem por objetivo a identificacao
de diversos tipos de enlace, assim como a presenca de grupos funcionais especificos
gue formam parte do composto estudado, a partir da designacéo de frequéncias na
regido de infravermelho que produz a vibracdo de tensdo ou a deformacdo dos
enlaces implicados. Essa técnica baseia-se na interacdo da radiacdo infravermelha
com as vibracdes e rotacfes das moléculas. Um espectro de absorcdo é obtido
guando a radiacdo Através sa a amostra e pode ser determinada a radiacdo incidente
gue é absorvida por uma energia particular. Cada grupo ou molécula atdmica tem um
espectro de absor¢do caracteristico e € composto por diferentes bandas de absorcéo,
cada uma delas relacionada a um tipo especifico de ligacéo (caracterizada pela forca

de ligacdo e pelos atomos que a formam) e sua maneira de vibrar?®,

Outra condicao que deve ser cumprida para que uma transicéo vibracional seja
efetiva no espectro infravermelho é que deve haver uma mudanca neta no momento
dipolar da molécula ou grupo atémico, isto €, no espectro infravermelho nao é possivel
registrar os modos de vibracdo de moléculas diatdmicas formadas pelo mesmo atomo,

como por exemplo Hz e N2. (Figura 50).
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Figura 50. Resumo das absor¢fes de enlaces em moléculas organicas.
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3. Andlises térmica (TGA)

A analise TGA fornece uma medida quantitativa de qualquer tipo de peso

associado as transicbes induzidas termicamente. Pode registrar diretamente a

variacao de massa em funcéo de temperatura ou tempo para transicdes que envolvem

desidratacéo ou decomposicéo. A variagdo de massa pode ser uma perda de massa

ou um ganho de massa?®’. Algumas das vantagens que fornece essa técnica sdo:

A amostra pode ser estudada em uma ampla gama de temperaturas que fazem
uso de varios programas de aquecimento.

Admite que a amostra estd em estados de agregacdo suficientes variados
(fluidos, géis, solidos, entre outros.).

E necessaria uma quantidade relativamente pequena de amostra.

Permite o controle da atmosfera utilizada durante os experimentos

E importante mencionar alguns varios fatores que influenciam durante as

medidas de termogravimetria, entre os mais importantes estao:

Fatores instrumentais: velocidade de aquecimento do forno, atmosfera,
geometria do cadinho e forno, composicéo do cadinho, velocidade de aquisicédo
de dados e sensibilidade do mecanismo aquisicao.

Fatores especificos da amostra: quantidade de amostra, solubilidade da mostra
nos gases separados, tamanho de particula, calor de reacdo, grau de
embalagem, natureza da amostra e condutividade térmica.

Fontes de erro especificas da técnica: efeito de flutuacado, efeito do forno

(conveccéo, turbuléncia) e erros na medicao da temperatura.

4. Espalhamento de luz dinamico (DLS)

A técnica de Espalhamento de Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering — DLS)

€ utilizada para obter informacéo diametro hidrodinamico (Dh) das particulas. O DLS

mede movimentos brownianos e os relaciona ao tamanho das particulas. Particulas

maiores irdo se movimentar mais lentamente que particulas menores, se a
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temperatura for a mesma. Considerando que 0 movimento aleatério das pequenas
particulas em um fluido € consequéncia dos choques das moléculas do fluido nas
particulas, definido como “Movimento Browniano” e que modula o sinal de luz
espalhada 2%, A técnica DLS utiliza um laser monocromético coerente com um
comprimento de onda de 660 nm como fonte de luz, o qual converge na amostra por
uso de uma lente de focalizacdo. Posteriormente, a luz é espalhada pelas particulas
em todos os angulos, as flutuagdes de intensidade da luz espalhada sao convertidas
em pulsos elétricos, os quais sdo alimentados a um correlacionador digital que gera
uma funcao de auto correlacao, a qual se relaciona com o coeficiente de difusdo das
particulas, e este, com o tamanho das particulas. A relacdo entre o tamanho da
particula e sua velocidade devido ao movimento Browniano € definida pela equacao
de Stokes-Einstein:

kT
67D

(33)

D,

Onde DH representa o diametro hidrodinamico, k é a constante de Boltzmann, T
€ a temperatura absoluta e D o coeficiente de difusdo translacional (velocidade do
movimento Browniano medida). Este coeficiente de difusdo pode ser convertido para
diametro hidrodinamico (DH) utilizando-se a equacdo de Stokes-Einstein 2%, Dessa
forma os resultados de uma analises utilizando-se DLS s&o apresentados como uma
distribuicdo de intensidade de espalhamento, do nimero de particulas ou do volume
das particulas em funcdo do diametro (ou raio) das particulas. Dessa forma se as
particulas que estdo sendo medidas tém um tamanho pequeno, a funcdo de
correlacdo cai rapidamente (evidéncia do movimento rapido das particulas). Por outro

lado, se as particulas sé@o grandes, a funcao de correlacdo decai lentamente.

5. Magnetometria AC e DC

As medidas magnéticas de susceptibilidade podem ser realizadas em AC e DC
utilizando-se um Dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID). Os
magnetémetros tipo SQUID sdo muito sensiveis e permitem a deteccdo de campos
magnéticos (2,067x10*> Wb) de fluxo magnético. Esses magnetdmetros s&o
constituidos por um sensor para a medicdo de momentos magnéticos sob diferentes
condicdes experimentais (temperatura, frequéncia, entre outros.) e com base no qual

tanto a magnetizacdo M como a susceptibilidade x sdo obtidas. Basicamente, esse
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dispositivo consiste em dois modulos principais: O "dewar" juntamente com a sonda
criogénica e o console de controle associado. O "dewar" consiste, de fora para dentro
de uma tela de vacuo, um recipiente com hélio liquido com sua respectiva sonda
criogénica; que € integrado por um iman supercondutor com um sistema de deteccao
e um sistema de controle de temperatura de alto desempenho para proporcionar uma

precisdo rapida onde podem ser realizadas medidas numa faixa de temperatura entre
1,7 e 400 K (Figura 51).
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Figura 51. Esquema do magnetémetro tipo SQUID.

Para obter a medida do momento magnético da amostra, este é colocado entre as
bobinas de deteccéo, vibrando a uma frequéncia e amplitude caracteristica. Aplicar
um campo magnético perpendicular (no caso do eletroima) ou paralelo (para bobina)
ao movimento da amostra gera uma mudanca de fluxo magnético de acordo com a lei

de Faraday:

v,=n92 (34)

d¢

Onde V, é o voltagem induzido, N representa o nimero de voltas da bobina e ot éa

mudanca de fluxo, sendo esse Ultimo quem gera uma forca eletromotriz nas bobinas
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de deteccdo que é proporcional ao momento magnético da amostra 2%, Dessa forma
€ possivel obter informacdo da resposta magnética (m), magnetizacdo de saturacao
(ms), o valor de seu campo coercivo (Hc), a susceptibilidade (x), magnetizacéo
remanente (Mr) e temperatura de bloqueio (Tg) ao aplicar um campo magnético (H)

da amostra analisada.

6. Espectroscopia Mossbauer (EM)

A técnica de espectroscopia Mossbauer estd baseada na emissdo e absorcéo
ressonante de raios gamma, ela é uma técnica muito sensivel devido a elevada
energia e as extremadamente estreitas larguras de linha dos raios gamma. A radiagéo
gamma é gerada a partir de uma fonte de °’Co metaestavel que por decaimento

nuclear passa ao estado metaestavel >’Fe (Figura 52).
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Figura 52. Radiacdo gama obtida de uma fonte de *’Co metaestavel.

Para que o efeito de Mossbauer aconteca deve existir absorcdo ressonante da
radiacdo gamma, por isso e imprescindivel que néo exista recuo por parte do atomo
emissor da radiacdo ou absorvente que possa levar a uma perda da energia da
radiacdo?®. Essa energia de recuo é inversamente proporcional a massa do corpo
absorvente (ou emissor) como € expressada ha seguinte equacao:
_E/
" 2Mc?

(35)
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Onde Ey é a energia da radiacdo y, M é a massa do corpo que absorve ou emite

radiacdo e c é a velocidade da luz. A absorcao ressonante nuclear pode-se quebrar

pela interagdo do atomo com seu entorno (chamadas interacdes hiperfinas), porém

pode-se restabelecer modulando a energia dos fétones gamma pelo efeito Doppler,

em outras palavras, movimentando a fonte a uma determinada velocidade (1 mm/s =
4,8x10°8 eV).

As interacdes hiperfinas sao trés: O deslocamento isomérico (8), a interacao elétrica

quadrupolar (AEg) e a interacao dipolar magnética.

Deslocamento isomérico (8): E a interacdo eletrostatica entre a distribuicio da
carga nuclear e aqueles elétrons que possuem certa probabilidade de penetrar
no nucleo. Dessa forma, sua magnitude dependera do tamanho do nucleo
(diferente no estado fundamental e excitado) e da densidade eletronica.
Apenas para os elétrons S a densidade de probabilidade de estar no nucleo é
apreciavel. Com consequéncia dessa interacdo € produzido um certo
deslocamento relativo dos niveles nucleares. O deslocamento isomeérico esta
relacionado com as densidades eletrdnicas no nucleo. A magnitude do
deslocamento isomeérico fornece informacgéo sobre: o estado da carga do atomo
considerado, seu entorno cristalografico, covaléncia, estado do spin, entre
outros.

Interacdo quadrupolar elétrica (AEg): Ela esta presente quando a distribuicao
de carga ao redor do nacleo ndo possui simétrica esférica e dito nucleo esta
num estado de spin (I=21), existe uma interacao eletrostatica entre 0 momento
guadrupolar (Q) do nucleo e o gradiente de campo elétrico (GCE) criado pela
distribuicdo de cargas em seu entorno. Em consequéncia, 0s niveis nucleares
sofrem um deslocamento energético e uma quebra parcial de sua
degeneracdo. A GCE contem informacado da configuracéo eletrénica do atomo,
assim como da distribuicio de cargas (ions) em seu entorno
guimico/cristalografico.

Interacdo dipolar magnética: Um atomo com uma camada eletronica
incompleta possui um certo momento paramagnético e gera um campo
magnético Brr N0 nulcleo que interaciona com o momento dipolar magnético

nuclear. Como consequéncia dessa interacdo se produz o efeito Zeeman



117

nuclear e sdo desdobrados os niveis | nucleares segundo o valor de m; das
componentes de | ao longo da diregcao de Bnt. A aplicagao das regras de selegcao
apropriadas conduz a existéncia de seis possiveis transi¢cdes entre o estado
fundamental (1=1/2) e o excitado (I=3/2). Dessa forma outorgando velocidades
adequadas a fonte pode-se observar as seis transicfes e deduzir o valor do
campo magnético Br. Num material paramagnético por exemplo, acima da
temperatura de ordem, o vetor By adopta distintas orientagdes no espaco e sua
média é nula, em consequéncia as seis linhas do espectro magnético hiperfino

colapsam numa unica linha.
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