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Figura 42- Estrutura idealizada do DDM objeto dessa Tese. A estrutura DDM deve
ser observada como nanocépsulas de terceira geracdo, uma vez que incorpora em
uma Unica estrutura nanoparticulas magnéticas, quimioterdpicos e marcadores
tumorais fluorescentes. Nesse caso, encontra-se ilustrado na Fig. 1(A) através de
uma imagem idealizada a natureza anfifilica do DDM onde os filamentos
representam as cadeias do PGLD. Em (B) representa-se a estrutura vesicular do
lipossoma. A estrutura (C) representa o nucleo arborescente de PGLD contendo
nanoparticulas magnéticas e o agente quimioterapico. Em (D) estéo representados 0s
receptores tumorais e marcadores luminescentes
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amoniacal, (D) condensador de refluxo
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Manta aquecedora, (3) Termopar, (4) Aquecedor, (5) Trap do condensador, (6)
Condensador, (7) Trap fria, (8) Cilindro de nitrogénio gasoso, (9) Bomba de vacuo.
TIC = controlador de poténcia (TRIAC).

Figura 47- Espectros de RMN do PGAg4 utilizado nesse trabalho. A analise foi
efetuada a temperatura ambiente (25 °C), utilizando-se como solvente D,O. A
analise foi efetuada no ICTP-CSIC/Madri-Espanha

Figura 48- Conjugacdo do fluoroforo Cy-5 (B) na estrutura do PGAg-YFeAl (A)
para obtengdo do PGAgs-YFeAl-Cy5 (C)

Figura 49- Curva de calibragdo do padréo para quantificacédo de CXB. A equacéo da
reta é dada por: A251nm = 0,071.C + 0,020 (r* = 0,9948). Cada ponto foi analisado
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Figura 50: Esquema magnético para aquecimento de solu¢do com nanoparticulas

Figura 51: Nanoparticulas cujo eixo paralelo a dire¢do do campo é um eixo de fécil
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Figura 54: Energia liberada em funcdo da frequéncia de oscilacdo do campo externo
de uma nanoparticula
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baseado no modelo de Lamer.. Cs, Cnmin™ € Cmax - significam concentracdo saturada,
concentracdo minima para nucleacdo e concentracdo maxima para nucleacdo,
respectivamente

Figura 56- llustracdo das partes que comple um equipamento de analise
termogravimeétrica

Figura 57- llustracdo dos componentes principais de um equipamento DSC: a
Referéncia e a Amostra referem-se a cadinhos de aluminio colocados lado a lado
sobre uma base de platina, permitindo assim o fluxo de calor entre a amostra e a
referéncia. O fluxo de calor é medido com o auxilio de termopares, colocados logo
abaixo de cada cadinho

Figura 58- Curvas termogravimétricas (TGA) para Y (acac)s, Al((acac)s, Fe(acac)s e
a mistura dos acetilacetonatos em PGA (A) e do PGA (B). A analise foi efetuada em
atmosfera de nitrogénio (25 mL.min™) e na velocidade de aquecimento de 10
°C.min*. A estequiometria de Me(acac); corresponde & apresentada na parte
experimental

Figura 59- llustracdo do possivel mecanismo de decomposicdo térmica de um
Me(acac)s. Adaptado de [154-155]. Me = Y**, AI** ou Fe**.
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Figura 60- Curvas de DSC para os compostos Al(acac)s (A), Fe(acac)s (C), Y(acac)s

(D) e a mistura ternaria eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s (B).

Figura 61- Diagramas de fase binario das misturas FesAlix(acac)s (A), YAl
x(acac); (B) e YyFeix(acac); (C). S e L representam as fases solida e liquida,
respectivamente. Os pontos A e B representam o ponto de fusdo dos componentes
puros. A linha DD’ representa a linha S-S. O ponto eutético ocorre na fracdo 0,5 (em
mol%).

Figura 62- llustracdo do processo de participacdo do PGA (a) na formacdo de um
composto de coordenacdo (c) com o fon metalico Me (b). Me = Y**, Fe** e AI*".
Figura 63- llustracdo do processo de crescimento de nanoparticulas de YFeAl nas
cavidades do PGA e estabilizagdo das nanoparticulas formadas.

Figura 64- Curvas termogravimétricas (TGA) de: PGA (A) e do sistema ternario

eutético Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s (B).

Figura 65- Gréficos de Ozawa (A,C) e Kissinger (B,D) para o processo de
preparacdo de nanoparticulas de YFeAl encapsuladas pelo PGA a partir da
decomposicdo da mistura eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y(acac); (C,D) no PGA
(A,B).

Figura 66- llustracdo comparativa dos microscopios oOtico (MO) de transmissao
(MET) e eletrbénico de varredura (MEV).

Figura 67- Microscopia MEV das nanoparticulas de YFeAl utilizando-se as rampas
de aquecimento de 5 °C.min™ (a), 10 °C.min™* (b), 20 °C.min™*(c) e 30 °C.min™* (d).
O patamar de reacéo foi de 120 min em atmosfera de gas nitrogénio (50 mL.min™).

Figura 68- Sinais emitidos por uma amostra como resultado de sua interagdo com
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um feixe eletrénico priméario do MEV.

Figura 69- Micrografia MEV (a) e (b) e, mapeamento elementar para Y/Fe/Al para
analise da distribuicdo das nanoparticulas de YFeAl por espectroscopia de raios X

em dispersdo de energia (EDS).
Figura 70- Distribuicdo do tamanho médio das particulas hibridas de YFeAl
calculado a partir da segmentacdo das imagens MEV com o auxilio do software

ImageJ versao 1.48.

Figura 71- Interacdo das radiacdes eletromagnéticas UV, V, IR e micro-ondas com

moléculas e sua relagdo com os niveis energéticos.

Figura 72- Modos vibracionais da molécula de COx.

Figura 73- Funcdes de potencial para o oscilador harménico ideal (lei de Hooke) (A)
e oscilador harménico corrigido com o potencial de Morse (B) de uma molécula
diatémica.

Figura 74- Principio de funcionamento de um espectrémetro FTIR

Figura 75- Espectro FTIR para o hibrido PGA-YFeAl (A) e PGA (B).

Figura 76- llustracdo simplificada da existéncia de dominios magnéticos em

diferentes escalas de tamanho.

Figura 77- llustracdo dos componentes basicos de um magnetdmetro de amostra
vibrante (MAV) (A) e disposicdo das bobinas de detecgéo (B). O arranjo das bobinas

de deteccdo é feito de tal modo que maximize o sinal induzido e que este seja pouco
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sensivel & posi¢do da amostra

Figura 78- Curvas de magnetizacdo para amostras de PGA-YFeAl.

Figura 79- llustracdo dos componentes principais de um espectrdmetro Méssbauer.

Figura 80- Bandas de emissdo e absorcao de fétons gama (y) de um ndcleo em uma
transicéo de energia £, = E; — E,: Nucleo estatico (a), Nucleo livre (gas) com recuo
(b), Ndcleo com recuo pertencente a uma rede cristalina (c) e, emissdo e absor¢éo

ressonante sem recuo (efeito Mdssbauer) (d).

Figura 81- Niveis de energia do nicleo de °’Fe mostrando as interacdes nucleares do

efeito Mdossbauer.

Figura 82- Niveis hiperfinos do estado fundamental E, e excitado E; do nucleo de
*"Fe ilustrando as transicBes detectadas no espectro Mdsshauer (A). Em (B) esta

representado o espectro Mdssbauer tipico de uma amostra

Figura - 83- Figura 83- Espectro Mossbauer do hibrido YFeAl medido a 298 K (A),
85 K (B) e 125 K (C).
Figura 84- Variacdo da fracdo de nanoparticulas de YFeAl superparamagnéticas com

a temperatura calculado a partir do espectro Mossbauer.

Figura 85- Estrutura idealizada do DDM sintetizado nesse trabalho. A estrutura
DDM deve ser observada como nanocéapsulas de terceira geracdo, uma vez que
incorpora em uma Unica estrutura nanoparticulas de YFeAl, quimioterapicos (CXB)
e marcadores/receptores tumorais. Nesse caso, encontra-se demonstrado na Fig. 1(A)
os filamentos que representam as cadeias do PGA. Em (B) representa-se a estrutura
vesicular do lipossoma. A estrutura (C) representa o nucleo arborescente de PGA

contendo YFeAl e o agente quimioterapico CXB. Em (D) estdo representados 0s
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receptores tumorais (folatos) e marcadores luminescentes (Cy-5).

Figura 86- Dispositivo de microfluidica para a obtencdo de DDM. Adaptado de
[225]. Na ilustracdo foi omitido o sonicador. A velocidade da fase continua foi
mantido em 5,0 mL.h™ e da fase dispersa em 0,1 mL.h™. O diametro interno do
capilar foi de 0,1 mm.

Figura 87- Micrografia MET (A,B), espectroscopia de fluorescéncia (C) e
distribuicdo de tamanhos (D) dos DDM’s obtido nesse trabalho.

Figura 88- Imagem térmica de uma suspensdo de DDM na concentracdo de 100
mg.mL-1 em PGA. A densidade da suspensdo foi de 1,26 g.cm™. O campo
magnético oscilante aplicado nas bobinas foi de 1.10 kA.m™ com frequéncia de 200
kHz. A imagem térmica foi obtida com uma camera de infravermelho (E30, FLIR)

colocada a 50 cm dos tubos de eppendorf que continha a suspenséo.

Figura 89- Ensaio de citotoxicidade de DDM contra células de mamiferos (CHO). O
material utilizado como controle positivo, solucdo de fenol a 0,02%, apresentou
atividade citotdxica extremamente elevada, como ja era esperado. Por outro lado, a
utilizacdo do polietileno de ultra-alto peso molecular (UHWMPE) demonstrou ser
um material ndo citotoxico, o que justifica sua utilizacdo como controle negativo. As
amostras de DDM mostraram comportamento semelhante ao controle negativo
(polietileno), com viabilidade celular superior a 90%, indicando possuir boas

propriedades biocompativeis para utilizacdo na medicina teranostica.

Figura 90- Liberacdo in-vitro de CXB de DDM sem enrigecimento da lamella
lipidica (A) e com enrijecimento da lamela lipidica (B). Os ensaios foram efetuados
em solucdo tampéo PBS, pH 7,4 a 37 °C. Os pontos no grafico representam a média

(n) + desvio padrdo. Nos experimentos n=3.
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RESUMO

A nanotecnologia, associada a agentes antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) e
nanoparticulas magnéticas (NPM) parece ser uma alternativa promissora para a melhora da
efetividade dos farmacos antineoplasicos atualmente utilizados em oncologia. Neste
contexto, este trabalho apresenta os resultados dos estudos fisico-quimico e bioldgico de
magneto-dendrissoma de poliglicerol (MDS) para aplicagdes multimodais na terapia clinica
e diagndstica do cancer. O sistema transportador de NPM e AINES selecionado para esse
estudo foi o dendrissoma magnético (DDM) de poliglicerol arborescente (PGA). Utilizando
a técnica de dispersdo molecular e reducdo in situ de ions metalicos coordenados,
nanoparticulas magnéticas (NPM) de YFeAl foram encapsulada pelo PGA juntamente com
0 celecoxibe (CXB), um AINES com propriedade antitumoral. A fim de se modular a
biodistribuicdo nas células tumorais para a terapia clinica multimodal, o sistema PGA-
YFeAl/CXB foi marcado com o fluoréforo cianina 5 (CY5) e encapsulado em lipossomas
utilizando um dispositivo de microfluidica. O dendrissoma magnético obtido (DDM) e seu
precursor (PGA-YFeAl) foram caracterizados por técnicas espectroscopicas (Mdssbauer e
vibracional-FTIR), térmicas (analise termogravimétrica-TGA, calorimetria exploratoria
diferencial-DSC), microscépicas (microscopia eletrnica de varredura-MEV, microscopia
eletronica de transmissdo-MET e microscopia de fluorescéncia) e mapeamento térmico por
infravermelho. A microscopia MEV evidenciou a obtencdo de nanoparticulas do hibrido
PGA-YFeAl com morfologia esférica e distribuicdo de tamanho médio entre 50 e 70 nm. A
espectroscopia EDS evidenciou uma distribuicdo homogénea dos elementos Y, Fe e Al no
hibrido YFeAl e a espectroscopia FTIR indicou a presenca de PGA na superficie das
nanoparticulas de YFeAl. Os resultados da espectroscopia Mdssbauer permitem inferir que
o sistema PGA-YFeAl possui elevada fracdo de nanoparticulas superparamagnéticas. A
imagem infravermelha das nanoparticulas excitadas por campo magnético oscilante indica
que os DDM’s preparados possuem caracteristicas térmicas promissoras para aplicacdo na
hipertemia magnética. Os ensaios de citotoxidade indicaram que o DDM possui
propriedades de biocompatibilidade adequadas para utilizagdo in vivo. O perfil de liberagdo
do CXB dos DDM’s mostrou-se modulavel através do enrijecimento das lamelas do
dendrissoma. Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica indicam que 0s
DDM’s obtidos nesse trabalho podem ser considerados como um sistema modelo com
potencial aplicacdo na medicina terandstica.

PALAVRAS-CHAVE: Dendrissoma Magnético, Poligliecerol Arborescente, Cancer.

26



ABSTRACT

Nanotechnology, associated with nonsteroidal anti-inflammatory agents (NSAIDs) and
magnetic nanoparticles (MPN), appears to be a promising alternative for improving the
effectiveness of antineoplastic drugs currently used in oncology. In this context, this paper
presents the results of the physical-chemical and biological studies of polyglycerol
magneto-dendrissoma (MDS) for multimodal applications in clinical and diagnostic cancer
therapy. The NPM and NSAID transporter system selected for this study was the
dendrissome magnetic (DDM) of arborescent polyglycerol (PGA). Using the technique of
molecular dispersion and in situ reduction of coordinated metal ions, magnetic
nanoparticles (NPM) of YFeAl were encapsulated by PGA together with celecoxib (CXB),
an anti-tumor-bearing NSAID. In order to modulate biodistribution in tumor cells for
multimodal clinical therapy, the PGA-YFeAl / CXB system was labeled with the
fluorophore cyanine 5 (CY5) and encapsulated in liposomes using a microfluidic device.
The obtained magnetic dendrissome (DDM) and its precursor (PGA-YFeAl) were
characterized by spectroscopic  (Mossbauer and  vibrational-FTIR), thermal
(thermogravimetric-TGA, differential scanning calorimetry-DSC), microscopic (scanning
electron microscopy-SEM , Transmission electron microscopy (TEM) and fluorescence
microscopy) and infrared thermal mapping. SEM microscopy showed the obtaining of
nanoparticles of the hybrid PGA-YFeAl with spherical morphology and distribution of
average size between 50 and 70 nm. EDS spectroscopy evidenced a homogeneous
distribution of Y, Fe and Al elements in the YFeAl hybrid and FTIR spectroscopy indicated
the presence of PGA on the surface of YFeAl nanoparticles. The results of the Mdéssbauer
spectroscopy allow to infer that the PGA-YFeAl system has a high fraction of
superparamagnetic nanoparticles. The infrared image of nanoparticles excited by oscillating
magnetic field indicates that the prepared DDMs have promising thermal characteristics for
application in magnetic hypertemia. Cytotoxicity assays indicated that DDM has suitable
biocompatibility properties for in vivo use. The CXB release profile of the DDMs was
shown to be modulable by stiffening of the dendrissome lamellae. The results of the
physico-chemical and biological characterization indicate that the DDM's obtained in this
work can be considered as a model system with potential application in the teranostica
medicine.

KEYWORDS: Magnetic Dendrissoma, Arborescent Poligliecerol, Cancer.
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APLICACOES DA NANQCIENCIA E NANOTECNOLOGIA NO
TRATAMENTO E DIAGNOSTICO DO CANCER

1.1.  Introdugéo

Com base no documento World cancer report 2014 da International Agency for
Research on Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é inquestionavel
que o cancer ¢ um problema de salde publica, especialmente entre 0s paises em
desenvolvimento, onde é esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na
populagéo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025
[1].

No Brasil, os Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP) fornecem
informacBes sobre o impacto do cancer nas comunidades, configurando-se uma condicao
necessaria para o planejamento e a avaliacdo das acdes de prevencdo e controle de cancer.
Em conjunto com os Registros Hospitalares de Cancer (RHC) e com o Sistema de
Informac&o sobre Mortalidade (SIM) do Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Salde (DataSUS), formam o eixo estruturante para a vigilancia de cancer e para o
desenvolvimento de pesquisas em areas afins.

A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/larc, apontou que,
dos 14 milhdes de casos novos estimados, mais de 60% ocorreram em paises em
desenvolvimento. Para a mortalidade, a situagdo agrava-se quando se constata que, dos 8
milhdes de Obitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos paises [1].

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulmdo (1,8 milh&o), mama
(1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes
foram pulmdo (16,7%), préstata (15,0%), intestino (10,0%), estdmago (8,5%) e figado
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(7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram mama (25,2%), intestino
(9,2%), pulmé&o (8,7%), colo do utero (7,9%) e estbmago (4,8%) [1].

Ainda com base nas informacdes do projeto Globocan, na regido da Ameérica Latina
e do Caribe, estimou-se, para 2012, a ocorréncia de 1,1 milhdo de casos novos de cancer,
sendo os tipos de cancer mais incidentes os de prostata (152 mil) em homens e mama (152
mil) em mulheres. Entretanto, o cancer do colo do uUtero ainda contribui de forma
importante para a carga da doenca em mulheres, figurando como o segundo mais incidente
e como a segunda causa de morte por cancer em mulheres. Dos cerca de 530 mil casos
novos de cancer estimados para os homens, o cancer de prostata foi o mais frequente
(28,6%), seguido pelos céanceres de pulmdo (9,8%), intestino (8,0%), estobmago (6,8%) e
bexiga (3,3%). Para as mulheres, os 560 mil casos novos, aproximadamente, foram assim
distribuidos: mama (27%), colo do Utero (12,2%), intestino (7,9%), pulméo (5,7,%) e
estomago (4,3%) [1].

E possivel observar a existéncia de um perfil da magnitude de determinados tipos de
cancer em paises em desenvolvimento que se assemelha ao perfil em paises desenvolvidos,
principalmente com relacdo aos canceres de prostata, mama e intestino; entretanto, ainda
persistem os canceres relacionados com condigdes socioecondémicas menos favoraveis,
como o do colo do utero e o do estdmago.

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600
mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer.
O perfil epidemiologico observado assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde 0s
canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais
frequentes. Sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes
em homens serdo prostata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estdmago (6,0%) e
cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo
do utero (7,9%), pulmao (5,3%) e estdmago (3,7%) figurardo entre os principais [1].

E fundamental que o monitoramento da morbimortalidade por cancer incorpore-se

na rotina da gestdo da saude de modo a tonar-se instrumento essencial para o
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estabelecimento de agdes de prevencéo e controle do cancer e de seus fatores de risco. Esse
monitoramento engloba a supervisao e a avaliacdo de programas de salde adequados, como
acOes necessarias para 0 conhecimento da situacdo e do impacto no perfil de
morbimortalidade da populacdo, bem como a manutencdo de um sistema de vigilancia com
informacgdes oportunas e de qualidade que subsidie andlises epidemioldgicas para as
tomadas de decisdes do sistema de satde brasileiro [1].

O céancer é observado atualmente como doencas complexas, que envolvem
diferentes tipos de células a exemplo das células de defesa, de vasos sanguineos e de
suporte dos tecidos. Essa nova perspectiva de viséo do cancer levou ao desenvolvimento de
outros alvos para a terapia oncologica. A medida que as interacbes entre as diferentes
unidades das células biol6gicas sdo mais bem compreendidas torna-se possivel desenvolver
novas tecnologias de tratamento.

A quimioterapia é um dos principais tipos de tratamento oferecido a pacientes com
cancer. Embora a eficacia do tratamento seja comprovada a cada dia e novos farmacos e
protocolos clinicos sejam desenvolvidos, 0s quimioterapicos ainda representam um risco
considerdvel ao paciente devido as lesbes estruturais e modificacdes da fisiologia e
bioquimica do ser humano, algumas irreversiveis, que limitam o proprio tratamento de
pacientes em tratamento de neoplasias malignas.

E evidente que o aumento de enfermidades graves a exemplo do cancer, diabetes ou
mesmo as cardiovasculares impulsiona o ser humano na busca de novas tecnologias
terapéuticas e diagndsticas mais rapidas e eficazes promovendo-se o tratamento
personalizado e a qualidade de vida do paciente.

A incidéncia progressiva do cancer em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
e a grande dificuldade de se estabelecer um tratamento para um tumor cancerigeno, sem
comprometer os tecidos sadios, é que motivou o0s cientistas de todo o mundo a buscar na
nanotecnologia novas alternativas para o tratamento e diagndstico do cancer.

Atualmente é fato consolidado que aplicacdo da nanotecnologia na area da saude é
um dos maiores progressos da ciéncia em relacdo a manutencao da qualidade de vida do ser

humano. Nesse contexto, a nanotecnologia tem permitido o desenvolvimento de
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nanoparticulas que possibilitam tratamentos quimioterapicos vetorizados uma vez que
atingem somente a célula tumoral protegendo as células sadias e preservando assim, a
imunidade do paciente. No presente século, a nanotecnologia desempenha um importante
papel na medicina; tdo importante quanto foram no século XX os antibidticos, os circuitos
integrados, a microeletrdnica e os polimeros.

A Fundacdo Nacional da Ciéncia dos Estados Unidos (NSF- National Science
Foundation) é uma agéncia governamental dos Estados Unidos independente que promove
a pesquisa e educacdo fundamental em todos os campos da ciéncia e engenharia norte
americana. Com um orcamento anual de cerca de US$5,91 bilhdes (ano fiscal de 2007), a
NSF financia aproximadamente 20% de toda a pesquisa basica subsediada federalmente
nos institutos e universidades dos Estados Unidos.

A NSF define nanotecnologia de forma ampla: menciona a integracdo de
nanodispositivos em materiais, sistemas e arquiteturas macroscopicas sem perda das
propriedades derivadas da nanoestruturacdo. Em alguns casos, a dimensdo critica para as
novas propriedades e fenbmenos pode-se encontrar abaixo de 1 nm (ex: a manipulacdo de
atomos aproximadamente a 0,1 nm) ou acima de 100 nm (ex: nanoparticulas poliméricas
que tém caracteristicas unicas entre 200 e 300 nm) [2]. Entretanto, deve ser observado que
ndo ha uma definicdo internacional consensual do que seja uma nanoparticula. Um resumo
do novo documento PAS71 [3], desenvolvido no Reino Unido, menciona:
"Uma nanoparticula € um corpo tendo uma dimensdo da ordem de 100 nm ou menor”. Uma
observacdo deve ser associada a essa definicdo: "Propriedades Unicas que diferenciam
as nanoparticulas dos materiais de origem (solido "bulk™ [3] ou solido estendido),
tipicamente desenvolvidos em uma escala critica de 100 nm".

As nanoparticulas apresentam dimensfes comparaveis ao da célula de mamiferos
(10 — 100 pm), virus (20 - 450 nm), proteina (5 - 50 nm) ou mesmo de um gene (2 nm de
largura e 10 - 100 nm de comprimento) [4-5]. Essa escala comparativa de dimensdes indica
que as nanoparticulas podem ser empregadas como uma entidade bioldgica.

Utilizando o conceito de que tumores possuem uma alta permeabilidade vascular

gue o alimenta e garante seu rapido crescimento, um grande nimero de nanoparticulas foi
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desenvolvido como sistemas transportadores de farmacos para que se acumulem na regido
tumoral e liberem localmente os quimioterapicos [6]. No entanto, esse efeito é observado
apenas em macromoléculas com massa molar acima de 45 kDa, que apresentam um tempo
de circulacdo prolongado. Por essa razdo, as nanoparticulas revestidas com polimeros
podem ser acumuladas mais eficientemente em tumores [7].

O rapido avango da medicina contemporanea no tratamento de uma doenca
heterogénea como o0 cancer esta intimamente relacionado com algumas propriedades das
nanoparticulas as quais permitem suas aplicacdes em diagndsticos e terapias. Quando as
duas propriedades atuarem simultaneamente as nanoparticulas sdo chamadas terandsticas.
Assim, uma nanoparticula que combina um teste de diagndstico com uma terapia especifica
representa um primeiro passo para a medicina personalizada uma vez que torna-se possiveis
o diagndstico, a entrega do quimioterapico no alvo e ao mesmo tempo, monitora a resposta
a terapia [8].

Atualmente, varios estudos clinicos com nanoparticulas onde a principal doenca-
alvo é o cancer estdo sendo realizados ao redor do mundo. A principal doenca-alvo é o
cancer (Figura 1) sendo as nanoparticulas mais estudadas as de albumina e o farmaco mais

recorrente € o paclitaxel [9].

Estudos clinicos com nanoparticulas
em andamento ao redor do mundo
de acordo com as aplicacdes

1008

80%

0%

40%

20%
3% 4%

0%

Diabetes Aterosclerose/stents Qutros Antibacterianos  Cincer

Figura 1- Estudos clinicos com nanoparticulas em andamento ao redor do mundo de acordo com as

aplicacdes [9].
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As nanoparticulas ja se encontram em ensaios de fase clinica, ou seja, a fase de
testes em seres humanos. Os ensaios de fase clinica sdo formados por quatro fases
sucessivas e somente depois de concluidas todas as fases, o medicamento podera ser
liberado para comercializacdo e disponibilizado para uso da populacdo. As sucessivas fases
de ensaio clinico sdo [10]: Fase | onde o objetivo principal é avaliar a seguranca do produto
investigado. Nesta fase a medicacdo é testada em pequenos grupos (10 — 30 pessoas),
geralmente, de voluntarios sadios. Nos estudos de Fase Il o numero de pacientes que
participam é maior (70 - 100). O objetivo principal da Fase Il é avaliar a eficacia da
medicacdo, isto é, se ela funciona para tratar determinada doenca, e também obter
informacdes mais detalhadas sobre sua bioseguranca (toxicidade). Uma vez que 0s
resultados sejam satisfatérios 0 medicamento podera ser estudado em um ensaio clinico de
Fase IlI.

E observado ainda que, dos ensaios clinicos com nanoparticulas, 13 sio de fase I, 23
de fase Il, 2 de fase Ill (nanoparticulas de paclitaxel para o tratamento de cancer de mama
metastatico e nanoagregados para uso odontologico) e 1 de fase IV (cateter revestido com
nanoparticulas de prata para prevencdo da bacteremia) [9]. Nenhum desses estudos vem
sendo realizado no Brasil e quase a metade dos ensaios clinicos para o tratamento do cancer

é destinada ao cancer de mama (Figura 2).
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Figura 2- Estudos clinicos com nanoparticulas atualmente em andamento para o tratamento de diferentes tipos
de cancer [9].

E no estudo da fase clinica com nanoparticulas denominadas de lipossomas que 0
Brasil se destaca. Dos estudos com lipossomas, 13 deles estdo sendo realizados no Brasil
(Figura 3). Um numero expressivo de ensaios clinicos com esses nanomateriais encontra-se
registrado ao redor do mundo. Do total de 576 ensaios de fase clinica com lipossomas, 184
encontram- -se em fase I, 293 em fase 1l, 107 em fase Ill e 28 em fase IV. A maioria dos
estudos esta relacionada ao tratamento do cancer (437), dos quais 84 para cancer de mama
metastatico. Salienta-se que dos estudos relacionados ao tratamento do cancer, 2 sdo
destinados a tratamento de cancer de ovario, 1 de cancer de mama, 1 para cancer de pulméo

e 1 para sarcoma.

Estudos clinicos com lipossomasem
andamento no Brasil

45%

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

Anestésicos
loeais

Candidiase Leishmanioses

Cincer

Figura 3- Estudos clinicos com lipossomas em andamento no Brasil [9].

1.2. A Necessidade do Desenvolvimento de Novas Tecnologias para o Tratamento do
Cancer no Brasil

O numero de casos de cancer em todo o mundo deve duplicar nos proximos 20
anos. Essa € a expectativa apontada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). O
Relatério Mundial do Céancer 2014 estima que o0 nimero de novos casos aumente de 14
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milhdes em 2012 para 22 milhdes em 2030. O trabalho foi feito com a ajuda de 250
especialistas de 40 paises, e divulgados pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer,
parte da OMS [11]. Devido ao crescimento e envelhecimento da populagédo, os paises em
desenvolvimento sdo desproporcionalmente os mais afetados pelo cancer e impactos
econdmicos consideraveis sdo esperados nesses paises.

O Brasil vem sofrendo mudancas em seu perfil demogréfico, consequéncia, entre
outros fatores, do processo de urbanizacdo populacional, da industrializacdo e dos avancos
da ciéncia e da tecnologia. A essas novas carateristicas da sociedade brasileira, unem-se 0s
novos estilos de vida e a exposicdo, ainda mais intensa, a fatores de risco préprios do
mundo contemporaneo.

Esse processo de mudanga demografica, denominado de “envelhecimento” da
populacdo, associado a transformacéo nas relagdes entre as pessoas e seu ambiente, trouxe
uma alteragdo importante no perfil de morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das
doencgas infectocontagiosas e colocando as doencas crbnico-degenerativas como novo
centro de atencdo dos problemas de doenca e morte da populacéo brasileira.

Assim como a transicdo epidemioldgica, também a vigilancia foi reformulada, para
ampliar o seu objeto, incluindo hoje o grupo de doengas crénico-degenerativas, que, pela
importancia crescente na morbimortalidade do pais, vem, progressivamente, sendo
acrescentado ao repertorio tradicional da vigilancia epidemiol6gica.

A vigilancia de cancer destina-se, como em qualquer sistema de vigilancia, a
produzir informacGes para a tomada de decisdes. Essas informacbes provém dos registros
de cancer, dos grandes sistemas de informacdo em saude, de analises e estimativas, bem
como de pesquisas e estudos epidemiologicos.

A enfermidade cancer € o nome dado a um grande conjunto de diferentes tipos de
doencas que ttm em comum o crescimento celular desordenado com potencial invasivo nas
células biologicas [11]. Além disso, sua origem, ainda ndo totalmente determinda, se da por
uma série de fatores que podem agir em conjunto ou sequencialmente de forma a se iniciar

ou promover o que denomina-se de cancer (carcinogénese).
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O desenvolvimento da maioria dos canceres requer multiplas etapas que ocorrem ao
longo de muitos anos. Assim, alguns tipos de cancer podem ser evitados pela eliminagédo da
exposicao aos fatores determinantes. Se o potencial de malignidade for detectado antes de
as células tornarem-se malignas, ou numa fase inicial da doenca, tem-se uma condi¢cdo mais
favorével para seu tratamento e, consequentemente, para sua cura.

A prevengéo e o controle do cancer precisam adquirir o0 mesmo foco e a mesma
atencdo que a area de servigos assistenciais, pois o crescente aumento do nimero de casos
novos fara com que ndo haja recursos suficientes para atender as necessidades de
diagndstico, tratamento e acompanhamento. Assim, medidas preventivas devem ser
tomadas para reduzir o impacto do céncer, como as estratégias para o controle do
tabagismo, relacionado ao cancer de pulmdo, entre outros; a promoc¢do da alimentacédo
saudavel, para a prevencao dos canceres de estdmago e intestino, entre outros; a vacinacao
para Papilomavirus humano (HPV) e hepatite, contra o cancer do colo do Gtero e de figado.
De igual modo, a adocdo de estilos de vida mais saudaveis, como uma alimentacao
adequada e a pratica de atividade fisica, permitird um melhor controle dos cénceres de
mama, prostata e intestino. Essas medidas crescem em importancia, principalmente em
paises como o Brasil, que se encontra em um processo de transi¢do econémica, 0 que o faz
ganhar, progressivamente, o 6nus global do cancer observado em paises considerados
desenvolvidos [11].

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for Research
on Cancer), da Organizagdo Mundial da Satude (OMS), houve 14,1 milhdes de casos novos
de cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o0 mundo, em 2012 [11].
A carga do cancer continuara aumentando nos paises em desenvolvimento e crescera ainda
mais em paises desenvolvidos se medidas preventivas ndo forem amplamente aplicadas.
Nesses, 0s tipos de cancer mais frequentes na populacdo masculina foram prostata, pulmao
e colon e reto; e mama, cdlon e reto e pulméo entre as mulheres. Nos paises em
desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes em homens foram pulmao, estbmago e

figado; e mama, colo do Utero e pulmdo nas mulheres.
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Em 2030, a carga global serd de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2
milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas
infecciosas em paises em desenvolvimento [12].

E com base nas informagBes de 23 Registros de Cancer de Base Populacional
(RCBP), alimentados por uma rede de 282 Registros Hospitalares de Cancer (RHC), que se
consolida o sistema de morbidade por cancer — com informacg6es oportunas e de qualidade
(padronizadas, atualizadas e representativas da populacdo brasileira). A esse sistema,
agrega-se o Sistema de InformacGes sobre Mortalidade (SIM) para a elaboracdo da
estimativa de 19 tipos de cancer, apresentada para o territdrio nacional, estados e capitais,
por género [12].

No Brasil [12], a estimativa para 0 ano de 2014, que sera valida também para 0 ano
de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, refor¢cando a magnitude do problema do cancer
no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais
incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil), mama
feminina (57 mil), colon e reto (33 mil), pulm&o (27 mil), esttmago (20 mil) e colo do Utero
(15 mil).

Sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil casos
novos de cancer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para sexo feminino. Em homens,
0s tipos mais incidentes serdo 0s canceres de prostata, pulmao, célon e reto, estbmago e
cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo do Utero, pulméo e glandula
tireoide. E incontestavel que o cancer é hoje, no Brasil, um problema de satde publica, cujo
controle e prevencdo deverdo ser priorizados em todas as regifes, desde as mais
desenvolvidas — cultural, social e economicamente — até as mais desiguais. As abordagens
orientadas para enfrentar esse problema de salde sdo, necessariamente, multiplas,
incluindo: acdes de educacdo para saude em todos os niveis da sociedade; prevencao

orientada para individuos e grupos; geracdo de opinido publica; apoio e estimulo a

37



formulag&o de legislagdo especifica para o enfrentamento de fatores de risco relacionados a
doenga; e fortalecimento de agdes em escolas e ambientes de trabalho.

Para o calculo, segundo o INCA [12] a concordancia segue o raciocinio abaixo.
Estimou-se 0 nimero de casos novos de cancer para todas as unidades da federacéo (UF) e
respectivas capitais para o biénio 2014/2015 pelo método proposto por Black et al. (1997).
Esse método permite obter a taxa de incidéncia de cancer para uma determinada regido,
multiplicando-se a taxa observada de mortalidade da regido pela razéo entre os valores de
incidéncia e mortalidade da localidade onde exista RCBP. Para a presente analise, optou-se
pela utilizacdo da razdo entre as taxas de incidéncia e mortalidade (I/M), obtida pelo
quociente entre a taxa bruta da incidéncia e a taxa bruta da mortalidade. O periodo de
referéncia utilizado foi aquele compreendido entre 2002 e 2011 (periodo de maior
concentracdo de informac@es sobre a incidéncia).

Para cada regido geografica, utilizou-se a mediana da razdo I/M dos registros
correspondentes aquela regido, exceto para a regido Norte, para a qual se considerou a
mediana da razdo 1/M obtida para o Brasil. As respectivas razées foram aplicadas as taxas
de mortalidade estimadas por regressao linear para o ano de 2014 por Unidade Federal (UF)
e respectivas capitais. Quando o modelo linear ndo se mostrou aplicavel, utilizou-se como
alternativa a taxa media dos Gltimos cinco anos. Obtiveram-se, assim, as estimativas das

taxas de incidéncia e 0 numero de casos novos para o biénio 2014/2015. Ou seja:

I R
TIL=T M L (M_J [1]

0

T, = Taxa de incidéncia estimada para a UF ou capital

TM_ = Taxa de mortalidade estimada pela série histérica de mortalidade para UF ou capital.
Ir = Taxa de incidéncia das localidades (periodo de 2002 e 2011);

M, = Taxa de mortalidade das localidades onde existem Registro de Cancer de Base
Populacional (RCBP);
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A estimativa de casos novos para as cinco regifes geogréficas e para o Brasil foi
obtida pela soma dos valores absolutos por UF. As taxas correspondentes foram obtidas
dividindo-se os valores de casos novos das regides geograficas ou do Brasil pelas suas
respectivas populacgdes.

Todos os valores absolutos estimados foram arredondados para dez ou multiplos de
dez. As taxas de incidéncia apresentadas referem-se aos valores obtidos antes do
arredondamento. A fim de descrever o padrdo geografico da ocorréncia de cancer, as taxas
de incidéncia obtidas para as UF e Distrito Federal foram representadas espacialmente
baseadas nas distribui¢des das taxas por quartil.

As populacdes utilizadas como denominador para o calculo das taxas apresentadas
na presente publicacdo, censitarias (1980, 1991, 1996, 2000 e 2010) e intercensitarias,
foram obtidas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), do Ministério do
Planejamento, Orcamento e Gestdo (MPOG). Para 0 ano 2014, a populacdo utilizada foi a
da projecdo populacional para 2014 obtida do IBGE. Como a informag&o populacional ndo
estava desagregada por sexo, ela foi obtida tomando-se como base a distribuicdo
proporcional por sexo da populacdo do censo 2010.

Os critérios gerais para a selecdo das localizagbes de cancer que constam na
presente publicacdo incluiram a magnitude da mortalidade ou da incidéncia (por exemplo:
cancer de mama, prostata, pulméo e pele ndo melanoma), assim como aspectos ligados ao
custo e a efetividade de programas de prevencdo (por exemplo: cancer de mama, colo do
utero e cavidade oral).

De outro lado, atividade fundamental € o0 monitoramento continuado dos programas
de prevencdo e controle implementados para combater o cancer e seus fatores de risco. Esse
monitoramento incorpora a supervisdo e a avaliagdo dos programas como atividades
necessarias para o conhecimento do andamento e do impacto no perfil de morbimortalidade
da populagdo, bem como a manutencdo de um sistema de informacgdes oportuno e de

qualidade, que subsidie anélises epidemioldgicas como produto dos sistemas de vigilancia.
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1.3. A utilizacdo de Nanoparticulas Magnéticas no Tratamento do Cancer

Uma classe de nanomaterial que tem se destacado no projeto de nanoparticulas
terandsticas para o tratamento do cancer sdo as nanoparticulas magnéticas (NPMs) [13-18].
As propriedades magnéticas das NPMs surgem devido a uma combinacdo da sua
composicdo atdmica, da sua estrutura cristalina e do efeito do seu tamanho. As NPMs
podem ser formadas por diferentes tipos de ferritas cubicas que apresentam a expressdo
geral M?*Fe,04, na qual M** é um metal que pode ser Mg, Co, Zn, Fe (Fes04 — magnetita),
ou entdo maghemita (g — Fe;03).

Uma propriedade particularmente interessante das NPMs de 6xido de ferro € a sua
capacidade para gerar calor quando submetidas a um campo magnético alternado. Este
fendmeno térmico, denominado magnetohipertermia parece ser devido a perda de energia
durante o processo de desmagnetizacao. Esta propriedade é crucial para as aplicacdes das
NPMs no tratamento do cancer através da hipertermia magnética [6], nas quais o tumor é
susceptivel ao calor [19]. O calor transferido as células neoplasicas, por sua vez inibe a
recombinacdo dos radicais livres no interior da célula, lesionando as enzimas relacionadas
com a regulacdo do crescimento, afetando a concentracdo de calcio no meio celular e
modulando a expressdo génica da mesma [20]. A possibilidade da vetorizacdo de
nanoparticulas magnéticas através de gradientes de campos magnéticos levou ao
desenvolvimento de varias técnicas de encapsulamento de particulas magnéticas de forma
que os sistemas obtidos se tornassem efetivos carreadores de drogas com especificidade
tumoral para a liberacdo controlada de agentes quimioterapicos.

A hipertermia pertence a lista dos tratamentos convencionais aceitos pela
“American Cancer Society” e continua sendo uma das mais poderosas modalidades
terapéuticas para melhorar a evolucdo dos pacientes com cancer [21]. Também é um dos
melhores coadjuvantes que aumenta a eficacia da radioterapia e da quimioterapia. Neste
sentido, os experimentos clinicos de Fase Il comprovam que quando a hipertermia foi
associada com a radioterapia, ela melhorou o controle local do melanoma de 28% para 46%
em 2 anos de acompanhamento; provocou aumento da remisséo total do cancer recorrente

de mama de 38% para 60%, aumentou o indice de remissdo total do cancer avancado
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cervical de 57% para 82% e no glioblastoma multiforme aumentou a sobrevida de 2 anos
de 15% para 31% [17].

Um pré-requisito importante para a utilizacdo clinica da magneto-hipertermia é que
as nanoparticulas devem apresentar baixos niveis de toxicidade, assim como um elevado
momento de saturacdo que permita minimizar as doses requeridas.

E no contexto de aplicacdo da hipertermia magnética que cerdmicas com
composicdo do tipo Itria-Ferro-Aluminio (YFeAl) aparecem como um candidato promissor
na terapia do cancer, visto que possuem uma alta Temperatura de Curie (T¢) e elevado
momento de saturacdo [6]. Entretanto, tais particulas possuem elevada citotoxicidade,
sendo necessario desenvolverem-se técnicas de encapsulamento que imputem as
nanoparticulas ferromagnéticas as propriedades biocompativeis necessarias para uma

aplicacdo da magneto-hipertermia de modo clinicamente seguro.
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O EFEITO DA DISSIPACAO DE CALOR NOS TECIDOS TUMORAIS

2.1. Introducéo

As Terapias Termicas (TT) sdo aquelas em que se utilizam temperaturas diferentes
das consideradas fisiologicamente normais para o corpo humano (entre 33 e 37° C) [21],
durante um periodo pré-especificado, para induzir respostas fisicas, bioldgicas e
fisiologicas desejadas. As terapias térmicas podem ser subdivididas de acordo com as
temperaturas utilizadas (Figura 4) em Hipertermia, quando utiliza temperaturas acima de
37°C, e em Hipotermia, quando utiliza temperaturas abaixo de 33°C [22]. Tanto a terapia
por hipertermia quanto a por hipotermia podem, por sua vez, ser classificadas em
fisiologicamente curativas (0°C < T < 33° C para hipotermia e 37° C < T < 43° C para
hipertermia), quando os objetivos sdo a reparacdo acelerada de danos fisicos aos tecidos
(por meio de alteracdo de taxas metabolicas e de vazbes sanguineas) e o tratamento de
dores, ou seja, vislumbra-se um resultado sem causar danos a tecidos normais; e em
destrutivas (< 0°C para hipotermia e > 43° C para hipertermia), quando os objetivos séo a
destruicdo imediata e irreversivel de tecidos malignos (e.g., tumores) ou disfuncionais e a
tentativa de evitar respostas fisioldgicas tais como um aumento na vazdo sanguinea. Neste
ultimo, a extensdo da necrose do tecido é determinada pela poténcia térmica aplicada ao
tecido. As terapias fisiologicamente curativas podem durar de alguns minutos até algumas
horas, dependendo da temperatura utilizada, ao passo que as destrutivas duram de algumas

fracdes de segundos a poucos minutos, também dependendo da temperatura utilizada [22].
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Figura 4: Diagrama descrevendo as faixas em que se aplicam as terapias térmicas [22].

Os efeitos térmicos em tecidos bioldgicos vivos podem ser sumarizados em fungéo

da temperatura alcancada no tecido e do tempo em que o tecido permanece nesta

temperatura, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Efeitos térmicos em tecidos bioldgicos vivos [24].

Faixa de Requerimento Efeitos fisicos Efeitos bioldgicos
temperatura de tempo
(°C)
<-50 > 10 min Congelamento Completa destruicdo celular
0-25 Permeabilidade Perfusdo de sangue
reduzida reduzida, metabolismo
celular reduzido, morte
hipotérmica
30-39 Sem limite Nenhuma variacdo Crescimento
40— 46 30—-60 min Mudangas em Perfusdo aumentada,
propriedades inducdo a termotolerdncia,
dticas morte hipertérmica
47 —50 =10 min Mecrose, Desnaturacdo de proteinas,
coagulagdo nenhum efeito sutil
> 50 > 2 min Mecrose, Morte celular
coagulacdo
60— 140 Segundos Coagulacdo, Desnaturacdo de proteinas,
ablacdo ruptura de membrana,
encolhimento de células
100—300 Segundos Vaporizacao Encolhimento de células e
vactolos de vapor
extracelulares
=300 Fragbes de Carbonizacdo, Carbonizacdo
segundos geracdo de fumaca

Os mecanismos bioldgicos e fisioldgicos pelos quais as terapias térmicas funcionam
ndo foram ainda completamente elucidados [23]. Entretanto, diversos mecanismos foram
propostos, incluindo a citotoxicidade hipertérmica direta, a qual pode ocorrer
imediatamente (como no caso de danos a membrana celular ou ao citoesqueleto) ou com
maior delonga (como no caso da interrupgdo do ciclo reprodutivo da célula); e os efeitos
hipertérmicos indiretos, os quais sdo iniciados (a) por fatores puramente térmicos (danos
térmicos ao suprimento vascular do tumor e, portanto, interrompendo o metabolismo
celular e levando, eventualmente, a morte celular) ou (b) por efeitos sinérgicos, seja por
inibicdo mediada por danos térmicos diretos aos mecanismos de reparagdo celular por

radioterapia subletal ou potencialmente letal, ou por meio da indugdo de um aumento dos
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niveis de concentracdo de oxigénio no tumor em radioterapia subsequente como
potencialmente causada tanto por uma redu¢do no consumo de oxigénio pelo tumor como
por um aumento no fornecimento de oxigénio para o tumor via um aumento na vazdo de
sangue [23].

O desenvolvimento de uma resisténcia celular e vascular a terapia térmica,
denominada termotolerancia, em células inicialmente submetidas a baixas doses térmicas,
bem como a acdo de niveis de pH extracelular agudamente reduzidos no sentido de
intensificar os efeitos da hipertermia foram observados somente em situac@es in vitro, ndo
sendo, portanto, considerados clinicamente relevantes. A principal propriedade da célula
que aparentemente € modificada pela temperatura é a taxa de crescimento, a qual aumenta
com o aumento da temperatura (acima de 37° C) até uma temperatura maxima acima da
qual o crescimento é abruptamente inibido. Na regido hipertérmica, acima da temperatura
de crescimento maximo, ha trés tipos de respostas celulares significativas para a terapia
térmica: citotoxicidade, radiosensibilizacdo, e termotolerancia.

Estas mudancas no nivel celular sdo devido a alteragcdes induzidas por temperatura
nas rotas moleculares, isto é, no metabolismo. Embora o mecanismo preciso pelo qual o
calor destroi as células ndo tenha sido completamente elucidado, independentemente dos
interesses pelas comunidades cientificas, médica e comercial durante as Gltimas décadas,
h4, entretanto, um consenso de que a morte celular é causada pela desnaturacdo térmica de
alvos criticos nas células. A morte celular na faixa de temperaturas abaixo de 8° C aumenta
significativamente com o decréscimo da temperatura, e este processo € denominado de
morte hipotérmica.

A hipertermia classica (convencional) se fundamenta no alcance de temperaturas de
42 a 45° C por periodos de 30 a 60 minutos para causar danos celulares irreversiveis. O
aumento de temperatura para 50° C reduz o tempo requerido para promover danos celulares
irreversiveis decresce exponencialmente. O processo de aquecimento do tecido enfermo

leva a desnaturacéo proteica causando morte da célula tumoral.
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O dano causado ao tecido por calor ocorre em duas etapas distintas. A etapa inicial é
o0 dano direto por calor que é predominantemente determinado pela energia total aplicada a
regido de tratamento (tumor) [24].

Os mecanismos de danos térmicos diretos e de termosensibilidade envolvem
interagBes complexas em niveis celulares e subcelulares. A membrana celular parece ser o
componente celular mais vulneravel aos danos por calor. Diversos estudos demonstraram
que as celulas de tumores sdo destruidas a temperaturas mais baixas em relacdo as células
normais. A segunda etapa de dano por calor € o dano indireto apds a aplicacdo de
hipertermia focalizada, que produz uma progressao no dano ao tecido [24].

Estes danos progressivos podem envolver um balanco de varios fatores, incluindo
dano microvascular, dano por esquemia, reperfusdo, inducdo de apoptose, ativacdo celular
de Kupffer [24], expressdo de citocina, e modulacédo da resposta imune. Os efeitos do calor
dependem das temperaturas alcancadas, determinadas pela energia térmica total aplicada,
pela taxa de remocdo de calor, e pela sensibilidade térmica especifica do tecido em
tratamento.

O calor causa mudancas significativas na fisiologia dos tecidos bioldgicos,
destacando-se 0 aumento na perfusdo de sangue, permeabilidade vascular e da atividade
metabdlica da célula [24]. Entretanto, a varidvel fisiol6gica mais importante na elevacdo da
temperatura do tecido biolégico é a vazao de sangue. A vascularizacdo é também um dos
principais veiculos pelos quais o calor é dissipado nos tecidos biologicos [24]. Nesse
sentido, quanto mais baixo o fluxo de sangue, mais facil sera o aquecimento local do tecido
bioldgico. Embora tumores solidos possam apresentar valores de vazdes de sangue que
podem ser maiores que a de certos tecidos normais, 0 suprimento de sangue para 0S
tumores sdo geralmente primitivos e cadticos por natureza, o que pode resultar em areas
que sdo destituidas de nutrientes, de baixas concentracdes de oxigénio e pH inferior ao
fisiologico (pH 7,4). A experiéncia da medicina clinica indica que as células tumorais séo
em geral mais sensiveis ao efeito térmico nas condigdes bioldgicas adversas citadas

anteriormente.
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2.2. Avancos no Desenvolvimento de Materiais para aplicacbes em

Magnetohipertermia: Nanoparticulas Magnéticas e Superparamagnéticas

E fato observavel neste mundo que um pais sO cresce se investir em ciéncia, o que
gera um impacto marcante em tecnologia. Deve ser observado inicialmente que a ciéncia é
0 conjunto de conhecimentos adquiridos ou produzidos que visam compreender e orientar a
natureza e as atividades humanas, enquanto a tecnologia é o conjunto de conhecimentos,
especialmente, principios cientificos, que se aplicam a um determinado ramo de atividade,
geralmente com fins industriais, isto €, a aplicacdo do conhecimento cientifico adquirido de
forma prética, técnica e economicamente viavel [25].

Neste novo século, a nanotecnologia € a engrenagem da ciéncia contemporanea e
representa a habilidade de se manipular &tomos e moléculas individualmente para produzir
materiais nanoestruturados e micro objetos com aplicacdes no mundo real. Deve ser
observado que a nanotecnologia ndo é uma tecnologia especifica, mas todo um conjunto de
técnicas baseadas na Fisica, Quimica, Biologia, na Ciéncia e Engenharia de Materiais e na
Computagdo, que visam estender a capacidade humana de manipular a matéria até os
limites do atomo.

Dentro do contexto da nanotecnologia, as nanoesferas com propriedades magnéticas
e Gticas tém um grande potencial para aplicacdes em diversas vertentes biotecnoldgicas. De
maneira geral, as aplicacfes biomédicas das nanoparticulas magnéticas compreendem as
que envolvem sua administracdo dentro do organismo (in vivo) e as externas ao organismo
(aplicagbes in vitro). As aplicagdes in vivo ainda podem ser classificadas em terapéuticas
(hipertermia e transporte de drogas) e diagndsticas (imagens de ressonancia magnética
nuclear). As aplicacdes in vitro compreendem essencialmente as diagnoésticas (separacéo/
selecdo celular). Para sua utilizacdo na area biomedica, as nanoparticulas magnéticas
devem atravessar a barreira endotelial e se acumular especificamente nas células-alvo, sem
dano as células normais. Estas caracteristicas podem ser atingidas por meio do

recobrimento das particulas com um material biologicamente ativo, do controle de seus
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parametros fisicos, tais como o tamanho da particula, a susceptibilidade magnética da
solucgéo e o conhecimento do seu comportamento no organismo.

As pesquisas em torno do nanoencapsulamento de materiais de interesse da
medicina, particularmente da nanomedicina, foram embasadas pelo trabalho de Wirster no
século passado com o processo patenteado de encapsulamento de finas particulas sélidas
em leito fluidizado [26]. Em seguida veio 0 processo de coacervagdo, uma técnica
inicialmente utilizada para o encapsulamento de liquidos e posteriormente adaptado para o
preparo de nanoparticulas.

Na grande maioria dos trabalhos observados na literatura, os sistemas que se
mostraram particularmente interessantes para o encapsulamento de nanoparticulas foram os
polimeros biodegradaveis. Trata-se de um sistema na qual o direcionamento do farmaco a
sitios-alvo especificos do organismo € claramente identificAvel, sendo também
significamente estavel, ndo sendo reconhecido pelo sistema imunoldgico. Trata-se,
portanto, de um mecanismo para investigar o comportamento de carregadores coloidais em
organismos Vvivos, estritamente ligados a liberacdo controlada de farmacos e que contribui
diretamente para a terapia do cancer [26].

Recentemente nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido novos nanobiomateriais
magneticamente ativos para o diagnostico e terapia do cancer [21]. Os novos
nanobiomateriais obtidos sdo capazes de destruir apenas as células neoplésicas do
organismo, preservando as sadias 0 que podera permitir a reducdo dos graves efeitos
colaterais associados a quimioterapia. Simultaneamente, podera também haver uma
melhora significativa na qualidade de vida do paciente.

O fundamento da terapia clinica com os novos nanobiomateriais € a utilizagéo de
nanoparticulas com propriedades magnéticas e Oticas projetadas para o diagndstico e a
terapia do cancer [27]. Devido a sua toxicidade para 0 organismo humano, o transporte das
nanoparticulas é efetuado por nanoesferas que contém em sua superficie um agente capaz
de distinguir e destruir as células cancerosas [27]. Nano é um prefixo grego que significa
“ando”. Um nandmetro ¢ igual a 1 (um) bilionésimo de metro. Para termos uma ideia desta

escala de comprimento, um fio de cabelo possui o diametro de 100.000 nm. Dessa forma, a
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nanobiotecnologia esta relacionada a manipulacdo da matéria ao nivel molecular, visando a
criacdo de novos materiais para a area da saude, tais como, substancias e produtos aplicados
em processos bioldgicos, is6topos radioativos e compostos fluorescentes com aplicagdes
que vdo desde carregadores de quimioterapicos até sistemas foténicos. A utilizacdo de
nanoesferas bioativas em medicina implica na obtencéo de dispositivos dirigidos a alvos
especificos no organismo humano, no combate as células tumorais [28].

Uma ilustragdo comparativa da escala comparativa de tamanho entre os sistemas

bioldgicos e nanoparticulas sintéticas € ilustrado pelas micrografias do microscopio

eletronico de varredura, conforme Figura 5 abaixo.

ccV  Spot Magn  Det WD Exp 1 2
300KV-30 15549 SE 74 0 jhc £ %50 H
nm|

Bactéria da tuberculose = 10° metros Células do cancer = 10°a 10" metros ~ Nanoesferas produzidas na
UNIFEI = 10" a 10” metros

Figura 5: Escala nanométrica de sistemas bioldgicos naturais e das nanoesferas magnéticas sintetizadas na
UNIFEI [28].

As nanoesferas magnéticas tém recebido atencdo especial para a utilizagdo no
tratamento do cancer pela técnica hipertémica por poderem ser guiadas ou localizadas em
um alvo especifico por campos magnéticos externos. A possibilidade da vetorizagdo de
nanoesferas magnéticas através de gradientes de campos magnéticos levou ao

desenvolvimento de varias técnicas de encapsulamento de particulas magnéticas de forma
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que os sistemas obtidos se tornassem efetivos carregadores de drogas com especificidade
tumoral para a liberacdo controlada de agentes quimioterapicos.

A Magnetohipertermia € um procedimento terapéutico empregado para
proporcionar aumento de temperatura em uma regido do corpo que esteja afetada por uma
neoplasia, com o objetivo de causar a lise das células cancerosas. Seu principio de
funcionamento se baseia no fato de que a temperatura de 41°C a 42°C tem o efeito de
destruir diretamente as células tumorais, uma vez que estas S0 menos resistentes a
aumentos bruscos de temperatura do que as células normais circunvizinhas [29]. A técnica
magnetohipertémica também é um dos melhores coadjuvantes que aumenta a eficcia da
radioterapia e da quimioterapia [5].

Biomateriais podem ser classificados como aqueles materiais utilizados na
fabricacdo de dispositivos médicos e que estardo em contato com os tecidos bioldgicos.
Portanto, um biomaterial é parte de um sistema que trata, aumenta ou substitua qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo humano. Grande parte dos materiais sintéticos de uso em
salde € classificada como biomateriais: proteses, lentes, enxertos, stents, cateteres, tubos de
circulacdo extra-corpdrea e arcaboucos (scaffolds) empregados na engenharia de tecidos,
entre outros [30].

O comportamento magnético das particulas é, em geral, fortemente dependente das
suas dimensdes. Por exemplo, as particulas menores que se ordenam magneticamente
tendem a ser monodominios, e as maiores (acima de certo didmetro critico Dgyt) serdo
multidominios. As particulas também tém outras propriedades que dependem das suas
dimensGes. Por exemplo, a temperatura de ordenamento magnético de nanoparticulas
depende de certa maneira regular com o didmetro. Isso pode ser visto no comportamento de

nanoparticulas de maghemita (Y-Fe,-O3), vide Figura 6.
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Figura 6 — Temperaturas de ordem magnética versus inverso do didmetro de particulas esféricas de
maghemita (y-Fe,03), obtidas por simulacdo Monte Carlo. A linha continua é dada pela equacédo (T.(d) —
Te(0)/(Te(0)) = +(d/do) " [31].

Considerando-se um conjunto de pequenas particulas magnéticas sob a influéncia de
um campo magnético aplicado antiparalelo a direcdo inicial de magnetizacdo. A
magnetizacdo aponta originalmente ao longo do eixo de anisotropia (6 = 0) e neste caso a
energia de anisotropia € minima. Existe outro minimo da energia de anisotropia na
configuracdo em que a magnetizacdo aponta no sentido oposto (6 = x); esses dois minimos
sdo separados por uma barreira de potencial. Para H = 0, a altura da barreira é Eg = KV,
onde K é a constante de anisotropia efetiva e V é o volume da particula [32], conforme a

Figura 7 ilustra abaixo.

Figura 7 — Energia de uma particula magnética monodominio com anisotropia em presenca de um campo H
aplicado, em fung&o do angulo 6 do campo com o eixo de anisotropia, para diferentes valores do campo. Note
a mudanca da forma da curva em funcéo da intensidade de H [32]..
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Se as particulas monodominio tiverem um volume menor do que um dado volume
critico Vit a energia térmica (KT) serd maior do que altura da barreira de potencial Eg.
Neste caso as particulas irdo se comportar como superparamagnetos, a orientacdo dos seus
momentos magnéticos ndo sera estavel e o seu comportamento magnético sera descrito pela
funcéo de Langevin, o limite classico da fungdo de Brillouin.

As particulas com volumes muito maiores do que Vit (mas ainda monodominios)
terdo uma magnetizacdo com orientacdo estavel, ou estacionaria, e sua curva de
magnetizacdo serd descrita pelo modelo Stoner-Wohlfarth . No regime Stoner-Wobhlfarth,
0S momentos atdmicos individuais giram de forma homogénea ou coerente, sob a acdo do
campo aplicado H, de tal modo que os momentos locais permanecem paralelos durante a
rotacdo. Essa rotacdo normal da magnetizacdo € chamada rotacdo de Neel [32]. Por outro
lado, em pequenas particulas que tém liberdade para girar como um todo, podemos
observar rotagdo mecanica, no que se chama frequentemente de rotacdo de Brown. Este
ultimo fendmeno é importante, por exemplo, em sistemas de particulas magnéticas em
suspensdo, os ferrofluidos [32].

A medida que o tamanho das particulas aumenta a inversio da sua magnetizacio
ndo pode mais ser homogénea, e sua rotacdo se da através de processos conhecidos como
enrolamento (’curling’), dobramento (’buckling’) [33]. Cada um desses processos exibe
uma configuracdo caracteristica de spins individuais, ou da magnetizacdo local M(r). Outro
mecanismo de rotacdo € um comportamento coletivo envolvendo varias particulas
homogeneamente magnetizadas que se chama acoplamento em leque (em inglés *fanning’).

As particulas maiores, por sua vez, séo multidominios e mudam sua magnetizacdo
rearranjando sua estrutura de dominios; em outras palavras, a magnetizacao varia devido ao
movimento das paredes de dominios, ou por mudancas na topologia dos dominios [33].
Uma grandeza importante no magnetismo e que varia com o tamanho das particulas é o
campo coercivo H¢, que pode portanto ser usado para caracterizar os diferentes regimes
magnéticos, na qual H. esta desenhado em funcdo do didmetro da particula. Campo
coercivo e coercividade sdo sinbnimos. Também se emprega a expressdo forca coerciva,

para a medida que se obtém quando se tenta medir o campo coercivo a partir de uma curva
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de magnetizacdo na qual ndo se atinge a saturacdo [34]. O campo coercivo é usualmente
definido como o campo na direcao oposta a magnetizacéo, para o qual M = 0. Em uma
definicdo mais precisa seria 0 campo magnético para o qual a maioria das particulas inverte

a sua magnetizacdo [35]. O campo nesta condicdo é equivalente ao campo para o qual se

irr

verifica dM™/dH = 4" = max, onde M" e """ sdo as partes irreversiveis da magnetizagdo e

da suscetibilidade. Vide Figura 8.

Figura 8 — Imagem de microscopia eletrénica de varredura de uma particula de cobalto de 3 nm [36].

Como foi dito acima, a coercividade ou 0 campo coercivo variam em funcdo do
tamanho das particulas magnéticas. Esta dependéncia estad mostrada de forma esquematica

na Figura 9.

MD - multiplos dominios
SD - dominio Gnico (single)
SP - superparamagnético

SD

MD

SP

Instavel
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Diametro de particula D

Figura 9 — Curva esquematica de coercividade versus tamanho da particula magnética, mostrando dois
regimes: a) monodominio superparamagnético para 0 < D < D, b) monodominio e multidominio
ferromagn’eticos para D > Dq;; [33].
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Trés regides podem ser identificadas: 1) para diametros muito pequenos, 0 momento
magnético ndo é estavel, e, portanto Hc = 0 (tipicamente abaixo de D = 3 nm); 2) para um
diametro intermediario (tipicamente para 3 nm< D < 10 nm), o momento é estavel e a
coercividade cresce com D, e finalmente, 3) para didmetros maiores, (tipicamente acima de
varios pm), o regime é de multidominio e a coercividade cai com o aumento de D. Um
exemplo de dependéncia do campo coercivo com o tamanho é dado pelo comportamento
magnético das particulas de Fe, Co, e CoOFe,O3 mostrado na Fig. 10 [37]. A coercividade
de um elipsoide de um material magnético homogéneo de volume V € limitada, e este limite

foi derivado por Brown [38]:

2KV
LM

Hc > — NM [2]

Sendo que Mo é a permeabilidade do vacuo, K; é a constante de anisotropia, Ms é a
magnetizacdo de saturacdo e N é o fator de desmagnetizacéo.

10,000 - 9\

BaO olfcjo. Q‘\
R -

g 1000 . Co0-Fe,0,
< \
- "-\
| .
= ‘t
g \
o M?M.)
© o0
\th?‘nk’)
.
\
10 saanl L1 1 aaul L1l i~
1000 A | pm 10 pm 100 um

Figura 10 — Dependéncia da coercividade magnética com o tamanho da particula [37].

54



O termo mais importante na Equacdo (2) é o campo de anisotropia (0 primeiro
termo); o termo NMs, o campo de desmagnetizacdo, € menor, pois o fator de
desmagnetizagdo N € um ndmero igual ou menor que um, e poMs ~ 1/T. Esta expresséo,
portanto, prevé que a coercividade deve ser comparavel ao campo de anisotropia. Essa
relacdo ndo é observada experimentalmente e essa discrepancia (conhecida na literatura
como o paradoxo de Brown) tem uma explicacdo simples: em amostras magnéticas reais
existem sempre imperfeicdes que favorecem a nucleacdo de dominios de magnetizacao
oposta, reduzindo em consequéncia a coercividade [37].

Supondo que se aplique a uma particula um campo magnético que é suficiente para
saturd-la magneticamente; reduzindo-se a amplitude do campo até que este comeca a
crescer no sentido oposto, existira certo ponto além do qual a magnetizagdo salta para um
valor ndo saturado. O campo magnético neste ponto é o campo de nucleacdo. O campo de
inversdo é o campo para 0 qual a magnetizagdo satura com o campo no sentido oposto
(negativo) [37].

2.3. O Fenbmeno do Superparamagnetismo

Como visto acima, uma particula magnética com energia de anisotropia KV tem
dois minimos de energia, Separados por uma barreira de altura igual a Eg = KV . A
transicdo de um minimo para outro pode ser ativada termicamente, se a energia térmica kT
for comparavel ou maior do que KV [38] .

Considerando um conjunto de particulas magnetizadas e sendo H =0 parat =0, a
magnetizacdo evolui, na medida em que as transi¢0es sdo ativadas termicamente entre os

dois minimos, da forma:

Ee KV
M1 LM [3]
a7, T, T

O tempo de relaxagdo To é usualmente tomado como igual a 10 s. A frequéncia de

inversdo da magnetizacao (ou chaveamento) é dada por:
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kv
v=r"le KT [4]

O tempo de relaxacédo é dado por uma equacdo da forma:
T =18 EB/KT [5]

A Equacdo (5) é conhecida como lei de Néel-Arrhenius [38]. No caso em discussdo, Eg =
KV ; note que 7 depende exponencialmente tanto de V como de T.

O comportamento magnético observado de uma particula magnética depende da
escala de tempo da medida. Para técnicas espectroscopicas o tempo de medida é tomado
como t, =100 s. Se o tempo de relaxagéo z for mais curto do que ty, a magnetizacdo medida
é zero, e diz-se que a particula estd no regime superparamagnético. Se o oposto acontece
(isto é, = > ty) a particula estda num regime blogueado, e uma magnetizacdo nao nula é
observada [36]. Portanto, dependendo da relacdo entre o tempo de relaxacdo z e o tempo de

medida t,, temos:

Tabela 2 — Didmetro de nanoparticulas e tempos de relaxacéo a temperatura ambiente. Note a enorme
variacdo de z para uma mudanga de menos de 50% do didmetro [33].

Didmetro (nm) T (s)
6,8 107!
9,0 3.2 x 10°=100 anos

Para 7 > t, — regime bloqueado (ferromagnético). Como, da Eq [5] [36],

|n2'=|nro+ﬂ [6]
KT

pode-se obter o volume critico Verit para uma temperatura T, usando tn= 100 s € 7,= 107 s:

_ 25T

Vcrit ~ K

[7]
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Por sua vez, o didametro critico € dado por:

1/3
Dcrit = [Evcrit j [8]
T

O volume critico Verit representa o volume abaixo do qual, a uma dada temperatura,
detecta a amostra em regime superparamagnético. A temperatura de bloqueio é dada (de
Eq. 8) [38] por:

_ KV

EVEALE
25k
Usando a Eq. [6] e notando que KV = E é a altura da barreira (Figura 11), obtém-se:

[9]

4= axto™ il
2| E,=1690K L
0 e

—_ e

C

=

e
4t o ]
6F J
g®
BE. N ) N g
14 16 18 20 22
T x10°K™)

Figura 11 — Tempo de relaxagdo versus inverso da temperatura de bloqueio para nanoparticulas de Fe;O,4 de
didmetro médio de 5 nm [38].

E(t,T) =T I [10]

Ty

Da Equacdo (10) segue-se que as inversdes da magnetizacdo que ocorrem com
barreiras de energia em torno de E. podem ser induzidas ou pela variagdo da temperatura ou
do tempo. Portanto, uma medida da relaxacdo a uma dada temperatura € equivalente a um
experimento realizado a uma temperatura diferente T, com a janela de tempo deslocada de
acordo com a relacdo acima. Isto pode ser ilustrado fazendo o grafico da magnetizacao
medida a diferentes temperaturas em funcdo da variavel TIn (¢/z), com 7o = 3.5 x 10 s
(Figura 12 abaixo) [38].
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Figura 12 — Efeito de escala da magnetizacéo para particulas de FeC versus T In(#/z) [39].

A temperatura muito baixa a probabilidade de inversdo se afasta da dependéncia
implicita na Eq. 10. Este efeito surge do fato de que existe uma probabilidade finita de
tunelamento através da barreira de potencial, ou tunelamento quéantico macroscépico
(TQM). Quando isto acontece, a particula salta espontaneamente de uma configuracao para
outra. Este processo ndo requer excitacdo térmica.

A taxa ou frequéncia de inversdo da magnetizacao via tunelamento é [40]:

Es

v=A(T)e =D [11]

onde Es é altura da barreira e Tesc(T) € a temperatura de ‘escape’. As altas temperaturas
Tesc(T) =T e recaimos na frequéncia de excitacao térmica cléssica (Eq.3).

A uma temperatura T os dois mecanismos de inversdo, a ativagdo térmica e o
tunelamento, sdo igualmente provaveis. Em amostras polidispersivas, isto €, formadas de
particulas com uma distribuicdo de tamanhos, podem existir a uma dada temperatura
particulas que estdo blogueadas e particulas que estdo no regime superparamagnético. Uma
distribuicdo de tamanhos de particula que é comum € a distribui¢do log-normal (Fig. 13),

definida por:
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1
FV)=—x 12
N)\mmve 2

onde o é 0 desvio médio quadratico de V e Vg € o volume médio.

—u=50=05
p=8,0=18

2.0x10”

0.0

Figura 13 — Distribuicao log-normal, para dois valores do desvio médio quadratico ¢ [40].

Se for considerado um conjunto de particulas magnetizadas até a saturacdo e
aplicarmos em um dado instante um campo no sentido oposto, a fracdo de particulas que
permanecem sem inverter a magnetizacao depois de um tempo t, ou, 0 que é equivalente, a

probabilidade de que uma particula ndo inverta a sua magnetizacéo é [40]:
Pt)=e™ [13]
Se as barreiras de energia das diferentes particulas ndo tiverem a mesma altura, a

relaxacdo da magnetizacdo fora do equilibrio neste caso pode ser caracterizada pela

dependéncia de = com a energia (Figura 14):
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Figura 14— Probabilidade de que uma particula de Co a 0,5 K de 20 nm de diametro ndo tenha invertido sua
magnetizacdo M apds um tempo t, versus t. As linhas sdo ajustes de minimos quadrados a funcéo, P(t), para
diferentes valores do tempo de relaxagdo z [39].

7 =1(E) [14]

A relaxacdo da magnetizagdo total é dada por uma soma feita sobre as diferentes
regides com diferentes z(E) [39]:

1 1

1 1 L L
M(t) =M, (0)e”™™ + M, (0)e”™ +..=>"M,(0)e™™ =M (0)D_ f(E)e™ [15]

onde f(E;) é a fracdo da magnetizacdo que corresponde a uma barreira de energia E;:

_Mi(0)
fE) =10 0 [16]
No limite continuo [39],
M (t) = M (O)T f(E)e"® dE [17]
0

A integral acima pode ser aproximada [39] por:
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Maszm{L«Tua)mﬂlﬂ [18]

Ty

onde Ec é a energia de barreira média relevante para a janela experimental.

O fendmeno da viscosidade magnética consiste na variacdo da magnetizacao, sob a
acdo de um campo magnético constante. A grandeza viscosidade magnética S é definida

como:

g___ 1 oM [19]
M (0) a(Int)

A viscosidade magnética € medida magnetizando-se o sistema que estd sendo
estudado, mantendo-se 0 campo magnético constante e observando-se o decaimento da

magnetizacdo (ex. Figura 15).
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Figura 15— Decaimento da magnetizacdo de nanoparticulas de FePt em funcédo de In t, para diferentes
temperaturas [41].

Da definicdo de S e da expressdo aproximada para M(t) obtém-se [41]:
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M(0) a(Int)

f(E, kT [20]

A Equacdo (20) descreve o fato de que a medida que Ec varia, a medida da
viscosidade magnética mapeia a distribuicdo de barreiras de energia, conforme ilustra a

Figura 16.

CT(K)
0 100 200 300 400 500 600 700 800
T Tt p T T

SAT (10°°T! (kg FePry!)

10 12

CkT (102 J)

Figura 16 — Distribuicdo aparente de barreiras de energia dada pelo grafico de S/kT versus kT para particulas
de FePt com peso dado por sua magnetizagdo [41].

2.4. O Superparamagnetismo e a Funcéo de Langevin

A dependéncia com a temperatura da magnetizacdo de um conjunto de particulas no
regime superparamagnético é dada pela funcdo de Langevin. Sua derivacdo segue 0S
mesmos passos usados para obter a expressao da magnetizacdo de um conjunto de atomos
[34]. Diferentemente do caso da magnetizacdo dos atomos, em cuja derivacao tem que ser
levada em consideracdo a quantizacdo do momento angular, aqui esta grandeza ndo €
quantizada. Se, diferentemente do caso quéantico, 0s momentos angulares puderem variar
continuamente, qualquer valor de p’ entre 0 e [ sera permitido, e 0s momentos magnéticos
poderdo apontar para qualquer direcdo em relacéo a direcdo do campo magnetico externo B
[34].

A projecdo do momento magnético ao longo da dire¢do z no caso classico é dada
por:
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W=p-k=pcosd [21]

onde 4 pode tomar qualquer valor entre 0 € 7.
Fazendo a média sobre 6, chega-se, a expressdo para a projecéo na diregdo z do momento
magnético:

< W2 >1= pl(x) [22]

onde x = uB/kT e L(x) é a funcdo de Langevin, dada por:

1 1
L(x) = tg_hx_; [23]

A funcdo de Langevin L(X) é, portanto o analogo classico da fungdo de Brillouin.
Esta funcdo descreve bem a magnetizacdo de pequenas particulas formadas de grandes
agregados de atomos, em sistemas superparamagneticos. Nos superparamagnetos 0S
momentos efetivos sio muito grandes comparados com um momento atémico, com 10° —
10° magnetons de Bohr, por exemplo, e por esta razdo, sua magnetizagdo é bem descrita por

um modelo classico com o de Langevin (Figura. 17) [41].

2.5. O Modelo de Stoner-Wohlfarth

O primeiro modelo empregado para descrever o magnetismo de pequenas particulas
foi desenvolvido por Stoner e Wohlfarth [42], sendo utilizado nas pesquisas atuais. Neste
tratamento, as particulas sdo consideradas elipsoides, com monodominio homogéneo. O
modelo de Stoner-Wohlfarth corresponde a abordagem micromagnética mais simples, que
despreza o termo de troca na fungéo energia total.

Consideremos uma particula monodominio com a forma de um elipsoide alongado,
com magnetizacdo homogénea e eixo facil de magnetizacdo na direcdo z. Sua energia na
presenca de um campo magnético H cuja dire¢cdo forma um angulo w com a direcdo de
magnetizacdo facil (Figura 18) [34].
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Figura 17 — Variacdo experimental da magnetizagdo reduzida (M+/My) de particulas superparamagnéticas
obtida a diferentes temperaturas, versus B/T; a linha continua é a funcéo de Langevin [34].

MASMETIZATION 1
ATRARY T

Figura 18 — Curvas de magnetizacdo para uma superparamagneto obtidas a duas temperaturas diferentes,
mostrando que as curvas coincidem quando desenhadas versus HXT [40].

e um angulo @ (com a magnetizacdo com H no plano yz e M ndo no mesmo plano, Figura
19 e 20) é dada por:
E = K1V sen’ 6 — poMsH(cosfcosy + sen 0 seny cos ¢) [24]

onde K; é a primeira constante de anisotropia, V € o volume da particula e M é a
magnetizacdo de saturagdo. O eixo de anisotropia aqui coincide com o eixo maior do

elipséide. O mecanismo fisico que da origem a anisotropia pode ser a interacdo dipolar
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(anisotropia de forma) ou um efeito combinado da anisotropia cristalina e a anisotropia de
forma, ao longo do mesmao eixo, ¢ é o angulo que a projecdo de M forma com o eixo y.

Com H = 0, a magnetizacdo aponta ao longo do eixo de anisotropia; com um campo
magnético ndo-nulo, a magnetizacdo gira e o problema é reduzido a uma configuracdo
planar (¢ = z/2) [41]:

E = K1V sen 0 — pgMsH(cos 0 cos y + sen 0 sen w) = K1V sen  — poMsH(cos (i — 6)) [25]

Minimizando a energia em fungdo de 6, obtemos a magnetizacdo em funcao de H,
para cada valor de 4. Isto é mostrado na Figura 15, para diferentes valores de 6.
Stoner e Wohlfarth [42] também consideraram um conjunto de tais particulas com

todos os valores do angulo; somando as magnetizacdes dessas particulas, obtém-se uma

curva de histerese que tem (a T = 0 K) uma remanéncia magnética de 3Ms ¢ uma
coercividade H. = 0,48 h, onde h é o campo magnético reduzido h = H/Ha = poHMs/2K1V
(Fig. 2.17). Para minimizar a energia, calculamos 0E(6)/00 = 0:

2K,V sen 6cos 6 — poMsH(sen (y — 6)) =0 [26]

sen 20 = (— poMsH / K1V) sen (6 — v) [27]
No caso mais simples, no qual o campo magnético H é aplicado ao longo do eixo de

anisotropia (portanto y = 0), temos dois minimos no gréfico de energia total versus angulo,

para campos menores do que:
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Figura 19 — Particula monodominio elipsoidal em um campo magnético H, mostrando os angulos relevantes
entre 0 campo, 0 eixo de anisotropia e a magnetizagéo [39].

Figura 20 — Curvas de histerese da magnetizacdo reduzida (M/Ms) de elipsoides homogeneamente
magnetizados, versus campo magnético reduzido, para diferentes angulos 6 (« na figura), no modelo Stoner-
Wohlfarth [33].

[28]

Um campo magnético que tem exatamente este valor & apenas suficiente para girar a
magnetizacdo, e, portanto é igual ao campo coercivo.

Se incluirmos o campo de desmagnetizacéo, a expressdo acima se torna (Figura 21):
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Figura 21 — Curva de histerese de Stoner-Wohlfarth para um conjunto de particulas com todos os valores
possiveis de § e curva para 6 = 0° [42].

-N,sM [29]

onde Ngs € o fator de desmagnetizacéo efetivo da particula na direcdo de M.

A altura da barreira pode ser calculada resolvendo 0E(6)/06 = 0. Para w = 0, existem
trés solucdes: 8 =0, 6 = arc cos(—HoMsH/(2K1V )) e 8 = z. A segunda solugédo corresponde a
posicdo do maximo da barreira, com energia Emax. Como cos (HoMsH/(2K1V )) < 1, esta
expressdo da o campo minimo que permite (a T = 0 K) a inversdo da magnetizacdo, que é

Hi na auséncia do campo de desmagnetizagéo:

2KV
UM

H, [30]

A partir da posi¢éo dos minimos pode-se derivar a altura da barreira, que corresponde a AE

= Emax— E(@ = 0). Depois de algumas manipulac6es algébricas chegamos a:

2
AE = klv(l—ij [31]
P*

k
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O campo de comuta¢do ou chaveamento (em inglés ’switching’) ¢ o campo que
produz uma inversdo na direcdo de magnetizacdo da particula. Quando um campo de
intensidade dada pela expressdo acima (Eg. 30) [35] é aplicado no sentido oposto ao da
magnetizacdo (ainda ao longo do eixo de anisotropia), M gira, e neste caso o campo de
comutagdo Heom € igual ao campo de anisotropia Hk.

A anisotropia da particula pode ser caracterizada através da curva de Hcom versus
angulo y entre H e o eixo de anisotropia. A condicdo de equilibrio estavel é obtida
calculando 6°E(6)/66” e igualando a zero (Figura 22):

2K,V cos 20 + noMsH(cos (v — 0)) =0 [32]

H(0H, (0)
[=]
g
[

Figura 22 — Dependéncia angular do campo coercivo H, no modelo Stoner-Wohlfarth. O grafico mostra que
H. é maximo para 6 = 0 e 8 =, isto é, ao longo do eixo f4cil de magnetizacéo [35].

2M _H
€0s 20 = S__cos(@— 33
Sy cos0-v) [33]

1

Dividindo a Eq. 27 pela Eq. 33 obtemos:
tan 20 =2 tan (0 — y) [34]

O que leva a:

tan 6 = —2 tan*® W [35]
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Elevando ao quadrado e somando a Eq. 27 e a Eq. 33, obtemos ap6s uma breve operacéo o
campo magnético H com que satisfaz a condi¢do de comutacdo da magnetizacdo. Este é

descrito por uma curva conhecida como astrdide, dada por:

H,
com — (sen2’31/1+c082’3 l//)3/2 [36]
Com
2KV
H, = p |\1/| [37]
0 S

0 campo de anisotropia.

A curva de Hcom/Hk, para os valores do angulo w de 0 a 2n é obtida medindo-se 0
campo de comutacdo em funcdo do angulo para uma Unica particula. Medidas de campos de
comutacdo com uma Unica particula usando micro-SQUIDs déo esta forma de dependéncia,

como mostrado na Figura 23 e 24 [43].
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Figura 23 — Curvas de campo de comutacao versus angulo (astréides), para uma nanoparticula de Co a
diferentes temperaturas [43].
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Figura 24 — Imagem de microscopia de for¢a magnética (MFM) de quatro discos de Co (001) de 200 nm de

didmetro, a) como monodominios, e d b) como vortices. ¢) e d) sdo os graficos de vetores da magnetizagao
obtidos por simulagdo micromagnética tridimensional de um Gnico disco de Co [40].

et

2.6. Os Efeitos de Superficie no Magnetismo dos Materiais

A quebra de simetria de translacdo que se observa na superficie de pequenas
particulas ou agregados (‘clusters’) magnéticos conduz a uma complexa distribuicdo de
direcdes dos spins. A imagem que se tem da superficie das particulas é uma regido com
desordem de spins, semelhante a um vidro de spins, acoplada magneticamente ao carogo
ordenado da particula. Estdo associados a essa desordem na superficie comportamentos
irreversiveis, fenébmenos dependentes do tempo e uma dureza magnética aumentada [44].

A estrutura desordenada de spins na superficie de uma particula magnética pode ser
ilustrada com uma configuragcdo de spins calculada usando o método de Monte Carlo,

aplicado a uma particula de NiFe,O, com 400 nm de diametro (Figura 25).

40A particle ® <110>
-~
A A A gt A f g
T B S S
s i/f F Y 4
k\ / /’/’f’/’/’/’z’/’/’/"

/7 H=50000

Figura 25 — Configuracdo calculada de spins em nanoparticula de 400 nm de NiFe,0,, mostrando a desordem
de spins na superficie da particula [44].

70



Usualmente o efeito de quebra de simetria na superficie de um sélido magnético

leva ao surgimento de um termo a mais na anisotropia, da forma:
H = K512 [38]

onde S¢é a componente perpendicular do spin. A constante de anisotropia Ks pode ser
positiva ou negativa: no primeiro caso a superficie se torna um plano facil, no segundo sua
normal torna-se uma direcdo facil. Este termo de anisotropia pode ser dominante para 0s
atomos superficiais (Figura 26) [44].

A anisotropia efetiva para pequenas particulas esféricas usualmente apresenta a

seguinte dependéncia com o diametro d das particulas [45]:

6

Kef = KvoI +a Ks [39]

onde Kvol € a constante de anisotropia de uma amostra macroscopica, e Ks é dada em
unidades de energia por area. A rigor, tomar na equacdo Ko como idéntica a constante de

anisotropia de um sistema macroscopico € uma aproximacao.

[

Figura 26 — Representacio esquematica da anisotropia na superficie de uma particula da forma S%em dois
casos: a) K<0 (radial) e b) K>0 (tangencial) [39].
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2.7. O Fenbmeno de Interacdo entre Particulas Magnéticas

Um conjunto de nanoparticulas magnéticas pode interagir, dependendo da distancia
entre elas, através da interagdo dipolar, da interacao de troca, e da interacdo RKKY, no caso
de particulas em um meio condutor. Essas interagdes modificam o magnetismo do sistema,
e a descricdo de suas propriedades magnéticas, como por exemplo, os parametros que
caracterizam sua curva de histerese, ndo pode mais ser feita com um modelo simples como
0 modelo Stoner Wohlfarth [47].

Um sistema de particulas magnéticas pode ser desmagnetizado por um processo que
conduz a uma configuracdo na qual a probabilidade de uma particula ter magnetizacéo ao
longo de qualquer direcdo € igual a probabilidade da magnetizacdo na dire¢do oposta. Isto
leva a que em um sistema sem interagdes, a curva de magnetizacdo virgem my; fique
exatamente na média entre o ramo superior da curva de histerese msup € 0 ramo inferior min
[46]:

1
Am = my;, — E (msup - minf) [40]

Quando estdo presentes interagdes, por outro lado, ha um desvio na magnetizacdo, e

este desvio € uma medida da intensidade das interacdes:

1
Arnexp = (mvir )exp - 5

(msup - minf)exp (41]

Outro aspecto importante do magnetismo de um sistema de particulas é a
dependéncia da sua magnetizacdo com o campo magnético aplicado. Como vimos acima,
um sistema de particulas idénticas supermagnéticas tem a sua magnetizacdo versus H bem

descrita por uma funcéo de Langevin:
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B
M = NyL(f—T) [42]

SimulagBes numéricas mostram que o efeito das interacGes dipolares sobre a
magnetizacdo pode ser estimado mantendo a magnetizacdo sob a forma acima, apenas
introduzindo uma temperatura aparente Ta > T, que substitui T no denominador do
argumento da funcdo de Langevin [47]. Isto pode ser justificado se pensarmos que um
campo dipolar aleatdrio, devido as outras particulas, variando com uma frequéncia elevada
(= 109 Hz), tem o efeito de reduzir a ordem devida a um campo externo.

A temperatura T, se relaciona a T através da relacdo T, = T + T*, onde T* é dada

pela relagdo com a energia dipolar D:

KT* =g, = 2 [43]

onde d ¢ a distancia média entre as particulas e a ¢ uma constante de proporcionalidade que
resulta da soma dipolar.

Alguns resultados experimentais para a grandeza T que mede a intensidade da
interacdo entre particulas sdo mostrados na Tabela 2.6.

Os processos de relaxacdo das pequenas particulas magnéticas também sdo afetados
pela interacdo entre elas. Na presenca de interacdes, a imagem de uma Unica barreira de
energia entre duas configuragdes (8 = 0, 6 = 1), e o processo de inversdo da magnetizacao
passa a envolver uma paisagem complexa com muitos minimos locais, analogamente ao
caso dos vidros de spin. A inversdo da magnetizacdo de uma Unica particula modifica toda
essa paisagem.

No modelo mais simples, a temperatura de bloqueio e o tempo de relaxacdo séo

relacionados através de uma equacéo tipo VVogel-Fulcher [48], na Figura 27.

[44]

— e EB
TRk, 1)
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Figura 27 — Grafico de logsor versus inverso da temperatura de bloqueio para particulas de Fe em uma matriz
de alumina. As diferentes curvas correspondem a amostras com diferentes intensidades da interacdo entre as
particulas [49].

Na equacdo acima, To € uma medida da intensidade da interacdo, e tem dimenséo de
temperatura. O efeito das interacBes dipolares pode ser visto no grafico da Fig. 23 no qual
se representa In 7 versus 1/Tg. As diferentes curvas correspondem a diferentes intensidades
de interacdo entre as particulas (obtidas variando as distancias inter-particulas); cada curva
corresponde a um valor de T, [49].

Um estudo realizado em um sistema formado por grdos magnéticos monodominio
de diferentes diametros (polidispersivo) mostrou que as interagdes entre estes levam, a
baixas temperaturas, a uma reducdo da coercividade e da remanéncia [50]. Neste estudo,
realizado por simulacbes utilizando a técnica de Monte Carlo, foram consideradas
interacGes dipolares e de troca entre as particulas. Dependendo do seu diametro, as
particulas se encontram ou bloqueadas ou no estado superparamagnetico. O campo agindo

sobre cada particula é dado por:

K07 o0 | 7
Hr =H,+2 d’ '—dJS +C*> u [45]
1#] ij ii i#]

U]
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Nesta expressdo, H, € 0 campo aplicado; o segundo termo é o campo dipolar e o
terceiro termo o campo de troca. O campo dipolar é tomado como resultante da interacao de
particulas compreendidas a uma distancia de até trés vezes o didmetro mediano das
particulas, e o campo de troca devido apenas as particulas mais proximas. C* é um
parametro que mede a intensidade do campo de troca.

A energia total € a soma da energia de anisotropia com a energia de interagdo com o
campo Hr:

ETr= KV senz2a — HouHT cosp [46]

Um estudo supondo apenas interacdo dipolar entre as particulas, também realizado
com a técnica de simulacdo Monte Carlo, encontrou um maximo para a coercividade em
funcdo da concentracao de particulas, ou em funcéo do inverso da distancia entre elas [51].
Esse maximo € nitido no caso de anisotropia zero, e desaparece quando a anisotropia

aumenta (Tabela 3).

Tabela 3 — Temperatura T*= T,— T que caracteriza a intensidade da intera¢do entre grdos no sistema
CogoCuyy, € raio equivalente dos gréos. T, é a temperatura aparente [47].

<R>(nm) T*[300 K]
4,2 3310
5,3 5960
2,6 1170
1,4 210°
1,5 55°
2,2 215
2,4 270
2,4 325

a: T=251 K; b: T=244 K.
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2.8. Os Mecanismos da Histerese Magnética e a Dissipacao de Calor

A susceptibilidade magnética em fluidos magnéticos retrata a resposta ao campo
magnético com respeito a dispersdo e absorcdo de energia. A susceptibilidade diminui a
medida que decresce o tamanho da particula, 0 mesmo ocorrendo com a magnetizacdo do
sistema [52].

Considerando um fluido magnético com uma polidispersdao de nanoparticulas
submetido ao campo magnético H, a energia do sistema resultard da populacdo de
momentos magnéticos alinhados com o campo e contrdrio ao campo magnético. Ao
retirarmos o campo magnético 0 momento magnético da nanoparticula terd basicamente
dois mecanismos de relaxacdo: a relaxacdo Browniana e relaxacdo de Néel. Tais processos
de relaxacdo dependem da relacéo entre a energia térmica e a energia de anisotropia, com
dois casos limites [52]:

% >>1: Neste caso, temos a possibilidade de relaxa¢do Browniana (rotacdo extrinseca),

pois 0 momento magnético da nanoparticula estd bloqueado na dire¢do do eixo de facil
magnetizacdo. A relaxacdo ocorre devido a rotacdo das nanoparticulas. O tempo de

relaxacdo tem origem hidrodinamica sendo dado por [53]: 7,

V,n .
em que (V eo
T que (Vy )

volume hidrodindmico da particula, (7) a viscosidade do liquido carreador, k a constante
de Boltzmann e (T ) a temperatura absoluta. No caso onde o fluido magnético é congelado
este mecanismo desaparece ndo possibilitando o movimento de rotacdo mecénica da

nanoparticula.

% <<1: Neste caso, temos a possibilidade de relaxacdo de Néel (rotagéo intrinseca). O

momento magnético ndo esti preso ao eixo de facil magnetizacdo e, portanto, gira em
relacdo ao mesmo, sendo dependente de parametros tais como volume (V ), anisotropia
magnética (k) e temperatura (T ). A energia térmica é suficientemente grande para

introduzir flutuagdes da magnetizagdo da particula dentro de um tempo (7, ), tempo de
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KV
Ty =T XD (F

relaxacdo de Néel, dado por [54]: j sendo 1o € uma constante com valor

tipico de 10”° segundos. Em geral, ambos 0s mecanismos contribuem para a relaxagdo, com
__nNTs

eff —
N +TB

T

um tempo de relaxacdo efetivo dado por [54]: . O processo € determinado

;- ~ T ~ T
pelo menor tempo caracteristico. Se “N>> 78 entdo = 7s. Se ‘N « %8  entdo ©f = TN,

O valor critico do volume da particula ocorre quando “8="N . Os tempos de relaxac&o

(%s,"™~) podem ser obtidos a partir do maximo da componente imaginaria da
susceptibilidade magnética 4 do fluido magnético [55].

As Equacdes de Maxwell descrevem o comportamento do campo elétrico e do
campo magnético (através do divergente e do rotacional), bem como suas interacbes com a
matéria, assim chamado em homenagem ao fisico James Clerk Maxwell. Estas equagfes
expressam como as cargas elétricas produzem campos elétricos (Lei de Gauss), como
corrente elétrica produz campo magnético (Lei de Ampére) e como variagdes do campo
magnético produz campo elétrico (Lei de Faraday) e corrente, induzida, em um material
condutor, quando sujeito a um fluxo magnético variavel (Correntes de Foucault). Tais leis,
devido a sua importancia no nosso contexto, serdo discutidas abaixo e apresentadas suas
formulagdes matematicas.

Na Fisica, a Lei de Gauss estabelece a relacdo entre o fluxo elétrico que passa
através de uma superficie fechada e a quantidade de carga elétrica que existe dentro do
volume limitado por esta superficie, ou seja, cargas elétricas produzem campos elétricos. A
Lei de Gauss é uma das quatro EquacGes de Maxwell tendo sido elaborada por Carl
Friedrich Gauss no século XIX.

Matematicamente a Lei de Gauss pode ser escrita como (Figura 28):

[47]
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VE=£ [48]

Figura 28: Lei de Gauss — distribuicdo esquematica [55].

Sendo:
E - campo elétrico [V/m];
Y - superficie;
Qr - carga envolta por I" [C];
Q - densidade volumétrica de carga [C/m];

&o - permissividade do vécuo [F/m].

Do eletromagnetismo cléssico, € sabido que corrente elétrica produz campo
magnético [54] fato este relacionado matematicamente na equagdo abaixo, conhecida
como Lei de Ampeére. Esta esta relacionada com uma importante propriedade geral dos

campos magnéticos e é expressa por:

fBdl = yo(i e dj’tE] [49]
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A Equacdo (3) mostra que um campo magnético B pode ser produzido por uma

corrente elétrica i ou pela variacdo (temporal) do fluxo do campo elétrico E | ®¢. Quando

ndo se consideram campos elétricos variaveis com o tempo a Equacéo (3) se reduz a:

fBAT =, [50]

Além da forma integral a Lei de Ampére se expressa matematicamente também pela

forma diferencial:

VxB=u,.j [51]

.
onde V é chamado de rotacional.

A Lei de Ampere s6 é (til para calcular campos magnéticos criados por correntes
que apresentem uma simetria suficientemente adequada para permitir uma facil
determinagéo da integral de linha.

De particular interesse neste trabalho é a distribuicdo do tamanho das esferas, sendo
gue estas possivelmente percorrerdo os capilares sanguineos e os diametros destes
capilares sdo consideravelmente pequenos. A Lei de Ampere nos auxilia no célculo de
campos magnéticos em superficies adequadas para permitir uma facil determinacdo da
integral de linha, porém, o valor do campo magnético na superficie da esfera possui uma
relacdo com o raio da mesma e este fato é fundamental, ja que estamos preocupados em
obter campos magnéticos maximos num aspecto morfologico mais propicio possivel.

Assim sendo, temos que 0 campo magnético na superficie da esfera é dado por:
A [52]

A Lei de Faraday-Neumann-Lenz, ou lei da inducdo eletromagnética, quantifica a

inducdo eletromagnética, sendo o efeito da producdo de corrente elétrica em um circuito
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colocado sob efeito de um campo magnético varidvel ou por um circuito em movimento em
um campo magnético constante.

A Lei da inducéo de Faraday, elaborada por Michael Faraday em 1831, afirma que a
corrente elétrica induzida em um circuito fechado por um campo magnético, é proporcional
ao numero de linhas do fluxo que atravessa a area envolvida do circuito, na unidade de
tempo [54]:

do,
dt

{Edr:— [53]

sendo E o campo elétrico induzido, ds o um elemento infinitesimal do circuito e d®B/dt é

a variacdo do fluxo magnético. Uma maneira alternativa de se representar é na forma da

diferenca na funcdo do campo magnético B

TxE--B [54]
ot
Portanto:
vV=§Eus [55]

A lei, expressa matematicamente na forma elaborada por Franz Ernst Neumann [55]

em 1845 em termos da forca eletromotriz, é dada por:
v, =2 [56]

At

A Lei de Faraday-Lenz enuncia que a forga eletromotriz induzida num circuito
elétrico é igual a variagio do fluxo magnético conectado ao circuito. E importante notar que
um campo magnético constante ndo da origem ao fenébmeno da inducdo. A contribuigédo
fundamental de Heinrich Lenz foi a direcdo da forca eletromotriz (o sinal negativo na

férmula). A corrente induzida no circuito é de fato gerada por um campo magnético, e a lei
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de Lenz afirma que o sentido da corrente é o0 oposto da variagdo do campo magnético que a
gera [55].

Se 0 campo magnético do circuito estd diminuindo, 0 campo magnético induzido
pela corrente induzida ira a mesma direcdo do campo original (se opdem a diminuicao), se,
0 campo magnético estd aumentando, o0 campo magnético induzido ird em direcdo oposta
ao original (se opdem ao aumento). Esta ultima andlise é compativel com o principio da
conservacao de energia, se o circuito é aberto e ndo ha fluxo de corrente, ndo ha dissipacédo
de energia pelo efeito Joule. Por este motivo, ndo ha uma forca de reacdo a variacdo do
campo magnético e 0 movimento do magneto ou do circuito nao realiza trabalho (forca nula
X movimento = zero). Se ao contrario, existir corrente circulando no circuito (com
dissipacdo de energia), a variacdo do campo magnético resultard numa resisténcia que
demandara a realizacdo de trabalho. Com base neste principio um gerador consome tanto
mais energia mecanica quanto mais energia elétrica ele produz (sem considerar a energia
perdida por atrito e pelo efeito Joule) [55].

Na Tabela 4 abaixo, em forma de sintese, mostramos as Leis acima enunciadas,

tanto na forma diferencial parcial, quanto na forma integral.

Tabela 4: Equag6es de Maxwell na forma diferencial e integral [55].

Nome Diferencial Parcial Forma Integral
Lei de Gauss V.D=p, [57] § D.4S = Qugiopaso= | 2,0V
S \%
[60]
Lei de Gauss para o VE=0 58] f B.dS =0 [61]
magnetismo s
Lei da Inducéo de . - 0B - dB
Fal‘aday V x E = —E [59] {Edl = —‘!Eds
[62]
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do

[63] {l:idl = Ienglobado+ d—tB

Lei de Ampere

[64]

Sendo que:

V - operador gradiente que em coordenadas cartesianas pode ser escrito
o, 0. O,
—X+—9+—12
ox oy~ oz

<!

* - divergente do campo vetorial

VX _rotacional do campo vetorial

J - densidade de corrente através da superficie S englobada pelo contorno C - [A.m™?]

D - vetor deslocamento elétrico.

Para materiais lineares, os campos D e H s&o relacionados a E e B por [55]:

—

D=¢E [65]

— —

B = uH [66]

Sendo:
¢ - constante dielétrica ou permissividade elétrica [F/m];
M - permeabilidade magnética [H/m].
Em meios isotropicos € ndo dispersivos, € € p sdo escalares independentes do

tempo, e sendo assim as equacOes de Maxwell se reduzem a:

V-&E=p [67]

V-B=0 [68]
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VxE=-2 [69]

[70]

No vécuo, sem cargas ou correntes, sendo este um meio linear, homogéneo e

isotropico, com suas constantes designadas por €g € [lo. Portanto [55]:

V-E=0 [71]
V-B=0 [72]
TxE--B [73]
ot
VB =y, =
ot [74]

Estas equacdes tém uma solucdo simples em termos de ondas progressivas planas
senoidais, com dire¢des dos campos elétricos e magnéticos ortogonais um ao outro e a

direcdo do deslocamento, e com os dois em fase [56]:

VxVxE=V(V-E)-VE=vx| B|-_ VB [75]
ot ot
VxVxB=V(V-B)-VB=Vx| ue, & |=ppe, E [76]
ot ot
Mas:
~,= 0 oE
0-V’E=-—— — 77
&[ﬂ&oa] [77]
0-928 ﬂogoi(_ﬁj
ot\ ot [78]

Com os resultados acima mostrados, podemos obter a equacéo da onda eletromagnética:
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-
62@:(%80 a_EJ [79]
. o°B
VB = Hoo 5 [80]
De onde obtemos a velocidade da onda eletromagnética (c):

1

v Hoéo

cC= [81]

Maxwell percebeu com os calculos acima mostrados que essa quantidade “c” é
simplesmente a velocidade da luz no vacuo e concluiu que a luz é uma forma de radiagédo
eletromagnética. Assim, Maxwell investigou campos elétricos em meios materiais
observando que o campo elétrico é afetado pela presenca dos dipolos elétricos do meio (no
nosso trabalho, o meio refere-se ao DGEBA — éter diglicidilico do bisfenol A). Tanto no

caso de meios constituidos por moléculas polares, quanto em meios constituidos por

moléculas apolares, o vetor polarizacdo (P) tende a se alinhar opostamente ao campo

elétrico externo, enfraquecendo-o de acordo com a expressao [56]:

gE=D-P [82]

O campo elétrico é funcdo de todas as cargas, D (vetor deslocamento elétrico) é

funcdo apenas das cargas livres g, ao qual satisfaz a Lei de Gauss, e 0 vetor polarizacéo

( 5) é funcédo apenas das cargas ligadas.

§D-da=q (63]

Além disso, no véacuo ou no ar, P =0, de modo que:
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D=¢,E [84]

Em um meio de constante dielétrica k, a relagdo se torna:

D=x-¢,-E=¢-E [85]

Maxwell mostrou que a constante dielétrica k esta ligada ao indice de refragdo n do
dielétrico, ao qual a velocidade V de propagacdao de um disturbio eletromagnético atraves

de um meio transparente uniforme qualquer é dada por:

1

Sendo p a permissividade magnética. De um modo geral, os meios transparentes

tém p ~1, assim sendo:

V = (K)_E [87]

Por outro lado, de acordo com a Teoria Ondulatéria da Luz [56]:

v==< [88]
n

Em que c € a velocidade da luz no vacuo e n, o indice de refracdo dos materiais

1/2

transparentes. Assim, para o vacuo, teremos: ¢ = Ky - € portanto a constante dielétrica «’

relaciona-se com o indice de refragcdo do meio através da relagéo:

[89]

De face da apresentagéo do calculo da constante dielétrica k’, pode-se entender a
conversdo da energia magnética em calor, visto que as nanoesferas sdo transportadoras de
calor, ou seja, convertem energia magnética absorvida pela influéncia do campo magnético

em energias em transito.
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A forca magnética criada por um polo magnético pode ser definida através do

equivalente da Lei de Coulomb, pela forca ( F ) entre dois polos m; e m,, que ocorrem entre

dois magnetos cilindricos:
[90]

sendo k = 107 [N.A™].
De posse do exposto, afirma-se que um polo magnético cria ao seu redor um campo,
responsavel por exercer a forca em outro polo que esteja ao seu redor, ou nas proximidades

deste. Esta forca existente é proporcional ao campo ou a intensidade do campo magnético

H através da expressao:
F =mH [91]

sendo m o polo magnético e H medido em A/m no SI ou em Oe no CGS.
Considerando o sistema com geometria cilindrica, 0 momento de dipolo magnético
M pode ser definido por:
u=m-l [92]

sendo | o comprimento do cilindro de &rea de se¢do transversal A.

—

O momento magnético quando exposto a um campo magnético H fica sujeito a um

torque, sendo a energia potencial (U) associada dada por [55]:

U=—u-H [93]

Define-se assim, a magnetizacdo (M ), como sendo a soma de todos 0s momentos
magnéticos elementares divididos pelo volume que este ocupa (grandeza intensiva).

Matematicamente tem-se que [57]:
- 1
M = v > 1, [94]

A magnetizacdo possui dimensdes tanto de momento do dipolo magnético por
unidade de volume, como de intensidade do pélo magnético por &rea (IL* / L® = I/L). E

expressa em ampére por metro (Am™).
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O valor da magnetizagdo (M) aqui observado é uma média do volume V. Para

definir M num ponto é conveniente supor que uma determinada barra de ferro qualquer
tenha uma distribuicdo continua de dipolos magnéticos infinitesimais, ou, uma

magnetizacdo continua. Limitemos nossa atencdo a volumes que contenham muitos dipolos

magnéticos, supondo que a magnetizaco seja continua, o valor de M num ponto pode ser
definido como 0 momento resultante do dipolo m de um pequeno volume AV dividido pelo
volume, com o limite tomado quando 4V tende para zero em torno do ponto [57].

Considerando-se as linhas de inducdo magnética, 0 campo magnético representado

pelas linhas de forga de inducdo ( B ), ou densidade de fluxo magnético, é dado por:

B =y (H + M) [95]
sendo que:
B = densidade de fluxo magnético [T.m?]
H = campo magnético [T]
M = magnetizacso, [Am™].

Pode-se definir também a susceptibilidade magnética (x) como sendo uma grandeza
que caracteriza um material magnético segundo suas respostas a um campo magnético

aplicado. Assim:

[96]

Il| <

Muitas vezes, 0s materiais apresentam uma resposta ndo linear, de modo que se

deve tomar o limite nulo da excitagdo do campo aplicado:

I1| <
D
T

x= lim H—0
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Como foco principal desse trabalho, serdo analisados os materiais ferromagnéticos,
sendo que estes materiais caracterizam-se por exibirem a magnetizacéo de saturagdo Ms(T)
dependente da temperatura. Um ferromagneto torna-se espontaneamente magnetizado
abaixo de certa temperatura critica, chamada de Temperatura de Curie (T¢). A fase
ferromagnética é caracterizada pelo alinhamento dos momentos magnéticos dos atomos
constituintes do material. Os ferromagnetos sdo compostos por materiais puros como Fe, Ni

e Co, e suas ligas [53].

A equacéo proposta para a magnetizacéo (M ) e 0 campo magnético aplicado (|§)
em funcdo da temperatura é definida como sendo a susceptibilidade magnética de Curie-

Weiss (ycw):

“(T-ca) (T-To) %81

L
A

Sendo:

T - Temperatura de magnetizacéo espontanea [K];

C - Constante de Curie;

A = constante do campo médio;

T. = temperatura de Curie [K].

No caso desse trabalho, o ferromagnetismo é caracterizado em um material quando
temos A > 0. As curvas de magnetizagdo ou de Indugdo sdo parametros de apoio na
caracterizagd0 macroscopica dos materiais ferromagnéticos, ao qual normalmente
apresentam uma histerese como resposta, fato este que sdo conhecidas por curvas de
histerese.

Partindo das origens dos eixos no plano cartesiano, ao aplicarmos um campo
magnético externo, verificamos que, se 0 campo nao ultrapassar algum limite, que depende
da amostra em particular, ocorrem variagdes reversiveis na magnetizacdo (regido de facil

magnetizacdo). A Figura 29 representa a regido . Nesta regido, o processo de magnetizacao
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ocorre, em grande escala, por deslocamentos reversiveis das paredes de dominios bem
como, em menor intensidade, por rotagdes, também reversiveis, da magnetizagdo [56]. Para
campos maiores, 0 processo de magnetizacdo se torna irreversivel e predominam o0s
movimentos irreversiveis de parede de dominio e rotacGes irreversiveis da magnetizacao.
Esta regido Il é a chamada regido de magnetizacdo irreversivel. Se o campo aplicado for
posteriormente aumentado (regido Ill), predominantemente teremos rotacdo da
magnetizacdo, o que define a regido de aproximacdo da saturacdo. A partir deste ponto, o
material entra na regido de saturacdo técnica onde o aumento do campo produzira variagdes
muito pequenas da magnetizagdo. Ao ser diminuindo o valor do campo aplicado, a partir da
saturacdo, a magnetizacdo retorna ao valor de remanéncia Mr. Invertendo o sentido do
campo e aumentando sua intensidade, a magnetizacao continua a diminuir de valor a partir
de My, passando por zero em um campo chamado de campo coercivo Hc, e, finalmente,
atingindo o seu valor de saturagdo na direcdo oposta a original para campos suficientemente
altos. Diminuindo-se a intensidade do campo a zero a partir deste ponto, a magnetizacéo
atinge a remanéncia negativa. Aumentando-se 0 campo no sentido positivo a magnetizacao
passa por zero, em +Hc, e atinge o valor de saturacdo na direcdo de saturacdo original,

fechando o ciclo completo de histerese.

r Reqido M
Reqgizn I
T I I . e p— Regida |
- H r Hi

M

H

Figura 29: Curva de Histerese de um material ferromagnético e sua magnetizacéo [33].
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A érea obtida sob a curva acima é o trabalho magnético (Wy) relacionado ao
alinhamento/desalinhamento dos polos magnéticos no material. Obtém-se a energia

magnética, pelo calculo da integral da histerese magnética, ou seja:
W, = f H-dB [99]

O fluxo de energia existente na superficie da nanoesfera pode ser também definido

em funcdo do vetor de Poynting (§), ou seja, um vetor cujo modulo representa a densidade
superficial instantanea de energia eletromagnética que se propaga por unidade de tempo na
direcdo e sentido da onda eletromagnética associada, e por definicdo na direcdo e sentido
do vetor de Poyntig em si.

A diminuicdo de energia eletromagnética na regido da nanoesfera se deve a
dissipacdo de poténcia em forma de calor (por Efeito Joule) e ao fluxo em direcdo ao
exterior do Vetor de Poynting. Relaciona a derivada temporal da densidade de energia
eletromagnética com o fluxo de energia e a taxa em que o campo realiza um trabalho, no
sistema de trabalho, ou seja, na regido das nanoesferas. Pode ser representada mediante a
formula:

N, 5.§--J.E
ot [100]

Dado que o campo magnético néo realiza trabalho, a parte direita da equacéo inclui
todo o trabalho realizado pelo campo eletromagnético. Na forma de um integral, pode-se
expressar Como:

Pd+i§-dA:—%jij%(E-|3+H-l§)dv:—dd—vtv [101]

Sendo P4 = poténcia dissipada por efeito Joule [W]; W = energia eletromagnética [J];
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Pode-se ainda, entender o ciclo da histerese pela curva abaixo (Figura 30), ao qual
explica de maneira detalhada como se procede a sua analise fisica.

Densidade de fluxo B (T)
Densidade de ___ Curva de Bm
fluxo residual — magnehzagiao
He He mucial 4
Forga — Eam-1)
coercitiva
-
—| - Br
- - Hm Hm -

Figura 30: Ciclo de Histerese [33].

2.9. Mediadores Magnéticos baseados em Ferritas: Estrutura das Ferritas,

Composicao.

Ferritas sdo materiais ceramicos compostos por uma mistura de éxidos metélicos,
que apresentam propriedades magnéticas muito UGteis para a industria de materiais
eletronicos de alta tecnologia [57]. Estes materiais vém sendo estudados desde a década de
30 do século passado, quando pesquisadores japoneses Kato e Takey [58] mostraram as
vantagens das ferritas na substituicdo do ferro puro em nucleos de transformadores.

A estrutura das ferritas a classifica em quatro grupos: espinélio, hexagonal, granada
e ortoferritas [59], esse ultimo como subdivisdo da granada. Essas sdo classificadas quanto

ao seu desempenho magnético em: moles, duras e ferritas de microondas.
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As ferritas com estrutura espinélio apresentam como componentes secundarios
metais de transi¢do bivalentes ou trivalentes e formula geral MFe ,04, onde M pode ser
ions bivalentes como Mn, Ni, Co, Zn, Fe, Mg, e Cu. Essas ferritas cristalizam com 8
atomos por célula unitaria, sendo ferrimagnéticas [60]. A estrutura oferece muitas possiveis
combinacBes de cations que poderdo balancear as cargas —8 dos ions de oxigénio. As mais
importantes sdo as (+2, +3) ferro-espinélios, em que o Fe,O3 é 0 maior componente.

As propriedades magnéticas das ferritas estdo relacionadas com os elétrons da
camada incompleta dos ions de metal de transi¢do. Nessas camadas, 0s nUmeros quanticos
orbitais e de spin dos elétrons desemparelhados se combinam com 0s momentos
magnéticos dos demais elétrons. A soma desses momentos dard 0 momento magnético do
atomo [61]. As propriedades magnéticas e elétricas das ferritas Ni-Zn permitem um amplo
campo de aplicacdes deste tipo de material em componentes elétricos e eletrdnicos, tais
como em ndcleos de transformadores, cabecotes de gravacdo de fitas magnéticas,
isoladores, circuladores e outros dispositivos que operam em alta frequéncia.

A literatura também aponta a possibilidade da aplicacdo deste tipo de ferrita como
transdutores magnetoelasticos para a medicdo de forcas e de tensdes de compressao [62].
Com o intuito de minimizar as dificuldades apresentadas pelo método de mistura de éxidos,
diversos métodos quimicos de sintese [63] tém sido utilizados em escala de laboratério para
a obtencdo de ferritas visando, principalmente, o controle da microestrutura e das
propriedades magnéticas e elétricas por meio do controle das caracteristicas dos pds

(pureza, homogeneidade quimica, forma e tamanho médio das particulas).

2.10. Propriedades Magnéticas Extrinsecas das Ferritas

Particularizamos nosso estudo para ferritas de 6xido. Vargas et al [64] sintetizaram
nanoparticulas de oxido de ferro, pelo método de decomposicdo do Fe(acac); em altas
temperaturas, utilizando r = 40:1 (d ~ 4 nm). Em seguida, esta amostra recebeu um
tratamento térmico de duas temperaturas diferentes a 573 K e a 823 K. As trés amostras

produzidas sdo facetadas e ndo ha uma superficie amorfa aparente, demonstrando alta
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cristalinidade. O tratamento térmico a 573 K induz um crescimento das particulas de 4,8
para 6 nm e possivelmente uma diminuicdo de defeitos internos, porém sem maiores
mudancas na estrutura da magnetita, observada por difracdo de raios-x. Apds o tratamento
térmico a 873 K, acima da temperatura de decomposi¢do do recobrimento organico, a
amostra apresentou uma distribuicdo de tamanhos bimodal, um conjunto de particulas
manteve o tamanho de <D> = 6 nm e outro teve um crescimento induzido onde <D> saltou
para 17 nm.

Medidas MxT para as duas primeiras amostras mostram o tipico comportamento de
particulas monodominio indicando um processo de bloqueio dos momentos
superparamagnéticos. Este comportamento desaparece na terceira amostra que permanece
no estado bloqueado (irreversivel) mesmo a temperatura ambiente e possui uma Tg
estimada em um valor alto de 640 K devido ao comportamento dominado pelas particulas
maiores. Medidas de MxH também mostram que as duas primeiras amostras apresentam o
mesmo comportamento, com HC inferior a 2,5 kOe e um K = 6 x 10* erg/cm®, estimado
pelo modelo de Stoner-Wolfarth.

Contudo estas amostras apresentam valores diferentes para a magnetizacdo em altos
campos, 12 emu/g em 10 kOe para a amostra de 6 nm e aproximadamente 3 emu/g em 50
kOe para 4 nm, esta ultima estando muito longe da saturagdo neste valor de campo. Vale
ressaltar que mesmo o valor da amostra de 6 nm é muito inferior ao esperado para o
material bulk. J& para a amostra bimodal, observamos alta coercividade como resultado do
predominio das particulas maiores na faixa de baixos campos e um campo de
irreversibilidade maior que 10 kOe, com uma magnetizacdo neste campo de apenas 20
emu/g.

Duas amostras produzidas pelo mesmo método quimico descrito acima, porém sem
o tratamento térmico, foram estudadas por Lee et al [61]. As amostras com <D> =4 ¢ 6
nm, respectivamente, apresentaram pequena distribuicdo de didmetros, forma esférica e
pouca aglomeracdo vistas por HRTEM (microscopia eletronica de transmisséo de alta
resolugédo). As estruturas foram confirmadas como a da ferrita por difracdo de raios-x,

porém ndo foi possivel a distingdo entre as fases -Fe,O3 e Fe30,.
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Ambos os sistemas apresentaram um comportamento superparamagnético em
temperatura ambiente, como mostram os espectros Mdssbauer, com a presenca de dubletos
sem ordem magnética. Em espectros coletados a 4,2 K mostram ordem magnética,
caracteristica do estado blogueado, sendo ajustados com dois sextetos magnéticos com
valores de campo hiperfino Bys de 51,7 e 48,3 T e deslocamento isomérico (IS) de 0,33 e
0,73 mml/s, respectivamente, para a amostra com <D> =4 nm e Bhfp de 51,6 €489 T e IS
de 0,33 e 0,62 mm/s, respectivamente, para a amostra com <D> =6 nm.

Os valores elevados de IS para um dos sitios mostram a presenca de Fe?* na
amostra, confirmando a fase como magnetita. Ciclos de histerese, obtidos a temperatura
ambiente e com campo magnético aplicado de 10 kOe, confirmam o comportamento
superparamagnético. Além disso, os valores de Ms foram praticamente 0s mesmos para as
duas amostras, aproximadamente 59,5 emu/g, muito maior que os obtidos por Vargas et al
[64]. Yang et al [65], estudaram nanoparticulas de magnetita estequiométrica e com
deficiéncia de cations de Fe, Fe3s04, com diferentes valores de 3, além de -Fe,Os
produzidas através do método quimico de co-precipitacdo hidrotérmica seguido de
diferentes tratamentos térmicos. Foi observada por difracdo de raios-x a mudanca na
estrutura da rede cristalina com a diminui¢ao do parametro de rede com o aumento de 0, os
valores de <D> também foram estimados por esta técnica em 150-200 nm.

Medidas de difracdo de elétrons sdo similares tanto em 10 K quanto em temperatura
ambiente e ndo indicam um ordenamento de carga abaixo de 128 K previsto pela transicdo
de Verwey. Medidas de magnetizacdo em funcdo da temperatura mostram que a
temperatura de transicdo passando de 125 K para 100 K com o aumento da deficiéncia de
Fe?* no sitio B. Espectros Mdossbauer coletados a temperatura ambiente para a magnetita
foram ajustados com dois sextetos magnéticos, um para o Fe** no sitio A e um para o Fe***
no sitio B. A partir da relacdo de area destes dois espectros foi possivel determinar a
estequiometria das amostras. Os valores de By, para o sitio A estdo em torno de 49,2 T,
com IS em torno de 0,30 mm/s, enquanto que para o sitio B o0s respectivos valores séo

aproximadamente 46,0 T e 0,66 mm/s.
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Daou et al [68] estudaram particulas produzidas por co-precipitacdo hidrotérmica
seguida (39 nm) ou ndo (12 nm) de tratamento térmico. Para as particulas com <D> = 12
nm a difracdo de raios-x mostra que a amostra possui a estrutura cubica do espineélio, porém
com uma possivel mistura entre -Fe,O3 e Fe30y4, ja que o valor do parametro de rede esta
entre os valores esperados para estas duas fases, com uma oxidacéo de 65 % do Fe?* em
Fe**. Ap6s o tratamento térmico, na amostra com <D> = 39 nm, a fase foi confirmada
como a da magnetita praticamente estequiométrica. Espectros Mdssbauer da amostra
tratada, coletados a 300 K foram ajustados com apenas dois sextetos, um para cada sub-
rede, mostrando que o sistema se encontra acima da temperatura de transi¢do de Verwey
(Ty). Ja o espectro obtido a 77 K foi ajustado com cinco sextetos magnéticos referentes ao
Fe3+ no sitio A e Fe**, Fe?®" e Fe®" no sitio B. A relagdo de area entre os sitios A e B é de
0,81, e como este parametro é sensivel a estequiometria da amostra, este indica uma
pequena deficiéncia de cations de Fe na rede, resultando em Fe;9404. Os valores de 1S
podem indicar o estado de valéncia do Fe em cada sitio (Fe** tetra, Fe** octa e Fe** octa
com 0.25, 0.40, e 1.00 mm/s a 300 K, 0.40, 0.54, e 1.15 mm/s a 77 K) [68]. As medidas de
MxT da amostra de 12 nm mostram uma Tg em aproximadamente 100 K, mas com uma
temperatura de irreversibilidade (Tir) maior que 300 K, indicando uma grande disperséo de
diametros. Além disso, esta medida mostrou a auséncia de Tv para a amostra de 12 nm e a
confirma para a amostra tratada praticamente estequiométrica, com uma temperatura de T,
em torno de 100 K.

Esta transicdo aparece como uma queda sutil da magnetizacdo na curva FC e como
um “cotovelo” na curva ZFC. Os autores colocam como responsaveis pela redugdo de Ty 0
desvio da estequiometria esperada para a magnetita no caso desta amostra, enquanto a
auséncia na amostra de 12 nm se deve ao alto grau de oxidacdo de Fe®*. Com relagdo as
curvas MxH, foram obtidos valores de Ms = 59,8 e 82,5 emu/g para as particulas com 12 e
39 nm, respectivamente.

Nanoparticulas de magnetita com <D> = 1,3 a 6 nm, com baixa dispersdo de
diametros (¢ = 0,2) e recobertas ou ndo por um surfactante foram produzidas por

coprecipitacdo hidrotérmica em diferentes condicGes de sintese, segundo Kim et al [67].
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Medidas MxT feitas para as amostras de 6 nm, com e sem recobrimento, mostram
comportamento esperado para particulas superparamagnéticas com um processo de
desbloqueio termicamente ativado, acima do bloqueio. Tanto Tg quanto Tj, S0 maiores
para a amostra com particulas sem recobrimento, pois, além de possuir uma maior
interacdo, a amostra apresenta aglomerados que podem ser visto em imagens de
microscopia eletronica de transmissédo (TEM). Em geral a magnetizacdo total desta amostra
também é maior que a amostra com particulas recobertas, indicando que o recobrimento
induz um alinhamento ndo colinear dos spins localizados na superficie. Medidas MxH
obtidas de 5 a 300 K para a amostra de 6 nm e sem recobrimento, confirmam o
comportamento superparamagnético acima de Tg, com Hc quase imensuraveis. Ja abaixo de
Tg as curvas apresentam coercividade. A partir do ajuste desta curva obtida a temperatura
ambiente com a funcdo Langevin, onde Mg é de 42,1 emu/g, foi estimado o diametro
magnético em 5,6 nm, menor que o <D> obtido por TEM e XRD, confirmando a presenca
de uma regido magneticamente desordenada. O momento médio por particula p =7011 uB

também foi obtido deste ajuste.

2.11. Propriedades Magnéticas Intrinsecas de Ferritas

A ferrita Ni-Zn é uma das ferritas do tipo espinélio mais estudadas cientifica e
tecnologicamente, principalmente devido as suas aplicacfes na indlstria eletroeletrénica
como dispositivo magnético de alta resistividade. Estes materiais apresentam configuracéo
cubica espinélio inverso, pertencente ao grupo espacial Fd3m, e sdo materiais ceramicos
ferrimagnéticos, cuja composi¢do quimica é formada por uma solucédo sélida dos 6xidos de
NiO, ZnO e Fe;03. O o6xido de ferro na forma de hematita (a-Fe;O3) constitui em torno de
70% em peso de sua composicédo [68].

A célula unitaria é representada pela formula (ZnyFe;.x)[NiixFe1+x]O4 [69]. Os ions
oxigénio formam um sistema de empacotamento fechado de face centrada. Os ions
metalicos (Fe**) na rede espinélio podem ocupar as duas posicdes de simetrias diferentes

(sitios tetraédricos e octaédricos). Se os fons de Fe** estiverem distribuidos igualmente em
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ambos os sitios, seus momentos magnéticos se cancelam e a magnetizacdo total, portanto,
deve ser resultante dos momentos magnéticos dos fons Ni** (magnético), os quais se
encontram nos sitios octaédricos da rede espinélio. O momento magnético total € resultante
apenas da fase inversa. Por outro lado, os fons de Fe** podem nio estarem distribuidos
igualmente nos sitios tetraédricos e octaédricos, e isso pode ocorrer por meio do aumento
do momento magnético molecular pela adicdo de ferrita normal, como por exemplo,
ZnFe,0.. Neste caso, 0s fons de Zn** vdo ocupar o sitio tetraédrico e forcar um ntimero
igual de fons Fe** a sairem do sitio tetraédrico para o octaédrico, 0 que provoca um
aumento adicional de magnetizacdo nos sitios octaédricos. Entdo, 0 momento magnético é
resultante da presenca das fases normal e inversa. Dessa forma, é possivel produzir um
grande namero de ferritas Ni-Zn com magnetizacao intrinseca, pela substituicdo adequada
dos ions metélicos [68].

As propriedades magnéticas extrinsecas das ferritas, tais como permeabilidade,
coercividade, perdas magnéticas (perdas por histerese e corrente parasita), dependem
fortemente de sua microestrutura, ou seja, do contorno de gréo, do seu tamanho médio e de
sua porosidade. A microestrutura pode ser controlada pela varia¢do no processamento, isto
é, preparacdo do pd, calcinacdo, moagem e condic¢des de sinterizacdo (temperatura, tempo e
atmosfera) [69].

A avaliacdo do contorno de grdo nas ferritas € importante, pois é por meio do
controle da espessura e tamanho de contornos de grdos que € possivel controlarem 0s
mecanismos de perdas (perdas histerese e parasita) e a alta permeabilidade. O tamanho, a
porosidade e a fase de fronteira do grdo (contorno de grédo) influenciam também a estrutura
do dominio, largura da parede de dominios e mobilidades dessas paredes [69].

Vaérias pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de investigar o efeito de varios
dopantes na rede espinélio das ferritas. Isso se d& em fungdo das propriedades desses
materiais serem bastante sensiveis a presenca de impurezas (dopantes). A adicdo de
impurezas produz mudancas nas propriedades magnéticas e elétricas, e o conhecimento
dessas mudancas fornece informacGes do tipo e quantidade de impurezas necessarias para

se obter ferritas de alta qualidade para algumas aplicacOes particulares.
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A numerosa classe de materiais que possui a estrutura YFeAl tem sua estrutura
formada pelo empacotamento de &nions bivalentes em um arranjo cubico de face centrada.
Quando este anion é o oxigéno (O%), temos a importante classe dos 6xidos espinélios,
devido ao nome do material, se, além disso, o cation trivalente for o ferro (Fe **) o material
é comumente conhecido como ferrita.

As ferritas sdo representadas pela formula quimica Me,.Fe,**0, ou MeOFe,0s,
onde Me é um metal de transicdo, geralmente do grupo do ferro. Os ions metalicos ocupam
dois intersticios formados pelos ions de oxigénio, um denominado sitio A, que tem uma
simetria tetraédrica e um segundo, sitio B, onde os oxigénios ocupam 0s vértices de um
octaedro. Uma célula unitéria possui 8 formulas quimicas, possuindo 64 sitios teraédricos e
32 octaédricos parcialmente ocupados por cations metalicos, 1/8 dos sitios A e ¥ dos sitios
B [69]. A representacdo de uma célula unitaria da estrutura do espinélio pode ser vista na

figura 31 abaixo.
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Figura 31 — Representacdo dos ions metalicos nos sitios tetraédricos (A) e octaedricos (B) da estrutura do
espinélio AB,O, [70].

Uma representacdo mais detalhada pode ser feita atraves da formula cristalogréfica:

(l\/legII Fe'”1_5)[Me”1_5Fe'”1+5] [102]

onde () representam o sitio A, [ ] o sitio B e 6 é pardmetro de inversao.

Se 6 = 1, temos uma ferrita do tipo normal, onde todos os 8 ions metalicos
bivalentes de uma férmula ocupam o sitio A e 0s 16 ions de ferro trivalente, ocupam o sitio
B, como é o caso da ferrita de zinco, ZnFe,O4. Em outro caso extremo, temos ¢ = 0, em

gue 8 ions metalicos bivalentes ocupam o sitio B e dos 16 ions de ferro trivalente, 8
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ocupam o sitio A, 8 o sitio B, este € 0 caso que denominamos como ferrita inversa, como
exemplo temos Fe3O,4 e NiFe;0,.

Porém estes dois casos ideais séo dificeis de ocorrer, sendo mais comum acontecer
uma redistribuicao cationica. Neste caso temos uma ferrita mista com 0 < 6 < 1 ¢ como
exemplo pode citar a ferrita de manganés com parametro de inversédo de 0,8, ou seja, 80%
de Mn?* ocupam o sitio A e 20% no sitio B, logo com a férmula cristalografica:
(MnO,SFeO,Z)[MnO,ZFe1,8b4'

Este parametro também nos ajuda a elucidar o porqué de certos cations, tanto
bivalentes quanto trivalentes, tendem a ser incorporados em um ou outro sitio da rede
cristalina. Uma vez que & muda para diferentes Me, podemos relacionar o tamanho do
cation em questdo com o tamanho do intersticio em que ele foi incorporado. Outros fatores
como a configuracdo eletrénica e a energia eletrostatica, devem ser levados em conta para
entender a distribuicdo catidnica, porém nos fixaremos apenas na contribuicdo do raio do
ion.

Como o sitio tetraédrico é coordenado por apenas quatro oxigénios, enquanto o
octaédrico é coordenado por seis, nds esperamos que ions menores preferissem ocupar o
primeiro, ja que ele é ligeiramente menor. Neste contexto, vemos que ferritas inversas sao
favorecidas, pois, ions trivalentes sdo geralmente menores que os bivalentes, além disso,
sabermos que a rede do oxigénio pode mudar se expandindo e contraindo para se adaptar a
cada tipo de ion. Estudos estruturais de ferritas mostram que a substituicdo do cation é
acompanhada de uma mudanca dos pardmetros de rede e uma mudangca na estrutura
cristalina como um todo.

Na Tabela 5, vemos alguns exemplos de valores para os raios médios dos sitios A e
B, chamados de rr € roct, respectivamente. A mesma também apresenta os valores de dois
jons do metal referente a cada ferrita, os bivalentes r, e os trivalentes ryj, todos em
angstroms (10™° m) [69].
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Tabela 5 - Valores dos raios médios dos sitios A e B (it € I'oet, respectivamnete), para diferentes
ferritas, além dos raios médios dos ions bivalente e trivalente (ry; € ry;) das respectivas ferritas [70].

Ferrita Tetr Toct Thi Thi

Fe;0y4 0.55 0,75 0.80 0.67
CoFe,04 0,54 0,69 0,78 0.65
MnFe, 04 0,61 0,69 0.83 0.67
NiFe,0, 0,54 0,69 0,74 -

O parametro ¢ € claramente relacionado ao método de sintese do material, uma vez
que pode influenciar sua cristalinidade e distorcer a rede fazendo com que o tamanho dos
sitios mude. De fato, ¢ pode ser reduzido em 1/3 do seu valor original quando o material é
aquecido a altas temperaturas.

Também é muito comum que as ferritas ndo sejam estequiométricas com a
proporcdo esperada de 2:1 entre os ions de ferro e do metal bivalente em questdo nem
sempre é adquirida, ou seja, existe uma deficiéncia na incorporacdo do Me**. Neste caso, se
a proporcao for maior que a estequiométrica, os ions de ferro estardo presentes nas duas
formas, tanto trivalente quanto bivalente, o que resulta na mistura de FezO, e MeFe;Qy, € as
propriedades fisicas podem mudar significativamente.

No caso em que Me é um atomo de ferro, temos uma ferrita de ferro, ou melhor,
magnetita, Fe3O,4, mineral responsavel pelo magnetismo encontrado na maioria das rochas e
extensamente estudado dentre os materiais magnéticos. Outro 6xido de ferro é a maghemita
(y- Fe203) que também pertence ao grupo dos materiais com a estrutura do espinélio, sendo
estruturalmente diferenciada da Fe3;O4 somente pela auséncia de ions bivalentes, tendo,
portanto, ambos 0s sitios ocupados por Fe®" e é representada por (Fe**")[Fe**s301/5] 04, onde
a sdo vacancias geralmente situadas no sitio B. A distin¢do destas duas fases € muito dificil
quando se utiliza a técnica de difracdo de raios-X, visto que apresentardo reflexées nos

mesmaos valores de angulos, ja que possuem parametros de rede muito préximos [69].
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Na estrutura do espinélio, cations situados nos sitios A ou B tém como primeiros
vizinhos (desconsiderando-se 0s oxigénios) cétions em sitios B ou A, respectivamente.
Assim, podemos subdividir o conjunto de ions de transicdio em duas sub-redes
interpenetrantes. A energia de interacdo de troca entre dois &tomos na mesma sub-rede ou

entre as sub-redes é descrita pelo hamiltoniano de Heisenberg [71]:

troca_ 2JI]ZS S
[103]

onde J;j é a constante de interagéo de troca entre os spins situados nas posicdes i e j da rede
cristalina. No caso dos metais de transicdo da familia do ferro, os elétrons responsaveis pelo
spin total S serdo aqueles dos orbitais 3d.

A interacdo de troca nas ferritas sé é possivel pelo fato de os primeiros vizinhos dos
cations de metal de transi¢éo ser anions bivalentes de oxigénio, que faz a intermediacdo da
interacdo entre os cations. Isso acontece porque as funcdes de onda dos orbitais p do
oxigénio se sobrepdem as funcbes de onda dos orbitais 3d dos cations, como mostrado na
Figura 32. Os dois elétrons da ultima camada do oxigénio estdo desemparelhados,
polarizando assim os cétions adjacentes de Fe** que se acoplardo antiparalelamente. Este é
a chamada interacdo de supertroca e ocorre devido a simetria dos orbitais envolvidos e este

comportamento também é observado para interacdes entre fons Me®*

,
P
! !
Metal de I I . ) Metal de 3d
Transicido Oxigénio Transicio Hz-
‘_-—-‘,}’f—-‘"\ -'"—u..
O C:.@‘ -2 e
3d / )
!
Z-y2y 1 f '
\\_‘/

Figura 32 - Esquema dos orbitais p e d envolvidos na interacdo de super-troca [71].
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Quando os trés ions séo colineares, ou seja, formando um angulo de 180° este tipo
de interacdo é bastante forte, principalmente quando comparada a configuragdo em que 0s
ions formam angulos de aproximadamente 90°. Na estrutura do espinélio o angulo entre um
atomo da sub-rede A ou B e 0 4&tomo de oxigénio no vértice é de 125°, favorecendo um
forte acoplamento antiparalelo (Jag < 0). Dois dtomos da sub-rede B formam um éangulo
reto B-O-B, enquanto que na rede A, a interacdo A-O-A é muito pequena. Valores
representativos da constante de troca J para cada um destes casos sdo dados na Tabela 6,

juntamente com o respectivo angulo da ligacdo quimica.

Tabela 6 - Constantes de interacdo de troca entre as redes da estrutura do espinélio, juntamente com

o0 angulo de ligacéo, [68].

Angulo da ligacao
J | J(K)
Fe-O-Fe
Jap | —28 127°
Jaa | —18 -
JBB +3 02°

Concluindo, uma configuracdo mais econémica do ponto de vista energético é
aquela em que todos os momentos magneticos atbmicos da sub-rede A estdo alinhados

paralelamente entre si e antiparalelamente com todos 0s momentos magnéticos da sub-rede

B, e 0 arranjo de spins pode ser descrito por (Fe* L)[Fe* T Fe* T]O4..

A magnetizacdo de cada sub-rede é calculada a partir do nimero de elétrons
desemparelhados na camada incompleta dos cations, assim os momentos magnéticos p de
cada sub-rede serdo diferentes; além disso, a populagdo de ambas é diferente, logo, a
magnetizacdo total das duas sub-redes ndo serd compensada, resultando um ordenamento

ferrimagnético.
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As propriedades magnéticas mudam bruscamente nas ferritas substituidas, ou seja,
quando todo, ou parte, de Fe?* é substituida por outro metal de transicdo. Isso ocorre pelo
fato de ambas sub-redes A e B possuirem fons de Fe**, com momento magnético de 5 uB e
em mesma quantidade, porém com sentidos opostos, fazendo com que estes momentos se
compensem. Dessa forma, o valor do momento magnético total da rede seré& dado pelo valor
do momento magnético do cation bivalente Me?*. Na Tabela 6 apresentamos os valores do
momento magnético total por molécula e a magnetizacdo de saturacdo Ms para diferentes
tipos de ferrita. Devido ao forte acoplamento antiferromagnético entre as sub-redes A e B,
Ms se refere ao alinhamento completo do momento resultante (ferrimagnético) e ndo ao

alinhamento paralelo de todos os momentos das sub-redes da ferrita (Tabela 7) [71].

Tabela 7 — Ocupacdo dos cations metalicos nos sitios tetraédricos e octaédricos para diferentes
ferritas, assim como os valores do momento magnético por molécula e os respectivos valores de

magnetizacédo de saturacdo. [69].

i/ molécula MeFeyOy (ug) | Ms(emu/g)
Ferrita Tons tetraédrico Tons 0K Experimental 0K
Octaédrico

Fe;0y Fe** Fe¥* + Fe* 4 41 08
CoFe,0, Fe** CoX L FeH 3 3.7 90
MnFe0s | Fegh+Mngg | Magh +Feig 5 4.6 112
N]I_FCJO_; Fe}r -_\_1'2+ + Fe?'_ 2 2.3 56
CuFe,04 Fe** Cu?t + Fe™ 1 1.3 30

No caso das ferritas bulk, a anisotropia magnetocristalina é cubica, devido a rede
cristalina ter simetria cibica. Como vemos na Tabela 8, a densidade volumétrica de energia

de anisotropia K1 muda de até duas ordens de grandeza com a mudanga do ion divalente.
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Tabela 8 — Valores de primeira ordem da densidade volumétrica de energia de anisotropia (K;) para
diferentes ferritas [71].

. K; (erg/em’)
Composicao
(300 K)
Fe30y —0.9%10°
CoFer 04 +2.6x10°
NiFe,Oy —0.7%10°

Quando K; é negativo significa que a direcdo de facil magnetizacdo é um plano,
como no caso da magnetita [111] e ndo um dos eixos cristalograficos como é caso da ferrita
de cobalto [71].
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TECNICAS DE REVESTIMENTO DE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS PARA A BIOCOMPATIBILIDADE

3.1. Introducéo

As NPMs tendem a agregar e perdem as suas propriedades superparamagnéticas
intrinsecas no fluido fisiologico [72]. Por si s6, as NPMs ndo sdo muito estiveis nem
solGveis em agua. A solubilizacdo das NPMs é essencial para prevenir a sua agregacao e
oxidacdo [72] .

Na auséncia de qualquer revestimento, as NPMs apresentam superficies
hidrofébicas com uma grande area superficial em relacdo ao volume. Devido as interaces
hidrofobicas entre as particulas, estas vao unir-se e formar grandes aglomerados, resultando
no aumento do tamanho da particula. Estes aglomerados exibem forte atracdo magnética
dipolo-dipolo entre eles [73-74].

Quando dois grandes aglomerados se aproximam, cada um deles entra no campo
magnético do vizinho. Além das forcas de atracéo entre as particulas, cada particula esta no
campo magnético vizinho e torna-se mais magnetizada. A adesao de particulas magnéticas
remanescentes provoca magnetizacdo mutua, resultando num aumento da agregacdo. Uma
vez que as particulas sdo atraidas magneticamente, para além da floculagdo usual devido as
forcas de van der Waals, a modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas ou seu
encapsulamento indispensével para que possam ser utilizadas com segurancga nas aplicagdes

biomédicas.
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Para serem utilizadas com seguranga na medicina clinica, as NPMs devem ser
revestidas por materiais que satisfacam os seguintes requisitos: prevenir a opsonizagdo das
NPMs, que conduz a uma mais rapida remocdo das particulas do sangue pelo RES; evitar a
aglomeracdo das NPMs no meio biologico; assegurar a biocompatibilidade das NPMs [75-
76].

O revestimento das NPMs protege o nucleo de ferro e também proporciona um
caminho para a conjugacdo de precursores moleculares, o que confere uma componente
funcional biocompativel para as particulas. As NPMs podem ser revestidas com uma
camada superficial que proporciona uma interface biocompativel entre o ndcleo magnético
e 0 microambiente bioldgico.

Ao mesmo tempo, deve ser enfatizado que, quando utilizado sozinho a NPM néo
tem um alvo especifico. No entanto, se for revestido por uma monocamada superficial
organica esta poderé estar conjugada a uma molécula especifica, pode dirigira NPM a uma
area de interesse [76].

Atualmente, diversos métodos de revestimento de NPMs foram projetados por
trabalhos especificos da literatura. Alguns desses métodos incluem o revestimento com

micelas reversas ou com polimeros naturais ou sintéticos [75-76].

3.2. Encapsulamento por Micelas Reversas

Entende-se por Micelas Reversas (MR ’s) como sendo a estrutura globular formada
por um agregado de surfactantes, ou seja, compostos que possuem caracteristicas polares e
apolares simultaneamente, dispersos em um liquido constituindo uma das fases de um
coldide. As micelas sdo geralmente globulares, contudo, estas estruturas podem ser
cilindricas ou em camadas. O formato e o tamanho destas micelas e também da geometria
molecular dos surfactantes bem como da concentracdo, temperatura, pH e forca i6nica da
solugéo [77].

Essas particulas, ou seja, as nanoesferas propostas em nosso trabalho variam entre
0,1 e 0, 001 micrémetros de diametro em solucdes coloidais. As micelas se mantem em

constante e erratico movimento, chamado browniano [77]. As micelas se mantém unidas
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gracas a uma interacdo chamada Forca de Van der Waals, que acontece devido a grande
proximidade entre as parcelas apolares das moléculas anfipaticas, E ocorrem em qualquer
concentracdo. Apenas a partir de uma concentracdo minima chamada concentracdo micelar
critica, ocorre a micelizacdo. Esta associacdo das moléculas de surfactantes ocorre para que
haja uma diminuicéo da area de contato entre as cadeias hidrocarbdnicas do surfactante e a
agua ou outro composto polar [77].

Com a formacdo de micelas varias propriedades fisicas da solucdo tais como
viscosidade, condutividade elétrica, tensdo superficial e pressdo osmotica sdo afetadas. As
micelas podem ser formadas de fosfolipidios (lipideos complexos), por exemplo, onde a
parte polar ou hidrofilica fica rodeada de agua, e a parte apolar ou hidrofébica (caudas
hidrocarbonadas), fica aprisionada no interior [77].

A utilizacdo de micelas reversas como nanoreatores e empregada com o intuito de
se obter nanoparticulas com tamanho e distribui¢do controladas. Em um solvente ndo polar
a exposicdo da parte polar ndo é energicamente favoravel. Neste caso 0S grupos
hidrofobicos tendem a ser voltados para o interior e 0s grupos hidrofilicos ficam expostos
na superficie [77]. A formacdo de micelas reversas pode ser complexa, por possuirem
cargas elétricas semelhantes os grupamentos polares tendem a se repelir. A Figura 33

ilustra o principio esquematico das micelas reversas.

MICELA REVERSA

— CAUDA POLAR
(HIDROFILICA)

CAUDA
HIDROFOBICA

Figura 33: Representacdo esquematica de uma micela reversa e de uma também de surfactante contendo uma
cabeca polar e duas cadeias hidrocarbénicas [77].
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Conceitualmente o processo de rea¢do quimica no interior de micelas reversas pode
ser esquematizado na Figura 34. Ao preparar-se duas solucdes de micelas reversas iguais e
dissolver os reagentes A e B separadamente nas fases aquosas destas duas microemulsées
(Figura 30), ao misturar-se as solugfes (Figura 30b) deve ocorrer troca de reagentes entre
as micelas devido as coalescéncias das goticulas num intervalo de tempo muito pequeno, da
ordem de 10 s. Tal fendmeno possibilita a formagdo de um precipitado AB que ficara
confinado no interior da micela reversa (Figura 34c). Este € o principal método para

produzir nanoparticulas em micelas reversas [77].

Figura 34: Representacdo esquematica do principio de nanoparticulas em micelas reversas usando duas
microemulsdes (a), posteriormente misturadas (b) e formando as nanoparticulas (c) [77].

A formacdo de micelas reflete um balango complexo de vérias forgas
intermoleculares, incluindo forcas de Van der Waals, interacGes eletrostaticas e interaces
hidrofobicas [78], sendo que a formacdo destas s@o as causas da estabilidade da emulséo.
As micelas, por serem susceptiveis a modificagdes em sua estrutura, possibilitam o controle
e otimizacdo da particdo de biomoléculas pelo ajuste das suas caracteristicas como tamanho
e forma através da varia¢do da temperatura, concentracdo do tensoativo e adicdo de sais.

Além disso, a seletividade da particdo pode ser melhorada com a utilizacdo de
ligantes de afinidade especificos a biomolécula-alvo ou misturas de tensoativos i6nicos e

ndo idnicos [78]. O mecanismo de nanoencapsulacdo por micelas reversas nao esta
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totalmente elucidado. No entanto, a teoria mais aceita descreve a formacgdo das micelas
reversas como um mecanismo cooperativo entre biomoléculas e tensoativo: a interface
entre as duas fases (aquosa e micelar) se deforma em torno da biomolécula, formando a
micela reversa e transferindo-a para a fase organica [79].

O comportamento de proteinas é dependente do pH da solugdo, pois este determina
a rede de cargas da proteina. Usando solu¢Ges com valores de pH inferiores aos do ponto
isoelétrico da proteina, esta apresentard carga liquida positiva, ao contrario, terd carga
liquida negativa. Portanto, para que 0 nao-encapsulamento da proteina ocorra, atraves de
interacOes eletrostaticas, € necessario que exista diferenca de cargas entre esta e 0
tensoativo [80], sendo possivel que as extragdes ocorram tanto por interacdes eletrostaticas
quanto por forcas hidrofdbicas.

A temperatura é também um fator de importancia na absorcdo de biomoléculas por
micelas reversas, pois influencia a capacidade maxima de absorcdo destas. Dentro de uma
determinada faixa de temperatura, as micelas reversas sdo formacfes estaveis, o que
favorece a absorcdo de moléculas. As temperaturas mais elevadas vao depender mais da sua
termoestabilidade do que da capacidade de absorcdo da micela [81]. Outros fatores também
tém sido estudados e demonstram que influencia o processo, como por exemplo: forca
ibnica, tipo e concentracdo do tensoativo, emprego de aditivos, etc.

De interesse em nosso trabalho, as nanoemulsdes constituem uma classe de
emulsdes com goticulas uniformes e de dimensdes muito diminutas, na faixa entre 20 e 500
nm. Estas estdo se tornando cada vez mais populares como veiculos para a liberacdo
controlada e dispersdo otimizada de ingredientes ativos. As minusculas dimensdes dessas
goticulas reduzem muito a forca da gravidade, evitando que haja a criacdo de sedimentos
durante o armazenamento do produto. O pequeno tamanho das goticulas também evita a
floculagédo [81]. Evitando a floculagéo, o sistema mantem-se disperso, sem separagdo. As
goticulas também evitam a coalescéncia por ndo serem deformaveis e ndo apresentarem
alteracdes da superficie. Além disso, a significante espessura da pelicula (em relacdo ao
didametro goticula) evita qualquer afinamento ou ruptura da pelicula de liquido entre as

goticulas.
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As técnicas empregadas neste trabalho sdo mecanismos recorridos que permitem a
obtengédo de nanoesferas a partir da digitalizacdo da topologia de nanoesfera existente nas
estruturas de micelas reversas, ou seja, se tomar o méetodo das emulsdes, como exemplo, e

as nanoesferas obtidas sdo devidas ao fato de que as micelas sdo nanoesferas.

3.3. Revestimento da Superficie por Proteina

Em 1973, Robinson et al [82] usaram separacdo magnética pela primeira vez no
contexto biotecnoldgico. Oxidos de ferro magnéticos revestidos com silica e,
posteriormente, com celulose foram usados para imobilizar duas enzimas: a-quimotripsina
e B-galactosina para aplicacdes em biorreatores. Desde entdo, a separacdo magnética se
tornou uma ferramenta cada vez mais comum para separacao de moléculas e células.

Jin et al [83] modificaram a superficie de particulas de silica comercial (Aerosil 200
— Degusa-Huls) com biomoléculas de maleimida, que sdo muitas vezes empregadas na
conjugacdo de superficies de biomoléculas que apresentam grupos tidis na superficie.
Moléculas de DNA foram imobilizadas, envolvendo: a silanizacdo da superficie do suporte
solido com APTES (aminopropiltrietoxissilano); a reacdo de ligacdo cruzada de um ligante
heterobifuncional PMPI (isocianato de p-maleimidafenil) com o grupo APTES para
introduzir uma superficie de maleimida e, a reacdo de grupos tiois terminais no DNA com a
superficie da maleimida. O grupo isocianato do PMPI formou uma ligagdo tipo uréia com
0s grupos amina da molécula de APTES. Para ser aplicado em biosseparacao, este processo
seria mais efetivo se as biomoléculas estivessem ligadas a um suporte magnético formado
por um nucleo magnético recoberto com uma superficie altamente funcionalizavel. Neste
contexto, a silica parece promissora por causa de sua estabilidade quimica e fisica,
protegendo as particulas magnéticas em seu interior contra defesas naturais do corpo ou de

outros ambientes, além de possuir superficie funcionalizavel 83].
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Se a superficie do material magnético for seletiva para uma proteina especifica, a
proteina sera capaz de se ligar a essa superficie e sua separacdo do meio bioldgico poderé

ser feita pelo uso de um imé (Figura 35) [83].
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Figura 35: Esquema ilustrativo das etapas envolvidas na extragdo de biomoléculas de uma amostra usando

agentes magnéticos de separacao [83].

O primeiro trabalho de biosseparacdo em uma superficie de silica funcionalizada foi
realizado por Zhao et al [84]. Uma coleta e posterior separacdo de moléculas de
DNA/RNAmM em uma matriz complexa é criticamente importante no diagndstico de
doengas humanas, estudos de expressao e proliferacdo de genes. Os autores desenvolveram
um novo nanocapturador genomagnético (GMNC) para coleta, separacdo e deteccdo de
quantidades traco de moléculas de DNA/mRNA que se diferenciam por uma Unica base. As
nanoparticulas magnéticas revestidas pela silica foram sintetizadas pelo método de
microemulsdo reversa. A microemulsdo foi preparada usando FeCl,e FeCl; como
precursores das nanoparticulas de Oxido de ferro, tetraetilortossilicato (TEOS) como
precursor da camada de silica e o surfactante Triton X-100. O GMNC é construido pela
bioconjugacdo de moléculas-sonda de DNA na superficie das nanoparticulas magnéticas,
através da ligacdo avidina-biotina. O método apresentou excelente habilidade para
diferenciar amostras de DNA e RNAm pela combinacdo da especificidade das moléculas-

sonda e posterior separacdo da molécula de interesse das nanoparticulas magnéticas [84].
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3.4. Dendrimeros

Na quimica sintética, dendrimeros sdo considerados “intermediarios” entre
moléculas comuns ou convencionais ¢ a tradicional quimica de polimeros. A “quimica
dendrimérica” (cascatas, arborois e dendrimeros) esta expandindo esses limites sintéticos.
Essas moléculas/polimeros sdo fundamentadas na aplicacdo de progressGes matematicas
para a sintese organica e, como tal, possuem uma topologia molecular bem definida.

Os dendrimeros sdo altamente ramificados [85]. Essas macromoléculas
tridimensionais possuem pontos de ramificacdo em cada unidade monomérica que € capaz
de conduzir a estruturas com definidos nimeros de geragdo e grupos funcionais terminais
[85]. Elas apresentam, ainda, elevado controle do peso molecular e da forma, o que
proporciona a sintese de micelas unimoleculares. A Figura 36 mostra uma estrutura

dendritica altamente ramificada.
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Figura 36: Estrutura dendritica ramificada [85].

Os dendrimeros sdo preparados através de uma sintese tridimensional repetitiva.

Como resultado desse procedimento controlado, os dendrimeros tém sido comparados
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com polimeros esféricos monodispersos. Esses polimeros dendrimeéricos diferem dos
polimeros classicos em quatro areas distintas: (i) simetria; (ii) grau de ramificacéo; (iii)
funcionalizacdo terminal e (iv) monodispersao.

As sinteses dendriméricas envolvem um ndcleo a partir do qual geracOes
ramificadas estendem-se concentricamente. Esta ramificagdo da-se através de uma

progressao geométrica bem definida, Figura 37.

Figura 37: Representagdo esquematica do crescimento dendrimérico [86].

A arquitetura molecular pode adquirir o espaco tridimensional, com uma
ramificacdo radial regular e, conduzir a uma molécula altamente simétrica. A sintese 3D
envolve o uso de nucleos polifuncionais que acumulam unidades monoméricas repetitivas
de modo radial e exponencial, capaz de construir “brago-sobre-braco” até que uma
topologia semelhante a uma arvore seja estabelecida [86].

Os grupos terminais na sintese dendrimérica sdo usados no proximo estagio do
“crescimento” molecular e, para cada nova geragdo que ¢ formada o nimero de grupos
terminais ir4, pelo menos, dobrar. Através de um planejamento cuidadoso, a natureza e o
namero de grupos terminais podem ser controlados precisamente. Esta caracteristica é
importante na arquitetura dendrimérica [86], ao qual sabemos que esta propriedade é

utilizada em diversas aplicagdes.
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A sintese de dendrimeros representa um procedimento “passo-a-passo” muito bem
controlado. A estratégia sintética repetitiva permite um controle do peso molecular e do
tamanho, conduzindo a moléculas monodispersas. Com o ‘“crescimento” para fora do
nucleo, unidades repetitivas sdo adicionadas sucessivamente. A formacdo de camadas
interiores da-se pela adicdo dessas unidades repetitivas. No primeiro estagio, a adi¢do de
uma unidade de repeti¢do ao nucleo central, produz a primeira camada interior, ou geracao,
G, e, neste caso G = 1. O ciclo sucessivo de reacoes (adicdo de mais unidades de repeti¢éo)
cria geracbes maiores de dendrimeros. No final do ciclo, uma nova camada externa é
formada. Esta camada contém os grupos funcionais terminais. O nimero de grupos
terminais e a massa molar relativa (RMM) podem ser facilmente obtidos através das

seguintes formulas [87]:

n = NxNp©
RMM = M +N.[Mp[Np ©-1/Np-1]1+MiXNp ] [104]
onde,
n = Numero de grupos terminais;
Np = Multiplicidade das ramificac6es (pontos de ramificacdo da unidade de repeti¢éo);
N¢ = Multiplicidade do ndcleo central (pontos de ramificagdo da unidade central);

G = Geragéo;

M., My e M; = Representam a Massa Molar Relativa do ndcleo, da unidade de repeticdo e

dos grupos terminais, respectivamente;
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3.5. Sintese Dendrimérica

Os dendrimeros sao sintetizados através de etapas bem controladas. Entretanto, dois

métodos diferentes sdo comuns: (i) o método divergente e (ii) o convergente.

O método divergente

O principio deste método envolve o crescimento de um nucleo central, onde as
ramificacOes sdo justapostas através de etapas sintéticas repetitivas. Este método é
caracterizado por reacGes que ocorrem por um aumento do nimero de sitios, como se 0
dendrimero estivesse sendo construido “de dentro para fora" [88].

As camadas externas passam a constituir a estrutura interna do dendrimero. Uma
caracteristica do método divergente € que ha um rapido aumento do ndmero de grupos
terminais reativos. Ndo obstante, quanto mais a molécula cresce, maiores imperfeicdes e
falhas ocorrem. Isto se deve ao fato de que reagOes incompletas dos grupos terminais

podem ser observadas.

O método convergente

A sintese comeca pelo que tornar-se-a a "periferia" do dendrimero. O principio
basico do método envolve a construcdo de pequenas unidades fragmentais que sdo
chamadas dendrons [87]. Esses dendrons sdo entdo unidos para a constituicdo do nucleo

central e, consequentemente, para a formacao final do dendrimero, Figura 38.
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Figura 38: Representa¢do esquematica de uma sintese dendrimérica convergente [89].

O material de partida contém um grupo reativo (RG1) de um lado da subunidade
estrutural e um grupo terminal (TG) na outra extremidade, que constituira, na geracao final,
a camada externa do dendrimero. Esse fragmento pode, entdo, reagir com grupos reativos
(RG2) da unidade de repeticdo, que também contém sitios protegidos (PG). Depois da
conversao para um novo grupo reativo (RG2) a sintese pode ser continuada por reacdo com
uma segunda unidade de repeticdo [89]. A repeticdo do ciclo de desprotecao/reacéo leva a
construcdo de grandes dendrons. A reacdo dos dendrons desprotegidos com grupos reativos

(RG) de um ndcleo terminal constitui o dendrimero final.
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3.6. Dendrimeros como sistemas transportadores de materiais magnéticos.

De particular interesse no nosso trabalho, o polimero de poliglicerol (PGLD) de
geragdes 0-4 (GO — G4) apresenta boas propriedades hemocompativeis, caracteristicas
atraentes para a sua utilizacdo como sistema carreador de quimioterapicos para o tratamento
do céancer [88]. A Figura abaixo ilustra um PGLD de geracdo 2 (Figura 39) [90]. As
propriedades bioldgicas, peculiares ao PGLD, sdo explicadas pelos seus grupos OH
terminais e OH secundarios no interior da macromolécula, abrem grande leque de
aplicacdes, que vdo desde simples veiculos até a exploracdo farmacoldgica no projeto de

reservatorios moleculares para o transporte de quimioterapicos [89].
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Figura 39: Estrutura do PGLD de segunda geracdo [90].

A funcdo éter se caracteriza pela presenca de um atomo de oxigénio ligado a dois
diferentes atomos de carbono. Assim os poliéteres sdo formados a partir de monémeros que
se unem atraves da ligacdo éter. Normalmente o acoplamento entre 0s mondmeros de um
poliéter se da exatamente no local onde se encontra o oxigénio (normalmente sob a forma
de uma hidroxila) [91]. Sendo um dendrimero um polimero altamente ramificado, a
densidade de pontos de juncdo aumenta consideravelmente, quando comparado a seu

homologo linear.
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Um poliéter arborescente € um dendrimero que apresenta uma alta densidade de
grupamentos éter em sua estrutura, bem como a presenca de hidroxilas em suas
extremidades terminais. A geracdo poliéter arborescente é definida pelo ndmero de
camadas de monbémeros que o compdem. A geracdo zero (GO) é composta apenas pelo
nacleo oligomérico de poliglicerol. A geragdo um (G1) apresenta apenas um nucleo, uma
camada do mondmero e assim a geracdo do dendrimero aumenta de acordo com o ndmero
de camadas. Ao incluir uma nova camada de mondémeros, cada ramificacdo recebe novas
ramificacGes. Dessa maneira, a cada geracao o numero de ramificaces terminais dobra, de
modo que a cada geracao o dendrimero se torna cada vez mais ramificado [91]. A Figura 40
ilustra este crescimento controlado dos dendrimeros a cada geracdo. Devido a este alto
numero de ramificacBes terminais, que aumentam a cada geracdo, os dendrimeros de
poliéteres apresentam também uma alta densidade de hidroxilas terminais, que permitem
uma reconfiguracdo das caracteristicas fisico-quimicas da periferia do dendrimero através

do acoplamento de novas moléculas.

Figura 40: Crescimento de dendrimeros de acordo com o seu nimero de geragao [92].

Com o0 aumento do numero de geracdo, o didmetro das macromoléculas
arborescentes tende a aumentar de forma linear e a cada geragdo sua forma tende a ser mais
globular, caracteristica que favorece a biomimetizagdo das proteinas globulares.
Normalmente, a partir da quarta geracdo os dendrimeros s@o moléculas esféricas bastante
densas, 0 que confere aos mesmos a capacidade de polidispersdo, isomolecuridade e alta
solubilidade, devido a sua periferia altamente polar [92-93].

Quando comparado com polimeros lineares, 0s dendrimeros apresentam a vantagem

de possuir viscosidade intrinseca menor, que aumenta geralmente até a quarta geracao,
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enquanto que em polimeros lineares esta propriedade fisica aumenta de acordo com o
aumento da massa molecular da molécula [93]. Por seu tamanho e forma, os dendrimeros
possuem grande capacidade de biomimetizacdo com enzimas e algumas organelas
celulares. A principio, pode-se dizer que como uma grande vantagem para o tratamento
clinico, os dendrimeros apresentam grande capacidade de selecionar as células tumorais
como um alvo preferencial para a sua acumulacéo, o que € determinante no nosso trabalho.
Esta selecdo é possivel devido ao aumento da permeabilidade dos vasos do tumor ao
dendrimero e da limitacdo da drenagem linfatica [94]. Combinados, esses fatores levam a
acumulacdo seletiva da macromolécula arborescente no tecido tumoral. Essa propriedade
Unica dos dendrimeros, quando comparado com polimeros lineares, torna as
macromoléculas arborescentes candidatas para o desenvolvimento de sistemas de entrega

vetorizada de farmacos para o tratamento do cancer [95].
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GENESIS DA TESE E SEUS OBJETIVOS

4.1. Introducao

Como ja mencionado nos capitulos anteriores, 0 aumento significativo na incidéncia
do céncer ao redor do mundo ja atinge impactos econémicos intoleraveis para o sistema
publico de qualquer pais, seja qual for sua classificacdo segundo o indice de
Desenvolvimento Humano (IDH). Entretanto, relativamente aos paises com elevado IDH,
as regides do planeta com maior desigualdade social parecem padecer mais da enfermidade.

Os dados mais recentes sobre a estatistica do cancer ao redor do mundo
lamentavelmente sdo alarmantes. Segundo estudos da IARC (Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer)- “Global cancer transitions according to the human development
index (2008 — 2030)” publicado recentemente; 0 nimero de casos de cancer em 2030
devera ser aproximadamente 75% maior que na atualidade. Nos paises pobres a previsao
ndo € muito otimista; o numero de casos de cancer subird aos niveis alarmantes de
aproximadamente 93% [96].

Embora o Relatorio do Desenvolvimento Humano de 2013 (RDH- “A Ascensdo do
Sul: Progresso Humano num Mundo Diversificado”) [97] aponte que, durante a ultima
década, todos os paises aceleraram o seu progresso nos dominios da educacao, da saude e
distribuicdo de rendas; deve ser observado que de modo geral o desenvolvimento de
tecnologias para o tratamento do cancer ndo tem acompanhado a evolugéo do IDH no globo
terrestre.

A escalada do cancer no mundo também vem sendo constantemente alertado pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), uma agéncia especializada das Nag¢des Unidas,

destinada as questdes relativas a sadde mundial. A OMS divulgou recentemente que, em

120



2008 houve a incidéncia de cerca de 12 milhdes de novos casos de cancer. A mortalidade
por cancer nesse mesmo ano foi de aproximadamente 7,6 milhdes de pessoas. As projecoes
ndo sdo otimistas para 2020. As estatisticas sdo cruéis e apontam que sao esperados para 0
mesmo ano mais de 15 milhdes de novos casos de cancer com um nivel de mortalidade
estimado de aproximadamente 13,2 milhdes ao redor do mundo [98].

Neste momento, grandes dificuldades ja despontam no horizonte das terapias e
diagnosticos do combate ao cancer. Independente do IDH de cada pais, as estimativas
apontam que cinco milhdes de novos pacientes a cada ano exigem radioterapia e farmacos
(drogas). Entretanto, a falta de pessoal qualificado, a insuficiéncia de investimentos para o
desenvolvimento de novas drogas, a lacuna existente quanto as técnicas de tratamento e o
baixo numero de unidades de equipamentos se constitui em um grande obstaculo para se
tratar o cancer de forma eficaz.

As pesquisas apontam que no caso da radioterapia, seriam necessarias atualmente
cerca de 5.000 méaquinas para atender todos os pacientes. Entretanto, 0 nimero destas
maquinas nos paises em desenvolvimento ultrapassa pouco mais de 2.000. Atualmente, o
Sistema Unico de Saude Brasileiro (SUS) conta com cerca de 250 equipamentos de
radioterapia no pais, distribuidos em 155 servicos, nimero insuficiente para o nimero de
tratamentos de cancer que exigem essa terapia. Segundo estimativa do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), a falta de maquinas de radioterapia no SUS do Estado do Rio de Janeiro,
deixa mais de 18 mil pacientes com cancer sem tratamento naquele estado [99].

No caso do Brasil, o dilema atual que o SUS parece enfrentar € a mesma do resto do
mundo, ou seja; compatibilizar a restricdo do orcamento com a necessidade de se incentivar
as pesquisas académicas com fundos e redes de pesquisa multidisciplinares adequadas e ao
mesmo tempo; avaliar e incorporar as novas tecnologias criadas no préprio pais.

E um fato constatado pela histéria da evolucdo humana que a ciéncia e a tecnologia
sdo fundamentais para a sobrevivéncia. Baseado no exemplo dos trabalhos de Pasteur,
Koch, Sabin e tantos outros que salvaram milhdes de vidas humanas, poderiam ser
afirmados que a ciéncia e a tecnologia servem a toda a humanidade. Quando bem

administradas, ciéncia e tecnologia alavancam o desenvolvimento da sociedade humana,
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vencendo a supersti¢do, ignorancia e imprimem maior racionalidade as a¢cbes humanas.

No Brasil, apesar das iniciativas e dos programas implantados; parte significativa da
populacdo tem sérias limitacbes no acesso a medicamentos. Cerca de 50% da populacao
brasileira ndo tem acesso a medicamentos por falta de recursos.

Infelizmente o tratamento do céncer, qualquer que seja sua modalidade; n&do é
barato. Considerando o tratamento com o composto Sorafenib (Nexavar), o preco de uma
caixa com 112 comprimidos (200 mg/comprimido) na prateleira da farmacia € de
aproximadamente US$7.300 na China, US$ 5.400 nos EUA, US$ 5.000 no Brasil, € 3.562
na Franca, e US$ 1.400 na Coréia [100].

Vale ressaltar que a posologia recomendada do medicamento para o tratamento de
pacientes adultos é de 400 mg (dois comprimidos de 200 mg) duas vezes ao dia
(equivalente a uma dose diaria total de 800 mg). Se combinado com outros
quimioterapicos, a exemplo da doxorubicina; o custo do tratamento sera mais elevado.

Varios efeitos colaterais sdo observados no tratamento com Sorafenib destacando-se
tromboembolismo, hipertensdo arterial, toxicidade dermatoldgica e eventos hemorragicos
graves. A producdo insuficiente de farmacos e medicamentos associada ao deslocamento da
indUstria nacional para produtos de menor contetdo tecnoldgico tem resultado em déficits
crescentes da balanca comercial brasileira.

As despesas com farmacos de alta complexidade, ndo afetam somente as finangas
pessoais dos pacientes, mas desiquilibram também o caixa dos sistemas de salde, mesmo
dos gigantes da economia e tecnologia mundiais. Nos Estados Unidos (EUA), ha projecédo
de aumento de cerca de 5-10% ao ano nas despesas com farmacos, com maior impacto em
clinicas e ambulatorios. Entretanto, o Cabazitaxel (Jevtana ®), um quimioterapico utilizado
no tratamento do cancer de préstata apresentou no ano de 2012 um incremento de 215,2%
relativamente ao ano de 2010 nos gastos pelo sistema de saide americano [101].

Estudos tem demonstrado na escala da matematica financeira que o diagndstico é
um fator de risco para a faléncia pessoal do paciente oncologico, crescendo em
probabilidade para os casos de cancer de pulmdo, tireoide, leucemia/linfoma, Utero e

colorretal, seguindo aproximadamente essa ordem. Em média, as taxas de faléncias
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aumentaram em aproximadamente quatro vezes no prazo de cinco anos apds o diagndstico
de céancer [102].

Navegando ainda no terreno fértil dos nimeros, se o crescimento dos tumores
malignos pode ser representado através de equacdes diferenciais ordinarias [103-104],
também deve ser possivel se utilizar uma funcdo que descreva o custo do tratamento
utilizando um modelo no qual se considera a probabilidade de cura do tumor, o custo por
fracdo de aplicacdo do quimioterapico e o custo da falha no tratamento.

A analise da distribuicdo de custos associados aos cuidados de um paciente com
cancer de mama nos EUA indica que o custo do tratamento apresenta um comportamento
exponencial, isto é; sdo elevados em escala logaritmica, desde 0 momento do diagndstico
até a morte do paciente [105].

O desenvolvimento de novas tecnologias de cunho nacional para a area da saude é
muito importante para o Brasil devido ao envelhecimento acelerado de sua populagdo
[106]. O envelhecimento é um fenbmeno essencialmente bioldgico que atinge o ser humano
na plenitude de sua existéncia. O organismo humano envelhece como um todo, engquanto
que os seus Orgdos, tecidos, células e estruturas sub-celulares tem envelhecimentos
diferenciados e que parece estar associado simultaneamente a ambos, longevidade e
hereditariedade [107].

As alteracdes genéticas ocorridas ao longo da existéncia podem perturbar o processo
de sinalizacdo celular perdendo-se sinais moleculares importantes para o controle de
proliferacdo, morte e diferenciacdo que governam a comunidade celular causando assim o
cancer. Os conhecimentos atuais dos aspectos epidemioldgicos da doenga mostram que a
idade é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer. Ou seja, 0
cancer é uma doenca relacionada com a idade, ocorrendo mais frequentemente em pessoas
idosas [108].

O envelhecimento populacional é hoje um fenémeno universal, caracteristico tanto
dos paises desenvolvidos como daqueles em desenvolvimento. O envelhecimento é

comumente definido como um actmulo de diversas mudangas deletérias nas células e
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tecidos que ocorre ao longo dos anos, responsavel por um aumento do risco de doencas e
morte [109].

A incidéncia de cancer, mas também de vérias doencas degenerativas como infarto,
fraturas no quadril e mal de Alzheimer parecem aumentar exponencialmente com a idade
[110]. Sob o olhar de perspectiva da ciéncia € natural que, com 0 aumento progressivo da
expectativa de vida média das pessoas, a incidéncia de cancer também tende a aumentar.
Mas, ndo se deve assombrar com a racionalidade cientifica e mergulhar na escuriddo que
parece tomar contar do mundo contemporaneo, onde explicacbes e procedimentos
pseudocientificos ocupam cada vez mais 0s espacos dos meios de comunicagao.

A vela do conhecimento cientifico ilumina o mundo moderno e recupera os valores
da racionalidade do ser humano em busca da longevidade. Para que a ciéncia seja
efetivamente um instrumento de desenvolvimento econdmico e social, devem-se dominar
0s pontos chave do seu proprio processo de desenvolvimento cientifico, processo esse
conduzido segundo uma estratégia adequada, voltada para os objetivos de desenvolvimento
no sentido mais amplo, econdémico, social e cultural.

Devido ao longo tempo envolvido em sua busca, os elevados custos e riscos
associados as pesquisas e desenvolvimentos de novos quimioterdpicos ficam restritos a
poucos paises. Os EUA é o lider absoluto da area detendo cerca de 40% das descobertas
mundiais, seguido do Japdo 19%, Alemanhal0%, Franca 9%, Reino Unido 7% e Suica 5%
[111-112].

Embora o mercado brasileiro de medicamentos possa ser considerado expressivo,
levando-se em conta o aumento do PIB e a distribuicdo de renda, a industria farmacéutica
de capital nacional ainda € bastante incipiente, sendo considerada uma industria de
transformacéo [113].

Nesse sentido, a pesquisa béasica para o desenvolvimento de novas moléculas
destinadas ao tratamento de patologias cujos resultados tenham impacto sobre a saude
publica deveria ser incentivada em nosso pais uma vez que possibilitam a eliminacdo da
forte dependéncia dos grandes conglomerados internacionais estendendo a tecnologia a

populagéo de baixa renda [114].
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Ao adentrarmos na busca e investigacdo de novas moléculas que apresentem
significativa atividade antineoplésica, nos deparamos com fatores que podem contribuir
para a falha do medicamento destacando-se sua citotoxicidade para as células sadias,
auséncia de eficacia e baixa disponibilidade [115].

Atualmente, as metodologias utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais vém sendo extensamente aprimoradas, assim como as tecnologias para o
aperfeicoamento do efeito farmacoldgico dos farmacos ja existentes, mas que tém seu uso
limitado devido aos efeitos tdxicos severos para o paciente [116]. Muitas tecnologias foram
desenvolvidas na ultima década no intuito de aumentar a atividade terapéutica dos agentes
antitumorais assim como de diminuir seus agressivos efeitos colaterais de forma a tornar
viavel a utilizacdo dos farmacos ja existentes.

Uma alternativa interessante em ressonancia com a area de experiéncia do
proponente dessa proposta de pesquisa é a utilizacdo de sistemas furtivos baseados em
nanoparticulas poliméricas sélidas ou do tipo micelares obtidas a partir de copolimeros
anfifilicos de bloco [117]. Entretanto, os sistemas micelares poliméricos sdo muito
dindmicos com relacdo a continua troca das unidades de monémeros entre a estrutura da
micela e as unidades livres em solucdo e geralmente ndo sdo suficientemente estaveis para
alterar a farmacocinética de farmacos solubilizados, proporcionar periodos prolongados de
circulacdo pelo organismo e liberar concentragcbes maiores de farmaco no tecido tumoral
guando comparado com a liberacdo do farmaco livre [118].

Os inconvenientes apontados anteriormente para o desenvolvimento de sistemas
macromoleculares micelares como sistemas transportadores de farmaco nos levou ha alguns
anos a selecionar o dendrimero de poliglicerol (PGLD) como sistema transportador de
farmacos para o tratamento do cancer.

Por possuir estrutura globular similarmente as proteinas globulares, a estrutura do
PGLD se assemelha mais a uma esfera ou a um elipsoide, e que pode ser solivel em agua
dependendo de sua geracdo; em solugdes de sais neutros ou solucdes acidas e alcalinas. O
PGLD parece ser apropriado para participar de todas as rea¢fes bioldgicas nas quais se

necessita de elevada mobilidade e, portanto, solubilidade no meio fisioldgico.
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Em uma primeira proposta, analisamos as caracteristicas de biocompatibilidade do
bioconjugado PGLD-estreptoquinase (PGLD-Sk) como protétipo a sistema transportador
de quimioterapicos. Os resultados obtidos indicaram que o PGLD possui as propriedades
biocompativeis adequadas para sua utilizacdo como sistema transportador de farmacos uma
vez que o material possui baixa atividade antitrombogénica e ndo apresentou citotoxicidade
contra células de mamiferos (CHO- Chinese Hamster Ovary Cells) [119].

Analisada as propriedades hemocompativeis do PGLD voltamos a atencdo para o
estudo da incorporacdo do acido acetil salicilico (AAS) como quimioterapico modelo e ao
mesmo tempo o Gd*" como agente de contraste para imagiologia por ressonancia magnética
nuclear. A atividade biolégica do composto foi testada em trés linhagens celulares:
osteosarcoma humano (MG63), linhagem celular normal pulmonar humana de origem
fibroblastica (MRC-5) e carcinoma de pulmdo humano (A-549). Observou-se que 0
PGLD:AAS:Gd*" apresentou a capacidade de inibir a reproducéo das células neoplasicas
causando a apoptose celular [120]. O sistema PGLD:AAS:Gd** demonstrou ainda a
capacidade de internalizacdo celular, caracteristica essa promissora para o tratamento e a
terapia de células neoplasicas, especialmente as linhagens celulares de carcinoma alveolar
humano e osteosarcoma.

Em um projeto mais recente, foi proposto o encapsulamento de nanoparticulas
magnéticas (NPM) baseadas em YsFes,AlO1, (YFeAl) no sistema PGLD:AAS:Gd**
visando sua aplicacdo em magneto-hipertermia, técnica essa também conhecida com o
nome de magnetotermocitolise [121]. A meta a ser atingida com a introdu¢do de NPM no
bioconjugado PGLD:AAS:Gd** é a de acelerar os eventos apoptéticos e/ou de necrose das
células neoplasicas mediante a presenca de campos magnéticos oscilantes. Os estudos da
magneto-bioatividade estdo sendo conduzidos atualmente em nossos laboratorios em
condicBes in vitro contra a cultura de células das linhagens de osteosarcoma humano
(MG63), linhagem celular pulmonar humana de origem fibroblastica (MRC-5), carcinoma
de pulméo humano (A-549) e carcinoma mamario humano (MCF-7).

Observando a estrutura do PGLD ilustrada na Figura 41, é facil perceber que se trata

de uma macromolécula de estrutura tridimensional arborescente, cuja sintese foi projetada
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de modo sequencial e controlada o que confere & macromolécula arborescente
caracteristicas isomoleculares. Analisando a estrutura do PGLD pode-se perceber que a
simetria das ramificacBGes e sua topologia parecem mimetizar as estruturas das proteinas

globulares a exemplo da albumina, presente no sangue humano (Figura 41).

Figura 41- llustracdes da estrutura quimica do PGLD G3 (A) e de sua superficie equipotencial (B)

demonstrando sua estrutura globular. Adaptado de [122].

Os estudos de farmacocinética indicam que os farmacos sofrem ligacdo com as
proteinas plasmaticas [123]. Por isso, a eficacia de um quimioterapico é profundamente
afetada pelo grau em que este se liga as proteinas do plasma sanguineo. Quanto menos
ligante for o farmaco, mais eficientemente ele podera transpor ou se difundir através das
membranas celulares. As pesquisas sobre a interacdo entre as proteinas e 0s
guimioterapicos constituem um dos mais importantes topicos no campo das ciéncias da
salde uma vez que os sitios de ligacdo da biomolécula fornecem informacdo importante
sobre o transporte e 0 metabolismo de moléculas no corpo humano.

Um dos fatores mais importantes que afeta a biodistribui¢do e a concentragéo ativa
de muitos farmacos no organismo humano é a sua afinidade pela albumina (HSA). E bem

verdade que certa afinidade do farmaco pelo HSA é desejavel para sua solubilizacéo, que
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de outra forma poderiam agregar-se e ser pobremente distribuidos no organismo. Por outro
lado, uma afinidade elevada poderia aumentar significativamente a dose terapéutica do
composto, 0 que encareceria ainda mais o tratamento. Adicionalmente, a interacdo forte
com a HSA poderia promover uma lenta distribuicdo do farmaco nos locais de acédo
desejados o que prejudicaria sua eliminacdo pelo organismo, elevando ainda mais a
citotoxicidade do composto para as celulas sadias [124].

Em nossos estudos a respeito da adsorcdo das proteinas séricas HSA e fibrinogénio
(HFB) verificamos que o PGLD possui forte afinidade por HSA e baixa por HFB. Se por
um lado o processo de adsorcdo de BSA é favoravel a hemocompatibilidade do dentrimero
podera também afetar sua biodistribuicdo no organismo. Ao mesmo tempo, verificamos que
a incorporacdo do farmaco é favorecida pelo aumento do numero de geracdo do
dendrimero. Entretanto, a lipofilia (ou coeficiente de particdo-logP) do PGLD aumenta, ou
seja; a macromolécula arborescente se torna menos soltvel no meio fisioldgico devido a
sua elevada hidrofobicidade superficial.

Um dos problemas observados na literatura sobre a aplicacdo dos agentes
transportadores de farmacos com superficie hidrofobica é a adsorcdo dos fatores de
complemento e anticorpos, que funcionam como opsoninas. As opsoninas agem facilitando
a ligacdo de células fagocitarias, que removem as particulas mais rapidamente da circulagédo
sanguinea evitando assim, que atinjam o tecido alvo.

Recentemente, em colaboracdo com a Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sdo Paulo, estudamos a aplicacdo do PGLD como sistema transportador de Celecoxibe
(CXB) tendo como meta sua utilizagdo no tratamento de carcinoma de boca. Os resultados
in vitro do ensaio de TUNEL utilizando linhagem celular de carcinoma de boca (OSCC9)
indicaram que o conjugado PGLD-CXB se mostrou eficaz e sofre um processo de
internalizac&o celular na linhagem celular carcinogénica estudada.

A constatagdo de que a combinagdo de terapias multimodais no tratamento do
cancer reduz a mortalidade dos pacientes com niveis aceitaveis de toxicidade, nos levou a
desenvolver em nosso projeto de pesquisa anterior magnetodendrimeros (MD’s) utilizando

como nanoplataforma o PGLD para utilizagdo em magnetotermocitdlise [125]. Nesse caso,

128



a combinacdo da quimioterapia (AAS) com campos magnéticos oscilantes (CMO)
contribuiram positivamente para a citotoxicidade do MD contra as linhagens celulares de
osteosarcoma humano (MG63), carcinoma de pulmao humano (A-549) e carcinoma de
mama (MCF-7). Tais resultados nos motivam para a busca por novos analogos de MD. A
quimioterapia com AAS liberado pelo PGLD induz a destrui¢do das células cancerosas. A
magnetohipertermia (MH) por sua vez, proporciona o aumento de temperatura necessario
em uma regido do corpo que esteja afetada pela neoplasia, com o objetivo de causar a lise
térmica das células cancerosas.

Embora vérios transportadores baseados em polimeros, lipossomas e géis tenham
sido desenvolvidos especialmente na década passada, a utilizacdo de dendrimeros como
sistemas transportadores de NPM para utilizacdo em técnicas multimodais para o
tratamento do cancer, combinando magnetohipertermia e quimioterapia, ainda é incipiente
na literatura.

No Brasil, ndo sdo observados em escala clinica significativa a utilizacdo da técnica
de magnetohipertermia no tratamento do céncer. Essa lacuna parece ser inerente ao
binbmio associado ao desenvolvimento de campos magnéticos oscilantes e sistemas
transportadores de quimioterapicos/NPM suficientemente estaveis e eficientes.

A utilizacdo de dendrimeros do tipo PGLD conjugado a quimioterapicos e NPM
tem despertado o interesse do proponente desse projeto de pesquisa pela sua capacidade de
permeabilidade celular e homogeneidade quando carregado com compostos
quimioterapicos ou magneticamente ativos. O sistema comporta-se assim como um fluido
magnético homogéneo ideal. Por sua vez, devido a sua escala manométrica; o PGLD parece
ser particularmente interessante para utilizacdo na quimioterapia uma vez que Sao
permedveis as membranas celulares e seu coeficiente de particdo pode ser controlado
durante o processo de sintese em fungdo de sua geragdo [126].

A proposta da utilizagdo do PGLD como sistema transportador multifuncional de
CXB e NPM para o CECP tem como objetivo geral tornar o quimioterapico capaz de
acumular no érgdo ou tecido-alvo de forma seletiva e quantitativa, independente do local e

0s métodos de sua administracdo. Em condigdes clinicas a vetorizagdo do CXB no tecido
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tumoral deve ser favorecida, enquanto que sua concentracdo nas células sadias deve estar
abaixo do nivel minimo, evitando-se os efeitos colaterais agressivos para o paciente.

O PGLD devera retardar e sustentar a liberacdo de CXB e/ou direciona-lo aos locais
especificos de agdo (células ou oOrgdos). A associacdo do PGLD as NPM permitira
simultaneamente ao tratamento quimioterapico a deposicdo de energia (calor) com
consequente eliminacdo das células tumorais residuais. Entretanto, o dilema que
enfrentamos com a utilizacdo do PGLD é o seu coeficiente de particdo que aumenta com o
namero de geracdo, tornando esse sistema mais hidrofébico para as geraces G3 e G4.

PGLD com geracdo superior a dois sdo interessantes para a clinica oncol6gica
devido a grande capacidade de incorporacdo do CXB por esses materiais. A necessidade de
se utilizar um PGLD de geracdo baixa (G<3) podera desfavorecer a concentracdo do CXB
na macromolécula arborescente. Vale ressaltar que os dendrimeros PGLD de maior
geracdo, devido a sua estrutura globular, ocupam um volume hidrodindmico menor
comparado aos polimeros lineares devido a sua estrutura globular. Por sua vez, comparado
as proteinas; os dendrimeros apresentam um maior volume hidrodindmico.

Uma vez que, o desenvolvimento de novos materiais pode ser citado como um setor
de vanguarda na ciéncia pretende-se através deste projeto estabelecer uma sistematica para
a producdo escalonada de magneto-dendrissomas (MDS’s) que atuem na terapia
multimodal encapsulando simultaneamente CXB e NPM visando sua aplicacdo no
tratamento do CECP.

A Figura 42 ilustra a estrutura idealizada de um magentodendrissoma de
poliglicerol, sintetizado nesse trabalho. Nos MDS’s o dendrimero PGLD transportador de
NPM e CXB ¢é envolto por uma bicamada lipidica. Nesse caso, poder-se-ia trabalhar com
dendrimeros de geracdo elevada, aumentando-se a capacidade de incorporagdo do
quimioterapico garantindo-se ao mesmo tempo, a biodisponibilidade do farmaco em
concentracdes terapéuticas e a possibilidade de modulagdo da energia a ser depositado no
tecido alvo. Ao mesmo tempo, o0 DDM pode conter fluoréforos que permitem a localizacéo

da regido tumoral.
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Figura 42- Estrutura idealizada do DDM objeto dessa Tese. A estrutura DDM deve ser observada como
nanocépsulas de terceira geracdo, uma vez que incorpora em uma Unica estrutura nanoparticulas magnéticas,
quimioterapicos e marcadores tumorais fluorescentes. Nesse caso, encontra-se ilustrado na Fig. 1(A) através

de uma imagem idealizada a natureza anfifilica do DDM onde os filamentos representam as cadeias do

PGLD. Em (B) representa-se a estrutura vesicular do lipossoma. A estrutura (C) representa o nlcleo
arborescente de PGLD contendo nanoparticulas magnéticas e o agente quimioterapico. Em (D) estdo

representados os receptores tumorais e marcadores luminescentes.

4.2. Objetivos Gerais

O principal objetivo deste trabalho é a obtencdo de magnetodendrissomas (MDS’s)
baseados no sistema PGLD:CXB:NPM para o tratamento do cancer, particularmente o
CECP. Dessa maneira, os objetivos gerais da proposta envolvem a producéo de sistemas de

liberacdo controlada com propriedades magnéticas que ndo sejam citotoxicos na auséncia
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de CXB, possuam propriedades de marcador tumoral, que tenham as dimens6es adequadas
e que encapsulem eficientemente o CXB.

4.2.1. Objetivos Especificos

(a) Desenvolver técnicas da nanotecnologia do tipo bottom-up para a sintese de MDS’s
contendo NPM do tipo YFeAl e o quimioterapico CXB incorporados na cavidade do
dendrimero PGLD.

(b) Projetar sistemas microfluidicos para a obtencdo de MDS’s.

(c) Estudar as propriedades de biocompatibilidade do MDS’s, a saber: ativacéo plaquetaria,
atividade anticoagulante e citotoxicidade.

(d) Investigar a distribuicdo de tamanho dos MDS’s através da microscopia eletronica de
transmissdo (MET).

(e) Projetar campos magnéticos oscilantes (CMO) para estudo da estabilidade dos MDS’s
projetando-se sua utilizagdo em oncologia térmica.

() Avaliar quantitativamente a liberacdo de CXB do MDS sob a acdo de CMO através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

(9) Analisar a estabilidade do MDS’s sob a acdo de CMO com vistas a utilizacdo destes

materiais em oncotermia.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1. Sintese dos precursores acetiacetonatos metéalicos

A primeira parte deste trabalho abordou a sintese dos precursores acetilacetonatos
(acac) de itrio (Y(acac)s), ferro (Fe(acac)s) e aluminio (Al(acac)s). Estes precursores sdo
promissores para a sintese de nanoparticulas de YFeAl, tendo em vista a elevada
capacidade da acetilacetona (acac), 2,4-pentanediona, em formar complexos do tipo
M(acac), com metais de transicdo [127]. Tais complexos tendem a degradar em
temperaturas relativamente baixas, formando os respectivos 6xidos com boa monodispersao
de tamanho no dominio nanométrico.

Para o preparo de Al(acac)s, Figura 43(a), uma solucdo de acac (0,8 M) foi
preparada em meio amoniacal (5M, NH4OH) e gotejada continuamente em um solucéo
0,15 M de AI(NOg3); até pH levemente alcalino (pH 8,0). Apés a adi¢do da solucédo
amoniacal de acac a mistura foi mantida sob agitacdo constante por 30 min a temperatura
ambiente (25 °C). O precipitado de Al(acac); foi filtrado em funil bucner sob vécuo
seguido de recristalizagdo em dimetilfformamida (DMF). Os cristais purificados de
Al(acac); foram mantidos em dessecador contendo CaCl, sob vacuo (745 mmHg). O
rendimento da reacdo foi de 60,78%. O ponto de fusdo do produto, determinado por
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), foi de 192 °C, em boa concordancia com o

valor reportado pela literatura [128].
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Figura 43- llustracéo das estruturas dos acetilacetonatos preparados nesse trabalho [128].

Para o preparo de Fe(acac)s, uma solugdo de acac (29,5 mM), Figura 43(b), foi
preparada em meio amoniacal (6 M, NH,OH) e gotejada continuamente em um solugéo
0,017 M de Fe(Cl)3.6H,0 até pH levemente alcalino (pH 8,0). A reacédo foi conduzida em
banho de gelo devido a exotermia da reacdo. Apds a adicdo da solucdo amoniacal de acac a
mistura foi mantida sob agitacdo constante por 30 min em banho de gelo. O precipitado de
Fe(acac); foi filtrado em funil bucner sob véacuo seguido de recristalizacdo em etanol. Os
cristais purificados de Fe(acac); foram mantidos em dessecador contendo CaCl, sob vacuo
(745 mmHg). O rendimento da reacdo foi de 78,12 %. O ponto de fusdo do produto,
determinado por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), foi de 182 °C [129].

Para o preparo de Y(acac)s, Figura 43(c), uma solucdo 8 mM de isopropoxido de
itrio (Y(OPr-i)3) foi gotejada lentamente em solucdo 4,0 M de acetilacetona sob agitagdo
constante e fluxo de N, (50 mL/min). A mistura reacional foi mantida em refluxo a 80 °C
por 2 h, seguido da destilacdo do Y (OPr-i); e acac em excesso sob vacuo. O residuo solido
foi dissolvido em cloroférmio (20 mL) e em seguida recristalizado em uma mistura de
cloroformio-éter etilico (1:1). Os cristais purificados de Y(acac); foram mantidos em
dessecador contendo CaCl, sob véacuo (745 mmHg). O rendimento da reacdo foi de
87,63%. O ponto de fusdo do Y(acac); , determinado por calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), foi de 139 °C, em boa concordancia com a literatura [130]. A Figura 44
ilustra uma aparelhagem de vidro tipica para a reacdo de obtencdo dos acetilacetonatos

metalicos.

134



Figura 44- llustracdo de uma montagem tipica para a sintese de acetilacetonatos metalicos, obtidos nesse
trabalho: (A) Funil para adicéo da solucéo de acetilacetona, (B) dessecante (CaCl/silica), (C) baldo de fundo
redondo contendo a solugéo amoniacal imerso em banho de gelo ou 6leo térmico (no caso de aquecimento),
amoniacal, (D) condensador de refluxo [130].

5.2. Sintese do Poliglicerol de Estrutura Arborescente (PGA)

O PGA de estrutura arborescente de geracdo 4 (PGAg,) foi sintetizado em reator
tipo batelada (Figura 45) utilizando o método divergente seguindo-se uma sequéncia
catalitica repetitiva de alilacdo e di-hidroxilacdo a partir de um nicleo de um nucleo
oligomérico de decaglicerol (PGLo) (Figura 45).
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Figura 45 — llustracdo da reacdo de obtengéo do nucleo oligomérico de decaglicerol [130].

Tanto a reacdo de oligomerizacdo do glicerol (Figura 45) quanto a obtencdo do
PGAg, foram realizadas em reator em vidro boro silicato do tipo batelada com agitacdo, e
volume Gtil de 100 mL trabalhando a pressdo atmosférica normal e temperaturas de até 230
°C. As reacdes foram realizadas com agitacdo de 500 rpm sob atmosfera inerte por fluxo de
nitrogénio de 5,0 mL/min a fim de se evitar a oxidacdo do glicerol e a0 mesmo tempo,
arrastar a agua reacional com o auxilio de uma bomba de vacuo. A ilustracdo do

equipamento de sintese utilizado nesta Tese é mostrada na Figura 46.

136



Figura 46 — llustracdo do reator utilizado no processo de sintese do nucleo oligomérico de PGL o, PGA e do
conjugado PGA-HLP: (1) Baldo de trés bocas, (2) Manta aquecedora, (3) Termopar, (4) Aquecedor, (5) Trap
do condensador, (6) Condensador, (7) Trap fria, (8) Cilindro de nitrogénio gasoso, (9) Bomba de vacuo. TIC

= controlador de poténcia (TRIAC).

E importante observar que o objetivo da presente Tese ndo foi a sintese do PGAy,
mas a obtencdo de sua dendrissoma magnético. Por esse motivo, utilizou-se 0 PGAgy
produzido seguindo metodologia de trabalhos anteriores do Grupo de Pesquisa Polimeros
Bioativos e Biomiméticos [131-135]. A Figura 46 ilustra parte das reacdes quimicas
envolvidas na obtengdo do PGA a partir do nucleo de PGLyo. A estrutura do PGAgy, foi
confirmada por ressonancia magnética nuclear de *H e *C (*H-NMR e “C-NMR). A
Figura 47 ilustra os espectros *H/**C-NMR do PGAy4 anteriormente ja caracterizado pelo
grupo de pesquisa da UNIFEI [136]. As andlises foram efetuadas em espectrémetro Bruker
ARX300 a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente. As seguintes atribuicdes sdo efetuadas:
'H-RMN (300 MHz, D,0O, & ppm): 4,8 (OH), 4,04 (CH,OH, CH-OH, CH,-O-CH,; CHO-
CH,); ®C-RMN (75 MHz, D,0, & ppm): 60-64 (CH-CH,-O-CH,), 70-75 (CH-OH, O-
CH2, CH,0H) e 80 (CHO-CHy).
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Figura 47- Espectros de RMN do PGAg4 utilizado nesse trabalho. A andlise foi efetuada a temperatura

ambiente (25 °C), utilizando-se como solvente D,0. A anélise foi efetuada no ICTP-CSIC/Madri-Espanha.

5.3. Sintese das Nanoparticulas Metalicas de YFeAl dispersas em PGAg em uma unica
etapa

A sintese das Nanoparticulas de YFeAl foi realizada via reacdes de decomposicao
térmica dos Me(acac)s (Me = Y**, Fe**, AI**), metaestéveis, utilizando-se PGA como meio
de transferéncia térmica. Neste caso o PGA atua simultaneamente como meio reacional
ativo como, solvente e estabilizante, protegendo a superficie das NPMs, impedindo sua
aglomeracéo e a0 mesmo tempo; levando a obtencdo de um sistema monodisperso, com
tamanhos e formas melhor controlados. Ao mesmo tempo, o método permite a
funcionalizacdo in-situ e em uma Unica etapa do PGA com as nanoparticulas magnéticas. O
modelo geral de reacdo de decomposicdo térmica dos acetilacetonatos pode ser estabelecido
como uma reagdo em solucéo.

As nanoparticulas de Y3FesxAlkO1, (YFeAl) foram sintetizadas em sistema de
refluxo conforme ilustrado pela Figura 44. Em um baldo de fundo redondo com trés bocas,
previamente flambado com secador de cabelo para eliminagdo da umidade, foram

adicionados os precursores metalicos [Fe(acac)s] (0,75 mmol), Al(acac); (0,5 mmol),
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Y (acac)s; (0,2 mmol), PGAy (25 mL) e glicerol como solvente. A mistura reacional foi
deaerada com géas N, por 40 minutos & temperatura ambiente (25 °C), sob agitacéo
magnética constante. Em seguida; o sistema foi aquecido até 296 °C, sob fluxo constante de
argonio (100 mL/min), e mantido nesta temperatura por 20 minutos. Passado esse tempo, a
fonte de calor foi removida e o sistema resfriado sob fluxo de argbnio até a temperatura
ambiente (25 °C). A glicerina foi em seguida removida por destilacdo sob alto vacuo (0,4
mbar, ponto de ebuli¢do 170-190 °C). O sistema PGAy-YFeAl foi lavado com solugdo
tampdo PBS pH 7,4 e liofilizado. Essa operacdo foi realizada por trés vezes de forma a se

garantir toda a remocao de impurezas.

5.4. Funcionalizacao do Sistema PGAgs-YFeAl com o Fluoroféro Cianina Cy5

A imobilizagdo da Cy5 no PGAy-YFeAl foi efetuada através do método de Steglich
em reacdo de esterificacdo catalisada por N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-
dimethylaminopyridine (DMAP) [137]. A 10 mL de uma solugdo de PGAg-YFeAl em
dimetilformamida (DMF) 0,01mM foi adicionado e N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida (DCC,
0,64 mM) e 4-Dimethylaminopyridine (DMAP). O sistema foi mantido em agitacéo
magnética por 24 h a -4 °C. A solugdo coloidal resultante foi dialisada por 3 dias contra
agua destilada para a remocdo do DMF e impurezas em membranas de acetato de massa
molar 12-14 kDa de limites de exclusdo por 24 horas a -4°C. Ap0s a didlise, as amostras
foram liofilizadas e armazenadas em geladeira (-4°C). A Figura 48 ilustra as etapas
utilizadas na obtengdo do conjugado (PGAgs-YFeAl)-Cys5.
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Figura 48- Conjugagcéo do fluordforo Cy-5 (B) na estrutura do PGAg-YFeAl (A) para obtengdo do PGA-
YFeAl-Cys5 (C).

5.5. Incorporacéo do CXB na Estrutura PGAgs-YFeAl

Para a incorporagédo do CXB no sistema PGAg-YFeAl foi utilizado a técnica de
disperséo molecular seguido de liofilizagdo. Um excesso de CXB foi adicionado ao PGAgs-
YFeAl em concentracdes variadas correspondentes a solubilidade do farmaco em tampéo
PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente (25 °C). O sistema foi submetido a agitacdo constante
(200 rpm) sob temperatura controlada de 25°C por 48 h seguido de sonicacdo por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram dializadas em acetato de
celulose seguidas de liofilizagdo. Ambos, YFeAl e CXB s&o encapsulados nas cavidades
do nacleo multifuncional do PGAg-YFeAl.

A incorporagdo do CXB ao PGAw-YFeAl foi acompanhada através da
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta (UV, Varian-Cary 50) de acordo com
metodologia proposta na literatura [138].

A curva de calibracdo foi preparada no intervalo de concentracdes de CXB no
intervalo de 2 g.mL™ a 40 g.mL™ utilizando-se como diluente uma solucdo de acetonitrila:
tampdo fosfato de sodio 0,1 M, pH 5,6 na propor¢do 1:1. A leitura foi realizada a 251 nm,

sendo a curva de calibracdo apresentada na Figura 49.
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Figura 49- Curva de calibracdo do padréo para quantificacdo de CXB. A equacéo da reta € dada por: A251nm
=0,071.C + 0,020 (r* = 0,9948). Cada ponto foi analisado em triplicata (n=3). ADICIONAR FIT

5.6. Obtenc¢do do Dendrissoma Magnético (MDS)

Neste trabalho utilizou-se um dispositivo microfluidico home-made fabricado em
nossos laboratérios adaptado da literatura [139]. A técnica de preparacdo seguira o
protocolo “bottom-up” utilizando-se o conceito de fluidizagdo em microcanais onde a
predominancia conjunta de baixa pressdo e regime de escoamento laminar controlam a
transferéncia de massa entre as fases que compde o sistema. Os MDS’s serdo obtidos
através da injecdo da suspensdo lipidica composta de fosfatidilcolina de ovo (EPC), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano
(DOTAP) na propor¢do de 60:20:20 (% molar) e PGLD(NPM)(CXB) em variadas
concentragfes (10-100 mM) no dispositivo microfluidico através de bomba de seringa e
presséo definida.

O acompanhamento do processo sera efetuado através da focalizacdo hidrodindmica
em um microscopio estéreo. Ao final do processo, os MDS’s pre-formados serdo

liofilizados mediante a utilizacdo de crioprotetor adequado. As propriedades fisico-

141



quimicas estudadas para os MDS’s obtidos foram o didmetro médio cumulativo,
polidispersidade e potencial zeta.

5.7. Técnicas de Caracterizacdo NAO ADICIONOU DSC E TGA
5.7.1. Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um equipamento Shimadzu modelo
XRD 6000, com radiagdo CuKa (L = 1,5418 A) operando a uma voltagem de 40 kV,
corrente de 40 mA, varredura sincronizada com o passo de 0,05°, no intervalo 26 de 20 a
80°, exposi¢do de 5 min com 1° e 0,3° para a fenda incidente, divergente e programavel,
respectivamente. As amostras foram depositadas em um substrato de vidro. As analises

foram realizadas com a colaboracao da Shimadzu do Brasil.

5.7.2. Espectroscopia de Fluorescéncia de raios X (XRF)

A andlise composicional referente aos ions metalicos presentes nas amostras foi
realizada em um espectrometro de dispersdo de energia de fluorescéncia de raios X
(EDXRF) em equipamento da Shimadzu Co, modelo Rayny 720. As andlises foram
realizadas com a colaboragdo da Shimadzu do Brasil.

5.7.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As imagens digitais de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) foram obtidos
em um microscopio da marca Jeol, com 200 kV, modelo JEM 200C (resolucdo 50 A), do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-SP)/Centro de Caracterizacdo e
Tecnologia dos Materiais.

As analises por MET foram preparadas, inicialmente, pela dispersdo do DDM em
alcool isopropilico. As suspensfes foram sonicadas em banho ultrassom para garantir a
completa dispersdo (tempo de 30 minutos) e, em seguida, uma gota da suspensdo foi
depositada sobre uma grade de cobre de 300 mesh, previamente recoberta por um filme
fino de carbono (espessura de 15-25 nm) depositado por “sputtering”. As grades foram
armazenadas em dessecador até vaporizacdo do solvente, a temperatura ambiente (25 °C).

142



Os histogramas de distribuicdo de tamanhos de particulas foram construidos
estimando-se o didmetro de cerca de 200 nanoparticulas, em uma regido previamente

determinada na imagem de MET, através do programa de andlise de imagens.

5.7.4. Espectroscopia Mossbauer

Os espectros Mdossbauer dos DDM foram obtidos em um espectrdmetro de
aceleragdo constante equipado com uma fonte de raios y de 57Co em uma matriz de Rh
(57Co:Rh) com atividade nominal de 100 mCi (em Fevereiro 2014) montada sobre um
vibrador eletromagnético, cujo sinal peridédico de velocidade é linear no tempo. As
amostras foram prensadas entre dois discos de lucite e os espectros foram obtidos entre 4.2
K e a temperatura ambiente (298 K) a uma velocidade maxima de 10 mm/s. As amostras
foram montadas em um suporte de acrilico com um orificio circular de 0,5 cm de didmetro.
Uma maéscara de chumbo foi colocada na frente do suporte para colimar o feixe de
radiacdo. Os fdtons transmitidos foram detectados por uma cadmara de ionizagdo (detector)
operando no modo proporcional enquanto um analisador de multi-canal foi usado para
contar e definir o espectro. Os dados foram avaliados usando conjuntos de Lorentzianas
através de um algoritmo de ajuste por minimos quadrados, utilizando o programa Normos-
90. Os deslocamentos isoméricos (0) reportados sao medidos com relagdo ao a-Fe. As
analises foram realizadas no Instituto de Quimica Fisica Rocasolano do “Consejo Superior

de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas” - CSIC/Madrid.

5.7.5. Caracteriza¢cdo da magnetizacdo do DDM

O comportamento magnético dos DDM foi analisado por magnetometria de
amostras vibrante (VSM). As anélises foram conduzidas em um magnetdmetro LakeShore
7307-7Inch. Inicialmente avaliaram-se as medidas de histerese magnética a temperatura
ambiente (25°C). Posteriormente analisou-se a influéncia da temperatura nas medidas de
magnetiza¢do, mantendo-se 0 campo magnético constante. O campo magnético aplicado

nas amostras, nas medidas de histerese magnética, teve intensidade maxima de 15 kOe. Os
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campos magnéticos aplicados nas medidas de magnetizacdo como fungdo da temperatura
variara de 200 Oe e 1 k Oe. A temperatura, nas medidas de magnetizacdo em funcdo da
temperatura, variou da ambiente a 450 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min. As
medidas de MAV foram efetuadas na UNIFEI.

5.7.6. Microscopia Otica de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia confocal dos DDM’s foi feita em microscopio Leica
TCS SP5, usando uma objetiva seca HC PL APO CS 0,4 10x (baixa ampliacdo) e uma
objetiva de imersdo em 4gua HCX PL APO CS 1,20 W 63x (alta ampliacdo). Para excitar
as amostras usou-se uma linha de He-Ne dem 633 nm e a imagem foi simultaneamente
detectada na regido de 680 nm. As amostras foram preparadas sobre um cristal de quartzo
revestido com ouro, colocando o cristal numa suspensao contendo DDM’s na concentracao
de 0,7 mg/mL, durante 2h e a 25 °C.

5.7.7. Avaliacdo da Hipertermia Magnética dos DDM

5.7.7.1. Sistema de Geracao de Campo Magnético na bobina para as NP’s

Um gerador de sinal (também chamado de gerador de funcdo ou de frequéncia) é
um equipamento de teste que cria um sinal periodico para dispositivos eletrénicos de teste.
A frequéncia desse sinal ¢ medida em Hertz (Hz) ou ciclos por segundo. O seu aspecto
pode ser selecionado a partir de varias alternativas de padrdo, sendo a forma senoidal e
"dente de serra” — forma de onda que tem o formato do nome — as mais comuns. Esse
sinal é introduzido por meio de uma sonda e, em seguida, um osciloscépio é utilizado para
procuré-lo em outros locais do equipamento que esta sendo testado. Assim, o sinal do
gerador, operando entre 0 e 20 MHz, numa poténcia de 25W sera lido num pré-
amplificador linear.

Pré-amplificador é o estagio de um amplificador de audio que recebe o sinal da
fonte sonora, tais como o gerador de sinal para as nanoparticulas, o receptor e o toca-

discos de baixo nivel e corrige-o, entregando em sua saida um sinal suficientemente
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elevado para excitar o amplificador de poténcia. O tipo de amplificador mais comum € o
eletrénico, comumente usado em transmissores e receptores de radio e televiséo.

Seus componentes principais sdo dispositivos ativos, tais
como valvulas ou transistores. Em alta fidelidade o amplificador € um aparelho eletrénico
que eleva os niveis de tensdo dos sinais de audio. E muitas vezes empregado para designar
o conjunto pré-amplificador e amplificador de poténcia ou o amplificador integrado.

Amplificador de poténcia é o estdgio de um amplificador de audio ou de RF
(radiofrequéncia) que eleva o sinal de audio ou de RF fornecido pelo pré-amplificador ou
oscilador a um nivel de tensdo e impedanciaadequados para funcionar as caixas

acusticas ou antenas transmissoras.

Gerador de Sinal Pré-amplificador Amplificador | 12V iXs XL RL
(oscilador)  [z=500 Linear 2500 Linear z=500 i

(0220 MHz /0,25 W) —l f(OaZOMHU?ﬁW) —l f (1 MHz / 400 W) 1 l

Figura 50: Esquema magnético para aquecimento de solugdo com nanoparticulas.

Xt XL

5.7.7.2. Tratamento Térmico

O estudo das propriedades dos sistemas magnéticos nanoestruturados foi
intensificado de maneira notavel nos ultimos anos. O aprimoramento no controle dos
processos de producdo e caracterizacdo destes sistemas tornou possivel uma excursdo a um
conjunto de informacgdes fisicas de um mundo até entdo desconhecido. Isto tem levado a
inimeros beneficios, tanto no campo tecnoldgico quanto no desenvolvimento da
compreensdo de fendmenos envolvidos nesta escala, que aumenta com o grau de controle
da estrutura fina da matéria. E bem sabido que, a medida que se diminui o tamanho de uma
particula, os efeitos de superficie se tornam cada vez mais importantes, podendo até mesmo
definir as propriedades magnéticas de alguns sistemas.

Por exemplo, nanoparticulas de o&xidos de ferro apresentam propriedades
magnéticas muito interessantes, como uma altissima dissipacdo de energia mediante a

aplicacdo de campo magnético, o que as colocam como excelentes candidatos para
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aplicacbes em hipertermia, administracdo de farmacos etc. Ao observar objetos
macroscopicos no dia a dia, pode-se perceber que muitas vezes esses materiais néo
permanecem magnetizados. Isso se deve ao fato de que os materiais sdo compostos por
atomos, que podem ser considerados como pequenos imas, mas que preferem se manter em
estados de menor energia. Dessa forma, no interior do material observa-se a formacéo de
regides, chamadas de dominios magnéticos, nas quais 0s momentos magnéticos desses
atomos se alinham, porém os diversos dominios do material possuem magnetizacdo em
direcdes diferentes e portanto, a magnetizacao total observada é nula.

Quando as dimensdes do material estudado sdo diminuidas o suficiente, a formacéao
dos dominios magnéticos ndo se torna tdo interessante em termos energéticos, portanto
ocorre a formacdo de apenas um dominio, também chamado de monodominio magnético,
gerando uma magnetizacdo espontanea, formando um momento magnético gigante, ou
supermomento. No estudo das nanoparticulas magnéticas, observou-se que esse momento
de monodominio tende a se alinhar em algumas direcGes preferenciais, correspondentes a
estados menos energéticos, formando o que se chama anisotropia uniaxial. Porém, entre
esses estados existe barreiras de diferentes energias, as quais ndo permitem que o
supermomento permaneca indefinidamente em um dos estadosde menor energia.

Para temperaturas diferentes de OK (-273°C), o supermomento magnético dessas
particulas pode mudar constantemente de direcdo, devido a energia térmica. Esse fenémeno
ficou conhecido como superparamagnetismo, por ser semelhante ao paramagnetismo
observado em materiais macroscopicos ao serem expostos a um campo magnético As
propriedades magnéticas do campo de reversao magnética foram investigadas pela primeira

vez por Bean e Livingston [139] usando a probabilidade de reversdo de Néel, dada por:

KV
T:TOeXp ﬁ
B

Onde o tempo caracteristico 7o é assumido normalmente como sendo ~107%, kg é a
constante de Boltzmann, K é a constante de anisotropia uniaxial e V € o volume das
particulas. A expressdo KV representa a barreira de energia entre os dois sentidos do eixo

de fécil magnetizacdo. De acordo com Bean e Livingston num dado tempo de observagédo
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(Tons), €Xiste uma temperatura critica, chamada de temperatura de bloqueio Tg, dada por
[140]:
KV
Ky IHKTOMJ
Ty

Acima da qual a reversdo da magnetizacdo do conjunto de particulas de tamanho

T =

uniforme passa de bloqueado (possuindo histerese) para superparamagnético (sem
histerese). Bean e Livingston mostraram também com a teoria de Néel que a coercividade
de tais sistemas decresce com a raiz quadrada da temperatura («<T -1/2) quando as
particulas estdo bloqueadas chegando a zero no estado superparamagnético.

As nanoparticulas sdo obtidas em solugdo, por reacdo quimica, e podem ser
manipuladas posteriormente para a formacao de arranjos mais complexos. Nesses sistemas,
é possivel modificar finamente e independentemente as propriedades individuais da fase
nanomeétrica, através dos pardmetros de sintese, e as propriedades coletivas, pela
incorporacdo posterior das nanoparticulas numa matriz ou deposicdo em substrato.

Com esse procedimento pode-se utilizar as nanoparticulas em diversas aplicacfes
biomédicas, como contraste magnético ou ainda como técnica de transporte de farmacos,
que ao serem ligados as nanoparticulas podem ser direcionados para determinadas regides
do corpo, através da aplicacdo de um campo magnético externo. O efeito de hipertermia é
avaliado ao medir a taxa de absorcdo especifica (SAR — Specific Absorption Rate) de um
material magnético, ou seja a quantidade de energia transformada em calor por unidade de
tempo. Para isso aplica-se um campo sobre a amostra sdo feitas medidas de temperatura no
decorrer do tempo. O SAR é calculado com a seguinte expressao [140]:

w AQ _c m. AT

SAR = = =C,
meg  Atmg, me, At

[105]

onde C,, e o calor especifico da solugdo, m: € a massa da solucéo, mg. é a massa do ferro e
AT/At é medido na regido em que o efeito da conducdo de calor ainda ndo se tornou

importante.
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O parametro SAR para 0 mesmo fluido magnético mudara quando medido em AC,
com frequéncias diferentes e pode ser deduzido através da formula de dissipagdo de energia
volumetrica:

P=pu,my (f)H? [106]
Onde: #0¢ a permissividade magnética (4zx. 107 Tm/A), X'¢a susceptibilidade magnética

e H é o campo magnético aplicado.

Entretanto, para baixas frequéncias, tais como os utilizados atualmente para os

sistemas de aquecimento (105 — 106 Hz). Rosesweig [1] previu que para uma boa

aproximacao X g independente da frequéncia. Assim para frequéncias altas (100 —
900kHz) introduzinos o conceito da perda de energia intrinseca (ILP), dada por [140]:

P SAR
pH*f  H?f
O ILP tem por fung&o o célculo com diferentes campos AC e frequéncias.

ILP = [107]

5.7.7.3. Nanoesferas e 0 Campo Magnético Oscilante

A energia de desmagnetizacio Ed pode ser escrita em funcdo do tensor de

- -
desmagnetizagdo. Utilizando a relagdo Ha =—N - M [108], temos [141]:

= =%ﬂoVMf;‘-N-;1 [109]
Onde N, em seu caso mais geral é dado por:
NNy e s Ny,
N =1 Np...Ny...Ny, [110]
N ... N ... N

Considerando particulas com geometria esférica com semieixos paralelos aos eixos

cartesianos, o tensor de desmagnetizacéao sera diagonal e poderemos escrevé-lo como:

N,.....0.....0
N=]0...N,...0 [111]
0....0.....N
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Assim, podemos desenvolver os produtos escalares na eq. 111:
1 p - -
E, =§ﬂoVMs m.N.m

1
E, =§ﬂoVMf[Nxmx2+Nym§+szf] [112]

Restringindo-nos ao caso de esferoides em que 0s semieixos iguais estédo nas direcbes x ey,
podemos definir:

N, =N, =N [113]

N, =N, 114]
*Sendo a notagdo: N, — paralelo e Ny, — perpendicular.

A equacdo 112 nos fornece:

1
£, = L UM LN+ i)+ N,y
1
Eq =§#0VM52[NP+(Npp—Np)mf] [115]

- o 2 2 2
Onde utilizamos a relacio (M; + m, +m, )=1.

A equacgdo da particula submetida ao campo efetivo definido pela eq. 110 sera escrita
como:
9

dM - - A
Tz—é‘l_ MX[Ha(t)+MS(Np—Npp)mZ Z]+

P [116]

- - - A
M_MX[MX(Ha(t)+ Ms(Np — Npp)mZ Z]
S
Sendo a derivada parcial no tempo substituida pela derivada total, pois assumimos
novamente a hipotese de magnetizacdo uniforme nas nanoesferas. A fim de escrever essa
o . . . .y 2
equacdo em termos das grandezas adimensionais, dividiremos ambos os lados por oM,

para obter:

149



-

‘L—Tz—ﬁwx[ﬁa(t)w\lp ~N,,)m, 2]+

A~ - > A [117]
Smx M (h, (© + My (N, = N,,)m, 2]

- -
Admitindo que o tempo é medido em unidades de O, M2 e h(t) = H. (t)/ M..
Para os esferoides cujos semieixos estdo nas direcdes y e z, teremos:

N, =N, [118]
Ny=NZ =Np [119]
E a energia de desmagnetizacdo passara a ser escrita como:
1
Eq =§ﬂoVMsz[Np+(Npp—Np)mf] [120]
E aequacdo LLG:
d r_r)] - > A
F:—m><[h0(('[)+(Np =N, )m, x]+

1o = o . [121]
SmxIMx (B, () + My (N, = Ny )m, 4

Utilizando o método de Runge-Kutta de quarta ordem para integrar as equacgdes 117 e 121.

As Figuras 51 mostra as componentes da magnetizacdo da nanoparticula esferoidal sob a
acdo do campo externo oscilante, sujeita a efeitos de amortecimento. E possivel notar que a
evolucdo temporal da magnetizacdo depende fortemente da forma das nanoparticulas
magnéticas e da direcdo relativa entre o eixo facil e o0 campo magnético aplicado. No caso
das nanoparticulas magnéticas, a magnetizacdo oscila. Nas naoparticulas esferoidais,
contudo, ela decai rapidamente quando o eixo paralelo a dire¢do de aplicacdo do campo é

um eixo de facil.
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Figura 51: Nanoparticulas cujo eixo paralelo a direcdo do campo é um eixo de facil magnetizacdo [141].

Esse comportamento é atribuido a anisotropia de forma, que cria um campo que favorece a
magnetizacdo a permanecer no eixo X.

Contudo, se orientarmos um eixo na dire¢do do campo aplicado, as solu¢Ges voltam
a ser oscilatorio, o que € mostrado na Figura 52. Calculos feitos para diferentes orientagdes
iniciais para a magnetizacdo do sistema s@o rapidamente desfeitos, levando a uma solucéo
periodicamente oscilatoria. Observe que em ambos 0s casos apresentados na Figura abaixo,
as diferentes condic@es iniciais levam ao mesmo resultado estavel. A energia liberada por

ciclo pela nanoparticula, por volume de material, € calculada pela expressao:
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t'+272'w e dM
Ag:ﬂOJ;. / Ha th

[122]

Para evitar a contribuigdo destes efeitos no calculo da energia liberada pela naoparticula,

escolhemos ¢’ na eq. acima tal que os efeitos transientes ndo sdo mais relevantes.

o
s
o
3
B
g
&
-
p=
0 | 2 3 4 5
Tempo (ns)
| |—— o DS —
\\
X
0.5 J \, ‘
/ \
s l,
3 \
<) - A - - —
o o e oS " -
=0 N '
= m, (1) m
. mUl) oa Y
05 1 lmic1) —— ‘
m(2) H.,
m}_(.‘i %
. | Im(2) | y
h, T
0 | 2 ) 1 b

Fetnpo (ns)

Figura 52: Soluces periddicas sdo admitidas por particulas cuja dire¢do ao campo aplicado ndo é um eixo

facil [141].

A Figura 53 mostra a perda de energia em funcdo da frequéncia de oscilagcdo do

campo para diferentes amplitudes de campo aplicado e diferentes constantes de
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amortecimento. Vemos que o comportamento da curva é diferente do caso esféerico
mostrado na Figura 53. A origem dessa diferenca é o campo de desmagnetizacdo que,
agora, desfavorece a orientacdo da nanoparticula na direcdo do campo aplicado. Como
agora a direcdo x é um eixo duro para magnetizacdo, é desfavoravel energeticamente para a
magnetizacdo se alinhar com a direcdo x, por causa do termo anisotropico. Assim, a

> dM
magnitude do termo He- dt

calor liberado por ciclo. E possivel perceber também que esse é um efeito dependente da

também diminui, causando uma reduc¢do na quantidade de

amplitude do campo aplicado.

) =03
Rt . =125 1
= Ha =100 kAdm
T = _—
BRI ]
I-H o,
__':: 1”4 F TT_‘I 10 kAMm .
= e
§| ||':|1| B .--::.-__::?_.;.ch‘ :-:--.. 4
= 10 = H, =l kA‘m
2 L e
= 10t} e = e
1|':| - L 1 1l 1 1 1l Lo |I- 1 1 1l 1 1 1l 1 1 .
10 Lo 10® ik 108 1! o'
Frequéncia (T1z)
. o= i.I.S'
=100 . =125 ;
=) TTJ 10 kAdm
JERTN = o= :
; ”:'I-l F H‘-I—'.Ilk..-‘-..'nl E
= e
5100 | = ]
E n° F F_____,e-:’# - 1,1 kAdm ]
3 b ,--”"‘f’ e ﬂ\.«»\ i
- ) -"'-'. ..--'"...-' _.---"'..# i,
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Figura 53: Energia liberada pela nanoparticula esferoidal em funcéo da frequéncia de oscilagdo do campo

externo para varios valores da constante de amortecimento a, a diferentes amplitudes [142].
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A fim de analisar com mais riqueza de detalhes os efeitos da geometria das
naoparticulas na liberacdo de calor devido a um campo magnético alternado, calculamos a
energia liberada por particulas de diferentes razées p em funcao da frequéncia de oscilacdo

0
H
f do campo magnético aplicado, para diferentes amplitudes H «. Os resultados tedricos

para um esferoide estdo na Figura 54 abaixo. Observa-se que a geometria da nanoparticula

tem um papel muito importante na possibilidade de uso clinico. Amplitudes de campo

0
H
aceitaveis clinicamente séo H « <15kA/m. A Figura 54 também retrata que para f na

ordem de MHz, nanoparticulas de razdo p = 1,1, sob campo ﬁ o =10kA/ m (linha
verde) apresentam eficiéncia de aquecimento préxima a particulas com p = 1,3, sujeitas a
campo trés vezes maiores (linha azul pontilhada). Nanoparticulas que apresentam p = 1,5,
sujeitas ao campo de 30kA/m s&o até mesmo menos eficientes que as particulas com p =
1,1 a 10 kA/m. Para campos da ordem de 1 kA/m, contudo, a eficiéncia de aquecimento é
quase inapreciavel.

p=1.1
5 =13
(1 ]
= p=1.5 H,"=30 kAfm
= — B
SRl _— ‘\ 1
B .
=100 f 1
iy
3 H,"=10 kA/m
v )
2 1 3
= T
5] 1 e - T
TR P — 1
? - H,"=1 kA/m
. " » g
10" s f//. o s

4 ] fi

10 10 10 10’ 10° 1’ 1'"

Frequéncia (Hz)

Figura 54: Energia liberada em funcéo da frequéncia de oscilagdo do campo externo de uma nanoparticula
[142].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Sintese e caracterizacdo in-situ de YFeAl em PGAy

A preparacdo de nanoparticulas com propriedades magnéticas (NPM) tem
despertado interesse devido as suas possiveis aplicacdes na hipertermia magnética [140-
141].  As NPMs podem ser sintetizadas através de varios métodos, destacando-se
decomposic¢do térmica de precursores metalicos [142], coprecipitacdo [143], microemulséo
[144] e sintese hidrotérmica [145].

Entre os métodos anteriormente citados para a sintese de nanoparticulas magnéticas,
a decomposicdo térmica de precursores metalicos parece ser o mais adequado para o
controle da distribuicdo de tamanhos, morfologia e monodispersdo durante a sintese das
NPM’s [145-146].

O papel do PGA na sintese de nanoparticulas de YFeAl ainda ndo foi apresentado
na literatura de forma que é demonstrado neste trabalho o papel do poliglicerol
arborescente na morfologia final das nanoparticulas superparamagnéticas baseadas em
YFeAl.

O papel do PGA no processo de sintese parece estar associado a um melhor controle
do processo de separacdo das fases de nucleacdo e crescimento das nanoparticulas. A
Figura 55 ilustra alguns dos mecanismos que podem estar envolvidos no processo de
crescimento de nanoparticulas de YFeAl monodispersas [147-148]. Observa-se no
diagrama (Figura 55) que, a formacdo de particulas monodispersas ocorrera quando as
etapas de nucleacdo e crescimento estdo suficientemente separadas onde a nucleagéo ocorre

rapidamente em um curto intervalo de tempo atraves de uma solucdo supersaturada
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seguida de uma etapa de crescimento lenta sem que a nucleagdo ocorra novamente. Nesse
caso, 0 tempo de sintese deve ser controlado e interrompido ap6s a formacdo das
nanoparticulade forma a se evitar que processos de dissolucdo e redeposicdo sobre a
superficie das particulas maiores e eventos de agregacao, o que levaria a polidispersividade
do sistema [149].

Y R R T

Concentracio do Soluto —*

Auto-
nucleacio

Formacido de
Niicleos

Crescimento

Tempo de reacio —>

Figura 55- llustragdo do processo de crescimento de nanoparticulas uniformes baseado no modelo de Lamer.
Adaptado de [150]. C,, Crin™ € Crmax - significam concentragdo saturada, concentragdo minima para nucleagéo

e concentracdo méxima para nucleacdo, respectivamente.

A morfologia das nanoparticulas de YFeAl é desenvolvida durante a etapa de
pir6lise dos respectivos precursores e, portanto; deve-se estudar a influéncia da velocidade
de aquecimento no processo de decomposicao termica da mistura de acetilacetonatos de Y,
Fe e Al. Nesse caso, 0 estudo do comportamento térmico foi realizado para cada um dos
respectivos acetilacetonatos de maneira isolada e também da mistura em solucdo, de modo
que sejam identificadas ndo apenas a temperatura em que 0 processo de decomposicao se
completa, mas também se o comportamento térmico dos precursores é alterado pela
presenca de sua mistura de modo a se garantir a obtencdo de fases cerdmicas com a

estequiometria planejada.
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A fim de se investigar o processo de formacao de nanoparticulas de YFeAl no PGA,
a decomposicdo térmica dos respectivos acetilacetonatos metalicos foi estudada utilizando-
se a analise termogravimétrica (TGA) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC).

No método de analise TGA séo registradas curvas da variacdo de massa da amostra

(m) em funcéo da temperatura (T) ou do tempo (t), conforme a Equacgéo (123):

m = m(T,t) [123]

As curvas de TGA podem e devem ser derivadas (primeira) registrando-se a DTG
(termogravimetria derivada) que fornece informacOes da derivada primeira da variagdo da
massa em relagdo ao tempo (dm/dt) ou em funcdo da temperatura (dm/dT), conforme

Equacdo :

dm

I = f(T,t) [124]

A variacdo de m com T é medida com o auxilio de uma termobalanca. Os
componentes fundamentais de uma termobalanca sdo: balanca registradora, forno, suporte
de amostra e sensor de temperatura, programador da temperatura do forno, sistema
registrador e controle da atmosfera do forno. A Figura 56 ilustra os componentes tipicos de
um equipamento de anélise termogravimétrica (TGA) [151].
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Gas Termobalanca Peso Aquisicdo de
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Amostra :l_ ‘ . ‘
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Forno Temperatura o ——————\
da Amostra I_!i

Te\mperatura do Forno |

| Programador de Temperatura I<::

Figura 56- llustracdo das partes que compde um equipamento de analise termogravimétrica.

Enquanto a analise TGA é uma medida direta da estabilidade térmica de um dado
material, a técnica calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é capaz de medir a
temperatura na qual uma dada substéancia sofre transi¢do de fase de primeira ordem (fusé&o,
sublimacéo, vaporizacdo). No DSC a temperatura e o fluxo de calor associados a transi¢oes
de fase de segunda ordem em materiais e sao medidas como uma funcdo do tempo e da
temperatura em uma atmosfera controlada (Figura 56) [151]. A Figura 57 ilustra o

fluxograma simplificado dos principais componentes de um equipamento DSC.

Referencia Amostra

(1 | |

—’—

L\
—_—

Figura 57- llustracdo dos componentes principais de um equipamento DSC: a Referéncia e a Amostra
referem-se a cadinhos de aluminio colocados lado a lado sobre uma base de platina, permitindo assim o fluxo
de calor entre a amostra e a referéncia. O fluxo de calor é medido com o auxilio de termopares, colocados

logo abaixo de cada cadinho.
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O principio de medida da transicdo de temperaturas de transicdo de fases através do

DSC esté associado a equacdes diferenciais ordinérias que representam o fluxo de calor na

amostra (%] e referéncia [%) , respectivamente [152]:
dQ dT dQ dT
d_;:(CR'I'Csjd_;‘FF:Ko(TR_Ts) e d_::CRd_::KQ(TR_TSJ [125]

sendo que K, representa o coeficiente de transferéncia de calor entre os cadinhos e o
ambiente externo do calorimetro, Cy é a capacidade calorifica do cadinho, Cg a capacidade
calorifica da amostra e F representa a velocidade de absorcao de calor pela amostra devido

a algum evento fisico ou quimico.

Considerando a diferenga de temperatura entre a amostra e referéncia, % = %;
Equacdo (125) pode ser reescrita como [152]:
c dM+ KAT=C cJT'T5+F 126
i dt -1 dt [ ]
sendo K = 2K,
Da termodindmica classica, a relacdo entre o fluxo de calor na amostra, dfj e a
capacidade calorifica C,, é dada por [153]:
dQ =mC,dT [127]
Assumindo que d@ independe do tempo:
dg e daT 55
dr e gy ]

sendo d o operador diferencial inexata.
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Considerando a primeira lei da termodinamica, tem-se [153]:
(dQ), = dH [129]

Logo:
,r] dH dQ dT
tts =|-|=—=—=m{, — t,T 130
wars [s dt dt m?’dt+f( ) [130]
sendo que % representa a velocidade de aquecimento utilizado no experimento e f(t,T)

representa os efeitos térmicos associados a uma transicdo de fase, transformacdo quimica

ou ambos.

Na auséncia de transformacdo quimica, a Equacao (130) se converte em:

dQ— C ar 131
dr P gr [131]
Logo:
1do{ 1 1dQ
C,=—— = —— 132
B mdt(dT{f ) m dT [132]
dt

sendo que C, corresponde, nesse caso; a inclinagdo da curva de aguecimento no
experimento DSC.
O termograma DSC corresponde a energia absorvida por unidade de massa. Logo,

uma vez que C,, seja conhecida a transformagéo quimica ou transicdo de fase pode agora ser

caracterizada através da primeira lei da termodindmica através de [153]:

tt 1dH 1d dT t, T
wa S:LI]:__:__Q:C_ f(eT) [133]
g gl mdt mdt Fdt m
Logo:
f(e,T) 1dQ dT
e 134
m m dt B dt [134]
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As curvas TGA relativas as decomposi¢des térmicas do Fe(acac)s, Al(acac)s e
Y (acac)s e da correspondente mistura dos acetylacetonatos sdo mostradas na Figura 58(A).
O processo de degradacdo térmica pode ser dividido em quatro estagios. No estagio (I)
todos os acetilacetonatos apresentaram boa estabilidade térmica até aproximadamente a
temperatura de 175 °C. O estdgio (Il) é caracterizado por uma perda continua e suave
devido a decomposicdo térmica dos acetilacetonatos para formar acetona [154]. Em

temperaturas superiores a 380 °C os ligantes (acac) sofrem pirdlise total a CO, CO; e H,0.
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Figura 58- Curvas termogravimétricas (TGA) para Y (acac)s, Al((acac)s, Fe(acac)s e a mistura dos
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acetilacetonatos em PGA (A) e do PGA (B). A anlise foi efetuada em atmosfera de nitrogénio (25 mL.min™)

e na velocidade de aquecimento de 10 °C.min™. A estequiometria de Me(acac); corresponde & apresentada na

parte experimental.

162



O estégio (I11) é caracterizado por uma perda total de massa de aproximadamente
98% a temperaturas acima de 400 °C, indicando que os respectivos acetilacetonatos séo
bons precursores para o preparo de nanoparticulas superparamagnéticas. Os porcentuais de
Fe304, Al,O3 e Y,03 calculado a partir do TGA foram iguais a aproximadamente 3%. O
possivel mecanismo da decomposicao térmica de Me(acac)s, de acordo com a literatura é
ilustrado na Figura 59, abaixo [155].

H. O CHy O
0\3 192 — 229°C M
Me(III) +-0 CH, » Me -0 CHy
4 3 - 2
] CH, O
CH; O 229 340 °C 4

h_ 5 1. \H‘-\.
Me-1-07 S ch, .\Ie{o CH:;_1

CH; O >340°C
Me -0 ""CH,

= MNe

-1
Figura 59- llustracéo do possivel mecanismo de decomposic¢do térmica de um Me(acac)s. Adaptado de [154-
155]. Me = Y*, AI** ou Fe**.

O porcentual de YFeAl, calculado a partir do TGA da mistura de acetilacetonatos
foi igual a aproximadamente 9,0%. O maior porcentual observado para a mistura de
acetilacetonatos metalicos relativamente aos acetilacetonatos individuais parece estar
associado a formacdo da mistura eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y(acac)s. Nesse caso, a
temperatura de sublimacdo dos acetilacetonatos pode ter sido deslocada para temperaturas
menores em funcdo da concentracdo dos complexos metalicos na mistura [156]. Esta
observacao é corroborada pelas Figuras 60 e 61 (A-C).

A Figura 60 ilustra as curvas de DSC obtidas para 0s compostos Y(acac)s,

Al((acac)s, Fe(acac)s e sua mistura (0,5 mol%).
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Figura 60- Curvas de DSC para os compostos Al(acac); (A), Fe(acac); (C), Y(acac); (D) e a mistura ternaria

eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac); (B).

Os perfis das curvas DSC (Figura 60) sdo similares e apresentam picos
endotérmicos com formas bem definidas, o qual é atribuido ao processo de fusdo das
amostras. A curva DSC na Figura 60(B) evidencia a formacéo de mistura eutética a partir
da simples mistura dos organometalicos que nesse caso é representado pelo sistema
Al(acac)s-Fe(acac)s-Y(acac)s. Nesse caso, a curva DSC caracteristica (Figura 60) indica
gue a mistura ternaria se comporta como uma mistura homogénea Unica e simples,
apresentando ponto de fusdo menor que o dos seus constituintes isolados.

Os diagramas de fases correspondentes as curvas DSC sdo apresentados na Figura
61. Observa-se que 0s pontos eutético das misturas situam-se no ponto correspondente a 0,5
mols%. Nesse caso, 0 ponto de fusdo das misturas eutéticas sdo 175 °C para o sistema
FexAlyx(acac)s (Figura 58A), 163 °C para o sistema Y,Al;x(acac)s (Figura 58B) e 163 °C
para o sistema YFe;.x(acac); (C). Deve-se ressaltar que as misturas eutéticas séo favoraveis
a formacéo de nanoestruturas uma vez que as temperaturas de processamento mais baixas
propiciam a reducdo do tamanho de particulas, um dos motivos pelos quais esse sistema é

motivo de estudo nesse trabalho [157].

164



Temperatura (°C)

L] L} L} T
190 B
L) L) L} L]
1904 B
(A) _ 185 (B)
1854 9 /.
A = 1804 .
180 ™. L E J
s+L\'\_ / S+l = 1754 /
*-L‘_- d %)
— 4 il /
D ic 1704 A
- 548 ! ﬁ \. /
S e L s+l
165 ~a__ -
165 T T T T D T .
0 20 40 60 80 100 160 s+ 1 C D
T T T T
Fe(acac)s mol (%) Al(acac)s 20 40 60 80 100
Y (acac)s mol (%) Al(acac)g
L} L} L}
190
5 185 © .
<
= 1804 /-/
- -
= /
£ 1754 /'
-
g A /
& 170-\_\‘ ;
L
S+L Yy Ta
165 p— S+l ]
D \#/
s+5 1C D
160 T T I T T
20 40 60 80 100
Y (acac)3 mol (%) Fe(acac)s

Figura 61- Diagramas de fase binario das misturas Fe,Al;(acac)s (A), YAl (acac)s (B) e Y Fe; 4 (acac)s

(C). Se L representam as fases sélida e liquida, respectivamente. Os pontos A e B representam o ponto de

fusdo dos componentes puros. A linha DD’ representa a linha S-S. O ponto eutético ocorre na fragdo 0,5 (em

mol%).

Por possuir uma densidade elevada de grupos hidroxila (OH) o PGA tende a formar

complexos metalicos estabilizando dessa maneira as particulas de YFeAl evitando sua

aglomeracéo e o crescimento descontrolado [158]. Dessa maneira, um possivel mecanismo

de interagdo entre o PGA e os ions metalicos na fase liquida, apds dissolucdo da mistura

eutética € apresentado na Figura 62.
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Figura 62- llustracdo do processo de participacdo do PGA (a) na formagdo de um composto de coordenagdo
(c) com o fon metalico Me (b). Me = Y3, Fe*" e AI**. Adaptado de [158].

Portanto, a utilizacdo do PGA no processo de sintese in-situ de nanoparticulas de
YFeAl ¢ do tipo ascendente (“bottom-up”), onde as nanoparticulas sdo obtidas a partir de
moléculas ou atomos que se automontam de forma a se atingir a formacdo de estruturas
moleculares na escala nano [159]. Esse processo de crescimento in situ de nanoparticulas
no PGA é um processo complexo, ainda ndo abordado pela literatura. Entretanto, acredita-
se que 0 processo é autocatalitico onde as nanoparticulas de YFeAl crescem nas cavidades
do PGA. Por sua vez, as cavidades do PGA favorece a formacao de regides agrupadas ricas
em acetilacetonatos onde se formam os primeiros cristais de YFeAl, regifes essas
denominadas de clusters [160]. O cluster formado incorpora nanoparticulas do PGA, a
medida que estas colidem com o poliglicerol arborescente durante sua difusdo no meio.
Por sua vez, a existéncia de ions na cavidade dendritica estabiliza as nanoparticulas de
YFeAl formadas através de repulsdo de Coulomb devido a existéncia de uma dupla
camada elétrica [161]. A Figura 63 ilustra o processo de crescimento de nanoparticulas
YFeAl nas cavidades do PGA onde, por simplificacéo; a estrutura do polimero arborescente

néo é apresentada.
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Figura 63- llustracdo do processo de crescimento de nanoparticulas de YFeAl nas cavidades do PGA e

estabilizaglo das nanoparticulas formadas. Adaptado de [161].

A observacdo de que os organometalicos acetilacetonatos formam misturas eutéticas

motiva também o estudo da cinética de decomposicdo térmica do sistema ternario
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Al(acac);-Fe(acac)s-Y (acac)s. Nesse sentido, a técnica utilizada foi a anélise
termogravimétrica (TGA).

A equacdo fundamental de decomposicdo do sistema ternario Al(acac)s-Fe(acac)s-

Y (acac)s e formacdo de nanoparticulas pode ser escrita como:

dor
57 = KD [135]

da , ~ . .- ~
sendo 5. € ataxa de conversdo, k(T) é uma constante cinética e f(a) uma funcdo que

depende do mecanismo de reacdo.

Quando a temperatura (T) for mantida constante, e Equacdo (125) expressa a

. x g . ~ ~ T
velocidade de converséo (E) , OU seja; a reducdo na concentracdo dos organometalicos a
T

uma taxa constante. Nesse estudo, a velocidade de conversdo, «, é dada por:

M —1
a=—2—-"L [136]

Mo—Mmf

sendo m,, m; e m,as massas iniciais, finais da amostra e a massa em um tempo (1),

respectivamente.

A dependéncia da temperatura com a constante de velocidade da reacdo é descrita
pela Equacdo de Arrhenius [162]:

z—f= Ae%gf'if[af] [137]

sendo 4, E, R e T o fator pré-exponencial, energia de ativacéo, constante dos gases ideais e

a temperatura absoluta, respectivamente.
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Escrevendo a Equacdo (137) na sua forma dependente da temperatura em uma

velocidade de aquecimento constante, tem-se:

da A ZEa
ar e fle) [138]

aT
sendo £ a velocidade de aquecimento, PV

A resolucdo da Equacdo (135) utilizando-se dados da técnica TGA requer um
modelo cinético consistente. Entre os varios modelos matematicos desenvolvidos, podem-
se destacar os modelos de Kissinger e Ozawa que assumem que a cinética de decomposicdo
térmica obedece a uma equacdo de primeira ordem [163-164]. Assim, a partir da obtencao
das curvas TGA para vérias velocidades de aquecimento € possivel a determinacdo dos
pardmetros de Arrhenius relativos a energia de ativagdo (E; ) e ao fator pré-exponencial
(A).

O método ndo isotérmicos diferencial de Ozawa requer trés ou mais analises em
diferentes velocidades de aguecimento e considera que a energia de ativacdo de um
material em uma determinada perda de massa (conversdo) é proporcional ao coeficiente
dp/d(1/T), em que uma dependéncia linear é observada entre o inverso da temperatura
absoluta em uma determinada porcentagem de perda de massa, 1/T, em relacdo ao
logaritmo da razéo de aquecimento, 3, aplicada.

A integracdo da Eg. (135), a partir da temperatura inicial T, correspondente a

conversao a,, até a temperatura de inflexdo, T,,.. € & = ..., obtém-se:

Emax dor A Tmax _Es
glx) = f —=— e RT dT [139]
w f(@ Bl
sendo T,... a temperatura maxima de degradacdo na qual ocorre a maior velocidade da
reacdo de decomposi¢do do sistema ternario ou seja, o pico da termogravimetria derivada
(DTG).
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Em funcdo da complexidade da reacdo de degradacdo dos organometalicos, a forma
da funcdo f(c) pode ser bastante complexa. Logo, considerando que a reagdo de
degradacdo da mistura ternaria Al(acac)s-Fe(acac)s-Y(acac); segue uma decomposicdo de
ordem n [163-164]:

fla)=(1—-a)" [140]

Logo, a Eg. (139) pode ser reescrita como:

Emax dor A Tmax _Es
E(sz-Lﬂ Wzﬁﬁu e RT dT [141)

Diferentes aproximagdes séo utilizadas para a resolugdo da integral de f(a). Dentre
0s metodos integrais, esse trabalho utiliza os métodos de Ozawa e Kissinger [163-164]. A
aproximagéo de Ozawa, aplicando o logaritmo fornece a Equagéo (142):

E AE
logf = —0,45?.”“* —2,315 + log (T“l) —log(g(a)) [142]

max

sendo Tnax @ temperatura de pico.

Portanto, considerando a mesma conversdao para 0 sistema ternario Al(acac)s-
Fe(acac)s-Y (acac)s, a inclinacdo do grafico logp em fungdo de 1/T possuira a inclinagdo

i _ B
igual a -

Utilizando a curva termogravimétrica derivada (DTG), Kissinger em 1956
desenvolveu um método cinético para analise de um processo de decomposicdo para n=1.

Nesse caso, considerando que o fator pré-exponencial A4 é uma constante independente da
. a . p ~
taxa de aquecimento e a—:‘ = 0 na temperatura de pico na curva DTA, obtém-se a equacéo

cinética geral do método de Kissinger dada pela Equagéo (142):
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an( i )=[ln(%)—lng(a’]]— i [143]

R T?‘J‘IEI

A Eqg. (143) é vélida para qualquer valor de T, desde que « e T sejam medidos no

. . L e ~ 1 ~
mesmo instante. Construindo o grafico In (ri) em funcdo de - a conversdo constante, a

max

T . Eg
inclinacdo sera igual a — L

A Figura 64 ilustra as curvas termogravimétricas para o PGA (A) e o sistema
ternério Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s(B). O valor de E; para o PGA e o sistema ternario
Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s foi obtido empregando-se 0 método dos quadrados minimos e

os resultados sdo apresentados na Figura 65.
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Figura 64- Curvas termogravimétricas (TGA) de: PGA (A) e do sistema ternario eutético Al(acac)s-Fe(acac)s-

Y (acac); (B).

Os resultados (Figura 65) permitem concluir que em atmosfera inerte 0 PGA

apresenta uma estabilidade térmica significativamente maior que a mistura ternaria eutética.

Uma vez que o PGA é um polimero volumoso, é de se esperar que a mobilidade das

ramificagbes fique restrita devido ao impedimento estérico espacial promovido pelas
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ligacGes de hidrogénio presentes na estrutura supramolecular do polimero arborescente

[165].
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Figura 65- Graficos de Ozawa (A,C) e Kissinger (B,D) para o processo de preparacdo de nanoparticulas de

YFeAl encapsuladas pelo PGA a partir da decomposigao da mistura eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s
(C,D) no PGA (A,B).

Os valores da energia de ativagdo para a reacdo de decomposicao térmica do PGA

situam-se entre 162,74 kcal.mol™ (Ozawa) e 353,01 kcal.mol™ (Kissinger). Por outro lado,

a reacdo de decomposicdo da mistura eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac)s situa-se entre
41,8 kcal.mol™ (Ozawa) e 74,19 kcal.mol™ (Kissinger). Portanto, 0 PGAy 6

termodinamicamente mais estavel que a mistura eutética Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac); e

pode ser utilizada com seguranca tanto no processo de sintese como no encapsulamento das
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particulas cerdmicas. Entretanto, as diferencas observadas no célculo da energia de ativacao
pelo método de Ozawa e parece indicar que a decomposicao in-situ dos acetilacetonatos no
PGA para a formacdo de nanoparticulas ndo se trata de uma simples reacdo de primeira
ordem, e pode ocorrer sob mecanismos mais complexos, envolvendo diversas etapas de
nucleacdo. Fatores termodinamicos, como variagdes na capacidade calorifica a pressdo
constante (Cp), também poderiam estar influenciando na cinética apresentada pela reacgéo de
transicdo na fase sélida.

O sistema hibrido organico-inorganico PGA-YFeAl foi caracterizado relativamente
a sua morfologia, arranjo tridimensional, tamanho e composi¢do. Neste sentido usaram-se
as técnicas de analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia
eletronica de transmissdo (MET), microanalise por fluorescéncia de raios X (MFRX) e
difratometria de raios X (DRX).

6.2. Caracterizacao fisico-quimica do hibrido PGA-YFeAl

A sintese das NP’s de YAlFe produzidas neste trabalho, baseou-se na decomposicao
térmica de uma mistura dos precursores Fe(acac)s, Al(acac)s e Y(acac)s utilizando o PGA
como solvente e fluido de transferéncia térmica. O PGA possui estrutura supramolecular
adequada para a obtencdo de nanoparticulas ndo aglomeradas e distribuicdo de tamanhos
proximamente do monomodal além de permitirem um controle mais preciso na composicao
da cerdmica magnética, ajustando-se a estequiometria da reacdo durante o processo de
sintese. Adicionalmente o PGA propicia a obtencdo de ceramicas de YFeAl com
propriedades hidrofilicas, que sdo altamente desejaveis para aplicagdes na medicina [166].

As técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmissdao (MET)
foram utilizadas na caracterizacdo da dispersao das nanoparticulas de YFeAl no PGA. A
diferenga principal entre as técnicas de microscopia eletronica e microscopia ética esta na
utilizacdo de um feixe de elétrons ao invés da luz para a analise de uma dada amostra. No

caso da microscopia Otica, seu poder de resolucéo é definido pela equacéo de Abbe por:

A A
d=—=

N N4 B FLEETLOL

[144]
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sendo A € o comprimento de onda da luz que atinge a objetiva (400-700 nm), NA é a
abertura numérica (NA) da objectiva. A NA é uma caracteristica especifica dos sistemas de
lentes, e calcula-se pela formula NA = n.sen(a), sendo n o indice de refracdo do meio
percorrido pela luz entre o foco e a lente, e a 0 semiangulo de abertura do feixe de luz que
atinge a lente colocada a distancia focal do objeto observado.

Considerando que a =70°, n=1.5 ¢ A=0.5 pm = 500 nm, a resolugdo d de um
microscopio otico é igual a 0.35um = 350 nm, ou seja; da mesma ordem de grandeza do
comprimento de onda da luz.

No caso do microscépio eletrdnico, seu principio fisico se baseia na dualidade
onda-particula proposto inicialmente por De Broglie em 1924 para se calcular o
comprimento de onda (A) esperado para uma particula de massa “m” e momento p = mv,
que nesse caso € dado por [167]:

A= E [145]
p
sendo h = 6,62.10* J.s.
Uma vez que a velocidade do elétron esta associada a sua energia cinética, K, pode-

se escrever [167]:

1 5
K=e.V=Emv‘ emv= V2.eV.m [146]

Logo, desprezando-se os efeitos relativisticos, tem-se que [167]:

h
A=

B v2.e.V.m [147]

sendo m=9,102.10"% kg é a massa do elétron e e = 1,602.10™° C a sua carga e V a diferenca
de potencial a que o elétron é submetido e h = 6,62.10* J.s é a constante de Planck.

Da Equacéo (147) percebe-se que, considerando-se V = 100 kV, A= 0,004 nm. Nesse

caso, 0 poder de resolucdo do elétron sera 125.000*\,,. Cerca de uma década depois, em

1933; utilizando os fundamentos introduzidos acerca da natureza dual do elétron por De
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Broglie, 0 engenheiro alem&o Ernest Ruska, desenvolveu o microscopio eletronico [168]. O
equipamento utiliza um feixe de elétrons em vez da radiacdo eletromagnética visivel para
iluminar amostras, produzindo imagens bastante detalhadas. O microscopio eletrénico
contribuiu significativamente para a compreensao da estrutura da matéria. A Figura 66
mostra uma ilustracdo comparando 0s microscépios 6ticos, eletrdnico e de transmissdo
[168].

Microscopio Eletronico Microscépio Eletronico
Microsépio Otico de Transmissao de Varredura
MO MET (SEM)

& . Fonte de Luz

Lentes
Condensadoras

Lentes Condensadoras
Amostra

Lentes Objetivas Abertura

Lentes Objetivas . R
Bobina de Varredura

Lentes Objetivas = Circuito de Varredura

Amostra
Lente do Projetor

Ocular
. A\ Tela
Observador Fhiorescente — Bobina de deflexdo
TRCLCD
Resolugio 200 nm 0, 1om 0. 5nm
Aumento  — X 2000 50~ >1,500.000 X 10~ <1.000.000

Figura 66- llustragdo comparativa dos microscépios 6tico (MO) de transmissdo (MET) e eletrdnico de
varredura (MEV). Adaptado de [169].

A Figura 67 ilustra as micrografias no microscépio MEV para as nanoparticulas de

YFeAl obtidas in situ no PGA nas velocidades de aquecimento a 5°C/min, 10 °C/min, 20

°C/min e 30 °C/min e um patamar de reag&o de 120 min em atmosfera de gas nitrogénio.
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Figura 67- Microscopia MEV das nanoparticulas de YFeAl utilizando-se as rampas de aquecimento de 5
°C.min (a), 10 °C.min™ (b), 20 °C.min™(c) e 30 °C.min* (d). O patamar de reacéo foi de 120 min em

atmosfera de gas nitrogénio (50 mL.min™).

Como pode ser observado na Figura 67 as rampas de aquecimento de 5°C e 10°C
promovem a formacgdo de nanoesferas hibridas de PGAg-YFeAl, provavelmente devido a
um processo controlado de nucleacdo de nanoparticulas e subsequentemente a
automontagem de clusters com formacéo de nanoesferas. Por outro lado, as rampas de
aquecimento a 20 °C e 30 °C parecem aumentar significativamente a mobilidade das
espécies ibnicas impedindo o processo de nucleagdo e automontagem (Fig. 63). Como
consequéncia, rampas de aquecimento de alta velocidade, nesse trabalho 20 °C e 30 °C
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parecem contribuir negativamente para a formacdo do cluster, o molde (template) da
morfologia esférica do hibrido PGA-YFeAl [170-171].

A homogeneidade de distribuicdo dos elementos Y, Fe e Al no hibrido PGA-YFeAl
foi investigado através da técnica de andlise de energia dispersiva (EDS), cuja sonda
encontrava-se acoplada ao MEV.

Como ja exposto anteriormente, o principio da técnica MEV consiste na emisséo de
um feixe de elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado, controlado e
reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, incide sobre a
amostra, provocando uma série de emissdes de sinais relacionados com a interagdo do feixe
de elétrons incidente e a amostra. Os sinais emitidos pela amostra encontram-se sob a
forma de elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados, etc.) e
de fétons (fotoluminescentes e raios-X) (Figura 68), os quais sdo captados por detectores
apropriados, sendo amplificados e processados num sistema analisador especifico para cada
tipo de sinal [172].

Feixe coerente incidente

Elétrons retroespalhados Elétrons secundérios
Raios-X Caracteristicos

Raios-X Continuos

Elétrons Auger
Luz

Amostra
Elétrons absorvidos © Pares elétron-buraco

Figura 68- Sinais emitidos por uma amostra como resultado de sua interacdo com um feixe eletrdnico

primario do MEV.

Na analise denominada espectroscopia de energia dispersiva (EDS) um material
semicondutor é utilizado para detectar os raios X, e um analisador multicanal convertendo a
energia de raios X em uma contagem eletrénica. A partir do valor acumulado destas
contagens e criado um espectro que representa a analise quimica da amostra. Para a analise

quantitativa dos elementos, devem-se utilizar padrées com concentragdes conhecidas dos
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elementos a serem analisados. Os raios-X caracteristicos permitem a obtencdo de um mapa
de imagem da distribui¢do de um elemento em uma amostra ndo homogénea.

Quando um elétron, geralmente do feixe primario, interage inelasticamente com a
amostra removendo um elétron de uma camada interna (K, L, M, N) deixa o atomo em um
estado excitado de energia permitindo que um elétron de uma camada mais energética
decaia para preencher o vazio. Este decaimento ocorre com emissao de energia na forma de
um foéton de raios X. Como as diferencas de energia sdo bem definidas e especificas dos
elementos estes fotons sdo denominados raios X caracteristicos e permitem identificar o
elemento que estd emitindo a radiacdo. Nesta aplicacdo, um determinado elemento é
inicialmente selecionado para ser detectado e ter sua posicao identificada.

Quando o elemento quimico é detectado, enquanto o feixe primario varre a area em
analise, um ponto brilhante ¢ mostrado na tela do tubo de raios catodicos e a sua
localizacéo esté relacionada com o local de deteccdo na amostra. Apds varias passagens do
feixe de elétrons sobre a area, é gerado um mapa de regides brilhantes que representa a
distribuicdo relativa do elemento previamente selecionado. Estas regifes brilhantes podem
ser coloridas computacionalmente identificando-se assim a distribuicdo de elementos
quimicos na amostra em analise.

Observa-se através das respectivas micrografias (Fig. 69) uma distribuicdo
homogénea dos trés elementos, Y, Fe, Al; nas nanoparticulas hibridas PGA-YFeAl.
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Figura 69- Micrografia MEV (a) e (b) e, mapeamento elementar para Y/Fe/Al para andlise da distribuicdo das

nanoparticulas de YFeAl por espectroscopia de raios X em dispersao de energia (EDS).

Uma vez que o comportamento magnético das nanoparticulas de PGA-YFeAl sdo
estritamente dependentes do seu tamanho e formato [173], as micrografias MEV, foram
binarizadas (segmentadas) e posteriormente analisadas com o software ImageJ versdo 1.48
(software livre) de modo a se obter os respectivos histogramas de distribuicdo de
tamanhos. Consideraram-se somente as nanoparticulas com morfologia esférica e sem
estados significativos de agregacdo, no caso, as micrografias correspondentes a Figura 67
(a,b). Através das medicbes para 30 micrografias calculou-se a distribuicdo média do
didmetro para cada sistema correspondente as Figura 70 (a)-(b). A analise da distribuicéo
de tamanho (Fig. 70) indica nanoparticulas com distribui¢cdo de tamanho monomodal com
didmetro médio em torno de 55-75 nm.
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Figura 70- Distribuicio do tamanho médio das particulas hibridas de YFeAl calculado a partir da

segmentacdo das imagens MEV com o auxilio do software ImageJ verséo 1.48.

Em geral as nanoparticulas magnéticas destinadas as aplicacbes na medicina
possuem superficie hidrofébica e devem ter sua superficie modificada de modo a se evitar
sua aglomeracdo garantindo ao mesmo tempo suas propriedades biocompativeis de modo
que possam ser utilizadas com seguranca nas aplicacGes médicas para a qual foram
projetadas [174-175]. Atualmente, o poli(etileno glicol) (PEG) e seus derivados
representam a familia de polimeros mais utilizados para a obtencdo de nanoparticulas
magnéticas biocompativeis e estaveis quanto a sua hemocompatibilidade, dispersdo e

composi¢do quimica quando expostas ao meio bioldgico [176].

Nesse trabalho, as nanoparticulas de YFeAl séo revestidas pelo PGA devido ao seu
processo de nucleacdo in situ no polimero arborescente. O PGA possui sua cadeia principal
baseada em um poliéter alifatico, similarmente ao PEG; onde cada ramificagdo termina

em uma funcdo hidroxila, o que torna esse material altamente funcional onde, por
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exemplo; uma molécula com uma massa molar de 5 kDa possui 68 grupos hidroxila
terminais. Ao mesmo tempo, é fato reconhecido na literatura de que poliéteres alifaticos
tendem a ser biocompativeis o que torna 0 PGA um polimero adequado para aplicagdes
como um agente de entrega de compostos biologicamente ativos ou transportador de
nanoparticulas magnéticas. Dessa maneira, 0 PGA tém encontrado uma grande variedade
de aplicagbes promissoras na industria farmacéutica e medicina, devido & sua
hemocompatibilidade, inércia quimica e excelente solubilidade em ambos o0s meios
organicos e aquosos [177- 180].

A presenga do PGA na superficie das nanoparticulas de YFeAl foram comprovadas
nesse trabalho através da espectroscopia no infravermelho por transformadas de Fourier
(FTIR).

E bem conhecido o fato de que &omos e moléculas podem absorver radiacio
eletromagnética, mas somente em certas energias, ou de acordo com a relagdo de Planck
[181]:

E—h'—hc

sendo h=constante de Planck (6.63 x 10**J. s) e ¢ =velocidade da luz (3.00 x 10° m.s™).

O diagrama na Figura 71 (A) ilustra as relacdes entre diferentes niveis de energia

[148]

dentro de uma molécula. Os trés grupos de linhas correspondem a diferentes configuragdes
eletronicas. A energia mais baixa, a configuracdo eletrdnica mais estavel é a configuracéo
eletronica do estado fundamental. Certas energias nas regifes visivel (V) e ultra-violeta
(UV) do espectro eletromagnético podem causar excitagdo de elétrons em orbitais de
energia mais alta. Algumas das possiveis transi¢des de absor¢do sdo indicadas pelas setas
verticais (Fig. 71(A)). Por outro lado, fotons muito energéticos (UV) podem ionizar a
molécula e nesse caso; um elétron é ejetado.

Os fotons na regido infravermelha do espectro (IR) tém muito menos energia do que
os fotons nas regides V ou UV, excitando, portanto as vibragdes em moléculas. Existem
muitos niveis de vibracdo possiveis dentro de cada estado eletronico. A radiacdo de

microondas € ainda menos energética do que a radiacdo infravermelha. Este tipo de
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radiacdo ndo pode excitar elétrons em moléculas, nem pode excitar vibragBes e causam
somente a rotacdo em moléculas. Um exemplo disso sdo os fornos de micro-ondas cuja
frequéncia de radiacdo faz com que as moléculas da agua girem. O atrito causado pela
rotacdo molecular causa o aquecimento de substancias que contém agua. A Figura 71(B)

ilustra os tipos de respostas moleculares a radiacdo eletromagnéticas IR, V, UV e

microondas.
IR Visivel v
y Segundo Estado Eletrdnico Comprimento de onda
y Excitado Curto /‘i Longo -
v ! R Microonda
Primeiro Estado Eletrénico I
i Excitado / ﬁ
= -
=]
= P — - @
U — )
: ¢00. ¢iee-
Molécula = Dissocia Vibra Rotaciona
Estado Eletronico
* Fundamental
(4) (B)

Figura 71- Interaco das radiagdes eletromagnéticas UV, V, IR e micro-ondas com moléculas e sua relacéo

com os niveis energéticos.

Os atomos de uma molécula nunca estdo imoveis e para moléculas com N atomos
ndo lineares existem (3N-6) graus de liberdade para vibracGes e no caso de moléculas
lineares (3N-5), devido & inexisténcia de rotagdo em torno do eixo internuclear, que ocorre
em moléculas ndo lineares. Estes graus de liberdade correspondem aos diferentes modos
normais de vibracdo. Assim, dioxido de carbono, uma molécula linear, tem [(3 x 3) — 5] =
4 vibragOes. As vibracdes marcadas com A e B (Figura 72) representam o alongamento das
ligagbes quimicas, uma de forma simétrica (A), na qual as ligacbes C = O se alongam e
contraem juntas (em fase) e a outra de forma assimétrica (B) Em que uma ligacdo encurta

enquanto a outra alonga. O estiramento assimétrico (B) é infravermelho ativo porque ha
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uma mudanga no momento do dipolo molecular durante esta vibracdo. Ser "ativo™ significa

que a absorcdo de um foton para excitar a vibracdo é permitida pelas regras da mecanica

quantica.

—

~QuU@uU@-  @uUu-

(A)

Figura 72- Modos vibracionais da molécula de CO,.

Para explicar o comportamento vibracional das moléculas existem varios modelos,

contudo em geral este comportamento é descrito pelo modelo do oscilador harménico

simples (OHS). Segundo o modelo OHS a energia vibracional de um determinado sistema

é uma funcdo quadrética da distancia entre os atomos e a oscilacdo entre eles é simétrica. O

modelo considera que a ligacdo entre os 4&tomos é feita por uma mola, em que a frequéncia

de vibrag¢ao da mola (v) é descrita pela lei de Hooke [182]:

1 k1 k
Vr=— j-= —  |—
2m Jp  2m |_Ma-Mp
N ymy+ m,

sendo k € a constante de forca da ligagdo e p a massa reduzida.

[149]

No caso de moléculas diatomicas, para 0 modelo OHS, , a energia potencial (E) é

dada por:
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, 1 .
E=—kx*= Ek[r —7)° [150]

1
2
sendo r a distancia internuclear e r. a distancia internuclear de equilibrio.

Logo, considerando a Eq. (150), a energia vibracional de cada nivel na molécula é
dado por [182]:

E,, = hu(n +1) [151]

Uma vez que a ligacdo entre os atomos ndo é um oscilador perfeitamente
harménico e que pode ocorrer quebra de ligacdo se a molécula se estender demasiado
(dissociacgdo), os niveis de energia sdo separados por diferencas de energia decrescentes, a
medida que aumenta o numero quéantico vibracional (n), podendo sobreposicbes e
transicdes que envolvam duas vibracdes moleculares diferentes. Esse fato esta ilustrado na

Figura 73.

@) | ®)

Dissociacdo

Energia Potencial

v

d. Distancia Intemuclear de

Figura 73- Funcgdes de potencial para o oscilador harménico ideal (lei de Hooke) (A) e oscilador harménico

corrigido com o potencial de Morse (B) de uma molécula diatémica [183].

Os espectrofotdbmetros FTIR tém por base o interferdmetro de Michelson (Figura

74). Neste sistema a radiacdo da fonte luminosa é dividida em dois feixes iguais através de
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um divisor de feixe (beamsplitter), como se pode observar na Figura 74. Um dos feixes
segue em direcdo a um espelho de posigéo fixa no qual reflete de volta para o divisor de
feixe, e aqui volta a dividir-se e parte desta vai para o detector. O outro feixe parte do
divisor em direcdo ao espelho movel, este espelho também reflete, ocorrendo nova diviséo
beamsplitter e parte da radiagdo segue também para o detector, conseguindo assim, com
rapidez percorrer todos os comprimentos de onda em estudo. A medida que o espelho
movel percorre determinada distancia um interferograma é formado com a recombinacao
dos dois feixes. Deste modo um interferograma é formado pela soma de todas as ondas de
diferentes amplitudes e frequéncias que chegam ao interferometro. Contudo, apesar de o
interferograma conter toda a informacdo fornecida pelo espectrémetro, a forma como se
apresenta ndo é muito util. Assim, a informacdo do interferograma € convertida num
espectro, relacionando as intensidades com as respectivas frequéncias, através da

transformada de Fourier [184].

Interferograma

F(x)

Fonte |
QC Espelho fixo |’

[

‘I beam x ‘ | +X
| splitter | |

|
‘ " .
NG A - Ao
N \ v b3
7 T p
Amostra :‘;j Espelho mével

[N
" ,_,’.»/"._} Espectro
—
— ” =)
Detector = Transformada de Fourier

Figura 74- Principio de funcionamento de um espectrémetro FTIR.

A

A amostra do hibrido PGA-YFeAl foi analisada por FTIR com o objetivo de se
determinar possiveis interacdes entre as particulas magnéticas de YFeAl e as cadeias

poliméricas do PGA. O objetivo é medir o qudo bem uma amostra absorve a luz em cada
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comprimento de onda. A maneira mais direta de fazer isso, a técnica da "espectroscopia
dispersiva”, ¢ o brilho de um feixe de luz monocromaticoem uma amostra, medir
a quantidade de luz que € absorvida e repetir para cada comprimento de onda diferente. A
espectroscopia de transformada de Fourier € uma maneira menos intuitiva de obter a
mesma informacdo. Ao invés de brilhar um feixe de luz monocromatica na amostra, esta
técnica brilha um feixe contendo muitas frequéncias de luz de uma s vez, e mede quanto
desse feixe € absorvido pela amostra. Em seguida, o feixe € modificado para conter uma
combinacdo diferente de frequéncias, dando um segundo ponto de dados. A Figura 75
mostra o espectro FTIR do PGA e do sistema hibrido PGA-YFeAl. As bandas de absorcéo
mais importantes para o hibrido PGA-YFeAl foram observadas a 580 cm™ (Fe-O, Fes0,)
[185], 600 cm™ (Y-O, Y,0s) [186], 3716 cm™ (AIO-H) [186], 600-1000 cm™ (Al-O)
[186]. Por outro lado, as bandas de absorcdo correspondentes aos modos vibracionais do
PGA aparecem em 3300 cm™ (OH), 1415 cm™ (CH,), 1000-1300 cm™ (C-O) [187].
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Figura 75- Espectro FTIR para o hibrido PGA-YFeAl (A) e PGA (B).

O comportamento magnético das particulas magnéticas é fortemente dependente de
seu tamanho uma vez que o ndmero de dominios magnéticos no material também diminui
até se atingir um tamanho critico em que o material € composto por um Gnico dominio
magnético. Os dominios magnéticos sdo pequenas regides existentes em um dado material
onde os spins dos elétrons encontram-se acoplados numa mesma dire¢édo, gerando um unico
momento magneético ndo nulo, similar a um im&. Entretanto, em um material nas escalas
macro/microscopicas (com excecdo dos materiais ferromagnéticos) ndo existe apenas um
dominio magnético, mas diversos dominios. Porém, ao se reduzir a dimensdo do material,
chega-se a um tamanho critico (Dcr) onde o material, passa a ser constituido de apenas um
unico dominio magnético (monodominio). O Dcr estd justamente na escala, nanomeétrica
para a maioria dos materiais, a exemplo da magnetita. Um diagrama simplificado de
dominios magnéticos é apresentado na Figura 76 [188].
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Figura 76- llustracdo simplificada da existéncia de dominios magnéticos em diferentes escalas de tamanho
[188].

O espectro FTIR do hibrido nanoestruturado PGA-YFeAl evidencia que a
caracterizagdo desse material € dificil devido & sua heterogeneidade bésica e do seu carécter
parcialmente desordenado onde a distribuicdo de tamanho de particulas mostra uma elevada
densidade de fronteiras de grdo e desordem quimica. Nesse sentido, as propriedades
magnéticas do sistema PGA-YFeAl foram investigadas através da espectroscopia

Mossbauer (EM) e magnetometria de amostra vibrante (MAV).

A Figura 77 ilustra um diagrama simplificado de um MAV [189-190]. Na técnica
MAV, as propriedades magnéticas do hibrido PGA-YFeAl podem ser detectadas com base
na lei de Faraday, onde um campo magnético variavel induz na amostra a geracao de uma
forca eletromotriz (E) proporcional ao momento magnético (m) da mesma. Assumindo que
0 MAYV faz a amostra de momento magnético m vibrar ao longo do eixo z com uma

frequéncia angular @ e uma amplitude 4, a forca eletromotriz AC (U(t)) da bobina de

deteccdo é dada por [189-190]:
U(t) = G(r).m. Awcosaot [152]

Sendo G(r) uma funcdo chamada sensibilidade que representa a variagdo espacial da

sensibilidade da bobina de deteccao.
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A amostra a ser ensaiada é fixa na extremidade de uma haste rigida e o campo
magnético pode ser aplicado tanto na direcdo transversal como longitudinal a direcdo de
vibracdo. A outra extremidade da haste é fixada na membrana de um alto-falante ou a um

motor com um sistema de polias ou engrenagens.

Vibrador

Bobinas
detectoras

(4) B)

Figura 77- llustragdo dos componentes basicos de um magnetdmetro de amostra vibrante (MAV) (A) e
disposicdo das bobinas de detec¢do (B). O arranjo das bobinas de deteccdo é feito de tal modo que maximize

o sinal induzido e que este seja pouco sensivel a posi¢do da amostra [189-190].

A Figura 78 mostra as curvas de magnetizacdo utilizadas para investigar as
propriedades magnéticas do hibrido PGA-YFeAl. As curvas de magnetizagdo foram obtidas
nas temperaturas de 35 K, 300 K e 350 K.
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Figura 78- Curvas de magnetizacdo para amostras de PGA-YFeAl.

Os momentos magnéticos das nanoparticulas saturam-se rapidamente na presenca
de um campo magnético externamente aplicado. O campo magnético aplicado variou de -
60 kOe para 60 kOe. As amostras de PGA-YFeAl ndo apresentaram magnetizacéo
remanescente (H;) nem coercividade (Hc) na auséncia de campo magnético (Fig. 78) e isso
indica comportamento superparamagnético [191]. Isto significa que as nanoparticulas de
YFeAl possuem essencialmente dominios simples, sendo interessantes para o projeto de
sistemas transportadores de quimioterapicos para a terapia de hipertermia magnética [192].

O porcentual de nanoparticulas de YFeAl superparamagnéticas foram confirmadas
através da espectroscopia Mdssbauer. A tecnica se baseia no fato de que nucleos atdbmicos
estaveis podem ser excitados atravées da absorgdo ressonante de um foton. O espectrometro
Mossbauer é constituido basicamente de uma fonte radioativa fixada na ponta de um eixo

ligado a um transdutor que executa um movimento oscilatério longitudinal (Figura 79)
[193-194].
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Figura 79- llustracdo dos componentes principais de um espectrdometro Mdssbauer.

Quando o nucleo radioativo decai de um estado excitado (E;) para um estado
fundamental (E,), emite um féton com energia dada por [193-194]:
& =E, —E, [153]
Se 0 nacleo emissor permanece imdvel durante a transicdo, a energia do féton
emitido e a energia do foton absorvido serdo iguais. Entretanto, se o nicleo emissor sofrer
um recuo, pelo movimento longitudinal da fonte radioativa; a energia do féton emitido (&)
sera [193]:

EE m (Ej_ - Epjz
2Mc? 2Mc2

&, =E, —E,+Ey = E,—E, + [154]

sendo M a massa do nucleo e ¢ a velocidade da luz (3.10% m.s™).

Logo, a energia do foton que o nucleo é capaz de absorver € maior sendo dada por
[193-194]:
g,=E, —E, +Eg [155]

sendo E; a energia de recuo.
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Geralmente o valor de E; ® 107% — 1072 eV e a largura I da linha de emissdo ¢
determinada pelo principio da incerteza, e nesse caso; I = 107 — 10™"* eV. Portanto, a
energia de recuo é muito maior que a largura da banda e a absor¢éo ressonante do foton por
outro ndcleo ndo pode ocorrer (Figura 80b). Entretanto, quando os nucleos emissor e
absorvedor fazem parte de uma amostra solida, a energia de recuo se divide em muitos
atomos vizinhos na forma de fonons, e a largura da banda ¢ muito maior, I = 102 - 107
eV, e a absorcdo e emisséo se sobrepdem parcialmente, produzindo absorcdo ressonante
que pode ser aumentada elevando-se a temperatura durante o processo de medida (Fig.
80C) [194].

A baixa temperatura, uma fracdo dos nucleos efetua uma emissdo sem recuo com
energia £, = E; — E, e uma largura de linha normal. Isto acontece quando o momento dos
fotons €, sem a presenca de fonons se transfere totalmente para a rede cristalina. Nesse
caso, a frequéncia f aumenta ao diminuir-se a temperatura e analogamente ao processo de
emissdo; pode produzir-se a absor¢do sem recuo do foton £, em parte dos nucleos
absorventes. Esse processo se denomina de efeito Mdssbauer, descoberto em 1958 por
Rudolf Mossbauer (Fig. 80(d)) [194].
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Figura 80- Bandas de emissao e absorcao de fétons gama (y) de um nicleo em uma transigdo de energia

z,= E; — E,: Nucleo estatico (a), Nucleo livre (gas) com recuo (b), Nucleo com recuo pertencente a uma

rede cristalina (c) e, emissdo e absor¢éo ressonante sem recuo (efeito Mdssbauer) (d). Adaptado de [194]

Sdo condicdes fundamentais para o estudo Mossbauer que o is6topo possua um estado

fundamental estavel e um estado excitado de baixa energia que decaia com emissao gama.

O estado excitado deve ser de baixa energia para que a emissdo esteja livre de recuo. Isto

ocorrerd somente se a energia de recuo for menor que a energia de vibracéo da rede, o que

geralmente restringe o efeito Mdssbauer a raios gama com energias menores que 150 KeV.

O isétopo mas utilizado em espectroscopia Mdssbauer dado suas boas caracteristicas e
custo é 0 °'Co, que decai a *'Fe (Figura 81) [194].
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Figura 81- Niveis de energia do nicleo de °'Fe mostrando as interacdes nucleares do efeito Masshauer.

Portanto, em espectroscopia Mdssbauer se estuda a variacdo de intensidade
transmitida de fotons através de um meio absorvente em funcdo da velocidade da fonte
emissora de radiacdo gama relativamente ao meio absorvente. O espectro Mdssbauer
resultante consiste em uma representacdo do nimero de intensidades acumuladas de raios
gama em funcdo da velocidade da fonte relativamente ao meio absorvente (expresso
geralmente em mm/s), o qual é caracterizado pelo numero, forma, posi¢do e intensidade
das linhas de absorcio como resultado das diferentes interaces hiperfinas do *'Fe no meio

absorvente, conforme ilustrado na Figura 82 [194].
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Figura 82- Niveis hiperfinos do estado fundamental £, e excitado &; do nucleo de °'Fe ilustrando as
transicGes detectadas no espectro Mdssbauer (A). Em (B) esta representado o espectro Mdssbauer tipico de

uma amostra [194].

O espectro Mossbauer do hibrido PGA-YFeAl foi medido em diferentes
temperaturas a fim de se observar sua natureza superparamagnética e distribuicdo de
tamanhos, sendo os resultados apresentados na Figura 83. Os valores apresentados para 0s
deslocamentos isoméricos sdo dados em relacdo ao o-Fe. Os ajustes dos espectros
Mdossbauer foram realizados, no programa MOSF, que ajusta 0s espectros baseados em
curvas Lorenzianas com o método dos minimos quadrados ndo lineares [195].

Os EM a temperatura ambiente (25 °C) é caracterizado por um dublete com um
desdobramento devido a interagdo quadrupolar hiperfina (AEg) igual a 1,2 mml/s,
correspondente & fracdo de cristais de Oxido de ferro com comportamento
superparamagnético (Fig. 83-A) devido a relaxacdo superparamagnética das nanoparticulas
[196-197]. Deve-se observar que, os dubletos centrais sdo caracteristicamente de o0xidos de
Fe?*, no estado superparamagnético sendo que as areas subespectrais Méssbauer sugerem a

substituicdo do o0xido de ferro pelos 6xidos de itrio e aluminio [198-199].
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Quando a temperatura de medida é elevada para 125 K, os dubletos desaparecem e

comeca a aparecer um sexteto (Fig. 83-B). Na temperatura de 81 K a componente

superparamagnética no hibrido PGA-YFeAl é significativamente diminuida (Fig. 83 C).
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Figura 83- Espectro Mossbauer do hibrido YFeAl medido a 298 K (A), 85 K (B) e 125 K (C).

Considerando a raz&o entre as areas do sexteto e dubleto, a fragdo de nanoparticulas

superparamagnéticas pode ser calculada, sendo os resultados apresentados na Figura 84. Os
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resultados mostram que a fracdo de particulas superparamagnéticas aumenta
significativamente com a temperatura. Entretanto, a analise da temperatura de blogqueio
(Tg) nédo foi efetuada em funcdo das poucas medidas em funcdo da temperatura. Novas
medidas em funcdo da temperatura e com intervalos regulares deverdo ser realizados no

futuro.
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Figura 84- Variagdo da fragdo de nanoparticulas de YFeAl superparamagnéticas com a temperatura calculado

a partir do espectro Mossbauer.

6.3. Producéo de Dendrissomas Magnéticos e Caracterizacdo Bioldgica in-vitro

Neste trabalho o sistema PGA-YFeAl/CXB foi encapsulado em uma estrutura
lipossdbmica com o objetivo de se direcionar o sistema terandstico para o citoplasma e
nacleo das células alvo. Os trabalhos publicados na década de 90 demonstraram que a
presenca de poli(etileno glicol) (PEG) na superficie dos lipossomas diminuia

significativamente a remocdo dos lipossomas da circulacdo sanguinea, prevenindo sua
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captura no figado e no baco, quando eram injetados via endovenosa [200-204]. Em geral,
os lipossomas grandes ndo modificados com PEG parecem se removidos mais rapidamente
que os lipossomas pequenos, neutros ou positivamente carregados.

No tratamento do cancer, os lipossomas séo atualmente utilizados como sistemas de
liberacdo de farmacos até os tecidos-alvo, disponibilizando apenas uma fracdo controlada
do quimioterapico para o sitio de acdo. Os sistemas lipossémicos apresentam vantagens o
aumento da solubilidade do farmaco no fluido fisiologico ou na membrana celular,
melhorando assim a farmacodindmica (potencializacdo do efeito terapéutico), a
farmacocinética (controle da absorcdo e distribuicdo tecidual) e reduzindo de modo
significativo a toxicidade local e sistémica dos quimioterapicos utilizados no tratamento do
cancer [205-214].

Com relacdo ao celecoxibe (CXB), quimioterapico utilizado nesse trabalho,
observou-se pouca literatura envolvendo nanoparticulas de lipossomas como
transportadoras de CXB [215-218]. Entretanto, até onde a busca bibliografica desse autor
alcancou, ndo foi observado nenhuma literatura envolvendo a utilizacdo de dendrissomas
magnéticos para o transporte do farmaco CXB. Diante desse contexto, levando em conta
toda a diversidade de caracteristicas das nanoparticulas observado através das publicacdes
especializadas na area diagnostica e terapéutica do cancer, pode-se afirmar que cada uma
delas apresenta vantagens e desvantagens inerentes as suas propriedades fisico-quimicas,
ndo parecendo sensato afirmar que uma ou outra forma nanotecnoldgica seja,
indubitavelmente, melhor do que todas as outras.

Contudo, se analisarmos as necessidades da medicina diagndstica e clinica do
cancer talvez se possam eleger nesse momento o dendrissoma magnético PGA-YFeAl/CXB
(DDM) como a nanoparticula mais promissora tendo em vista a sua versatilidade como um
nanocarreador multifuncional, podendo sofrer diferentes tipos de modificagOes estruturais
de superficie. Alem da sua semelhanga com as membranas bioldgicas, o dendrissoma
possui propriedades terandsticas, ou seja, de diagnostico e terapéutico, tornando-o uma
particula de baixa toxicidade para as células sadias. A Figura 85 mostra uma ilustracdo

idealizada por computador do DDM sintetizado nesse trabalho.
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Figura 85- Estrutura idealizada do DDM sintetizado nesse trabalho. A estrutura DDM deve ser observada
como nanocapsulas de terceira geragdo, uma vez que incorpora em uma Unica estrutura nanoparticulas de
YFeAl, quimioterapicos (CXB) e marcadores/receptores tumorais. Nesse caso, encontra-se demonstrado na
Fig. 1(A) os filamentos que representam as cadeias do PGA. Em (B) representa-se a estrutura vesicular do
lipossoma. A estrutura (C) representa o nlcleo arborescente de PGA contendo YFeAl e o agente
quimioterapico CXB. Em (D) estéo representados os receptores tumorais (folatos) e marcadores

luminescentes (Cy-5).

A obtencdo do DDM foi realizada nesse trabalho utilizando-se um dispositivo de
microfluidica adaptado da literatura [219-222]. O processo se baseia na obtencdo de uma
emulsdo estavel do tipo 6leo em agua (AO) obtida através da separacdo de fases de modo
uniforme de um fluido de fase descontinua (PGA-YFeAl/CXB) induzida sob jato de
pressdo por um fluxo capilar atraves de um orificio de dimensdes micrométricas em uma
fase continua constituida por fosfatidilcolina de diasteroila (DSPC, colesterol (CH) e
fosfatidilglicerol de soja na propor¢do molar 6:3:1 em etanol.

As fases (continua e dispersa) foram continuamente introduzidas em um tubo
capilar utilizando duas seringas e duas bombas infusoras com caudais ajustaveis e

independentes sob sonicacdo continua com poténcia constante (P=65 W). Para o
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enrijecimento da membrana, os nanolipossomos obtidos foram injetados sob pressdo em
solugdo de sulfato de amodnio em sacarose na concentracdo de 0,3 M [224]. Esse
procedimento protege a membrana por desidratacdo. Apds hidratacdo do filme lipidico em
solucéo tampéo fosfato 20 mM (PBS, pH 6,5) as vesiculas formadas foram congeladas em
nitrogénio liquido seguido de liofilizagdo. Os nanolipossomas obtidos foram novamente
ressuspensos em solugdo PBS, pH 6,5 e extrudados em filtro millipore com diametros de
poro de 5.0 um, 1.0 5.0 um, 0.4 5.0 um, 0.2 5.0 um, 0.1 5.0 um e 0.05 5.0 um sob alta
pressédo seguido de liofilizacdo. Antes do uso os DDM foram ressuspensos em PBS, pH 7.4.

A Figura 86 ilustra de modo simplificado o dispositivo de microfluidica utilizado para a
obtencdo dos DDM’s.

Fase descontinua
Capilar

Fase
continua

capilar

e © 0 o

Suspensio

®
de DDM ® X J PN

Figura 86- Dispositivo de microfluidica para a obtengdo de DDM. Adaptado de [225]. Na ilustracéo foi
omitido o sonicador. A velocidade da fase continua foi mantido em 5,0 mL.h e da fase dispersa em 0,1

mL.h™%. O diametro interno do capilar foi de 0,1 mm.

A Figura 87 ilustra as micrografias da microscopia eletrdnica de transmisséo (TEM)

dos DDM’s obtidos e a curva de distribuicdo de tamanhos, calculada de acordo com o
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software ImageJ verséo 1.48, mencionado anteriormente. As micrografias MET (Fig. 87
A,B) revelam DDM’s com formato esférico com certa heterogeneidade de distribuicdo de
tamanho e um pequeno aumento do didmetro das nanoparticulas, provavelmente devido ao
empacotamento da bicamada lipidica sobre o sistema PGA-YFeAl [226]. Este fato pode
estar associado ao processo de formacéo de vesiculas multilamelares.

Nota-se na Figura 87 (D) uma populagdo de DDM’s com distribuicdo de tamanho
unimodal com tamanho médio centrado em torno de 220 nm e indice de polidisperséo e
indice de polidispersédo igual a 0,089 + 0,012. O baixo indice de polidispersdo observado

caracteriza a monodispersdo quanto a distribuicdo de tamanhos do DDM obtido [227-228].
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Figura 87- Micrografia MET (A,B), espectroscopia de fluorescéncia (C) e distribuicdo de tamanhos (D) dos
DDM’s obtido nesse trabalho.
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De modo a se conferir aos DDM propriedades de diagnostico ou seja; permitir a
medicina diagnoéstica a identificacdo da regido tumoral, o DDM ¢ transportador do
fluoréforo Cy-5. Fluoréforos sdo moléculas fluorescentes, ou seja, que absorvem energia de
uma luz incidente e emitem parte dessa energia em forma de luz de cor diferente,
preferencialmente na regido visivel-IR do espectro eletromagnético. Os DDM marcados
com Cy5 possuem dimensdes proximas do limite de resolucdo de um microscopio de
epiflurescéncia (cerca de 200 nm) [229], sendo por isso possivel visualiza-las excitando o
sistema com luz de (Figura 87 C). A Cy5 apresenta bandas 651 nm (excitacao) e em 674
nm (emissdo) [230]. Observa-se na Fig. 87 C que as nanoparticulas de DDM possuem
significativa fluorescéncia confirmando que o DDM pode ser utilizado na medicina
diagnostica de tumores, desde que seja incorporado o receptor tumoral especifico.

A Figura 88 mostra a imagem térmica dos DDM obtidos nesse trabalho exposicao a
campo magnético oscilante de 1.10 kA.m™ com frequéncia de 200 kHz. As imagens
térmicas obtidas indicam que os DDM possuem caracteristicas térmicas induzidas por

campos magnéticos oscilantes promissores para aplicacdo na hipertemia magnética.

Figura 88- Imagem térmica de uma suspensdo de DDM na concentragdo de 100 mg.mL-1 em PGA. A
densidade da suspenséo foi de 1,26 g.cm™. O campo magnético oscilante aplicado nas bobinas foi de 1.10
kA.m™ com frequéncia de 200 kHz. A imagem térmica foi obtida com uma camera de infravermelho (E30,

FLIR) colocada a 50 cm dos tubos de eppendorf que continha a suspenséo.
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Para a utilizacdo do DDM na medicina clinica e diagndstica, torna-se necessario se
efetuar o estudo de sua citotoxicidade conta células de mamiferos. O ensaio de
citotoxicidade representa a fase inicial do teste de biocompatibilidade de um material com
potencial para aplicagdes clinicas, sendo utilizado em uma primeira analise para detectar se
0 material sintético apresenta caracteristicas de biomaterial quanto a sua interacdo com o
tecido bioldgico [231].

Muitos métodos in vitro, para pesquisa de citoxicidade em biomateriais, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em
submeter o material direta ou indiretamente ao contato com uma cultura de células de
mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares como a lise das células (morte celular),
inibicdo de crescimento celular e outros efeitos ocasionados pelos extratos do material
sintético [232]. O material comprovadamente citotoxico é representado por aquele que
libera um elemento ou composto quimico em quantidade suficiente para causar a morte
celular. A morte celular é causada pela inibicdo de vias metabolicas. O nimero de células
afetadas indica a dose e poténcia da substancia analisada capazes de matar as células. O
conceito de dose liberada do composto tdxico é considerado equivalente a dose absorvida
pelas células.

O estudo da viabilidade celular ap6s incubacdo do meio de cultura das linhagens
celulares com o DDM foi realizado segundo a norma ISO 10.993-5 [231] utilizando-se
controles negativo e positivo. O controle negativo deve ser um material que ndo produz
resposta citotoxica, sendo utilizado nesse trabalho o préprio meio de cultura celular ou um
padrdo biocompativel de polietileno de elevada massa molar (UHWPE). Como controle
positivo utilizou-se o fenol na concentragdo de 0,02% (m/m), um material que causa
resposta citotoxica reprodutivel.

A avaliacdo da viabilidade celular pdde ser evidenciada com auxilio de corantes
vitais. No presente trabalho a viabilidade celular apds a exposi¢do das células CHO ao
DDM foi medida apos incubagdo dos extratos dos DDM com corante vital MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-y)5- (3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetrazolio) e como reagente

acoplador de elétrons o metassulfato de fenazina (PMS) na razdo molar 20:1, e incubado
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por 2 horas. Apds o ultimo periodo de incubagdo, a placa foi levada a uma leitora ELISA
(espectrofotdbmetro para placas de 96 pogos) com filtro de 490 nm para leitura das
densidades opticas [232]. A inducdo da toxicidade pela amostra avaliada € medida em uma
faixa de concentracdes especifica do biomaterial e a concentracdo que produz uma reducéo
em 50% da absorcdo de MTS foi considerada como o pardmetro de toxicidade. O indice de
Citotoxicidade (1C50% - concentracdo de extrato que inibe a formacgdo de 50% das colbnias
em relacdo ao controle) foi estimado, ajustando modelos matematicos as curvas construidas
a partir da porcentagem de col6nias formadas em relacdo ao controle, versus a concentracao
do extrato expressa em porcentagem [232]. O ensaio de citotoxicidade dos DDM foi
realizado em colaboracdo com o Centro de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares da Universidade de Sdo Paulo (IPEN/USP) e estd detalhado em
[232].

A Figura 89 mostra o ensaio de citotoxicidade do DDM contra as células CHO.
Observa-se que o DDM apresenta boas caracteristicas de biocompatibilidade com células
de mamiferos, o que pode contribuir para a preservacdo das células sadias quando da sua
aplicacdo como agente teranostico no tratamento de cancer. Essa observacao abre caminho
para uma abordagem contemporanea no tratamento do céncer: o desenvolvimento dos
chamados farmacos furtivos, que atacam o tumor sem afetar células sadias e ndo ativam o
sistema imunoldgico do paciente. E bem conhecido que tais farmacos séo direcionados a
uma determinada mutacdo e, em vez de inibir indiscriminadamente as células que estdo

proliferando, inibem somente as células cancerosas.

205



120

100

=]
o
|

—a— HDPE

—a— Fenol a 0,02% (m/m)

[=7]
o
|

Viabilidade celular (%)
5]
|

()
=]
|

0 20 40 60 80 100
Concentracdo do Extrato (%)

Figura 89- Ensaio de citotoxicidade de DDM contra células de mamiferos (CHO). O material utilizado como
controle positivo, solucdo de fenol a 0,02%, apresentou atividade citotdxica extremamente elevada, como ja
era esperado. Por outro lado, a utilizagdo do polietileno de ultra-alto peso molecular (UHWMPE) demonstrou
ser um material ndo citotdxico, o que justifica sua utilizagdo como controle negativo. As amostras de DDM
mostraram comportamento semelhante ao controle negativo (polietileno), com viabilidade celular superior a

90%, indicando possuir boas propriedades biocompativeis para utilizagdo na medicina terandstica.

A Figura 90 mostra o perfil de liberacdo do CXB dos DDM. Em tampdo fosfato pH
7,4 e temperatura de 37 °C, o DDM apresentou um percentual de liberacdo de 20-30%no
periodo de 06-12 horas de ensaio. Esse retardo na velocidade de liberacdo do CXB pode ser
atribuido ao enrijecimento da membrana lipidica pela solugdo de sulfato de aménio em
sacarose, como citado anteriormente. Tal fato é comprovado pela ndo exposi¢do do DDM a
solucdo de solucdo de sulfato de amdnio em sacarose. Conforme pode ser notado (Fig.
39B), a liberacdo do CXB mostra-se acelerada com liberacéo de cerca de 87% de CXB nas

duas primeiras horas de ensaio na solucéo fisiologica a 37 °C.
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Figura 90- Liberacéo in-vitro de CXB de DDM sem enrigecimento da lamella lipidica (A) e com
enrijecimento da lamela lipidica (B). Os ensaios foram efetuados em solucéo tampéo PBS, pH 7,4 a 37 °C. Os

pontos no gréafico representam a média (n) + desvio padrdo. Nos experimentos n=3.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1. Conclus0es

A sintese, caracterizacdo e o estudo das propriedades biologicas de DDM foram
realizadas com o objetivo de avaliar a sua aplicabilidade na medicina teranéstica. Com base
nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

(1) A utilizacéo do poliglicerol arborescente de geragéo 4 (PGAg4) para a producéo in-situ
de nanoparticulas, provou ser um método rapido e eficaz para a obtencdo de ceramicas do
tipo YFeAl.

(2) O sistema ternario Al(acac)s-Fe(acac)s-Y (acac); forma uma mistura eutética com ponto
de fusdo de aproximadamente 163 °C, significativamente inferior ao ponto de fusdo dos
organometalicos puros. O ponto eutético contribui para a obtencdo das nanoestruturas
superparamagnéticas de YFeAl.

(3) A cinética de obtencdo de nanoparticulas de YFeAl foi estudado segundo os modelos
propostos de Ozawa e Kissinger. Ambos os modelos indicaram que o PGA apresenta
estabilidade térmica suficiente para a sintese das nanoparticulas de YFeAl.

(4) As micrografias MEV evidenciaram que as rampas de aquecimento a 5 °C.min™ e 10
°C.min™ proporcionam a obtencdo de nanoparticulas do hibrido PGA-YFeAl com
morfologia esférica om distribuicdo de tamanho médio entre 50 e 70 nm.

(5) A espectroscopia EDS evidenciou uma distribuicdo homogénea dos elementos Y, Fe e
Al no hibrido YFeAl.

(6) A espectroscopia FTIR confirmou a presenca de PGA na superficie das nanoparticulas
de YFeAl.
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(7) Os resultados da espectroscopia Mdssbauer permitem inferir que o sistema PGA-YFeAl
possui dimensfes manométricas e apresenta elevada fracdo de nanoparticulas
superparamagneéticas.

(8) A imagem infravermelha das nanoparticulas excitadas por campo magnético oscilante
indicam que os DDM’s possuem caracteristicas térmicas promissoras para aplicacdo na
hipertemia magnética.

(9) Os ensaios de biocompatibilidade indicam que o DDM possui propriedades de
citotoxidade adequadas para utilizacéo in-vivo.

(9) A microscopia de fluorescéncia indicou que os DDM’s podem ser utilizados com
sucesso como biomarcadores fluorescentes.

(10) O perfil de liberacgdo do CXB dos DDM’s pode ser controlado atraves do
enrijecimento das lamelas do dendrissoma. A lamela enrijecida por solucdo de sulfato de
amOnio em sacarose mostrou-se adequada para atuar como sistema furtivo no tratamento do
cancer.

(11) Diante dos resultados obtidos, pode ser inferido que os DDM’s obtidos podem ser

considerados como um sistema modelo com potencial aplicagdo na medicina terandstica.

7.2. Perspectivas Futuras

Com o objetivo de se aprimorar 0s estudos para utilizacdo dos DDM’s na medicina
teranéstica  utilizando  hipertermia magnética e liberagdo de quimioterapico
simultaneamente, faz-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre o processo de
sintese e seu comportamento em condi¢fes in vitro e in vivo. Espera-se que esta Tese
forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento de DDM’s versateis quanto & sua
atuacdo na medicina terandstica. Sendo assim, as perspectivas futuras desse trabalho séo:

1) Aperfeicoar e padronizar as condi¢fes enrijecimento da lamela lipossomica de
forma a se obter formulagdes DDS de comportamento furtivo modulavel;
i) Investigar o papel da sacarose e frutose no processo de enrijecimento das lamelas

lipossdmicas;
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iii) Escalonar a sintese de DDM’s em escala semi-industrial estudando-se as varidveis
de processo;

iv) Estudar a internalizacdo dos DDM’s por diferentes linhagens celulares de cancer:
pulméo, figado, cabeca e pescoco e 0ssos.

v) Estabelecer protocolos de estudo dos difratogramas de raios X a fim de se obter
dados precisos a respeito da estrutura cristalina das nanoparticulas de YFeAl.

vi) Estender o estudo da espectroscopia Mossbauer para ferritas com diferentes
composicdes em Y e Al

vii) Analisar de forma mais completa o comportamento biocompativel in vitro dos
DDMs, com o0 objetivo de se investigar a biocompatibilidade e sua
biodegradabilidade em outras culturas celulares;

viii)  Avaliar de modo mais completo a eficacia in vitro e in vivo das nanoparticulas
DDM através de testes de hipertermia e liberagdo de CXB utilizando modelo de
experimentacdo animal.

ix) Funcionalizar o DDM com é&cido folico e estudar sua interacdo com linhagens
celulares neoplasicas.

X) Analisar o comportamento do DDM quanto a sua propriedade marcadora tumoral
fluorescente utilizando a microscopia confocal.

xi) Estudar o tempo de prateleira dos DDMs em diferentes condigdes de temperatura.

xii)Estudar especificamente a interacdo entre os DDM e o sistema imunoldgico em
modelo animal de experimentacéo.

xiii)  Avaliar a eficiéncia das terapias quimioterapia por CXB e hipertermia

magnética combinadas em modelo de experimentagdo animal.
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