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RESUMO

Neste trabalho, estudou-se as propriedades magnéticas e biocompativeis de nanoesferas
transportadoras de particulas magnéticas de YiFesAlxO, (YFeAl) baseadas no polimero
diglicidil éter do bisfenol-A (DGEBA). Nanoparticulas magnéticas de YFeAl e ZnS foram
preparadas através da decomposi¢ao térmica de complexos de ferro (III) na presenca de
oleilamina e pelo método do poliol, respectivamente. Nanoesferas contendo particulas
policristalinas de Y3;FesAlxOj; (0,5 < x < 1,5) foram preparadas utilizando a técnica de
polimerizagdo em dispersdao utilizando o dietilenotriamina (DETA) como agente
endurecedor. Nanoesferas de DGEBA contendo nanoparticulas de ZnS e RhB também
foram preparadas pela técnica de polimerizagdo em dispersdao objetivando uma utilizagao
futura na terapia fotodinamica e diagnodstico de tumores, respectivamente. As nanoesferas
obtidas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissao
(MET) e sua distribuicdo de tamanho foi determinada por espalhamento laser. A
temperatura de transicdo de Curie (T¢) foi determinada para as magnetoesferas
DGEBA/YFeAl a partir das medi¢des de susceptibilidade magnética no intervalo de 223-
573 K. No intervalo de composi¢ao (1,5< x <I,8), as magnetonanoesferas DGEBA/YFeAl
exibiram 7c¢ modulavel no intervalo de interesse da hipertermia. A fim de avaliar a
propriedade de biocompatibilidade das nanoesferas de DGEBA/YFeAl, DGEBA/ZnS e
DGEBA/RhB em células de mamiferos, testes de citotoxicidade foram realizados. Foi
observado que as nanoesferas nao afetaram a viabilidade das células ou a taxa de
crescimento da cultura celular. Esses resultados sugerem que as nanoparticulas de Y;Fes.
AlxOp, ZnS e RhB  encapsuladas pelo sistema DGEBA/DETA representam uma
alternativa promissora para o tratamento e diagndstico de tumores através da magneto-

hipertermia.

Palavras-chave: Magneto-hipertermia, DGEBA, nanoesferas, cancer.
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ABSTRACT

In this work the biocompatible and magnetic properties of Y;Fes AlxOj, (YFeAl)
nanospheres carriers based on diglycidyl ether of bisphenol A (DGEBA) is presented.
Nanospheres containing particles of polycrystalline YsFesAlyOp (0,5 < x < 1,5) were
prepared using the dispersion polymerization technique using Diethylenetriamine (DETA)
as a hardener. Systems with RhB and ZnS were used as to study new properties of materials
acceptable physical aid treatment, and their optical structures were our specific focus. The
synthesized microspheres were characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning
electron microscopy (SEM). The Curie temperature (Tc) was determined from
measurements of magnetic susceptibility in the range of 223-573 K. The scanning electron
microscopy (SEM) indicated a monomodal distribution in size of the synthesized
nanospheres. In the composition range of 1.5 < x < 1.8, the nanospheres exhibited Tc
scalable in the range of magnetohyperthermy interests. To assess the possible influence of
nanospheres of DGEBA / YFeAl in mammalian cells, cytotoxicity tests were performed. It
was observed that the nanospheres did not affect the viability of cells or the growth rate of
cell culture. These results suggest that nanoparticles of Y;Fes cAlxO;, encapsulated by the
system DGEBA/DETA represent a promising alternative for the treatment of malignant

tumors by magnetohyperthermia.

Keywords: Magnetohyperthermy, DGEBA, nanospheres, cancer.
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1

0 SECULO DA NANOTECNOLOGIA

1.1 — Introducao

E fato observavel neste mundo que um pais s cresce se investir em ciéncia, o que
gera um impacto marcante em tecnologia. Deve ser observado inicialmente que a ciéncia ¢
o conjunto de conhecimentos adquiridos ou produzidos que visam compreender e orientar a
natureza e as atividades humanas, enquanto a tecnologia ¢ 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.

O papel do conhecimento e da Ciéncia de uma forma particular foi extremamente
importante nas mudangas sociais impulsionadas pelas revolugdes tecnoldgicas ocorridas
nos ultimos séculos, principalmente na condugdo e na sustentacdo da Segunda Revolugdo
Industrial, em meados do século XIX, protagonizada pela eletricidade, pelo motor de
combustdo interna, por produtos quimicos sintetizados a partir dos residuos (alcatrao), das
centrais termoelétricas funcionando a carvao (carboquimica), pela moldagem eficiente do
aco e pelo inicio das telecomunicagdes. Alias, o papel do conhecimento da ciéncia ja tinha
tido sua importancia no século XVIII na conducao da Primeira Revolugdo Industrial,
embora de uma forma mais discreta.

Foram os principios cientificos que sempre estiveram na base das grandes
realizagdes tecnologicas: a maquina a vapor, o tear mecanico e 0s processos em metalurgia
que tiveram como consequéncia principal a substituicdo das ferramentas manuais por
maquinas que se foram sofisticando com a ajuda da ciéncia e tecnologia.

A importancia da ciéncia na sociedade parece ter acontecido com as revolugdes

industriais pela primeira vez na Historia da Humanidade, pois as anteriores inovagoes
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registradas pela Historia teriam sido fundamentalmente conduzidas pelas técnicas que lhes
tinham dado origem. Embora tivessem consequéncias sociais importantes, particularmente
na formagdao de impérios em favor dos detentores dessas técnicas, a evidéncia historica
parece indicar que a ciéncia desenvolvida vinha “a reboque” das técnicas existentes, como
parece ter acontecido na Antiguidade com os Egipcios e as suas fabulosas construgdes, com
os Gregos e as invengdes bélicas e agricolas devidas a Arquimedes.

Ha mais de 2.500 anos, os filosofos gregos se perguntavam se a imensa variedade
do mundo que nos cerca ndo poderia ser reduzida a componentes mais simples. A propria
palavra 4&tomo vem daquele tempo e significa "indivisivel". A ultima fragdo da matéria,
segundo esses filosofos o "tijolo" fundamental de tudo o que existe, ndo poderia mais ser
dividida em outras partes mais simples atingindo-se entdo o infinitamente pequeno.

O mundo encontra-se atualmente mergulhado em uma nova revolugdo industrial
onde a aplicagdo dos infinitamente pequenos as mais diferentes utilidades da vida diaria
transforma radicalmente os processos e produtos de nossa atual civilizagdo industrial por
meio da nanotecnologia. Essa revolugdo ¢ bem mais importante, € mais desafiadora, do que
aquelas que presidiram ao dominio do Homem sobre as forcas da natureza nas trés
revolucdes anteriores ou etapas precedentes de progressos materiais e tecnologicos desta
nossa civilizagdo industrial.

O novo personagem central da nova revolu¢do industrial de nosso tempo ¢ a
nanotecnologia. Nanotecnologia ¢ a habilidade de manipular atomos e moléculas
individualmente para produzir materiais nanoestruturados e micro-objetos com aplicagdes
no mundo real. Deve ser observado que a nanotecnologia nao ¢ 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.

A nanotecnologia envolve producdo e aplicagdo em sistemas fisicos, quimicos e
biologicos em escalas que variam de um atomo individual a moléculas de cerca de 100
nandmetros, assim como a integracdo das nanoestruturas resultantes em sistemas mais

complexos. Um nandémetro vale 1x10” metros, ou um milionésimo de milimetro. Equivale
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a 1/80000 do diametro do cabelo humano. Tem como simbolo nm, comumente usada para
medi¢do de comprimentos de onda de luz visivel (400 nm a 700 nm), radiagdo ultravioleta,
radiagdo infravermelha e radia¢des ionizantes.

Espera-se que a Nanotecnologia tenha um profundo impacto na economia e na
nossa sociedade durante o século XXI, talvez comparavel a tecnologia da informagao ou
aos avancos na biologia celular e molecular. Quando o olhar cientifico se volta para as
engenharias podem trazer grandes contribuigdes para o surgimento de novas tecnologias,
particularmente na area da satde. Atualmente, o sentimento de muitos pesquisadores € que
a nanotecnologia sera o propulsor da proxima revolugdo industrial.

As relagdes entre nanociéncia e nanotecnologia reproduzem em nivel nanométrico
as mesmas relagdoes entre ciéncia basica e as aplicagdes tecnoldgicas do conhecimento
cientifico. Manipulando atomos e moléculas, pesquisadores anunciam a possibilidade de
criar medicamentos mais eficazes, materiais mais resistentes, computadores com maior
capacidade de armazenamento e diversos beneficios sdcio-ambientais.

Richard Feynman, fisico americano ganhador do Prémio Nobel de Fisica de 1965,
perguntou-se até que ponto poderia chegar essa miniaturizacdo e controle da matéria.
Quando de uma conferéncia, proferida em 1959, estabeleceu as bases desta que se tornaria
a Nanotecnologia Molecular, 20 anos mais tarde. Sugeriu, entdo, que as leis da Fisica
autorizariam a manipulacdo e o posicionamento, direto e controlado, de atomos e
moléculas, individualmente, um a um. Que seria completamente possivel usar atomos como
se fossem tijolos de construcdo, evidentemente, levando-se em consideracao as forgas que
atuam sobre eles. Tratava-se de uma ideia extremamente original.

Cerca de quase 20 anos ap6s a profecia de Feynman, surgiu a criagdo do neologismo
“nanotecnologia”. Em 1974, o engenheiro japonés Norio Taniguchi, professor da
universidade de Toquio, cunhou esse termo para apresentar o projeto de desenvolvimento
de maquinas com niveis de precisdo e tolerancia inferiores a um micron (isto ¢, 1.000 nm,
ou seja, um milionésimo de metro).

A partir do final da década de 1970 e principalmente nos primeiros anos da década

de 1980, a nanotecnologia comecgou a se tornar objeto de interesse mundial, mais por suas
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promessas do que por seus feitos. Certamente, o grande responsavel por isso foi Eric
Drexler. Engenheiro espacial por formagao, Drexler comegou a se interessar pelo que no
inicio dos anos 1980 costumava chamar de “engenharia molecular” e, a partir de 1986, de
nanotecnologia. Nesse ano, ele publicou Motores da concep¢do (Engines of creation).

O primeiro grande marco tecnoldgico da historia da nanotecnologia aconteceu em
1981, com a criacdo do microscopio eletronico de tunelamento concebido e desenvolvido
por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, pesquisadores da filial suica da IBM (Figura 1). A

invencdo valeu a Binning e Rohrer o Prémio Nobel de Fisica, em 1986.

Figura 1: Heinrich Rohrer (esquerda) e Gerd Binnig (direita) da empresa IBM em Zurique (Suiga) receberam
o prémio Nobel em 1986 pelo desenvolvimento do microscopio de tunelamento com varredura

(STM).

O novo microscopio tornou possivel algo totalmente novo: a capacidade de “ver”
com precisdo os atomos e, mais que isso, por causa do tipo de interagdo (mediante um
fenomeno fisico conhecido como efeito tinel) entre a ponta ultrafina desse microscopio e
os atomos analisados, € possivel, com algum controle e precisdo, mover e rearranjar os
atomos sobre uma superficie.

Depois dos primeiros trabalhos de Rohrer e Binnig [1-2], varios trabalhos aplicando
a técnica STM foram desenvolvidos, registrando-se imagens atdmicas de superficies de
semicondutores, assim como moléculas adsorvidas quimicamente [3-4]. Ao mesmo tempo,
a técnica STM foi aperfeigoada surgindo a espectroscopia de tunelamento com varredura
(STS : Scanning Tunneling Spectroscopy) a qual mede a condutancia de tunelamento

versus a voltagem de polarizagdo em uma posicdo especifica da ponta proporcionando
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assim, informagdo estrutural eletronica local da superficie, a qual ¢ resolvida em escala
atomica.

Avangos significativos em nanotecnologia nao foram notados até o inicio da década
de 1980, devido a auséncia de instrumentos adequados que permitissem a
nanomanipula¢do, como por exemplo, os microscopios de varredura por sonda a exemplo
do microscopio de tunelamento com varredura (Scanning Tunneling Microscope-SPM), de
campo proximo ou SNOM (Scanning Near-Field Optical Microscope) e o de forca atdmica
(AFM). Esses instrumentos permitiram avangos significativos na fabricacdo de novos
materiais em escala molecular e atdmica.

O microscopio de tunelamento com varredura (STM) tornou possivel nao so ver,
mas medir e manipular 4tomos ou moléculas. Em 1989, o fisico americano Donald Eigler
(com o auxilio de Erhard Schweizer, ambos da IBM da Califérnia) escreveu pela primeira
vez a sigla da IBM, movendo e posicionando 35 atomos de xenonio sobre uma superficie

de niquel (Figura 2).
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Figura 2: O fisico americano Donald Eigler manipulou 35 4tomos de xendnio e formou uma imagem azulada

do nome da IBM sobre uma superficie de niquel [5].

Recentemente, com o desenvolvimento da STM aliado a técnicas de crescimento de
cristais, como por exemplo, a Epitaxia por Feixes Moleculares (MBE) e as técnicas de

litografia tornou-se possivel a fabricagdo de heteroestruturas conhecidas como
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nanodispositivos (nanodevices), nas quais elétrons sdo confinados espacialmente em duas
dimensdes. Em alguns casos esses dispositivos sdo construidos de modo a apresentar uma
estrutura geométrica simples a exemplo do “curral” quantico (Figura 3). O “curral”
quantico ¢ um anel constituido por 48 atomos de Ferro adsorvidos a uma superficie de
cobre. Os atomos de ferro constituem barreiras que confinam em um espago parte dos
elétrons da superficie de cobre o que faz com que os estados quanticos em que estes se
encontram se tornem visiveis como ondas concéntricas e que sao previstas pela equagdo de

Schrodinger em duas dimensdes.

Figura 3: Ilustracdo de uma imagem gerada pelo microscopio STM denominada de “curral” quantico,
construido a partir de técnicas da nanotecnologia. As cores sdo falsas. Nota-se na imagem
duas “ilhotas” do lado de fora do “curral”, que séo considerados como defeitos da superficie

do cobre. [6].

Os principios fisicos envolvidos no STM se fazem presentes na mecanica quantica
[6]. Existem muitos fendmenos quanticos que ndo se enquadram nos formalismos cléssicos.
Talvez o efeito tunel ou tunelamento seja o mais impressionante. O fendmeno de
tunelamento ¢ conhecido ha mais de meio século desde a formulagdo da mecanica quantica.
A mecanica quantica prevé que uma particula como um elétron, pode ser descrito por uma
funcdo de onda. Assim sendo, tem uma probabilidade finita de entrar em uma regido

classicamente proibida e, por conseguinte, essa particula pode tunelar através de uma
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barreira de potencial que separa duas regides classicamente permitidas. A probabilidade de
tunelamento ¢ exponencialmente dependente da largura da barreira de potencial. Entao a
observacao experimental dos eventos de tunelamento s6 ¢ mensuravel para barreiras muito
finas. Por outro lado, para a mecanica classica uma barreira ¢ uma barreira, ou seja, se uma
particula ndo tiver energia cinética suficiente, ela ndo conseguira ultrapassa-la. Do ponto de
vista classico, uma particula proveniente da esquerda deveria colidir com a barreira e, no
caso de colisdo elastica, retornar para esquerda, com a mesma velocidade (em moédulo) na
auséncia de atrito, pois E < Vo. O que a mecanica quantica prevé, é que a matéria apresenta
comportamento ondulatério e, portanto, existe uma probabilidade ndo nula da onda
atravessar a barreira, ou seja; ( | y(x) 1220 na barreira, fendmeno este conhecido por efeito
tunel ou tunelamento.

A probabilidade que um elétron apareca do outro lado da barreira, ¢ dada pela

equacdo de Schrodinger independente do tempo:

Py o (0)= B () .

Sendo:

fi= 2i - Constante de Planck normalizada;
Vs

m — Massa do elétron;

X — Variavel unidimensional;

w(x)- Fungdo de onda ‘1//(x)2

, (define a densidade de probabilidade de presenca da

particula m em x);

V (x) — Energia Potencial
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A solugao da Equacao (1) € especifica para cada regido da energia potencial, dada

por:

0,parax <0ex > a:
V(x) =
Vi, para 0 < x < a;

A solucdo da equagdo diferencial (Eq. 1) ¢ mostrada analisando a Figura 4. Nas
regides classicamente permitidas x < 0 e x > a, a energia total £ de uma onda proveniente
da esquerda ¢ maior do que a energia potencial V(x) e as autofuncdes sdo oscilatdrias; no
interior da barreira (0 < x < a), E < V(x) = 0 e a autofunc¢do decrescem exponencialmente

[7].

?{:J}Ih

Figura 4: Tunelamento por uma barreira de potencial finita.

A invengdo do STM desencadeou o desenvolvimento de uma grande variedade de

microscopicos de varredura por sonda (SPM) tais como o microscopio de forca atomica
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(AFM), o microscopio de for¢a magnética (MFM), o microscopio de forga eletrostatica
(EFM) e o microscopio 6tico de campo proximo (SNOM).

O principal componente de um STM ¢é um sensor, com o qual se consegue sondar as
amostras e obter as imagens com aumentos muito elevados, de forma tal que podem ser
medidas distancias com resolugdo de até 0,1 angstrom (1A=10"" m).

O sensor usado no microscopio de tunelamento ¢ uma ponta metalica de dimensdes
quase atdmicas que ¢ varrida muito proxima da superficie da mostra para fazer tunelamento
entre ela e a amostra. No microscopio AFM ¢ utilizado um sensor de forca em forma de
ponta condutora ou isolante. No microscopio SNOM o sensor ¢ uma fibra 6tica. A Figura 5
ilustra alguns microscopios de tunelamento e a Tabela 1 ilustra a capacidade de aumento

dos microscopios atuais.

Tabela 1: Capacidade de aumento dos microscopios atuais.

Microscopio Aumento Meio Imagem Tipo de analise
Otico 10° ar, liquidos 2-D Nao-destrutiva
Varredura 10° Ar 2-D Parcialmente
laser destrutiva
Feixe de ions 10° Vacuo 2-D Destrutiva
SEM 10° Vacuo 2-D Parcialmente
destrutiva
SPM 10° Ar, liquido, vacuo 3-D Nao-destrutiva

40




SMNOM

AFM

Figura 5: Microscdpios de tunelamento responsaveis pelo avango da nanotecnologia na sintese e

caracterizagao de novos nanomateriais.

A nanotecnologia oferece um novo paradigma para a manufatura de materiais
utilizando a manipulagdo em escala submicrométrica com o objetivo de criar dispositivos a
partir de unidades estruturais fundamentais ou blocos de constru¢do, por meio da
constru¢cdo de baixo para cima (bottom-up technology) ou de cima para baixo (fop-down
technology) até chegar a nanodispositivos. No entanto, esta ciéncia esta apenas comegando
a aprender a manipular e construir nanodispositivos de forma eficiente e economicamente
viavel. Mesmo assim, estudos vém sendo feito tanto para a fabricacdo como a simulacao
computacional de materiais e nanodispositivos em nanoescala.

Uma das topologias mais estudadas atualmente em nanotecnologia quanto as suas
aplicagdes na medicina tem a ver com a tendéncia da natureza de aperfeicoar tudo ao seu
redor. Se observarmos com cuidado o estado liquido da matéria, veremos que as esferas
estdo sempre presentes na natureza a exemplo de bolhas e pequenas gotas de agua. Os

liquidos tendem a adotar uma forma que minimize sua area de superficie, numa tentativa de
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manter as moléculas com um maior nimero possivel de vizinhos semelhantes. As gotas de
liquidos tendem a assumir a forma esférica, pois a esfera ¢ a forma com a menor razio
superficie/volume.

Atualmente, as nanoesferas representam um marco muito importante para a
medicina, pois podem ser utilizadas como transportadoras de medicamentos, isdtopos
radioativos e compostos fluorescentes com aplicacdes que vao desde carregadores de
quimioterapicos até sistemas fotonicos para utilizagdo na terapia fotodinamica. A utilizagdo
de nanoesferas bioativas em medicina implica na obtencao de dispositivos dirigidos a alvos
especificos no organismo humano, sendo estes os campos de uma nova area da
nanotecnologia, denominada nanobiotecnologia.

Neste trabalho, estudou-se as propriedades magnéticas e biocompativeis de
nanoesferas transportadoras de particulas magnéticas de YiFescAlxO,, (YFeAl) baseadas
no polimero diglicidil éter do bisfenol-A (DGEBA). Estas nanoesferas foram testadas com
marcadores (ZnS e RhB) no intuito de avaliar como estes sistemas se comportam no
tratamento das células tumorais, ja que sabemos que tais marcadores possuem propriedades
opticas diferenciaveis e sdo promissores no transporte de energia para tratamento do tecido

biologico.

1.2 - Técnicas de Preparo de Nanomateriais

Quando se fala de pesquisas em nanotecnologia, geralmente se distinguem os
objetos de estudo, as técnicas utilizadas e os diferentes produtos que serdo gerados
(nanomagnetismo, metais ultrafinos, drogas nanocristalinas, nanofibras poliméricas e
outros). Neste topico serdo abordados os métodos de preparo de nanoesferas como objetos

de estudo neste trabalho.
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1.2.1 O Método Sol-Gel

A descoberta e investigagdo de novos materiais cristalinos e/ou amorfos tém
norteado a ciéncia dos materiais. Com isto, novos métodos e procedimentos estdo sendo
adotados de forma a otimizar certos processos fisicos-quimicos e otimizar diversas
propriedades (caracteristicas) destes novos materiais. O método sol-gel ndo ¢ descoberta
recente, mas s6 nos ultimos anos tem sido explorado em suas muitas potencialidades. Sua
aplicacdo permite desde o recobrimento de materiais oxidaveis, como ago, para impedir
corrosdo, at¢ a fabricagdo de filtros de ar altamente potentes, obtidos através de uma
membrana que possibilita a separagdo por adsorcdo (fixacdo de moléculas de uma
substancia na superficie de outra) e consequente purificagdo de gases. Como a solugao ¢
inicialmente liquida, ¢ possivel obter varias formas para o material, desde peliculas
utilizadas em revestimento, até formas solidas ou em pd. Além da forma, o método sol-gel
possibilita diferentes composi¢des quimicas, que variam de acordo com a aplicagao.

As vantagens deste processo sio:

v’ custo reduzido em relagdo a processos convencionais (no caso de matrizes
vitreas);

v’ possibilidade de produgdo de novos materiais, antes impossibilitados por
métodos convencionais;

A grande vantagem ¢ a possibilidade de controle da estrutura ao longo do processo,
esse controle se da porque o processo sol-gel demanda baixas temperaturas. A baixa
temperatura possibilita maior controle na manipulagdo do material, at¢é mesmo em escala
nanométrica. Isso permite incorporar a estrutura diversos tipos de materiais, inclusive
organicos, para diferentes aplicagdes. Através do sol-gel, € possivel controlar uma série de
variaveis, como a porosidade, o estado fisico, a composi¢do quimica, a homogeneidade, a
viscosidade e a resisténcia mecanica. A Figura 6 ilustra algumas técnicas de sintese via

sistema sol-gel.
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Figura 6: Técnicas de preparo de novos materiais via sistema sol—gel [8].

1.2.2. A Técnica da Emulséo

Emulsao ¢ a mistura entre dois liquidos imisciveis em que cada um deles (a fase
dispersa) encontra-se na forma de finos globulos no interior do outro liquido (a fase
continua), formando uma mistura estavel. Exemplos de emulsdes incluem manteiga e
margarina, maionese, café expresso e alguns cosméticos. As emulsdes mais conhecidas
consistem de agua e 6leo.

As emulsdes sdo instaveis termodinamicamente e, portanto ndo se formam
espontaneamente, sendo necessario fornecer energia para forma-la através de ligagdo, de
homogeneizadores, ou de processos de spray. Com o tempo, as emulsdes tendem a retornar
para o estado estavel de 6leo separado da agua. Os agentes emulsificantes (ou surfactantes)
sao substancias adicionadas as emulsdes para aumentar sua estabilidade cinética tornando-
se razoavelmente estaveis e homogéneas. Um exemplo de alimento emulsificante ¢ a gema

do ovo, que contém o fosfolipideo lecitina que estabiliza a emulsdo do azeite na agua.
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A estabilidade de uma emulsdo depende essencialmente de trés fendmenos:
sedimentagdo, floculagdo e quebra da emulsdo devido a coalescéncia das goticulas
dispersas. A sedimentagdo resulta de uma diferenca de densidade entre as duas fases e
consiste na migragdo de uma das substancias para o topo da emulsdo, ndo sendo
necessariamente acompanhada de floculacdo das gotas. As colisdes entre as gotas podem
resultar em floculagdo, que pode levar a coalescéncia em globulos maiores. Eventualmente,
a fase dispersa pode se tornar a fase continua, separada da dispersdo média por uma tnica
interface. O tempo para tal separagdo de fases pode ser de segundos ou até anos,
dependendo da formulagdo da emulsao.

Para aumentar a estabilidade cinética das emulsdes tornando-se razoavelmente
estaveis, um terceiro componente, o agente emulsificante, pode ser adicionado. Os
materiais naturais e certos solidos finamente divididos. Esses materiais formam um filme
adsorvido ao redor das gotas dispersas e ajudam prevenir a floculagdo e a coalescéncia. Os
seguintes fatores favorecem a estabilidade de emulsdes:

e Tensdo superficial baixa: a adsor¢do de surfactantes nas interfaces Oleo-agua
diminui a energia interfacial, facilitando o desenvolvimento e aumentando a
estabilidade das grandes areas interfaciais com as emulsdes;

e Filme interfacial mecanicamente forte e elastico: a estabilidade das emulsdes ¢
favorecida pela protegdo mecanica dada pelo filme adsorvido ao redor da gota. A
elasticidade do filme também ¢ importante para permitir a recuperacao apos
disturbios locais;

e Repulsdo das duplas camadas elétricas: a repulsdo entre as particulas diminui os
choques evitando a floculagdao. Quando agentes emulsificantes i6nicos sao usados, a
repulsdo da dupla camada elétrica lateral pode prevenir a formagdo de filmes
compactos. O efeito de expansdo dos filmes pode ser minimizado usando uma
mistura de um filme id6nico com um nao-idnico e¢/ou aumentando a concentra¢ao
eletrolitica na fase aquosa;

e Volume pequeno da fase dispersa: favorece a formagao de goticulas pequenas;
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e Goticulas pequenas: gotas grandes sdo menos estaveis devido a sua menor razao de
area/volume, que aumentam a tendéncia da gota crescer;
e Viscosidade alta: diminui as colisdes retardando a floculagdo e sedimentagao;

O tipo de emulsdo formada quando dois liquidos imisciveis sdo homogeneizados
depende dos volumes relativos das duas fases e da natureza do agente emulsificante.
Quanto maior for o volume da fase, maior ¢ a probabilidade do liquido se tornar a fase
continua. Sabdes de metais alcalinos favorecem a formacgdo de emulsdes 6leo em agua,
enquanto que sabdes de metais pesados favorecem a formagao de emulsdes agua em o6leo.
Além disso, a fase na qual o agente emulsificante ¢ mais soluvel tende a ser a fase continua.
A Figura 7 refere a técnica em emulsdo de dois liquidos imisciveis separados em duas fases

1 e T0).

A E C D

Figura 7: A. Dois liquidos imisciveis separados em duas fases (I e II). B. Emulséo da fase II dispersa na fase
I. C. A emulsio instavel progressivamente retorna ao seu estado inicial de fases separadas. D. O

surfactante se posiciona na interface entre as fases I e II, estabilizando a emulséo.

1.2.3. Descarga em Arco
Um arco elétrico € resultante de uma ruptura dielétrica de um gés a qual produz uma
descarga de plasma, similar a uma fagulha instantanea, resultante de um fluxo de corrente
em meio normalmente isolante tal como o ar. O arco ocorre em um espaco preenchido de
gas entre dois eletrodos condutivos (frequentemente feitos de carbono) e isto resulta em
uma temperatura muito alta, capaz de fundir ou vaporizar virtualmente qualquer material.
Na sintese por descarga de arco uma corrente elétrica de alta intensidade ¢
aplicada a dois eletrodos de grafite, que sdo aquecidos a temperaturas proximas dos 3700°

C. A essas temperaturas, o grafite primeiro vira vapor e em seguida se condensa na forma
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de uma fuligem que contém nanotubos. O processo ocorre em atmosfera controlada,
geralmente preenchida por um gés, mas também pode ser feito dentro da agua. Os
nanotubos foram descobertos por descarga de arco em 1991 pelo pesquisador japonés
Sumio lijima, que os comparou morfologicamente a agulhas. Segundo ele, cada "agulha"
compreendia de dois a 50 tubos concéntricos formados por folhas de grafeno. Os nanotubos
de parede unica so6 ficaram conhecidos dois anos depois.

A descarga por arco elétrico ¢ gerada entre dois eletrodos montados axialmente e
separados por certa distdncia, sendo mantido por uma fonte de poténcia pré-estabelecida.
Um fluxo continuo de gas ¢ fornecido e obrigado a passar por um estreito canal cilindrico
(vortice) onde se encontra o arco estabilizado, saindo do canal sob a forma de um fluxo de
plasma. O gés junto a parede refrigerada possui alta resistividade, o que obriga o arco a se
confinar no eixo do canal, aumentando a condutividade elétrica e, consequentemente, a

temperatura do plasma nesta regido. A Figura 8 ilustra uma descarga em arco.
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Figura 8: Ilustracdo de uma descarga em arco [9].

1.2.4. Utilizacao de Micelas Reversas
Entendemos por Micelas Reversas (MRs) como sendo a estrutura globular formada

por um agregado de moléculas surfactantes, ou seja, compostos que possuem caracteristicas
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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
elipsoides, cilindricas ou em camadas. O formato e o tamanho destas micelas ¢ func¢do da
geometria molecular dos surfactantes bem como condicdo da solugdo, tais como:
concentracdo, temperatura, pH e forga ionica.

Estas particulas, ou seja, as nanoesferas propostas em nosso trabalho variam entre
0,1 ¢ 0, 001 micrometros de didametro em solugdes coloidais. As micelas se mantém em
constante e erratico movimento, chamado browniano [10], gragas a repulsdo entre elas por
causa das cargas elétricas. A formacdo das micelas, contudo, ndo ocorrem em qualquer
concentragdo. Apenas a partir de uma concentracdo minima chamada concentragcdo micelar
critica, ocorre a micelizagdo. Esta associagdo das moléculas de surfactantes ocorre para que
haja uma diminui¢ao da area de contato entre as cadeias hidrocarbdnicas do surfactante e a
agua ou outro composto polar [10].

Com a formacdo de micelas varias propriedades fisicas da solugdo 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 hidrofobica (caudas
hidrocarbonadas), fica aprisionada no interior.

A utiliza¢do de micelas reversas como nanoreatores ¢ 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 ¢ energicamente favoravel. Neste caso os grupos
hidrofobicos tendem a ser voltados para o interior e os grupos hidrofilicos ficam expostos
na superficie. A formacdo de micelas reversas pode ser complexa, por possuirem cargas
elétricas semelhantes os grupamentos polares tendem a se repelir. A Figura 9 ilustra o

principio esquematico das micelas reversas.
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Figura 9: Representacdo esquematica de uma micela reversa e de uma molécula de surfactante contendo uma

cabega polar e duas cadeias hidrocarbonicas [10].

Conceitualmente o processo de reagdo quimica no interior de micelas reversas pode
ser esquematizado na Figura 10. Ao prepararem-se duas solugdes de micelas reversas iguais
e dissolver os reagentes A e B separadamente nas fases aquosas destas duas microemulsoes
(Figura 10a), ao misturar-se as solucdes (Figura 10b) deve ocorrer troca de reagentes entre
as micelas devido as colisdes e as coalescéncias das goticulas num intervalo de tempo
muito pequeno, da ordem de 10 s. Tal fenémeno possibilita a formago de um precipitado
AB que ficard confinado no interior da micela reversa (Figura 10c). Este ¢ o principal

método para produzir nanoparticulas em micelas reversas.

Figura 10: Representacdo esquematica do principio de nanoparticulas em micelas reversas usando duas

microemulsdes (a), posteriormente misturadas (b) e formando as nanoparticulas (c) [10].
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A formagdo de micelas reflete um balanco complexo de véarias forgas
intermoleculares, incluindo for¢as de Van der Waals, interagdes eletrostaticas e interagoes
hidrofébicas [11], sendo que a formagdo destas sdo as causas da estabilidade da emulsao.
As micelas, por serem susceptiveis a modificagdes em sua estrutura, possibilitam o controle
e otimizacao da particdo de biomoléculas pelo ajuste das suas caracteristicas como tamanho
e forma através da variacdo da temperatura, concentracao do tensoativo e adi¢do de sais.
Além disso, a seletividade da particdo pode ser melhorada com a utilizagdo de ligantes de
afinidade especificos a biomolécula-alvo ou misturas de tensoativos i6nicos e ndo-idnicos
[12].

O mecanismo de nanoencapsulacdo por micelas reversas ndo estd totalmente
elucidado. No entanto, a teoria mais aceita descreve a formagado 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 [13].

O comportamento de proteinas ¢ dependente do pH da solugdo, pois este determina
a rede de cargas da proteina. Usando solugdes com valores de pH inferiores aos do ponto
isoelétrico da proteina, esta apresentard carga liquida positiva, ao contrario, tera carga
liquida negativa. Portanto, para que o ndo-encapsulamento da proteina ocorra, através de
interacdes eletrostaticas, ¢ necessario que exista diferenca de cargas entre esta e o
tensoativo [14], sendo possivel que as extracdes ocorram tanto por interagdes eletrostaticas
quanto por forcas hidrofobicas.

A temperatura ¢ também um fator de importancia na absor¢do de biomoléculas por
micelas reversas, pois influencia a capacidade maxima de absor¢@o destas. Dentro de uma
determinada faixa de temperatura, as micelas reversas sdo formagdes estaveis, o que
favorece a absor¢ao de moléculas. As temperaturas mais elevadas vao depender mais da sua
termoestabilidade do que da capacidade de absor¢ao da micela [15]. Outros fatores também
tém sido estudados e demonstram que influencia o processo, como por exemplo: forgca

i0nica, tipo e concentragao do tensoativo, emprego de aditivos, etc.
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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 liberagdo
controlada e dispersdo otimizada de ingredientes ativos. As minusculas dimensdes dessas
goticulas reduzem muito a for¢a da gravidade, evitando que haja a criagdo de sedimentos
durante o armazenamento do produto. O pequeno tamanho das goticulas também evita a
floculagdo [15]. Evitando a floculacdo, o sistema mantém-se disperso, sem separagdo. As
goticulas também evitam a coalescéncia por ndo serem deformaveis e ndo apresentarem
alteragdes da superficie. Além disso, a significante espessura da pelicula (em relagdo ao
diametro goticula) evita qualquer afinamento ou ruptura da pelicula de liquido entre as
goticulas.

As técnicas empregadas neste trabalho sdo mecanismos recorridos que permitem a
obtengdo de nanoesferas a partir da digitalizagdo da topologia de nanoesfera existente nas
estruturas mencionadas (método sol-gel, emulsdo ou micelas reversas), ou seja, se tomar o
método das emulsdes, como exemplo, e as nanoesferas obtidas sdo devidas ao fato de que

as micelas sdao nanoesferas.
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2

MAGNETO-HIPERTERMIA: UMA NOVA PERSPECTIVA PARA O

TRATAMENTO DO CANCER

2.1 - Introducao

Entende-se por cancer como sendo determinadas anomalias que acontecem nas
c¢lulas humanas, sendo estas células as unidades funcionais e primordiais da vida. Estas
anomalias s3o ocasionadas devido a ndo eficiéncia no processo de reprodugdo das células,
em funcdo de problemas nos genes, sendo o ato de reproduzir fundamental para a
continuag¢do do ciclo celular.

O tumor, assim conhecido, inicia quando ocorre uma alteragdo ou danificagdo no
material genético (DNA), desenvolvendo anomalias que afetam o crescimento celular e
consequentemente sua divisdo. Este avanca através da corrente sanguinea ou linfatica,
necessitando assim de uma de rede vasos sanguineos para se desenvolver e disseminar por
outras partes do organismo, fato este conhecido como metastase [1]. Este agrupamento
celular irregular danifica o processo de multiplicacdo das células, ao qual passam a
proliferar sem necessidade.

Somente tumores malignos podem ser designados como cancer [1]. Um tumor
benigno pode se tornar um maligno, mas ndo necessariamente o tumor maligno ja foi um
benigno. Segundo a Associacdo Brasileira do Cancer — ABCancer [2], uma das principais
diferengas entre os dois tipos de tumor ¢ em relacdo a velocidade de crescimento e a
capacidade que tem ou ndo de invasdo e da proliferagdo celular: os tumores malignos tém
crescimento acelerado em comparagdo aos benignos e os tumores malignos sofrem um
processo de vascularizacdo que promove acelerado crescimento e maior probabilidade de

invadir outras partes do organismo.
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Ainda segundo a ABCancer, um tumor benigno nao ¢ cancerigeno, embora um tumor
benigno possa vir a se transformar em maligno, em virtude de fatores como velocidade de
crescimento e capacidade de invasdao e proliferagdo das células. Em geral, pode ser
removidos por cirurgia e dificilmente reaparecem. As células do tumor benigno ndo se
espalham para outros pontos do organismo, raramente implicando em risco de morte. Nao
ocorre ulceragdo, sangramento ou infiltracao, ¢ bem delimitado, simétrico, suas bordas sao
regulares, possui apenas uma tonalidade de cor e ndo provoca coceira e nem inflamagao.

O tumor maligno ¢ cancerigeno, as células podem invadir tecidos proximos e se
espalham para outras partes do organismo humano. Abrange um grupo de centenas de tipos
de doenga que, embora sejam diferentes entre si, t€ém a capacidade comum de formar
colonias de células que invadem e destroem tecidos e 6rgaos proximos.

Atualmente sdo cinco as modalidades convencionais empregadas no tratamento do
cancer: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hipertermia e imunoterapia. Destas cinco
modalidades, nenhuma delas por si s6, consegue a erradicacao total do tumor maligno. A
hipertermia continua sendo uma das mais poderosas modalidades terapéuticas para
melhorar a evolu¢do dos pacientes com cancer e também ¢ um dos melhores coadjuvantes
que aumenta a eficacia da radioterapia e da quimioterapia.

O aumento de temperatura requerido pela hipertermia pode ser atingido, entre
outros métodos, pelo uso de nanoparticulas magnéticas, processo este conhecido com o
nome de magneto-hipertermia ou magnetotermocitdlise [3]. As nanoparticulas magnéticas
sdo aquecidas quando submetidas a acdo de um campo magnético externo de frequéncia
alternada e o uso das nanoparticulas ¢ preferivel ao invés das microparticulas, uma vez que
aquelas respondem mais eficientemente a aplicagdo de campos externos, absorvendo destes
campos mais energia.

O calor que chega as células cancerigenas ¢ proveniente da acdo do campo
magnético nas nanoparticulas ferromagnéticas (regido em que os efeitos magnéticos sao
muito fortes). Este calor ¢ transferido as células neoplésicas, que por sua vez inibe a

recombinagdo dos radicais livres no interior da célula, lesionando as enzimas relacionadas
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com a regulacdo do crescimento, afetando a concentracdo de cédlcio no meio celular e
modulando a expressdo génica da mesma.

De maneira geral, nanoparticulas magnéticas tém recebido atencdo especial para a
utilizacdo no tratamento do cancer pela técnica hipert€émica por poderem ser guiadas ou
localizadas em um alvo especifico por campos magnéticos externos. A possibilidade da
vetorizagdo 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 liberagdo 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 evolugdo dos pacientes com cancer [4]. Também ¢ um dos
melhores coadjuvantes que aumenta a eficacia da radioterapia e da quimioterapia. Neste
sentido, os experimentos clinicos de Fase III 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 remissao total do cancer recorrente
de mama de 38% para 60%, aumentou o indice de remissdo total do cancer avancado
cervical de 57% para 82% e no glioblastoma multiforme aumentou a sobrevida de 2 anos
de 15% para 31% [5].

Um pré-requisito importante para a utilizagdo clinica da magneto-hipertermia ¢ que
as nanoparticulas devem apresentar baixos niveis de toxicidade, assim como um elevado
momento de saturagdo que permita minimizar as doses requeridas. Neste contexto,
cerAmicas com composi¢io do tipo Itria-Ferro-Aluminio (YFeAl) aparecem como um
candidato promissor, visto que possuem uma alta temperatura de Curie (T¢) e elevado
momento de saturagdo [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

aplica¢do da magneto-hipertermia de modo clinicamente seguro.
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2.2 — Magneto-Hipertermia e as Leis de Maxwell

Até a segunda década do século XIX, eletricidade e magnetismo eram tratados
como duas areas completamente independentes. Em 1820, o dinamarqués Hans Christian
Oersted (1777-1851) descobriu que uma agulha de bussola deslocava-se do sentido do norte
magnético quando uma corrente elétrica era ligada em um fio que estivesse proximo. Isto
mostrava que a eletricidade e o magnetismo eram fendmenos que tinham relagdo entre si,
descoberta esta que serviu de base para a teoria do eletromagnetismo e para as pesquisas
que levaram a tecnologia para a fabricagdo do radio, da televisdo e, mais recentemente, das

fibras oticas.

Figura 1: Hans Cristian Oersted foi um dos mais importantes cientistas do século XIX, cuja participagdo foi

crucial para o entendimento do eletromagnetismo.

Entre as incontaveis aplica¢des da nanotecnologia, a magneto-hipertermia chama a
atenc¢do pelo grau de interdisciplinaridade envolvido na transferéncia de conhecimentos das
ciéncias da natureza (fisica, quimica e biologia) para a medicina.

Desde o advento das ideias inovadoras de Isaac Newton, estabeleceu-se uma

interpretacdo causal do universo segundo a qual todo efeito observado obedeceria a forcas
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exercidas por objetos situados a certa distancia. Nesse contexto histdrico nasceu a teoria
eletromagnética, segundo a qual as atragdes e repulsdes elétricas e magnéticas resultavam
da agdo de corpos distantes.

Era preciso, pois, encontrar a verdadeira causa final dessas forgas, buscando-se uma
analogia com a massa gravitacional de Newton e, simultaneamente, explicar de forma
rigorosa os mecanismos de interagdo eletromagnética entre os corpos. Coube a Ampeére, a
partir de seus trabalhos sobre correntes elétricas, expor a teoria da existéncia de particulas
elétricas elementares que, ao se deslocar no interior das substancias, causariam também os
efeitos magnéticos. No entanto, em suas experiéncias, ele ndo conseguiu encontrar essas
particulas.

Por outro lado, Faraday introduziu a nog¢do de campo, que teve logo grande
aceitacdo e constituiu um marco no desenvolvimento da fisica moderna. Definiu o espago
como cheio de linhas de forca - correntes invisiveis de energia que governavam o
movimento dos corpos e eram criadas pela propria presenca dos objetos. Assim, uma carga
elétrica movel produz perturbagdes eletromagnéticas a seu redor, de modo que qualquer
outra carga proxima detecta sua presenca por meio das linhas do campo. Esse conceito foi
desenvolvido matematicamente pelo britanico James Clerk Maxwell, e a forca de seus
argumentos acabou com a ideia de for¢as que agiam sob controle remoto, vigente em sua
época.

A teoria eletromagnética de Maxwell descreve, numa estrutura formal Unica, os
fendmenos elétricos e magnéticos. Antes de Maxwell, tais fenomenos eram descritos por
uma série de leis empiricas e fenomenologicas distintas. Seu contemporaneo Michael
Faraday ja havia descrito as leis da indugdo eletromagnética, as quais descreviam como um
campo magnético variavel podia induzir um campo elétrico e, consequentemente, uma
corrente elétrica em um circuito proximo. Faraday ja havia também introduzido o
fundamental conceito de campo, o conjunto das hipotéticas linhas de forca que preenchem
0 espaco e seriam responsaveis pelos fendmenos elétricos e magnéticos. Porém, foi
somente com a teoria eletromagnética de Maxwell que os campos responsaveis pelos

fenomenos elétricos e magnéticos foram efetivamente unificados. Pragmaticamente, isso
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significa que os campos elétricos € magnéticos passaram a ser descritos numa mesma
estrutura formal, isto €, passaram a ser descritos por um mesmo conjunto de quantidades (o
campo eletromagnético), que satisfazem certo conjunto de equagdes matematicas. Este € o
exemplo, por exceléncia, de uma unifica¢do de teorias fisicas. Vdarias sdo as vantagens da
teoria unificada sobre as anteriores. Pode-se afirmar que a unificagdo de teorias seria uma
tendéncia natural na ciéncia, compativel com o principio da navalha de Occam, argumento
heuristico segundo o qual, dentre varias possiveis descrigdes de um fendmeno, deve-se
preferir a que envolve o menor nimero de hipdteses. Porém, sendo a fisica uma ciéncia
experimental, a verdadeira vantagem de uma teoria unificada viria de sua capacidade de
fazer novas previsdes testdveis. E foi por isso, e ndo por argumentos estéticos nem
reducionistas, que a teoria eletromagnética de Maxwell foi aceita e se transformou num dos
pilares fundamentais da fisica. A descri¢do de Maxwell previa novas formas de interagao
entre os campos elétricos e magnéticos. Por exemplo, sob determinadas situagdes, ondas
eletromagnéticas, isto €, campos elétricos € magnéticos intimamente relacionados que se
propagam no espago, podiam ser geradas e irradiadas. A Figura 2 ilustra os principais

cientistas que contribuiram para a teoria eletromagnética.

Poisson

Figura 2: Principais cientistas que contribuiram decisivamente para a teoria eletromagnética.
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Os varios trabalhos tedricos sobre o eletromagnetismo tiveram seu apice em 1897,
quando Joseph John Thomson descobriu o elétron, cuja existéncia foi deduzida do desvio
dos raios catodicos na presenca de um campo elétrico. A natureza do eletromagnetismo foi
confirmada ao se determinar a origem das for¢as magnéticas no movimento orbital dos

elétrons ao redor dos nucleos dos atomos.

2.2.1 — As Equagdes de Maxwell

As Equagdes de Maxwell descrevem o comportamento do campo elétrico e do
campo magnético (através do divergente e do rotacional), bem como suas interacdes com a
matéria, assim chamado em homenagem ao fisico James Clerk Maxwell. Estas equagdes
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). 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 relagdo 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 ¢ uma das quatro Equagdes de Maxwell tendo sido elaborada por Carl
Friedrich Gauss no século XIX.

Matematicamente a Lei de Gauss pode ser escrita como:

§E.ds _o [1]
r 80
VE=L 2]
&
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Figura 3: Lei de Gauss — distribui¢ao esquematica [6].

Sendo:

E - campo elétrico [V/m];

Y. - superficie;

O - carga envolta por I [C];

Q - densidade volumétrica de carga [C/m];

&9 - permissividade do vacuo [F/m].

Do eletromagnetismo classico, ¢ sabido que corrente elétrica produz campo
magnético [7] fato este relacionado matematicamente na equacdo abaixo, conhecida
como Lei de Ampére. Esta esta relacionada com uma importante propriedade geral dos

campos magnéticos e € expressa por:

> o

dd
Bdl = i+e& £ 3
§ ﬂo( s ] [3]

A Equagio (3) mostra que um campo magnético B pode ser produzido por uma

corrente elétrica i ou pela variagdo (temporal) do fluxo do campo elétrico E , ®E.
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Quando nao se consideram campos elétricos varidveis com o tempo a Equagao (3)

se reduz a:

> o

§B.d [ =pi [4]

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

forma diferencial:

<\
X
oo
Il
AS
<

[3]

onde V é chamado de rotacional.

A Lei de Ampére s6 ¢ util para calcular campos magnéticos criados por correntes
que apresentem uma simetria suficientemente adequada para permitir uma facil
determinacao da integral de linha.

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

que o campo magnético na superficie da esfera ¢ dado por:

= A
B= ,UOZO.EJZ [6]

A Lei de Faraday-Neumann-Lenz, ou lei da indugdo eletromagnética, quantifica a
inducdo eletromagnética, sendo o efeito da producdo de corrente elétrica em um circuito
colocado sob efeito de um campo magnético varidvel ou por um circuito em movimento em
um campo magnético constante.

A Lei da indugdo de Faraday, elaborada por Michael Faraday em 1831, afirma que a

corrente elétrica induzida em um circuito fechado por um campo magnético, ¢ proporcional
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ao numero de linhas do fluxo que atravessa a area envolvida do circuito, na unidade de
tempo [7]:

dd,
dt

§EW=— [7]

sendo E o campo elétrico induzido, ds o um elemento infinitesimal do circuito e dDp/dt ¢ a

variagdo do fluxo magnético. Uma maneira alternativa de se representar ¢ na forma da

diferenca na fungéo do campo magnético B :

Txi--28 [8]
ot
Portanto:
V.= §E ds [9]

A lei, expressa matematicamente na forma elaborada por Franz Ernst Neumann em
1845 em termos da forga eletromotriz, ¢ dada por:

V. :_& [10]
At

A Lei de Faraday-Lenz enuncia que a forga eletromotriz induzida num circuito
elétrico ¢ igual a variagdo do fluxo magnético conectado ao circuito. E importante notar que
um campo magnético constante ndo da origem ao fendmeno da indugdo. A contribuicdo
fundamental de Heinrich Lenz foi a direcdo da forga eletromotriz (o sinal negativo na
formula). A corrente induzida no circuito € de fato gerada por um campo magnético, e a lei
de Lenz afirma que o sentido da corrente ¢ o oposto da variacdo do campo magnético que a
gera [7].

Se o campo magnético do circuito estd diminuindo, o campo magnético induzido
pela corrente induzida ird na mesma dire¢ao do campo original (se opdem a diminuigao),

se, 0 campo magnético estd aumentando, o campo magnético induzido ird em diregao
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oposta ao original (se opdem ao aumento). Esta ultima anélise ¢ compativel com o principio

da conservacdo de energia, se o circuito ¢ aberto ¢ ndo ha fluxo de corrente, ndo ha
dissipagdo de energia pelo efeito Joule. Por este motivo, ndo hd uma forca de reagdo a

variagdo do campo magnético ¢ o movimento do magneto ou do circuito ndo realiza

trabalho (for¢a nula x movimento = zero). Se ao contrario, existir corrente circulando no

circuito (com dissipagdo de energia), a variacdo do campo magnético resultard numa
resisténcia que demandara a realizagdo 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).

No quadro abaixo, em forma de sintese, mostramos as Leis acima enunciadas, tanto

na forma diferencial parcial, quanto na forma integral.

Tabela 1: Equagdes de Maxwell na forma diferencial e integral [7].

Nome Diferencial Parcial Forma Integral
Lei de Gauss V.D=p, (1] | §DdS = Qe = [ P,AV [15]
S vV

Lei de Gauss para o| V5= [12] §l§.dS -0 [16]

magnetismo S

Lei da Indugdo de Faraday . - B - B
VxE=-8 [13] §E.dl=—jd—3.ds [17]

ot ’ ¢ dt

Lei de Ampere . . - oD - do
VxH=J+—" [14] fH.dl = Lopgotots + [18]

Sendo que:

V - operador gradiente que em cooredenadas cartesianas pode ser escrito

0, O . O.
—X+—P+—2Z.
ox Oy oz

V. - divergente do campo vetorial

V x - rotacional do campo vetorial
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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 sao relacionados a £ e B por:

D=¢E [19]
B = uH [20]
sendo € - constante dielétrica ou permissividade elétrica [F/m]; p - permeabilidade

magnética [H/m)].
Em meios isotrépicos e nao dispersivos, € € u sdo escalares independentes do

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

V-eE=p [21]
V-B=0 [22]
Gxi--28 [23]
ot
xB_j L [24]
y7, ot

No vacuo, sem cargas ou correntes, sendo este um meio linear, homogéneo ¢

isotropico, com suas constantes designadas por g e Lo, Portanto:

V-E=0 [25]
V-B=0 [26]
VxE=_28B [27]
ot
S OF
VxB=uge — 28
ﬂ() [ at [ ]
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Estas equagdes tém uma solugdo simples em termos de ondas progressivas planas
senoidais, com direcdes dos campos elétricos e magnéticos ortogonais um ao outro € a

direcao do deslocamento, e com os dois em fase:

wvxE:v(VE)—sz:vx[a—B -_Nx3 [29]
ot ot
VT xB =V B)- V2B = x| 5, 2 | = gy, 2 [30]
ot ot
Mas:
—y= O O
0-V?E=—"|\1ue — 31
at(ﬂ" ’ at] B
- o( o
0-V’B = pyey—| —— 32
Ho Oat( atj 2]

Com os resultados acima mostrados, podemos obter a equacdo da onda

eletromagnética:

.

%ﬁ::[ﬂogo 2 f ] [33]
o

w{yo Sf] [34]

De onde obtemos a velocidade da onda eletromagnética (c):

1

\ Ho&o

[35]

C =

Maxwell percebeu em seus experimentos € com os calculos acima mostrados que
essa quantidade “c” ¢ simplesmente a velocidade da luz no vacuo e concluiu que a luz ¢
uma forma de radiacdo eletromagnética. Assim, Maxwell investigou campos elétricos em

meios materiais observando que o campo elétrico ¢ afetado pela presenca dos dipolos
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elétricos do meio (no nosso trabalho, o meio refere-se ao DGEBA). Tanto no caso de meios
constituidos por moléculas polares, quanto em meios constituidos por moléculas apolares, o

vetor polarizagio (P) tende a se alinhar opostamente ao campo elétrico externo,

enfraquecendo-o de acordo com a expressao:
g, E=D-P [36]

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

funcdo apenas das cargas livres q, ao qual satisfaz a Lei de Gauss, € o vetor polarizagdo
( P) ¢ fungdo apenas das cargas ligadas.

§5wM=q [37]

Além disso, no vacuo ou no ar, P= 0, de modo que:

D=¢,E [38]

Em um meio de constante diclétrica k, a relacdo se torna:

D=k-g,-E=¢-E [39]
Maxwell mostrou que a constante dielétrica k esta ligada ao indice de refragdo n do

dielétrico, ao qual a velocidade V' de propagagdao de um distirbio eletromagnético através

de um meio transparente uniforme qualquer ¢ dada por:

1
V=(u-x)2 [40]
Sendo p a permissividade magnética. De um modo geral, os meios transparentes

tém p ~1, assim sendo:

1

V=(x)2 [41]

Por outro lado, de acordo com a Teoria Ondulatoria da Luz:

y="° [42]

n
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Em que ¢ ¢ a velocidade da luz no vacuo e n, o indice de refragdo dos materiais

12

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

relaciona-se com o indice de refracdo do meio através da relacao:

K="= on [43]

De face da apresentacdo 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.

A for¢a magnética criada por um po6lo magnético pode ser definida através do

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

dois magnetos cilindricos:
[44]

- 2
sendo k=107 [N.A?].

De posse do exposto, afirma-se que um pdlo 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 forga existente ¢ proporcional ao campo ou a intensidade do campo magnético
H através da expressdo:

F=mHi [45]

sendo m o polo magnético e H medido em A/m no SI ou em Oe no CGS.

Considerando o sistema com geometria cilindrica, o momento de dipolo magnético
u pode ser definido por:
u=m-l [46]

sendo / o comprimento do cilindro de area de segdo transversal A.
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O momento magnético quando exposto a um campo magnético H fica sujeito a um

torque, sendo a energia potencial (U) associada dada por:
U=-u-H [47]
Defini-se assim, a magnetizagdo (M ), como sendo a soma de todos os momentos

magnéticos elementares divididos pelo volume que este ocupa (grandeza intensiva).

Matematicamente tem-se que:

M==>u [48]

|-

A magnetizagdo possui dimensdes tanto de momento do dipolo magnético por
unidade de volume, como de intensidade do pélo magnético por area (IL* / L* = VL). E

expressa em ampére por metro (Am™).
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 distribui¢do continua de dipolos magnéticos infinitesimais, ou, uma

magnetizagdo continua. Limitemos nossa atencao a volumes que contenham muitos dipolos

magnéticos, supondo que a magnetizacio seja continua, o valor de M num ponto pode ser
definido como o momento resultante do dipolo m de um pequeno volume A4V dividido pelo
volume, com o limite tomado quando 4V tende para zero em torno do ponto.

Considerando-se as linhas de indu¢ao magnética, o campo magnético representado

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

B =, + ) [49]
sendo que:

B = densidade de fluxo magnético [T.mz]

T

= campo magnético [T]

M = magnetizagao, [Am™].
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Pode-se definir também a susceptibilidade magnética () como sendo uma grandeza

que caracteriza um material magnético segundo suas respostas a um campo magnético

aplicado. Assim:

E

[50]

Muitas vezes, os materiais apresentam uma resposta nao linear, de modo que se

deve tomar o limite nulo da excitagdo da campo aplicado:

7 =1lim [51]

H—0

SIS
§1| Q)l

Como foco principal desse trabalho, sera analisado os materiais ferromagnéticos,
sendo que estes materiais caracterizam-se por exibirem a magnetizacao de saturagdo Ms(7)
dependente da temperatura. Um ferromagneto torna-se espontaneamente magnetizado
abaixo de certa temperatura critica, chamada de Temperatura de Curie (7¢). A fase
ferromagnética ¢ caracterizada pelo alinhamento dos momentos magnéticos dos atomos

constituintes do material. Os ferromagnetos sao compostos por materiais puros como Fe, Ni

e Co, e suas ligas [8].

A equagdo proposta para a magnetizagdo (M ) e o campo magnético aplicado (B)
em funcdo da temperatura ¢ definido como sendo a susceptibilidade magnética de Curie-

Weiss (yew):

M C c
o =g " r—cr) (T-10) [2]

Sendo:

T - Temperatura de magnetizacao espontanea [K];

C - Constante de Curie;
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A = constante do campo médio;

T, = temperatura de Curie [K].

No caso desse trabalho, o ferromagnetismo ¢ caracterizado em um material quando
temos A > 0. As curvas de magnetizagdo ou de Inducdo sdo parametros de apoio na
caracterizacdo 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 o campo nao ultrapassar algum limite, que depende
da amostra em particular, ocorrem variagdes reversiveis na magnetizagao (regido de facil
magnetizagdo). A Figura 4 representa a regido I. Nesta regido, o processo de magnetizacao
ocorre, em grande escala, por deslocamentos reversiveis das paredes de dominios bem
como, em menor intensidade, por rotagdes, também reversiveis, da magnetizagao [9]. Para
campos maiores, o processo de magnetizacdo se torna irreversivel e predominam os
movimentos irreversiveis de parede de dominio e rotagdes irreversiveis da magnetizagao.
Esta regido II ¢ a chamada regido de magnetizacao irreversivel. Se o campo aplicado for
posteriormente aumentado (regido III), predominantemente teremos rotacdo da
magnetizagdo, o que define a regido de aproximagdo da saturacdo. A partir deste ponto, o
material entra na regido de saturagdo técnica onde o aumento do campo produzira variagdes
muito pequenas da magnetiza¢do. 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 magnetizagdo continua a diminuir de valor a partir
de Mr, passando por zero em um campo chamado de campo coercivo Hc, e, finalmente,
atingindo o seu valor de saturacdo na dire¢ao oposta a original para campos suficientemente
altos. Diminuindo-se a intensidade do campo a zero a partir deste ponto, a magnetizacao
atinge a remanéncia negativa. Aumentando-se o campo no sentido positivo a magnetizagao
passa por zero, em +Hc, e atinge o valor de saturacdo na dire¢do de saturagdo original,

fechando o ciclo completo de histerese.
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Figura 4: Curva de Histerese de um material ferromagnético e sua magnetizagao [34].

A area obtida sob a curva acima ¢ o trabalho magnético (Wy) relacionado ao
alinhamento/desalinhamento dos podlos magnéticos no material. Obtém-se a energia

magnética, pelo calculo da integral da histerese magnética, ou seja:
W, = §FI .dB [53]

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

em funcdo do vetor de Poynting (S), 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 defini¢do na direcao 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
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sistema de trabalho, ou seja, na regido das nanoesferas. Pode ser representada mediante a

formula:

—4V-S=-J-E [54]
ot
Dado que o campo magnético ndo realiza trabalho, a parte direita da equacao inclui
todo o trabalho realizado pelo campo eletromagnético. Na forma de um integral, pode-se
expressar como:
dw

Pd+f§-dA=—%m%(E-D+FI-E)dV=—? [55]

Sendo P, = poténcia dissipada por efeito Joule [W]; W = energia eletromagnética [J];

Pode-se ainda, entender o ciclo da histerese pela curva abaixo (Figura 5), ao qual

explica de maneira detalhada como se procede sua analise fisica.

Denaidade de fhoe E (1)
L— - >
Er
Densidade de Curva de Bm
fluxo residual — magnetzacio
CHe He wrucial
Forga (Am -1)
coercitiva
-5
- — |- Br
p—————— - Hm - Hm e

Figura 5: Ciclo de Histerese
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2.2.2 — Os Dominios Ferromagnéticos

Os fendmenos magnéticos foram os primeiros em despertar a curiosidade do homem
sobre o interior da matéria. Os primeiros relatos de experiéncias com a forga misteriosa da
magnetita o ima natural sdo atribuidos aos gregos e datam de 800 a.C. [10].

O magnetismo ganhou consideravel importancia a partir do século XIX com a
descoberta de sua relagdo com a eletricidade. Em 1820, Oersted descobriu que uma
corrente elétrica passando por um fio também produzia campo magnético, mudando a
orientagdo da agulha de uma bussola. Mais tarde, Ampere formulou a lei que relacionava o
campo magnético criado com a intensidade da corrente no fio. O efeito reciproco, pelo qual
um fio condutor sofre a agdo de uma for¢a produzida pelo campo criado pela ima
permanente foi descoberto logo em seguida. Em 1831, Faraday na Inglaterra ¢ Henry nos
Estados Unidos, descobriram que um campo variavel poderia induzir uma corrente elétrica
no circuito [11]. No final do século XIX esses trés fendmenos eram perfeitamente
conhecidos e ja tinham inumeras aplica¢des tecnoldgicas, das quais o motor e o gerador
elétrico eram os mais importantes.

Um elétron, girando em sua oOrbita ao redor do nicleo de um atomo, forma um
minusculo anel de corrente elétrica [11]. Uma vez que um anel de corrente produz um
campo magnético e todos os atomos t€m elétrons girando, poderiamos supor que todas as
substancias apresentassem efeitos magnéticos. Nao obstante tais efeitos, sdo muito fracos
na maioria dos materiais.

As substancias podem ser classificadas como diamagnéticas, paramagnéticas ou
ferromagnéticas dependendo de seu comportamento magnético. Nos materiais
diamagnéticos, a magnetizagdo € oposta ao campo aplicado, enquanto que nos materiais
paramagnéticos ela se da no mesmo sentido do campo [11]. Os materiais dos dois grupos,
entretanto, apresentam somente efeitos magnéticos fracos. Os materiais do grupo
ferromagnético, por outro lado, apresentam efeitos magnéticos fortes. A magnetizagdo € no
mesmo sentido do campo, como acontece com os materiais paramagnéticos.

Os materiais ferromagnéticos tendem a minimizar a energia magnética, que ¢ dada

principalmente pela soma das energias magnetoelastica, magnetocristalina de troca e
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magnetostatica. Como resultado dessa minimizagao, tem-se a distribui¢do da magnetizagao
em pequenas regides chamadas de dominios magnéticos, onde cada dominio possui a
magnetizagdo de saturagdo (Ms). Todos os materiais ferromagnéticos contém regides
microscopicas denominadas dominios, dentro das quais todos os momentos magnéticos
estdo alinhados [11] e os dipolos atdmicos sdo paralelos entre si sendo que no interior deste
dominios a magnetizagdo local tem o maior valor possivel. Os dominios existem em
substancias  antiferromagnéticas, ferroelétricas, antiferroelétricas,  ferroelasticas,
supercondutoras € em alguns metais.

Entretanto, as dire¢des da magnetizagdao dentro de cada dominio estdo distribuidas
de tal maneira que o material como um todo tem magnetizagdo nula. Os processos de
magnetizagdo convertem um material de um estado de muitos dominios para um estado de
unico dominio na dire¢do de um campo magnético aplicado externo. A sua distribui¢do ¢
diferente para cada amostra e ¢ chamada de estrutura de dominios magnéticos. Os dominios
magnéticos sao separados por zonas de transicdo chamadas de paredes de dominios, onde a
magnetizagdo afasta-se da orientacdo da magnetizagdo do dominio e, gradualmente,
aproxima-se da orientacdo da magnetizacao do dominio adjacente [11].

A formagao de dominios tém por finalidade reduzir a energia de interagdo dos
dipolos, assim, quanto maior o numero de dominios, menor a energia associada. Os dipolos
no material interagem de forma a produzir alto campos internos, estes devido aos dominios
tem um profundo efeito nas propriedades magnéticas do material. Tal conceito ajuda a
explicar porque um campo fraco que aplicamos, através de sua interagdo com os dominios,
tem um enorme efeito na magnetizacao total. Quanto mais dominios existirem, menor se

torna a energia. A Figura 6 sdo formacdes de dominios.

Figura 6: Formagio de dominios [11].
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Em campos magnéticos fracos, o volume dos dominios orientados favoravelmente
em relacdo ao campo aumenta a custa aos dominios orientados desfavoravelmente. Em
campos magnéticos intensos, a magnetizagao dos dominios tende a se alinhar com a dire¢ao
do campo [12].

Em um cristal de ferro ndo magnetizado os dominios sdo paralelos as diregoes de
facil magnetizagdo, mas eles estdo randonicamente orientados, de modo que o campo
externo do cristal ¢ nulo. Num cristal de ferro ha seis diregdes de facil magnetizacao. Isto &,
ha uma direcdo positiva e negativa ao longo de cada um dos trés eixos do cristal,
perpendiculares entre si. A Figura 7 sdo as seis possiveis dire¢oes de facil magnetizacao

num cristal de ferro.

Figura 7: Seis dire¢des de facil magnetizacdo num cristal de ferro [34].

A Figura 8 apresenta a polaridade dos dominios num cristal de ferro ndo

magnetizado [12].
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Figura 8: Polaridade dos dominios num cristal de ferro ndo magnetizado. As setas indicam a diregéo de

magnetizagao.
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Na Figura 8, entende-se que um N isolado representa um dominio com o polo norte
apontado para fora da pagina, um S isolado representa um poélo sul apontado para fora da
pagina. Se aplicarmos um campo magnético paralelo, e se o cristal for colocado neste local,
os dominios com polaridade oposta ou perpendicular ao campo tornam-se instaveis e alguns
deles podem girar para que tenham o mesmo sentido do campo. Com o aumento adicional
do campo, mais dominios se modificam, individualmente, até que todos estejam no mesmo
sentido, quando ¢ entdo atingida a saturacdo magnética. A Figura 9 ilustra a condigdo de
saturagdo magnética ap6s um cristal ter sido saturado devido a influéncia de um campo

magnético externo.

s —> W S —> W s —> H S —> H
S —> H s —> H S —> H S —> H
5 —> H 5 —> H S —> H s —> H
s —> W s —> W 5 —> N s —> W

Figura 9: Condig8o ap6s o cristal ter sido saturado por um campo magnético dirigido para a direita.

O cristal esta sendo magnetizado a0 maximo, se a maioria dos dominios mantiverem
seus sentidos, depois que o campo aplicado for removido, dizemos que o conjunto esta
magnetizado permanentemente. Para o cristal voltar ao estado original de desmagnetizagdo
basta aplicar sobre este uma fonte de calor ou choques mecanicos. Na verdade, se a
temperatura for aumentada suficientemente, os dominios se desmagnetizam e desaparece o

ferromagnetismo, ¢ o que chamamos de temperatuta de Curie.
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Suponhamos uma barra qualquer de ferro longa e que todos os imas atdomicos
estejam distribuidos uniformemente por toda a barra e que estes estejam orientados na
mesma diregdo. A Figura 10 ilustra a distribui¢do dos polos magnéticos em uma barra

magnetizada [12].

Eixo da barra |:c S||:\: 5||:‘ S||3 3||3‘_ 3||3" S'||‘\‘T 5|
a barra s ii

[¥ 5] _s|[w _s|[w _s]|[w s|[w _s|[w s|]|— -
e | EAE A E A E IR S E

Figura 10: Barra magnetizada com dipolos magnéticos elementares.

Esta situacdo apresentada pode ser descrita como uma magnetizagao uniforme, pois
os efeitos dos dipolos magnéticos pode ser convenientemente descrito pelo conceito de
magnetizagdo descrito acima.

Na pesquisa basica um dos topicos fundamentais ¢ a origem do magnetismo tanto
em materiais isolantes quanto em metalicos. Isto envolve dois aspectos importantes: a
natureza dos momentos magnéticos microscopicos € a natureza das interagdes existentes
entre eles. Os momentos t€ém a sua origem nas estruturas eletronica dos atomos ou ions que
constituem o material [12]. Consideracdes da estrutura eletronica estabelecem o mecanismo
de interag@o entre os momentos magnéticos. Quando a interagdo ¢ forte o suficiente para se
sobrepor a agitacdo térmica, os momentos magnéticos tendem a ficar alinhados
coletivamente resultando numa magnetizagio. E esta magnetizagdo que determina a
resposta macroscopica do material quando esta submetida a campos externos. Por outro

lado, se a temperatura ¢ aumentada, a desordem térmica aumenta € a magnetiza¢ao diminui,
tendendo bruscamente a zero numa temperatura e transicao 7c. A Figura 11 [12], apresenta
o comportamento tipico da magnetizagdo M em fungdo da temperatura 7' de um material
magnético. Quando a temperatura ultrapassa o valor de 7c, o sistema passa da fase
ordenada (momentos magnéticos alinhados) para a fase paramagnética, sofrendo assim uma

transi¢ao de fase.
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Figura 11: Variagcdo da magnetizacdo com a temperatura [12].

A curva de magnetizagdo inicial pode ser dividida em dua segdes: (1) a segdo
ingreme e (2) a se¢do plana, estando o ponto de divisdao fixado P na parte superior da parte
ingreme. A se¢do ingreme corresponde a condigao de facil magnetizagdo, enquanto a se¢ao
plana corresponde a condicao de dificil magnetizacdo, a Figura 12 [12] ilustra as regides de

facil e dificil magnetizagao da curva de magnetizagao inicial.

B
Magnetizagio Facil | Magnetizagiio Dificil
T

o

Figura 12: Regides de magnetizacdo facil e dificil da curva de magnetizagao inicial [12].

A regido de facil magnetizagdo ou deslocamento reversivel permite ao material
exposto retornar a condi¢do original se invertermos o campo e o reduzirmos a zero, sendo

que neste regido, os dominios tornam-se instaveis e giram rapidamente para um outro
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sentido de facil magnetizacdo, na mesma dire¢gdo do campo ou bem proximo a este. Esta
condigdo corresponde a grosso modo, ao ponto P esquematizado acima.

Hé também a regido de deslocamentos irreversiveis, sendo aquela que depois de
ultrapassado o ponto P ndo ¢ mais possivel o retorno. Uma vez que o material esta
magneticamente saturado e invertermos ou reduzirmos o campo a zero ndo se pode originar
a curva inicial. Este aumento de magnetizacdo ¢ mais dificil e podem ser necessarios
campos intensos para atingir a saturagdo, ao qual todos os dominios presentes estdo
paralelos ao campo, isso explica o achatamento da curva de magnetizacao na parte superior.

Quando uma amostra ferromagnética inicialmente desmagnetizada é submetida a
um campo magnético externo com intensidade crescente, sua magnetizacdo, medida na
direcdo do campo, ird aumentar até alcancar um valor de saturagdo, a partir do qual um
aumento no campo externo nao produz qualquer variagdo significativa da magnetizagao.

Baseado na comprovada hipersensibilidade das células tumorais ao aquecimento, a
técnica da hipertermia magnética esta relacionado com a dissipagdo de energia quando um
material ferromagnético ¢ submetido a um campo externo variavel no tempo. Tem por
objetivo a destruicdo de uma célula viva pela dissolugao dos elementos que a compdem dos
tecidos tumorais através da hipertermia local, via aplicacdo remota de um campo magnético
alternado sobre monodominios magnéticos previamente ligados a células cancerigenas. Os
efeitos de aquecimento podem ser obtidos sob campos magnéticos alternados através de
perdas magnéticas, ou perdas de Néel, ou em dissipacdo da energia durante a rotagdo da
particula no liquido, ou perdas de Brown.

Assim, a hipertermia deixou de ser uma simples op¢ao na construgdo de argumentos
concretos no combate as células cancerigenas e se inseriu como uma das promessas de
estudo, conciliada as técnicas da quimioterapia ou da radioterapia. Aparece entdo uma nova
estratégia nas ciéncias biomédicas para o mapeamento do cancer: a elevacao da temperatura
corporal local da célula danificada com o auxilio de materiais magnéticos biocompativeis
cujas aplicacdes estdo em fase de expansdes significativas.

Desde 1860 a técnica da hipertermia tem sido utilizada como uma nova modalidade

terap€utica para o tratamento de tumores. Consiste basicamente na elevacao da temperatura
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corporal, fato este notado que sarcomas regrediam apds quadros febris prolongados. O real
funcionamento desta técnica ainda ¢ desconhecido, estudos na 4rea mostram que ¢ uma
técnica promissora, mas ¢ sabido que quando a temperatura ultrapassa 41° C as enzimas
sofrem desnaturagdo, ou seja, perdem suas funcdes e as mitocondrias sdo comprometidas,
as membranas celulares desestabilizam-se e os meios metabolicos que sdo dependentes do
oxigénio sdo alterados simultaneamente com a taxa de morbidade e mortalidade celular.

Quando realizada em conjunto com a quimioterapia ou radioterapia, a técnica da
hipertermia se torna muito util, ja que a maior sensibilidade das células hipoxicas
(resistentes a radiagdo e com grande capacidade de sobreviver longe do suprimento
sanguineo), a termosensibilidade das células tumorais devido ao baixo pH e o fluxo
reduzido de sangue nas células tumorais sdo complementos que auxiliam o processo.

Uma das limitacdes da técnica consiste na produgdo de fontes de campo magnético
oscilante, sendo feita com radiag@o eletromagnética de alta frequéncia de 300 a 2450MHz,
baixa frequéncia de 0,1 a 27 MHz, ultra-som (frequéncia superior a que o ouvido humano
pode perceber) de 0,3 a 3MHz, e lasers (um dispositivo que produz radiagdao
eletromagnética com caracteristicas muito especiais, ela ¢ monocromatica, possui
frequéncia muito bem definida e coerente, possui relacdes de fase bem definidas, além de

ser colimada, propaga-se como um feixe), na regido do infravermelho.

2.3. Pontos Quéanticos e Rodaminas como Marcadores Fotonicos de Tumores

Os avangos em nanotecnologia levaram ao desenvolvimento de um novo campo de
pesquisa, a nanomedicina, que visa estudar a aplicagao de nanomateriais para diagndstico e
terapia de algumas condigdes patoldgicas. As nanoparticulas devido a propriedades como
pequena dimensdo, flexibilidade, estabilidade mecanica, inércia quimica, condutividade
elétrica e associacdo com compostos bioldgicos, sdo extremamente atrativas para a
bioengenharia. Embora pouco se saiba sobre sua agdo nos sistemas bioldgicos in vivo €
reconhecido mundialmente que a nanoparticulas apresentam um vasto potencial de uso na
biologia e na medicina tais como carreadores de genes e farmacos, filtros bacterianos ou

como marcadores tumorais na terapia e diagnostico do cancer.
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Por definicdo, marcadores sdo substancias que emitem um sinal fisico de
intensidade proporcional a sua quantidade. Dentre as classes de marcadores existentes
nosso principal interesse esta voltado para os pontos quanticos e substancias fluorescentes,
principalmente moléculas organicas como as rodaminas.

Os pontos quanticos (semicondutores - ZnS) surgiram nas trés ultimas décadas
como um mecanismo de suporte a biotecnologia por causa de seu potencial para apoiar o
desenvolvimento de novos dispositivos eletronicos e opticos. Tais semicondutores possuem
como base de aplicagdo a luminescéncia, propriedades caracteristicas dos elementos do
grupo II e do grupo VI (por exemplo, ZnS, CdS, CdSe) e tem despertado interesses de
cientistas e engenheiros devido as suas propriedades eletroopticas. Os pontos quanticos
(PQ’s) contém algumas centenas de atomos e emite apenas um comprimento de onda da luz
quando esté excitado. A cor emitida ¢ determinada pelo tamanho das nanoparticulas.

A Figura 13 ilustra um diagrama de niveis de energia onde sdo apresentados o

mecanismo de luminescéncia de nanoparticulas de ZnS.

Banda de Conducio

s _ Vi----
hvs 1 hv,
Banda de Valéncia

Figura 13: Mecanismo de luminescéncia da nanoparticulas de ZnS [1].

A banda de valéncia consiste basicamente de orbitais de &tomos de enxofre e zinco
hibridizados s-p, enquanto que a banda de condugao ¢ principalmente a estados s-p de ZnS.
E sabido que as caracteristicas de luminescéncia das impurezas de ZnS sdo dependentes do
tamanho dos nanocristais, bem como da composi¢ao quimica do agente de doping. Neste
sentido, quando o sulfeto de zinco ¢ ativado com cobre dopado, uma emissao de luz verde

(k=520 nm) ¢ induzida, fato este que prova a conveniéncia em usar o ZnS:Cu.
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A desvantagem na preparacao de nanocristais de ZnS:Cu ¢ a sua ma distribuicao no
tamanho das nanoparticulas, a agregacao de nanocristais e o tratamento térmico ou de alta
pressdao nas condi¢des de sintese, o que torna o processo de elaboragdo mais complexo.
Uma rota promissora para a produgdo de nanocristais de ZnS:Cu pode ser a utilizagdo de
precursores poliméricos para inibir a formagdo de aglomerados e uma melhor
homogeneidade na composi¢ao do p6d de ZnS.

As nanoesferas de ZnS foram sintetizadas no intuito de avaliar sua atuac¢ao no tecido
lesionado e o estudo de possiveis formas de tratamento do local. Os avancgos obtidos em
nosso trabalho t€ém mostrado que esses semicondutores (pontos quanticos) podem ser
covalentemente ligados a moléculas de peptideos, anticorpos, acidos nucléicos ou pequenas
moléculas ligantes a serem utilizadas como marcadores bioldgicos. Em uma anélise
aprofundada, afirmamos que os PQ’s de alta qualidade também podem ser usados para a
codificagdo otica e aplicacdes diversas devido a seus perfis de espectros de emissao
simétrica.

Quanto aos marcadores fluorescentes organicos, 0s compostos mais populares sao
derivados das rodaminas, a exemplo do e isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC),

conforme Figura 14 abaixo:

Figura 14: Isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC).
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A incorporacdo do composto TRITC nas nanoesferas magnéticas podera permitir o
mapeamento destes materiais na regido tumoral, devido ao seu alto rendimento quantico de
emissao.

Na absor¢do de radiagao eletromagnética (UV-Visivel), as moléculas sdo elevadas a
um estado eletronico excitado (S; ou S,). A maioria das moléculas dissipa este excesso de
energia na forma de calor pela colisdo com outras moléculas. Mas algumas emitem parte
deste excesso energético como luz em um comprimento de onda diferente daquele
correspondente a radiagdo absorvida. Quando a luz emitida pelo decaimento para o estado
eletronico fundamental (S)) é proveniente de uma transicao entre estados eletronicos de
mesma multiplicidade (S, para Sy), ou seja, permitidas pela regra da conservacao do spin,
tem se o fenomeno da fluorescéncia. As etapas que levam a fluorescéncia podem ser

entendidas pelo diagrama de Jablonski [13] conforme ¢ ilustrado na Figura 15.
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Figura 15: Diagrama de Jablonski. Os estados eletronicos fundamental, primeiro e segundo estados

excitados sdo representados por S, S; € S,, respectivamente [14].
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Durante o tempo de vida do estado excitado, porém, uma variedade de interagdes
quimicas e fisicas pode ocorrer antes da emissdo, alterando as caracteristicas espectrais do
composto fluorescente. Sao estas alteragdes que tém distinguido a fluorescéncia dentre as
técnicas Opticas de investigagdo de microambientes, de estudo das interagdes
intermoleculares em fase liquida e para determinagdo experimental da polaridade de
solventes [14].

O solvente pode ter interagdes diferentes com o soluto no estado fundamental (Sy) e
nos estados excitados (S’; e S;). Isso porque o tempo necessario para uma molécula adquirir
um estado eletrénico excitado (cerca de 107 s) é muito menor do que o tempo necessério
para realizar vibragdes ou rotagdes (cerca de 10" a 10™'? s) — principio de Franck-Condon.

Como as moléculas do solvente ndo tém tempo suficiente para se reorganizarem
durante a transicdo, a absor¢do ocorre em um ambiente caracteristico do soluto solvatado
no estado fundamental (S”). Antes da emissio de fluorescéncia ocorrer, porém, se o tempo
de vida da molécula excitada do soluto ¢ grande o bastante, as moléculas do solvente se
reorganizam e este novo ambiente (S') ¢ preservado na transi¢io radioativa (S! para S”).
Por analogia, ap6s a emissdo, existe um estado fundamental de Franck-Condon (S™) que
persiste brevemente até as moléculas do solvente voltar a se reorganizar ao estado
fundamental original (S”). E a solvatacio diferencial o fator responsavel pela influéncia do
solvente, bem como, de agregados micelares sobre o espectro de emissdo de fluorescéncia

das nanoesferas [14].

2.4 - Polimeros Epoxidicos DGEBA como Sistemas Transportadores de Particulas
Magnéticas
As resinas epoxidicas constituem uma das mais importantes classes de polimeros
termorrigidos utilizados como matrizes em compdsitos e recobrimentos. Estes materiais
apresentam dureza, resisténcia quimica, baixa contragdo, assim como excelente adesao,
como resultado da natureza estrutural dos mondmeros que formam a rede tridimensional.

Estes materiais apresentam grandes potencialidades para serem utilizados em aplicacdes
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biomédicas, possuindo biocompatibilidade adequada com o tecido exposto, estabilidade
dimensional e propriedades mecanicas adequadas.

Alguns polimeros formulados com resina do tipo éter diglicidilico do bisfenol A
(DGEBA) tem sido utilizados para preparar compositos reforcados para aplicagdes nas
areas biomédicas, sendo também um sistema util em nosso trabalho na rede oncologica.
Entretanto, numerosos estudos relacionados as propriedades de biocompatibilidade de
diferentes mondmeros epoxidicos e alguns poucos polimeros t€ém sido divulgados na
literatura. Contudo, trabalhos nao envolvem estudos relacionados com polimeros
epoxidicos formulados utilizando co-mondémeros do tipo poliaminas alifaticas e sua
interagdo com o sangue [15].

Esta bem estabelecido na literatura que o desempenho de uma prétese polimérica ¢é
prejudicado pela coagulagdo sanguinea, provocada pelo contato do sangue com a superficie
do material implantado. O controle da coagulacdo sanguinea e de inflamag¢des induzidas
pela superficie do polimero pode ser controlado localmente [15].

O objetivo deste foi avaliar os danos celulares ndo especificos (citotoxicidade) de
nanoesferas magnéticas usando a resina liquida do tipo éter diglicidilico do bisfenol-A com
o agente de cura DETA. Para isso, foram utilizadas culturas de células de mamiferos
(ovario de hamster chinés — CHO) e ensaios de biocompatibilidade com o sangue. O
trabalho visa o desenvolvimento de novos materiais a base de sistema epoxidico para ser
utilizados na preparagdo de magnetonanoesferas.

Estas resinas epoxidicas sdo amplamente utilizadas no comércio devido a
diversidade de propriedades que podem apresentar em virtude da selecdo adequada dos
reagentes e processos de cura. Dentre as caracteristicas mais interessantes estdo: inércia
quimica e biologica, boas propriedades adesivas e elétricas bem como estabilidade
estrutural e baixa permeabilidade [16]. As propriedades desejaveis destas resinas
normalmente aparecem apos a cura, sendo que estas podem modificar-se por consequéncia
do transporte, armazenamento e utilizagdo destes materiais. As etapas de cura transformam
os reagentes epoxidicos de baixa massa molar em um material altamente reticulado com

estrutura tridimensional, a qual envolve segmentos da resina e do agente de cura (ou
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endurecedor). Uma das aplicacdes industriais do diglicidil éter do bisfenol-A (DGEBA)
curado ¢ no processo de encapsulagdo, um método que visa, principalmente, manter altos
niveis de isolamento elétrico entre condutores, conecgdes, componentes € outras partes
elétricas bem como estabilidade estrutural. A Figura 16 ilustra a estrutura molecular do

polimero DGEBA utilizado nesse trabalho.
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Figura 16: Estrutura quimica do reagente DGEBA [1].

A Figura 15 ilustra um polimero epdxi antes de ser reticulado podendo, dependendo
do valor de n, ser liquida a até s6lida sendo que a viscosidade aumenta conforme aumenta
n. Com n < 1 o polimero sera liquido e n > 1 o polimero serd semi-sélido solido. Os
polimeros epoxidicos podem ser classificados através do EEW (equivalent epoxy weight)
ou seu peso equivalente em epoxi. Os polimeros liquidos possuem EEW até 229, os semi-
solidos de 230 a 459 e as solidas acima de 460 podendo chegar a até 5000. O EEW ¢
utilizado para célculo estequiométrico de propor¢ao entre resina e endurecedor (agente de
reticulacdo). O célculo do EEW ¢ simplesmente o peso molecular do polimero dividido
pelo numero de anéis epoxidicos.

Os polimeros epoxidicos podem sofrer reticulagdo com varios agentes de cura,

também chamados de endurecedores, inclusive com acidos de Lewis. Os principais agentes
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de reticulagdo sdo aminas alifaticas; aminas ciclo alifaticas e aminas aromadticas; entre
outras.

Os grupamentos quimicos amina primaria (-NH;) dos endurecedores sdo capazes de
reagir com dois grupos epoxidicos, uma vez que apresenta dois atomos de hidrogénio ativos
ligados ao nitrogénio. Por outro lado, a reatividade dos atomos de hidrogénio, nas formas
de amina primaria (-NH;) e amina secundaria (-NH-), tendem a ser diferentes. Portanto, os
atomos de hidrogénio dos grupos amino participam sucessivamente da reagao de adigdo
entre o grupo epoxidico e o grupo amina [17]. A Tabela 2 resume algumas das estruturas

de aminas utilizadas na obtencao de polimeros epoxidicos DGEBA reticulados.
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Tabela 2: Algumas aminas utilizadas na reticulagdo de polimeros epoxidicos do tipo DGEBA.

Estrutura

Nome

Alifiticas

dietilenotriamina (DETA)

trietilenotetramina (TETA)

poli{oxipropilenodiamina)

Ciclo alifiticas

NH
NH
H,
NH;
/N :
HN,  N-/” N
/

isoforonadiamina (IPDA)

|, 2-diaminociclohexano (DAC)

N, aminoetilpiperazina (AEP)

Aromaiticas

NH:

4 4" -diammodifenilmetano (DDM)

4.4 diaminodifenilsulfono (DDS)

m-fenilenodiamina

O mecanismo de reacao do sistema entre o grupo epoxi de um polimero epoxidico

do tipo éter diglicidilico de bisfenol A (DGEBA) e diaminas tem sido extensivamente

estudado por diferentes grupos de pesquisadores sendo o mecanismo reacional bem

conhecido na literatura [18-19]. O Esquema 1 ilustra os mecanismos de reagao.
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Esquema 1: Mecanismo da reacao de cura de um polimero epoxidico por uma amina.

A reacdo de cura pode ser caracterizada pela gelificagdo e a vitrificacdo. Enquanto,
por um lado, a gelificacdo ocorre quando o grau de reticulacdo alcanga um determinado
valor, dependendo da funcionalidade, da estequiometria e da reatividade entre os grupos
funcionais, por outro lado a vitrificacdo ocorre quando a temperatura de cura ¢ inferior a
temperatura vitrea 7g maxima do sistema totalmente curado. Ou seja, durante a cura
isotérmica, a medida que aumenta a temperatura de reticulagdo, aumenta a 7g até igualar-se
a temperatura de cura, e a partir deste instante a 7g aumenta lentamente ja que o composto

se encontra em estado vitreo [20-21].
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OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese e a caracterizagdo de nanoesferas
com propriedades magneto-Oticamente ativas e o estudo de suas potencialidades para
aplicagdes na medicina, em particular no tratamento e diagndstico do cancer.

O desenvolvimento do trabalho envolve os seguintes objetivos especificos:

e Sintese da ceramica YFeAl com estequiometria controlada.

e Preparo do ponto quantico de ZnS utilizando o método poliol.

e Encapsulamento das particulas de YFeAl, ZnS e RhB com a resina epoxidica do
éter diglicidico do Bisfenol A (DGEBA) utilizando técnicas de polimerizagdo em
fase heterogénea.

e C(aracterizagdo da ceramica de YFeAl quanto a sua fase cristalina através da
difracdo de raios X.

e C(aracterizagdo das nanoparticulas de ZnS utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia.

e (aracterizagdo das nanoparticulas de YFeAl, ZnS e das nanoesferas obtidas quanto
a distribuicdo de tamanhos utilizando a microscopia eletronica de varredura e de
transmissao.

e Analise da biocompatibilidade das nanoesferas DGEBA/YFeAl, DGEBA/ZnS,
DGEBA/YFeAl/ZnS, DGEBA/Rh e DGEBA/YFeAl/Rh.
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MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese e Caracterizacido de Nanoparticulas de YFeAl

Ceramicas com diferentes concentracdes molares de seus componentes (YFeAl)
foram obtidas pelo método via umida em reator de trés bocas equipado com condensador de
refluxo (Figura 1) a partir de solugdes precursoras dos cloretos de ferro (FeCl,), itrio (YCls)
e aluminio (AICl;). Aluminio, ferro e itrio foram precipitados em condigdes otimizadas
para a obtengdo de pos precursores da ceramica a base YFeAl. A solugdo precursora foi
gotejada em solug@o de hidroxido de amonio contendo um agente tensoativo (tween 80),
num volume previamente calculado obedecendo a relagdo otimizada de [OH]/[C]T] igual a
4,4. A solugao amoniacal foi vigorosamente agitada (2.000 rpm) durante todo o processo de
precipitacdo. O coprecipitado obtido (hidroxidos de itrio, ferro e aluminio) foi separado por
filtragdo a vacuo, lavado com agua destilada para eliminagdo de ions cloreto até que o teste
com cloreto de prata ndo indicasse mais a presenca do ion cloreto. Apds a lavagem com
agua destilada e deionizada, o precipitado foi lavado com alcool etilico, separado por
filtrag@o a vacuo, seco em estufa e calcinado em forno tubular com aquecimento resistivo e
atmosfera inerte (N;) a 500 °C. A Figura 2 ilustra o ciclo de temperatura utilizado na

calcinagao dos pds de YFeAl obtidos.
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Figura 1: Ilustrago do tipo de reator e forno tubular utilizados na sintese das nanoparticulas de YFeAl.

A Figura 2 ilustra os p6s produzidos e que foram caracterizados quanto ao tamanho,

distribuicao granulométrica por difracdo a laser e a cristalinidade determinada por DRX.
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Figura 2: Ciclo de temperatura utilizado na calcinag@o dos pos de YFeAl.

O primeiro tratamento, a 450°C, foi efetuado para pirdlise dos compostos organicos
presentes no pos de YFeAl (Tween 80), dai o motivo de ter-se utilizado uma baixa
velocidade aquecimento (1°C/min). O segundo tratamento, a 500°C, objetivou o término da
pirdlise e a cristalizagdo do YFeAl, por esta razdo, a velocidade de aquecimento foi maior

(5°C/min). O po resultante foi desaglomerado com pistilo e almofariz de 4gata.
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O p6é ceramico de YFeAl foi caracterizado por difratometria de raios X e
microscopia eletronica de transmissdo. O difratometro utilizado neste trabalho foi o
Shimadzu modelo XRD 6000. As analises foram realizadas com radiagdo monocromatica
de Cu-Ka (1.5406 A) numa tensdo de 40 kV e 40 mA, varredura sincronizada com o passo
de 0,05° no intervalo 20 de 20 a 80° e exposi¢do de 5 min com 1° e 0,3° para a fenda
incidente, divergente e programdvel, respectivamente. As amostras na forma de p6 foram

depositadas em um substrato de vidro. A Figura 3 ilustra o goniometro utilizado.
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Figura 3: Goniometro utilizado na caracterizacdo da estrutura cristalina dos pds cerdmicos de YFeAl.

As imagens de microscopia de Microscopia Eletronica de Transmissao de alta
resolugdo (HRTEM) foram obtidas utilizando um microscopio Philips CM200, operando a
200kV (Figura 4). As amostras foram colocadas na forma de po6s e dispersas em agua
deionizada pelo processo ultrasdnico. As amostras foram preparadas pela deposigao de 10
pL da suspensdo sobre telas de cobre com filme de carbono amorfo previamente preparadas
para a uma grade de cobre coberta com carbono. O excesso de liquido foi secado ao ar

antes da obten¢do da imagem.
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Figura 4: Microscopio eletronico de transmissdo de alta resolucdo Phillips CM200, utilizado nesse trabalho.

4.2, Sintese e Caracteriza¢ao de Nanocristais de ZnS

Para a sintese de nanoparticulas de ZnS, uma mistura estequiométrica de Zn
metalico de tamanho micrométrico (Aldrich) e enxofre em po6 (S) na proporcao 2:1 foram
introduzidos em um reator de ago inoxidavel a temperatura de 25 °C. O reator foi purgado
com N; por 1 hora e em seguida a temperatura foi elevada a 700 °C na velocidade de
aquecimento de 20 °C.min™". A temperatura de 700 °C foi mantida por 1 h e em seguida o
sistema foi resfriado até a temperatura ambiente na velocidade de resfriamento de 5 °C.min°
' O rendimento da reacdo foi de aproximadamente 90% quanto a obtengdo de ZnS. A

Figura 5 ilustra o modelo de reator utilizado na sintese das nanoparticulas de ZnS.

98



Figura 5: Ilustracdo do modelo de reator utilizado na sintese de nanoparticulas de ZnS.

As nanoparticulas de ZnS foram caracterizadas por difratometria de raios X
(difratometro Shimadzu modelo XRD 6000) e microscopia eletronica de transmissao

(microscopio Philips CM200) de acordo com as metodologias ja citadas anteriormente.

4.3. Encapsulamento das Nanoparticulas de YFeAl -ZnS e YFeAl-Rh com DGEBA

As microesferas de DGEBA contendo as particulas ferromagnéticas de YFeAl, os
pontos quanticos de ZnS e o marcador fluorescente rodamina (Rh) foram obtidas pela
técnica de micelas reversas, iniciada a partir da reagdo entre o grupo epoxidico do DGEBA
e um agente iniciador, dietilenotetramina (DETA) também denominado de agente

reticulante.
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As micelas reversas foram preparadas por adicdo de quantidade de tampao fosfato
pH 7,0 (PBS, 0,05 mol.L™") contendo DETA (1,0 mol.L™"). A quantidade de PBS foi o
suficiente para atingir o teor de agua desejado dentro da micela, expresso pelo pardmetro
W, (W,=[H,0]/[AOT]), nesse trabalho Wo ¢ igual a 10. Em seguida foi adicionado 5 mL
de uma solugdo de bis 2 etil, hexil sulfosuccinato de sédio, 0,1 mol.L"" em hexano (AOT)
(9:1 v/v), agitando-se em vortex até que a solucdo estivesse translicida. Foi adicionado em
seguida a solugdo micelar as nanoparticulas de YFeAl (3,0g) e/ou ZnS (0,1 g). A solucao
foi mantida sob agitacdo constante a 1500 rpm para incorporagdo das nanoparticulas na
solucdo micelar.

Uma segunda fase orgénica foi preparada pela mistura de DGEBA (0,085 mol de
grupos epoxidicos), polietileno glicol de massa molar 400 g.mol™ (0,05 mol, PEG 400) ¢
1,5.10” mol de N,N-dimetilbenzilamina (DMBA). A razio DGEBA/PEG foi escolhida para
garantir um leve excesso de grupos hidroxilicos do PEG (0,10 mol de ‘OH) em relacdo ao
numero de grupos epoxidicos (0,085 mol).

As reagodes de encapsulamento foram conduzidas em reator de vidro, de 500mL de
capacidade (Figura 6), provido de refluxo empregando-se a polimerizagdo em batelada. A
fase organica contendo DGEBA e as nanoparticulas foi gotejada na velocidade de 1
mL.min"" sob agitagdo de 1500 rpm. Apds esse tempo, a mistura reacional, sob agita¢io de
800 rpm, foi aquecida a 50°C por 24 horas. Ao término da reagdo, as microesferas foram
lavadas exaustivamente com agua destilada e, com etanol para obtencdo de nanoesferas
livres de impurezas. Em seguida, as nanoesferas foram secas em estufa sob vacuo a 50 °C
por 72 horas.

As nanoesferas foram caracterizadas quanto ao didmetro médio de particulas,
distribuicao de tamanhos de particulas em um equipamento Malvern Nano ZS (Figura 6)
com leitor a laser He-Ne de 632.8 nm operando com um angulo de 90° e temperatura
ambiente (25 °C). As amostras foram diluidas 500 vezes em agua purificada por osmose
reversa (sistema Milli-Q®). As medidas foram realizadas & temperatura ambiente (25 °C). A
aparelhagem consistiu em uma fonte de luz (laser He-Ne com A de 632,8 nm). As medidas

foram obtidas pela observagao do espalhamento de luz no angulo fixo de 90°. equipamento
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¢ capaz de medir tamanhos que variam de 0,6 nm a 6 um e ¢ acoplado a um software, que
permite calcular o diametro médio das particulas, o grafico de distribui¢do de tamanho e o

indice de polidispersao.

Figura 6: Ilustracao do equipamento Malvern nano ZS para determinacdo do didmetro das nanoparticulas

DGEBA/YFeAl e DGEBA/YFeAl/ZnS e DGEBA/YFeAl/Rh.

A morfologia das nanoesferas foi estudada através da microscopia eletronica de

varredura (MEV, Shimadzu SS550) e microscopia eletronica de transmissdao (MET).

4.4. Determinacio do Potencial Zeta das Nanoesferas Obtidas

O potencial zeta foi determinado a partir da mobilidade eletroforética por
Anemometria Laser Doppler num campo elétrico de 150 V/cm. As medidas foram
realizadas em um equipamento Nanosizer/Zetasizer® Nano-ZS Modelo ZEN 3600
(Malvern Instruments - USA) utilizando a teoria de O''Brien ¢ White [1]. Para a
determinacdo do potencial zeta, as microesferas foram suspensas em uma solugdo tampao

fosfato-salina (PBS-NaCl), I mm, pH 7.4 e as medidas analisadas em triplicata.
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Também, utilizamos a Anemometria Laser Doppler para determinar a velocidade de
fluxo de escoamento das nanoesferas num fluido. A observagdo das particulas em
suspensao num fluido transforma o problema de medi¢do de velocidade de um fluido em
um problema de medi¢do de velocidade de um corpo solido. Todos os métodos existentes
utilizam a ndo homogeneidade que a particula introduz no meio fluido. Esta perturbacao
pode ser percebida através de meios apropriados. O anemdmetro a raio laser, com uma
montagem Optica adequada, cria um sistema de franjas de interferéncias capaz de perceber
o deslocamento das particulas s6lidas. As particulas que atravessam estas franjas luminosas
emitem uma onda de difusdo modulada em amplitude. O periodo desta modulacao permite
a determinacdo da velocidade.

O efeito Doppler é um fenomeno que se traduz, em Optica por uma mudanca de
frequéncia da onda difundida por uma particula em movimento. Esta mudanca ¢
proporcional a velocidade da particula. Em valor relativo ela ¢ bem pequena, mas pode ser
medida através da comparacdo do raio difundido pela particula com o raio inicial. A

medi¢ao de frequéncia Doppler conduz assim ao valor da velocidade.

4.5. Ensaio da Biocompatibilidade

4.5.1. Ensaio de Citotoxicidade com Células de Mamiferos

O ensaio de citotoxicidade foi efetuado no Centro de Biotecnologia do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) sob a coordenagdo da Dra Olga Zazuco Higa. O
extrato do biomaterial foi preparado de acordo com a ISSO 10993-5, que preconiza uma
razao entre a area da superficie e o volume do veiculo de extragdo no intervalo de 0,5 a 6,0
cm’/mL. Amostras de 4 cm® foram esterilizadas por autoclavagem a 120° C por 20 min e
entdo 4 mL de RPMI 1640 foram adicionados e incubados a 37°C por 48h. O extrato obtido
foi empregado no teste de citotoxicidade com uma cultura de células de ovario hamster

chinés (CHO K1).
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As células CHO foram cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibiotico (penicilina/estreptomicina). Uma microplaca de cultura
celular com 96 pogos foi preparada com diluigdes crescentes (100, 50, 25, 12,5 e 6,25%) do
extrato do biomaterial (50 uL/poco, 4 pogos/cada diluicdo). Em seguida, 50 uL da
suspensdo celular (3000 células) foram dispensadas nos pogos. Colunas de controle de
quatro pocos foram preparadas com o meio sem células (branco) e meio mais células
(controle negativo). A microplaca foi incubada sob atmosfera imida de 5% de CO,. Apos
72h, 20 uL de uma mistura (20:1) de 0,2% de MTS e 0,09% de PMS em PBS (solugdo
tamponada de fosfato) foi adicionada aos pogos e deixada por 2h. A incorporagdo do
corante foi medida pela leitura de absorbancia a 490 nm em leitor de microplacas contra a
coluna do branco. O indice de citotoxicidade (IC50%) foi estimado por interpolagdo, como
a concentragdo do extrato que resulta em 50% de inibicdo da absor¢do de MTS, apos a
construgdo de um grafico com a média de porcentagem de células vivas contra a
concentracdo do extrato (%). Paralelamente ao ensaio, uma solu¢do de fenol 0,3% e o

polimero PEAD foram usados, respectivamente, como controles positivos e negativos.

4.5.2. Teste de Hemocompatibilidade pela Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica das nanoparticulas DGEBA/YFeAl, DGEBA/YFeAl/ZnS e
DGEBA/YFeAl/Rh foi testada contra eritrécitos humanos. O sangue foi coletado na
presenca de tampao citrato (150 mM; pH 7,4) foi centrifugado por 15 min a 700xg, lavado
trés vezes e ressuspendido em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM,
KH,PO4 1,76 mM; pH 7,4). Uma suspensao das nanoesferas de 100 pL foi testada em
triplicata. Apos incubagdo da suspensdo de nanoparticulas a 37 °C com uma solugdo a 4%
(v/v) de eritrocitos em PBS o sistema foi centrifugado por 5 min a 700 xg, aliquotas do
sobrenadante foram usadas para a medida da absorvancia a um comprimento de onda de
414 nm em um espectrofotometro Cary 50 (Varian). As medidas de absorvancia do
sobrenadante para 0 ¢ 100% de hemolise foram obtidas com 100 puL da solugdo de
hemacias a 4% em PBS e Triton X-100 a 01,% (v/v) respectivamente. O percentual (%) de

hemolise foi calculado de acordo com a expressao:
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% Hemor Iise — AbS414nm SuspensdocomNanoparticulas ~ AbS4l4nmemPBS .X'l 0 0 (1 )

Abs4l4emTrit(mO,l% - Abs414nmemPBS

Utilizou-se o comprimento de onda de 414 nm uma vez que esse valor representa o
maximo de absorvancia da solugdo apds o rompimento dos eritrocitos em Triton 0,1%,
sendo similar, portanto; a0 maximo de absor¢do da cadeia oxigenada da hemoglobina em

solucdo segundo dados da literatura [4].

4.5.3. Adsorcao Protéica

Neste trabalho foram selecionadas duas proteinas, albumina humana (HSA) e
fibrinogénio humano (HFb). A albumina humana resulta uma proteina predominante no
sangue, excedendo em abundancia com o resto das proteinas do plasma [5]. Solugdes de 10
mg.mL" de HSA (Aldrich 99% de pureza) e | mg.mL" de HFb (Aldrich 99% de pureza)
foram preparadas separadamente em solu¢do aquosa a pH 7,2 e forca ionica de 0,01 M
(PBS). As amostras das nanoesferas foram colocadas em tubos de Teflon® com um volume
de solugdo (PBS) de 6 mL durante 2 horas a 37 °C. A quantidade de proteina adsorvida foi
determinada espectroscopicamente usando um espectrofotometro UV/VIS (Cary 50,
Varian) pela diferenca entre a concentracdo de HSA e HFb antes e depois do contato com
os polimeros. A concentracdo protéica foi avaliada de acordo com o método de Bradford
[5]. O método de Bradford ¢ uma técnica para a determinag@o de proteinas totais que utiliza
o corante de “Coomassie brilliant blue” G-250. Este método ¢ baseado na interagdo entre o
corante ¢ macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas
ou aromaticas. A interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante G-250
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica, que absorve

fortemente em 595 nm.
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5

FUNDAMENTOS DAS TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O microscopio eletronico de varredura € um tipo de microscopio eletronico capaz de
produzir imagens de alta resolugao da superficie de uma amostra. Devido a maneira com
que as imagens sdo criadas, imagens do MEV tem uma aparéncia tridimencional
caracteristica e sdo uteis para avaliar a estrutura superficial de uma dada amostra. A Figura

1 éum MEV.

Figura 1: Microscopio Eletronico de Varredura — com a camara de amostras aberta.

O MEV ¢ composto por uma coluna eletro-Optica, junto com a eletrdnica associada,
por um sistema de vacuo incluindo a camara e o porta amostra. O principio basico consiste
na detecc¢ao do sinal e sistemas de exibi¢do. Assim sendo, a coluna eletro-Optica consiste
em um acelerador de elétrons associado a duas, trés ou quatro lentes eletronicas, que varia
conforme o modelo. O mecanismo consiste num fluxo de elétrons da fonte emissora que
flui pelas aberturas das lentes que possui como funcao, diminuir o didmetro do feixe de

elétrons. Junto as lentes estdo dois conjuntos de bobinas magnéticas de varredura, que
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quando alimentadas por um gerador de varredura adequado, provoca uma deflexao do feixe
de elétrons em cima da superficie da amostra em questdo (no nosso caso, nas nanoesferas)
analogo a um tubo de televisdo. Na coluna de elétrons, ainda sdo inclusos trés outros
elementos: (i) um conjunto de aberturas para ajudar definir a abertura angular subtendida
como o feixe sobre a amostra e evitar contaminacdo das superficies das lentes; (ii) um
conjunto de bobinas especialmente projetado para eliminar qualquer pequeno astigmatismo
que pode ser introduzido no sistema; (iii) um conjunto de bobinas em semi-ciclo ou placas,
com os quais uma modulacao pode ser sobreposta no feixe de elétrons.

O vacuo necessario tanto na coluna de elétrons quanto na camara da amostra, ¢
proporcionado por um sistema de bombas. Um ponto importante da cdmara da amostra ¢
que esta move a amostra debaixo do feixe de elétrons e examina o angulo relativo ao feixe.
O feixe de elétrons, feixes primarios, interage com a amostra resultando, entre outros
efeitos, na emissdo de elétrons secundarios, em uma corrente de elétrons refletidos, numa
condugdo induzida pelo feixe e, frequentemente, catodoluminescéncia. Estes sinais podem
ser coletados, ampliados e usados para controlar o brilho de tubos de raios catoédicos. O
mesmo gerador que ajusta a posicdo do feixe secunddrio na superficie da amostra,
determina a posi¢dao do foco nestes tubos de raios catddicos. Com isso, o sinal de um
elétron secundario da superficie de um determinado elemento, ¢ usado para controlar o
brilho de um ponto correspondente em um tubo de riaos catédicos com o intuito de obter
mapas da corrente de elétron secundario. A amplitude ¢ controlada pelo gerador de
varredura que garante que os tubos de raios catodicos sdo varridos em sincronismo com o
feixe primario. A saida deste gerador de varredura ¢ ligada nas bobinas de deflexdo do tubo
de raios catodicos para corrigir o feixe, de forma que o tamanho da figura no tubo seja
mantido constante com um tamanho de aproximadamente 10 x 10 cm, ou seja, que
preencha a area util do tubo. Para efeito de contraste s6 uma fracdo da varidvel de saida ¢é

usada para alimentar as bobinas de varredura do feixe primario.
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5.1.1. Interacao do Feixe Eletronico com a Amostra

A interacdo do feixe eletronico com a amostra ¢ fundamental para o entendimento
da emissao do elétron secundario e espalhamento dos elétrons. Os elétrons sdao acelerados
através de uma diferenca de potencial V), geralmente de 1 a 50 KeV. Quando um feixe
eletronico com esta energia penetra no solido, grande parte da energia ¢ perdida
inicialmente através da ionizacdo dos atomos da amostra. No primeiro tipo de interagdo o
elétron primdrio interage elasticamente com os adtomos mais externos do material. Nao ha
troca de energia entre o elétron incidente e o 4tomo do material, mas o campo inerente dos
atomos da amostra, causa uma troca de momento do elétron incidente, fazendo com que ele
seja espalhado com um grande angulo, sendo praticamente refletido para fora da amostra. A

Figura 2 ilustra a interacdo de um feixe de elétrons com a amostra estudada.

e
Figura 2: Interacdo do feixe de elétrons com a amostra. Em (a) reflexao elastica, (b) reflexdo nao elastica, (c)

formacao do elétron secundario por ionizagdo de contato e (d) emissao de elétrons secundarios [1].

No segundo tipo de interagdo, o elétron primdrio ¢ também defletido para fora da
amostra, mas s6 depois de interagir nao elasticamente com o atomo da amostra. O elétron
vai interagindo com os dtomos da amostra e vai perdendo energia através do processo de

ionizagdo por impacto. Os elétrons ejetados tém energia cinética da ordem do elétron
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incidente. Este processo se repete até a energia cinética ndo ser mais suficiente para causar
mais ionizagdo. A energia de ionizagdo ¢ tipicamente da ordem de 3 a 8 eV. Este processo
dura cerca de 107 segundos. Os elétrons secundarios se difundem e vdo perdendo energia
gradualmente gerando o aquecimento da rede através da geracdo de fonons. Muitos dos
elétrons secundarios formados perto da superficie, tem energia cinética maior que a barreira
de energia superficial da ordem de 2 a 6 eV, e tem grande chance de escapar da superficie.
Pela faixa de energia utilizada, a perda de energia devido a emissao de radiagdo pelo elétron
incidente no campo coulombiano do nucleo ¢ desprezivel. Portanto este tipo de
espalhamento ¢ considerado elastico. A maior perda de energia ¢ devido a interagcdo dos
elétrons rapidos do feixe incidente com os elétrons do material alvo [1].

O elétron da amostra vai a um estado excitado, devido as interagdes elétron-elétron,
proporcional a perda de energia do elétron incidente. Se um elétron vir a ocupar um
determinado estado, a sua probabilidade ¢ calculada pela equagdo de Schroedinger.
Portanto a probabilidade relativa de um elétron de energia Ej, perdendo Ey;, Ep;... de
energia por colisdio ¢ conhecida. Multiplicando as perdas de energia por estas
probabilidades relativas, determinarmos a perda de energia por unidade de comprimento.

No caso ndo relativistico, a taxa de perda de energia ¢ dada por:

dE NZ. | E ¢

— =2’ —In| —— [1]
das E Ei 2

Sendo:
N = ntimero de atomos/ cm3;
Z = nimero atdmico;

E; = energia de excita¢dao do atomo [J];

Porém esta expressao ndo distingue os dois tipos de elétrons que saem da colisdo

ionizante. Para tanto, o modelo de distribui¢do de energia dos elétrons secundarios de baixa
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energia ¢ dado abaixo, ao qual se considera que um feixe de elétrons primarios incide sobre
uma placa de metal semi-infinita localizada no vécuo.

A probabilidade de um elétron secundario alcangar a superficie sem colisdes com os
elétrons no solido ¢ dada por:

_z cosf]

P(E,6,Z)=c "5 2]

Sendo que L(E) € o caminho livre médio considerado ao “espalhar” elétron-elétron para um
elétron excitado de energia E.

Para que em elétron secundario escape, € necessario que sua energia seja maior que
um valor critico £,

E,=E, +¢ 3]

Sendo:
Ey = Energia de Fermi [J];
¢ = fungdo trabalho do metal [eV];

A componente do momento, portanto, deve ser igual a:

P =(mE, ) [4]

Com base nestas consideragoes feitas, € possivel calcular o nimero de elétrons

secundarios excitados:

_ dN _ E_Ef _¢
f(E)=" = K{—E 7 J [5]

O valor maximo de dN/dE ocorrerd em um valor de energia E;, que maximiza

f (E). Este valor ¢ encontrado diferenciado a equagao anterior:

Em=Ef+g¢ [6]
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5.1.2. Modos de Obtencio das Imagens do MEV

5.1.2.1. Elétrons Secundarios (ES)

O modo elétrons secundarios de operagdo ¢ o mais importante porque os elétrons
sdo coletados facilmente através da grade coletora polarizada positivamente, ao lado da
amostra e capaz de coletar correntes de poucos elétrons volts. Apds a grade coletora, os ES
sdo acelerados até o cintilador, que estd com uma tensdao de +10 kV e os quantas de luz
gerados sdo gravados pela fotomultiplicadora. Assim o detetor Everhart-Thornley funciona
como um amplificador efetivo, introduzindo pouco ruido e uma largura de banda de
passagem da ordem de 10 MHz. A alta dependéncia da emissdo de ES com pequenas
inclinacdes da amostra, faz com que se tenha um alto contraste nos contornos sendo para
pequenas particulas. Uma parte dos elétrons emitidos (da ordem de 20 a 50 %), produzidos
pelo feixe principal, alcanga uma resolu¢do da ordem de 5 a 20 nm. A outra fragdo dos
elétrons secundarios emitidos ¢ devido aos elétrons refletidos. Sao desenvolvidas técnicas
para separar estas duas contribuigdes captando os sinais de multidetectores.

Os elétrons secundarios sdo retardados com uma tensdo positiva, e repelidos com
uma tensdo negativa aplicada a superficie da amostra, sendo influenciado pelo campo
eletrostatico criado entre as regides com diferentes tensdes. Este efeito gera o contraste de
tensdo. Polarizando positivamente, as dreas aparecem escuras, ¢ polarizando
negativamente, claras. A influéncia do campo eletrostatico ¢ suprimida através da pré-
aceleragcdo dos elétrons secundéarios em um campo de algumas centenas de volts por
milimetro na superficie. O potencial local ¢ medido com alta resolu¢do por meio de um
espectrometro eletronico. Isto possibilita uma importante aplicagdo na tecnologia de
circuitos integrados. Devido a sua baixa energia de saida, os elétrons tém a trajetoria
afetada pela deformacgdo do campo magnético causado pelas superficies ferromagnéticas.

Este efeito possibilita um tipo de contraste magnético, devido a selecao angular [1].
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5.1.2.2. Elétrons Retroespelhados

A dependéncia da reflexdo com o numero atomico médio do material ¢ o mais
importante mecanismo de contraste deste modo de funcionamento.

O coeficiente de reflexdo depende também da orientagdo relativa dos elétrons do
feixe incidente, em relag@o aos planos cristalinos. Uma onda plana de elétrons, propagando
em um cristal, mostra anomalias na transmissao ou na absor¢ao, dependendo do angulo de
incidéncia. O resultado desta anisotropia de orientagdo ¢ a diferenga causada no coeficiente
de reflexdo de 1 a 10 %. A variag@o na orientacdo dos graos, em materiais policristalinos,
permite a observagdo da orientacdo cristalina através do contraste de canalizagdo. Apos
selecionar os elétrons perdidos (10 a 100 eV) por filtragem de energia, ¢ possivel observar
defeitos cristalinos simples, deslocamentos e rachadura, porque o efeito de canalizagdo
contribui com o contraste somente em superficies finas, com espessura da ordem do

comprimento de absor¢do do campo primario Block-wave.

Ferromagnéticos, que tem uma alta indugdo magnética interna B que afeta a

trajetoria dos elétrons, tanto que causa uma diferenca no coeficiente de retroespalhamento

em algumas dezenas para diferentes orientagdes de B . Este é o segundo tipo de contraste

magnético.

5.1.2.3. Catodoluminescéncia

A emissdo de luz ultravioleta ou luz visivel estimulada pelo bombardeamento
eletronico, ¢ coletada no detector de cintilagdo e no tubo de raios catodicos. Muitas
substancias especialmente semicondutoras e minerais que ndo tem muitas moléculas
organicas permitem a observacdo através deste método. E possivel a observagio ndo
dispersivamente através de um sistema coletor de luz e fotomultiplicadora e
dispersivamente introduzindo um espectrometro entre a amostra ¢ o detector. A baixa
intensidade da catodoluminescéncia de algumas substancias e a absor¢ao de radiagdo por
moléculas organicas traz restrigdes ao meétodo. Sistemas de detecgdo extremamente
sensiveis sdo usados para catodoluminescéncia, trabalhando com um grande angulo so6lido

de deteccdo. Este método contém muitas informagdes analiticas que ndo sdo observadas por
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nenhum outro. A desvantagem, ¢ que ele so traz informagdes qualitativas sobre um material

particular.

5.2 - Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Devido a importancia das andlises quantitativas da microestrutura dos materiais, a
microscopia possui elevadas contribui¢des no desenvolvimento das técnicas experimentais,
cujos aumentos maximos possiveis tém crescido e as resolucdes melhoradas
significativamente.

Trés tipos de microscopia sdo utilizados em grandes escalas, a saber: microscopia
optica (MO), microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletronica de
transmissao (MET), e num grau menor a microscopia de campo idnico (MCI), embora
venha ganhando campos significativos de pesquisa e destaque no mercado. Em linhas
gerais, podemos afirmar que tais técnicas sao complementares, mas cada qual possui sua
linha especifica de atuacdo. A MO permite a analise de grandes areas em curto espaco de
tempo, além de ser de facil manuseio, rapida e pouco dispendiosa. A MEV caracteriza por
apresentar excelente profundidade de foco e andlise com grandes aumentos de superficies
irregulares. Por fim, a MET permite a analise de defeitos e fases internas dos materiais,
como discordancias, defeitos de empilhamento e pequenas particulas de segunda fase.

A constitui¢do de um microscopio eletronico de transmissao ¢ feita por um feixe de
elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe, ao quais estes
estdo encerrados em uma coluna evacuada com uma pressdo em torno de 10° mm Hg.
Possui cerca de cinco ou seis lentes magnéticas, além de algumas bobinas eletromagnéticas
de deflexdo e aberturas localizadas ao longo do caminho do feixe eletronico. Entre estes
componentes, destacam-se os trés seguintes pela sua importancia com respeito aos
fendmenos de difragdo eletronica: lente objetiva, abertura objetiva e abertura seletiva de
difracdo. As lentes projetoras possuem como fun¢do a producdo de um feixe paralelo e de
suficiente intensidade incidente na superficie da amostra. Os elétrons saem da amostra pela

superficie inferior com uma distribuicdo de intensidade e direcdo controladas
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principalmente pelas leis de difracdo impostas pelo arranjo cristalino dos atomos na

amostra. A Figura 3 ¢ de um MET.

fonte de___|
elétrons _
feixe de ___|

elétrons

lente
eletromagnética

tablado

Figura 3: Microscopio Eletronico de Transmissao, modelo TECNAI 10[ IPEN - USP/SP].

Logo apo6s, a lente objetiva entra em agdo, formando a primeira imagem desta
distribuicdo angular dos feixes eletronicos difratados. Em seguida, as lentes restantes
servem apenas para aumentar a imagem ou diagrama de difracdo para a observagao na tela
ou na chapa fotografica. A maioria dos equipamentos utilizados nos estudos dos materiais
metalicos, ceramicos ou poliméricos, dispde de tensao de aceleragao de até 200 kV.

Quanto a preparagdo das amostras, devemos nos atentar para as caracteristicas,
sendo que a espessura deve estar na faixa de 500 a 5000 A, com superficie polida e limpa
dos dois lados. Esta ndo pode ser alterada (seja por deformacdo pléstica ou difusdo de
hidrogénio durante o polimento eletrolitico) e os corpos de prova podem ser de dois tipos:
laminas finas do proprio material ou réplicas de sua superficie. As laminas finas de
materiais poliméricos e de outros materiais organicos sdo obtidas por microtomia, onde
uma navalha corta peliculas finas e com espessura controlada. No que se refere a formacao
de imagens, estas resultam da proje¢dao da propria espessura do material, havendo uma

diferenca com relagdo ao observado numa superficie.
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5.3 - Difracao de Raios-X (DRX)

As ceramicas apresentam normalmente uma forma microestrutural. Tais
microestruturas podem ser descritas por tamanho de grao, forma, distribuicdo, orientacao
dos graos, quantidades de fases e porosidade. A técnica de difracdo por raios-X ¢ usada na
caracteriza¢do das fases cristalinas presente em um material cerdmico como aconteceu em
nosso trabalho, onde as nanoesferas foram analisadas por este método. Seu funcionamento
consiste no espalhamento eldstico dos raios ao atingirem um determinado material, sem
perdas de energia pelos elétrons de um dtomo. Ao colidir com um elétron, um f6ton de raio-
X muda sua trajetdria, mas mantém a mesma fase e a mesma energia do foton incidente. Se
os atomos que geram este espalhamento estiverem rearranjados de maneira sistematica,
como em uma forma cristalina, pode-se verificar que as relagdes de fase entre os
espalhamentos tornam-se periddicas e que efeitos de difragdo de raios-x podem ser
observados em varios angulos.

Sao dois itens fundamentais para ocorrer a difragdo destes raios, a saber: diferenca
de caminhos percorridos por estes raios € o comprimento de onda da radiacdo incidente.

Estas condi¢des sdo expressas pela Lei de Bragg, na Figura 4:

Cdas Onddas
. . refletidas
Incidernties - - 27
l -~
~ . . -_,-’, -
) "\ - ,"
\\ \.\ : P /.-
S e L - .
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LI _
5 - - ¥ ™ - -—
L - + - - -
- - + - - -
]

Figura 4: Difracdo de Raios-X ¢ a Lei de Bragg

m A =2dsen6 [7]
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Sendo:

m'=a ordem de difragao;

d = distancia entre cada grupo de planos atdmicos da rede cristalina [m];
A = comprimento de onda do feixe de raios-X [m];

0 = angulo de difragao [rad];

A capacidade de difragdo de um determinado atomo, para os raios-X, depende do
numero de elétrons que possui, assim sendo, a posi¢ao dos feixes difratados por um sistema
cristalino depende apenas das dimensdes dos cristais, da forma da unidade repetitiva deste e
do comprimento de onda dos raios-X.

No que tange as intensidades dos feixes difratados, esta ¢ dependente do numero de
elétrons no atomo e da sua localizagdo na unidade fundamental repetitiva, ou seja, a célula
unitaria. De face do exposto, podemos afirmar que ndo ha duas substancias que tenham
exatamente o mesmo modelo de difracdo, quando consideramos tanto a direcdo como a

intensidade de todos os feixes difratados.

5.4 - Caracterizacdo Magnética

O Magnetometro de Amostra Vibrante (MAV) foi desenvolvido por Foner [2] em
1955 e ¢ provavelmente o magnetdometro mais usado nos laboratorios de pesquisa e
caracteriza-se por seu bom desempenho, baixo custo e simplicidade de funcionamento.
Baseia-se na medida do campo magnético e sua resposta (magnetizacao), ao qual permite
eliminar outras medidas que ndo as oriundas das amostras, obtendo-se assim as curvas de
magnetizagao ou de Indugao.

O estudo do comportamento magnético da ceramica YFeAl foi efetuado a fim de se
determinar a temperatura de Curie e consequentemente o efeito magnetocaldrico nas
microesferas magnéticas. As caracterizagdes magnéticas dos materiais obtidos foram
analisadas por um Magnetometro de Amostra Vibrante (MAV). As Figuras 5-6 ilustram o
MAYV (Lake Shore) da Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI), fazendo uma amostra

vibrar a frequéncia f, ao qual foi induzida uma voltagem alternada nas bobinas de detecgao.
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Figura 5: Principio de funcionamento do Magnetdmetro de Amostra Vibrante do Laboratdrio de Ensaios
Destrutivas e Ndo-Destrutivas da UNIFEI

i | .
Figura 6: Obtengdo dos dados da amostra — curva de histerese.
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Esta voltagem ¢ dada por:

E=O'-G-A-27z-f-cos(27y?) (8]

Sendo que:

o = momento magnético da amostra;

f= freqiiéncia de vibracao da amostra [Hz];

¢t = tempo de duracdo de vibragao da amostra [s];

G = ¢ fungao da geometria das bobinas de deteccao;

A = amplitude de vibrag¢ao [m];

O funcionamento consiste de bobinas compensadas (bobinas de pick-up), as quais
envolvem as amostras, captando o sinal originado pela magnetizacdo do material.

A amostra ¢ posicionada na extremidade de uma haste vibrante. O campo estatico
aplicado pelo eletroima provoca a magnetizagdo da amostra, que associada a vibragao,
induz um sinal na bobinas de pick-up. Este campo se aplica tanto na dire¢do transversal
como na longitudinal a direcdo de vibragao [3]. O MAV possui sensibilidade de 10 emu.
A medida de magnetizagdo feita com o deslocamento da amostra permite eliminar outras
contribuicdes que ndo as oriundas da amostra e a medida realizada com o auxilio de
detecg¢do sincrona com o uso de um amplificador lock-in, o que proporciona um grande
aumento de sensibilidade. O arranjo de bobinas deve ser tal que maximize o sinal induzido
e que este seja pouco sensivel a posicdo da amostra. Além disso, trabalhando com bobinas
de deteccdo resfriadas a temperatura de hélio liquido, podemos melhorar a relagado
sinal/ruido principalmente quando sdo enroladas com o supercondutor. A Figura 7 ¢ de um

arranjo de bobinas de detec¢do usadas no MAV.
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Figura 7: Bobinas de deteccdo do MAV [4].

5.5. Potencial Zeta

Entendemos por potencial zeta, como sendo o potencial elétrico existente no plano
de cisalhamento de uma particula. Particulas coloidais dispersas em uma solugdo sdo
eletricamente carregadas, devido as suas caracteristicas e atributos idnico dipolar. O
desenvolvimento de uma carga liquida na superficie das particulas afeta a distribuigdo de
fons na regido vizinha interfacial, resultando em um aumento da concentragdo de ions de
balcdo (ion de carga oposta a das particulas), proximo a superficie.

Cada uma das particulas dispersas em uma solu¢ao ¢ cercada por ions de cargas
opostas, chamada de camada fixa. Fora da camada fixa, existem diversas composi¢des de
ions de polaridades opostas, formando uma nuvem. Essa area ¢ chamada de dupla camada
difusa, e toda a area ¢ eletricamente neutra. Esta camada dupla pode ser considerada como
sendo composto de duas partes: uma regido interior, que inclui ions ligados fortemente a
superficie e uma regido externa, ou difusa em que a distribui¢dao de ions ¢ determinada por
um equilibrio de forgas eletrostaticas e movimento térmico aleatorio.

Quando uma voltagem ¢ aplicada na solugao na qual as particulas estdo dispersas, as
particulas sdo atraidas para o eletrodo de polaridade oposta, acompanhado pela camada fixa
e parte da dupla camada difusa. Assim, o potencial na fronteira entre esta unidade, ou seja,
no plano acima de cisalhamento entre a particula com a sua atmosfera de ions e do meio
envolvente, é conhecido como potencial zeta. E uma fungio da carga de superficie de uma
particula, qualquer camada adsorvida na interface, como a natureza e a composicao do
meio ambiente em que a particula estd suspensa. A Figura 8 ilustra o método de

determinacao do potencial zeta.
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Figura 8: Método de Determinagdo do Potencial Zeta.

O potencial zeta pode ser determinado através da técnica de Anemometria Laser
Doppler. Um anemometro laser Doppler mede a velocidade num ponto em um fluxo
utilizando feixes de luz. O método € vantajoso levando em consideragdao que o anemdmetro
ao medir ndo perturba o fluxo medido, podendo ser usado nos fluxos de direcao
desconhecida e também fornece medi¢des precisas de fluxos instaveis e turbulentos, onde a
velocidade ¢ flutuante no tempo. A técnica Doppler utiliza dois feixes de luz de mesma
intensidade que devidamente localizados e focalizados, se cruzam num ponto comum. Uma
unica fonte de laser garante a intensidade dos feixes e os divide em dois feixes paralelos
através de um divisor proprio. Uma lente convergente focaliza os feixes. Este volume de
medida formado pelo cruzamento dos dois feixes € constituido por uma rede de franjas de
interferéncias que possui um angulo de separagcdo ¢ entre estes feixes, dependendo da

configuracao da lente usada, conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Sinais Dopller recebidos nos diferentes tubos (A). Fotomultiplicador correspondente a uma unica

particula passando pelo volume da sonda (B) [4].

O método das franjas de interferéncia consiste na formacdo de franjas através de
intersecao de duas ondas luminosas ¢ hd a dependéncia da presenca das particulas para
espalhar a luz, ou seja, as particulas passando sucessivamente nas raias sombrias €
luminosas difundem uma luz pulsante. Um fotodetetor capta esta frequéncia que ¢
proporcional a velocidade da particula. Existem diversos métodos para a determinagdo do
sinal da velocidade instantanea (sentido do escoamento), sendo um modo pratico ¢ a
utilizagdo de dois sistemas de franjas de interferéncia. Formam-se duas redes de franjas de
interferéncia (de mesma interfranja) mais descaladas no espago de um valor correspondente
e uma fracdo da interfranja. Os dois sinais sdao distintos, pois as redes de interferéncias
possuem uma polariza¢do diferente ou uma frequéncia ligeiramente diferente. O sinal do
vetor velocidade ¢ dado pelo sinal de defasagem entre os dois sinais. A Figura 10 refere ao

método das redes de franjas.
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Figura 10: Rede de franjas de interferéncias na intersecc¢ao dos feixes [5].

A analise dos sinais de Doppler indica o tamanho e a velocidade de cada particula
que passa através do volume da ponta de prova. Uma vez que a série das particulas foi
coletada, diferentes quantidades globais podem ser determinadas (por exemplo, massa,
continua fluxo ou concentragdo continua). Antes que estas quantidades pudessem ser
determinadas, as dimensdes da ponta de prova de medicdo devem ser estabelecidas.
Determinagao exata das dimensdes da medi¢ao da ponta de prova € a etapa mais importante

na técnica das particulas de Doppler.

Velocidade da particula e tamanho de particula. A frequéncia de cada sinal Doppler ¢
proporcional a componente perpendicular da velocidade da particula ao plano de franjas. O
sistema usado para este estudo permite que uma Unica componente da velocidade seja

medida. Este componente ¢ definido como segue:

Vey=—"7~1 [9]

Sendo:
V, = velocidade da particula passando através da regido iluminada pelo cruzamento dos

feixes [m/s];
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Ao = comprimento de onda da luz [nm];
I' = angulo entre os dois feixes [rad];

Fp = Frequéncia (Hz);

E possivel distinguir as particulas que se movem para cima daquelas que se move
para baixo a partir da velocidade da franja. Analisando o deslocamento relativo entre os
sinais dos diferentes fotomultiplicadores, nés somos capazes de determinar o tamanho da

particula. O diametro da particula, Bachalo e Houser [6], é determinado como segue:

foD
= H 10
P 360A/ L10]

Sendo que:

/= comprimento focal da lente do transmissor;
o = afastamento da franja;

@ = deslocamento de fase no meio;

Al = espago entre os detectores;

H = constante dielétrica do meio;
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6
RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Introducao

O encapsulamento ¢ um processo de operagdes unitarias pelo qual particulas de
ingredientes ativos no estado solido, liquido ou gasoso sdo confinados dentro de um
segundo material. De modo geral, o processo de encapsulamento pode ser classificado
como macro (> 5000 um), micro (0,2-5000 pm) e nano (<0,2 um) [1-2]. Quanto a forma, as
capsulas sao idealmente esféricas, embora seu formato possa ser influenciado pela estrutura
original do ingrediente encapsulado ou pela técnica de encapsulamento utilizada.

Com relagdo a sua estrutura fisica, as nanoparticulas podem ser classificadas como
nanocapsulas ou nanoesferas [3]. As nanocédpsulas consistem em nanoparticulas onde o
nucleo esta envolvido por uma camada ou filme polimérico formando um sistema tipo
reservatorio. O material nanoencapsulado ¢ chamado de nticleo ou fase interna enquanto a
fase externa ¢ chamada de parede, revestimento ou membrana.

As nanoesferas diferem das nanocapsulas pelo fato de constituirem um sistema
matricial, no qual o polimero forma uma rede tridimensional onde o material a ser
encapsulado pode estar adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a matriz
polimérica, formando sistemas de dissolucdo, dispersao ou sistemas porosos. A Figura 1

ilustra a diferenga entre uma nanocéapsula e uma nanoesfera.
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Figura 1: Principais diferengas entre nanoparticulas conhecidas com o nome de nanoesfera (sistema

matricial) e nanocéapsula (sistema tipo reservatorio). Adaptado de [2].

Os métodos de nanoencapsulamento podem ser classificados em fisico-quimicos
como a coacervagao e emulsificagdo, métodos quimicos como a polimerizagao interfacial e
a gelificagdo e os métodos mecanicos como revestimento em turbinas, suspensao no ar ou
leito fluidizado, centrifugagdo em multiorificio e secagem por atomizacao [4-5]. O
Esquema 1 resume os principais métodos de fabricacdo de nanocapsulas.

A utilizagdo de particulas superparamagnéticas a base de 6xido de ferro tem atraido
o interesse para aplicacdes na medicina terapéutica e diagnostica [6-9]. No caso de
aplicagdes in vivo os requisitos tais como biocompatibilidade e multifuncionalidade sado
essenciais para a aplicagdo das nanoparticulas na medicina terapéutica e diagnostica.
Entretanto, algumas limita¢cdes das nanoparticulas de YFeAl tais como a tendéncia de
aglomeracao, a instabilidade quimica quando aplicada no meio fisioldgico e o carater
toxico inerente a sua composi¢do quimica afeta significativamente sua aplicacdo na
magmeto-hipertermia. Nesse sentido, a superficie das nanoparticulas de YFeAl deve ser
modificada com polimeros biocompativeis a fim de assegurar sua estabilidade coloidal e a

hemocompatibilidade e propriedades nao citotoxicas para as células de mamiferos.
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Esquema 1:Técnicas de fabricagdo de nanocapsulas (que se estendem também a obten¢do de microcéapsulas).

Entre as diversas técnicas para obten¢do de nanocapsulas, a polimerizagdao via
microemulsdo agua em o6leo (w/0), também conhecida como micela reversa, ¢ a que mais se
destaca por apresentar vantagens como elevada estabilidade termodindmica, isotropia, nao
uso excessivo do agente tensoativo e a possibilidade de se obter o produto final em apenas
uma Unica etapa de reacdo. As micelas reversas contem dominios de dimensdes
nanométricas estabilizados por um filme interfacial de moléculas de um agente tensoativo.
Um sistema tipico de polimerizacdo via microemulsdo consiste em uma solu¢do aquosa
contendo um mondmero pouco solivel, um emulsificante (surfactante) e o iniciador. O
sistema reacional ¢ formado de goticulas de mondmero (de 1-10 um de didmetro)

estabilizadas pelo surfactante, bem como de micelas (de 2-20 nm) contendo uma fragao
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reduzida de mondmero solubilizado. No caso de sistemas das micelas reversas o meio de
solubilizacdo ¢ um solvente apolar. Sistemas denominados de microemulsdes normais ou
reversas consistem em uma fase liquida contendo somente micelas saturadas de monoémero,
sendo formadas quando as concentragdes molares de surfactante e mondmero sdo da
mesma ordem de grandeza.

Recentemente nossos trabalhos indicaram que polimeros epoxidicos derivados do
oligdbmero do tipo éter diglicidilico do bisfenol-A com co-mondmeros do tipo amina
alifatica apresentaram boa hemocompatibilidade em ensaios bioldgicos in vitro. A alta
adsorcao de albumina e baixa adsor¢do de fibrinogénio, assim como também a supressao de
ativacdo de plaquetas e a boa citocompatibilidade dos polimeros formulados com
poliaminas cicloalifaticas indicou que estes materiais apresentam boas caracteristicas para
aplicacdes possiveis na medicina [10-11]. As propriedades hemocompativeis do DGEBA
tornam esse material promissor para o encapsulamento de nanomateriais inorganicos
destinados ao tratamento e diagnostico do cancer a exemplo das nanoparticulas de YFeAl e

ZnS.

6.2. Sintese e Caracterizacido das Nanoparticulas de YFeAl

Em trabalhos anteriores efetuamos a sintese de ceramicas ferromagnéticas no estado
solido do tipo Y3Fe(s.x)AlxOj, com x variando de 0,5 a 1,5, uma vez que fora demonstrado
pela literatura que a composi¢do de Al tem influéncia significativa na temperatura de
transi¢ao de Curie (7c¢) da ceramica [12-14]. Foram obtidas particulas ferromagnéticas com
baixo grau de aglomeragdo e estreita faixa de distribuicdo de tamanho em escala
nanométrica.
¢ Embora a técnica de sintese de ceramicas no estado solido apresente algumas vantagens
tais como composi¢do quimica reprodutivel, homogeneidade quimica e alta pureza, a mistura
de oxidos ndo permite a obtengdo de materiais com isotropia fisica e quimica uma vez que a

difusdo no estado solido ¢ dificultada. Em se tratando da obten¢do de nanocristais de YFeAl, a

nao homogeneidade do material ¢ um fator critico para sua aplicagdo em magneto-hipertermia
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uma vez que o material apresentara uma dispersdo consideravel em suas propriedades além da
presenca de fases indesejaveis o que compromete a reprodutibilidade do material.

Nesse trabalho, utilizou-se a via imida para a sintese das cerdmicas de YFeAl uma vez
que esse método apresenta como principais vantagens uma melhor homogeneidade entre as
substancias reagentes, clevada pureza dos produtos obtidos e baixa temperatura de
processamento [15]. Adicionalmente, observou-se na literatura que as ferritas de itrio obtidas
pela técnica via umida apresentaram forma e tamanho controlados [15-17], variaveis
indispensaveis para a aplicagcdo de nanoparticulas na medicina.

A Figura 2 ilustra a microscopia MET dos pds ceramicos de YFeAl obtidos e a
distribuig¢do do tamanho de particulas. As distribui¢des de tamanhos foram coletadas a partir
de imagens de MET onde aparece um grande nimero de nanocristais, como a imagem de
campo claro da Figura 2 (A). A contagem das nanoparticulas de YFeAl associadas aos seus
respectivos didmetros foi feita através de software de tratamento de imagens. O tamanho
médio das nanoparticulas da cerdmica de YFeAl foi de 35 nm, sendo observado a presenga

de poucos aglomerados e/ou nanoparticulas maiores que a média observada.
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Figura 2: Micrografia MET (A) e distribui¢do do tamanho de particulas (B) da ceramica de YFeAl

sintetizadas pela técnica da coprecipitagdo.

A Figura 3 mostra o difratograma de raios-X (DRX) da ceramica de YFeAl
sintetizadas pela técnica da coprecipitagdo. O p6 foi aquecido a 950 °C por 24 h resfriado e
em seguida aquecido a 1350 °C por 8 h para a obtengao de elevada cristalinidade. O modelo
de difracdo obtido para a ceramica de YFeAl corresponde a estequiometria da perovskita
[18-19] e comparando com um padrao do banco de dados cristalograficos [20], foi possivel
verificar a formacdo dafase unica do YsFe(s.x)AlxO;,. Na Figura 3B ¢é observado o padrao

da difragao de elétrons pela ceramica de YFeAl, que evidencia a cristalinidade das amostras

e o padrao de perovskita.
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Figura 3: Difra¢do de raios-X (DRX) (A) e difracdo de elétrons (B) dos nanocristais de Y;Fes.
X)Alxolz (X:1 mol%)

O tamanho médio dos cristalitos, d, foi estimado utilizando a féormula de Scherrer
[21-22]:

do kA
P cosd

(M

na qual, para a constante k foi atribuido o valor igual a 0,90, admitindo que os cristalitos
possuam a forma esférica. O parametro f, corresponde a largura a meia altura do pico de
difracdo (FWHM-full width at half maximum) localizado em 26 de maior intensidade, e foi

obtido através da expressao [21-22]:
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onde B? corresponde a largura a meia altura do pico de difragio de raios-X dos pos de
YFeAl. Para a obtencdo do FWHM foi realizada uma medida difragdo de raios-X do
composto LaBg [20], e a partir do grafico da difracao foi obtido o valor do FWHM desse
material. O valor de 4 corresponde ao valor do comprimento de onda da radiacdo Cu Ka
incidente nas amostras, e # corresponde a posic¢ao central do pico de difracao analisado.

O tamanho médio de cristalitos do p6 de YFeAl foi de 43 nm em boa concordancia
com os valores obtidos na técnica MET (Fig. 2(B)). Entretanto. O maior valor obtido
parece indicar que o processo de calcinagdo parece promover a coalescéncia de cristalitos
menores formando desta maneira cristalitos maiores.

Anadlises EDX foram utilizadas na verificacdo da pureza da ceramica de YFeAl,
sendo seu espectro apresentado na Figura 4. Observa-se somente a presenca de Y, Fe, Al e
oxigénio na amostra o que confirma que a ceramica de YFeAl sintetizada ¢ de alta pureza e

de boa qualidade.

Al
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Figura 4: Espectro EDX da ceramica de YFeAl.
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6.3. Sintese e Caracterizacido das Nanoparticulas de ZnS

O sucesso no tratamento do cancer estd associado ndo somente ao procedimento
terap€utico, mas também a um diagndstico eficiente da enfermidade. Recentemente, novas
formas de diagnodstico tém sido desenvolvidas, aumentando as chances de deteccdo da
doenga em seus estagios iniciais o que potencializa as chances de cura. Nesse sentido a
nanotecnologia tem proporcionado um horizonte promissor para a medicina através da
sintese de nanocristais que sdo capazes de tornar visiveis as células neoplasicas através de
sua fluorescéncia: os pontos quanticos.

O século XX foi marcado essencialmente pelo dominio do ser humano sobre os
materiais. Por outro lado, o século XXI parece ser marcado pela nanotecnologia.

Os materiais em escala micrométrica possuem fundamentalmente as propriedades
do estado macroscopico que conhecemos. Entretanto, em escala nanométrica as
propriedades do material passam a ser regidas pela fisica quantica. Isto se deve
essencialmente ao confinamento dos portadores de elétrons em determinadas regides do
material. Desse modo, as estruturas quanticas podem ser classificadas de acordo com o
numero de dimensdes nas quais se produz o confinamento.

Quando o confinamento ocorre em uma dimensdo, se obtém estruturas
bidimensionais (2D), denominados de pocos quanticos. Se o confinamento ocorre em duas
dimensdes, se originam sistemas unidimensionais (1D), denominados de fios quanticos. Por
outro lado, se o confinamento se produz em trés dimensdes do espago, se obtém os sistemas
zero-dimensionais (0D), denominados de pontos quanticos [23]. A Figura 5 apresenta o

esquema a dimensionalidade da matéria em fun¢ao do confinamento eletronico.

3D 2.D 1-D @ 0-D D

- -
-~ -~

-

Material na escala Pogo Quintico Fio Quantico Ponto Quantico
micromeétrica

Figura 5: Ilustracdo simbdlica do esquema das estruturas quanticas.
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O movimento dos elétrons em uma nanoparticula estd confinado nas trés dimensdes

espaciais (dx, dy, dz) e os niveis de energia do sistema estardo determinados por:

7h? (n*. n?, n’.
E\n n ,n, )= + + 3
( o ) 2m*\d*. d*, d’. @

sendo n,, n, € n; nimeros inteiros e positivos que especificam os niveis quinticos em cada

direcdo e m* ¢ a massa efetiva do elétron.

Supondo uma barreira infinita para cada dire¢ao espacial, a Equacao (3) se reduz a:

n

) 2 2
_ ’;mh* _ 2’; *(%] (n=123,..) @)

A densidade de estados de energia representa o niimero de estados disponiveis por
unidade de volume e energia para cada um dos estados de confinamento citados. A Figura 6
ilustra um esquema da densidade de estados de energia das estruturas em seus diversos
graus de dimensionalidade. Observa-se que existe uma maior discretizagdo da energia para
o confinamento nos niveis 1D e 0D, que da lugar ao aumento da densidade de portadores
no extremo da banda de valéncia e condugdo [24-25] e, embora as func¢des de onda
correspondentes estejam espacialmente localizadas dentro da nanoparticula elas se
estendem sobre a rede cristalina periodica. A diferenca estd no fato de que a posi¢cao dos
niveis de energia pode ser controlada através do controle do tamanho da nanoparticula. Na
Figura 6, a linha pontilhada mostra uma dependéncia de (E-Eg)l/ ? no semicondutor, isto &; a
densidade de estados ¢ continua e quadratica em funcdo da energia. A fun¢do escada
corresponde a densidade de estados de um sistema 2D (pogo quantico) e nesse caso, a
densidade de estados ¢ constante para cada nivel de energia. A linha correspondente a
densidade de estados de sistemas 0D ¢ discreta com uma série de funcdes delta (delta de

Dirac) das energias descritas através da Equagao (4).
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Figura 6: Densidade de estados eletronicos em fungdo das estruturas quanticas.

A evolugao nas técnicas de sintese em nanoescala ocorrido nas décadas de 80 e 90
tornou possivel a sintese de nanoestruturas nas quais os elétrons estdo confinados nas trés
direcdes espaciais. Portanto, um ponto quantico ¢ uma nanoestrutura artificial que é capaz
de confinar elétrons nas trés dimensdes; uma estrutura zero dimensional. Uma vez que os
elétrons que estdo confinados se repelem, € necessario energia para introduzir elétrons
adicionais. O principio da exclusdo de Pauli, que proibe que dois elétrons ocupem o mesmo
estado quantico simultaneamente ¢ obedecido. Consequentemente, os elétrons em um ponto
quantico formam Orbitas similarmente aos atomos naturais e por isso se denominam de
atomos artificiais.

Um dos principais motivos para a utilizagdo de pontos quanticos como marcadores
fluorescentes na medicina € o fato de que nao apresentam degradacao em suas propriedades
oticas (fotodegradacao) a exemplo dos corantes organicos convencionais.

O elétron excitado na banda de condugdo pode ser acoplado ao buraco na banda de
valéncia através de forgas de atracdo coulombianas para criar um éxciton. O éxciton possui
certo tamanho, determinado pelas fungdes de onda e distribuicdo de probabilidade para as

posi¢des de elétrons e buracos. Assim, teorias foram desenvolvidas para levar em
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consideracdo a dependéncia dos niveis de energia dos éxcitons confinados em
nanoparticulas esféricas em funcdo de suas dimensodes. O raio de Bohr do éxciton, ag, €

dado por:

az=a,ta,=——| —+— (%)

sendo a, e a, o raio de Bohr do elétron e do buraco, respectivamente; m, € m;, sao a massa
efetiva do elétron e do buraco, respectivamente e & representa a constante dielétrica do
semicondutor (nanoparticula).

Quando o raio da nanoparticula se aproxima do tamanho do raio de Bohr do éxciton,
o movimento dos elétrons e dos buracos se confina na nanoparticula. Consequentemente a
banda proibida aumenta quando o tamanho da nanoparticula diminui. Esse regime de
confinamento espacial dos portadores de carga (particulas em uma esfera) a energia chega a
ser quantizada e as bandas de energia estardo em niveis discretos. Esses fendmenos se
conhecem como efeitos de confinamento quantico.

Devido aos efeitos de confinamento quantico o espectro de absorcao e o espectro de
emissdo das nanoparticulas se deslocam para regides de energia mais altas do espectro
eletromagnético quando o tamanho da nanoparticula diminui.

O Hamiltoniano que descreve o éxciton ¢ dado pela equagdo de Schroedinger nas

trés dimensdes de uma esfera [26-27]:

hZ

2m,

2
H=_t v, -
2m

e

V3 + V(re,rb) (6)

A solugdo da equagdo de Schroedinger depende das aproximagdes formuladas e da
aproximagao de V(r.rp). As fungdes de onda dos portadores tendem a zero nas condig¢des

de fronteira da esfera.
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Uma possivel solugdo para a Equagado (6) ¢ dada por [26-27]:

n’r’ 18¢°

E (d)=E
)k, 2 L

(7

4

Observa-se na Equagdo (7) a dependéncia de E,(d), a energia do band-gap, do
tamanho do raio da nanoparticula. Na verdade a func¢do para E,(d) mostra que existem dois
termos que dependem das dimensdes do raio: o termo referente ao confinamento da energia
para elétrons e buracos varia na propor¢io 1/t* ¢ o termo de interagio coulombiana varia na
propor¢ao 1/r. O termo referente ao confinamento da energia para elétrons e buracos sao
sempre positivos ¢ os estados de minima energia possivel para elétrons e buracos sao
sempre maiores quando se considera o volume do semicondutor. Por outro lado, a interagdo
de Coulomb para um par elétron-buraco ¢ sempre devido a forgas de atracdo o que leva
sempre a formagdo dos niveis minimos de energia. Assim, a dependéncia de 1/r* predomina
no termo referente ao confinamento quantico quando o tamanho do raio da nanoparticula ¢
muito pequeno.

Os pontos quanticos ZnS parecem ser interessantes para aplicacdes na medicina
devido as suas propriedades de fotoluminescéncia (PL) que apresentam em solugdo. Pontos
quanticos ZnS possuem niveis discretos de energia em ambas, banda de valéncia (VB) e
banda de condugdo (CB) uma vez que o numero de atomos por nanoparticula ¢ bastante
pequeno. Quando sdo excitados por uma fonte externa (Ecx) com energia superior a energia
de band-gap (E,), os elétrons (representados pelo circulo solido) na banda de valéncia
absorvem energia ¢ sdo promovidos para a banda de condugdo, formando pares elétron-
buraco, éxcitons, de curto tempo de vida, conforme ¢ ilustrado na Figura 7. Os elétrons e
buracos se recombinam rapidamente e fétons com energia correspondente ao band-gap sao
emitidos. Uma parte da energia pode ser liberada em um decaimento nao radioativo
denominado deslocamento Stokes (4F). A energia emitida (E,,) geralmente ¢ mais baixa
que a energia de excitagdo. Outras emissdes podem ocorrer (Eepns, Eemz, Eems, Eems) S€

existem outros estados que capturam os elétrons no band-gap (Figura 7).
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Figura 7: Ilustrag@o do processo de emissdo de energia por uma nanoparticula de ZnS. Os buracos sdo

representados © por e os elétrons por e.

Recentemente temos estudado as propriedades 6ticas de pontos quantico de ZnS no
sentido de se investigar as condi¢des de sintese de nanocristais ZnS utilizando a teoria da
densidade de funcional [28]. Investigamos a sintese dos nanocristais luminescentes ZnS
utilizando a via imida onde o solvente era constituido pelo polietileno glicol (PEG) e a
adigdo de sais de zinco e tiouréia como fornecedora de enxofre para o meio. A nucleagdo de
nanocristais de ZnS promovida pelo PEG pdde ser correlacionada com a interagdo entre o
ZnS e o poliol, iniciando a formacdo de nucleos de condensagdo entre ions Zn'? ¢ a
tiouréia. Entretanto, os orbitais de fronteira HOMO-LUMO indicaram que, embora
favoravel, a reacdo de formagdo de nanoparticulas de ZnS poderia ser estericamente
impedida pela formagio de um complexo de transferéncia de carga entre ions Zn™* e a

tiouréia (Figura 8) [28].
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Figura 8: Orbiais de fronteira HOMO-LUMO para os complexos de PEG-Zn"? (a) e PEG-Zn®"-tiouréia
(b) [28].

O band-gap determinado pela diferenca HOMO-LUMO para o complexo PEG-
Zn* -tiouréia foi calculado como sendo igual a 1,21 eV enquanto que a diferenca HOMO-
LUMO para o complexo PEG-Zn>" ¢ igual a 4,70 eV. Os resultados indicaram claramente
que o carater nucleofilico do enxofre (S) poderia limitar o rendimento da reacdo e a pureza
dos nanocristais de ZnS. De fato, observamos que o rendimento da reagdo foi abaixo do
esperado e encontramos certa dificuldade em se obter nanocristais de ZnS de elevada
pureza.

Nesse trabalho optamos pela sintese de nanocristais de ZnS em elevada temperatura

e sob pressdo, conforme descrito na parte experimental desse trabalho. A Figura 9 mostra a
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caracterizacdo das nanoparticulas de ZnS por ambas as técnicas, MEV e MET. Observam-se

particulas homogéneas sem a formacao de quantidades significativas de agregados.

150k X100000 100nm
(A) (B)

Figura 9: Micrografias MEV (A) e MET (B) dos nanocristais de ZnS obtidos via rea¢éo direta entre Zn° e

S(g).

A Figura 10 abaixo ilustra a distribui¢do de tamanhos de particulas, obtida a partir da
digitalizagdo e segmentagdo das micrografias MEV. A monodispersao quanto a distribui¢ao
do tamanho de nanoparticulas parece estar associada a um crescimento e nucleacio
controlada do cristal. Os cristais de ZnS possuem particulas homogéneas com um diametro

médio na faixa de 60-70 nm ¢ estreita distribui¢do de tamanho.
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Figura 10: Distribuicdo do tamanho de nanoparticulas de ZnS obtido a partir da digitalizagdo das imagens

MEV.

O difratograma de raios-X das nanoparticulas de ZnS sdo apresentadas na Figura 11.
Observa-se uma estrutura cristalina conhecida como esfarelita, ZnS-cubica ou zinco-
blenda. A estrutura cristalina do tipo esfarelita ou zinco-blenda ¢ caracterizado pelo arranjo

em tetraedros regulares, como mostrado na Figura 12, de maneira que um cation no centro
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do tetraedro (Zn™?) ¢ ligado a quatro atomos do &nion (S™) e vice-versa, apresentando

apresenta seqiiéncia de camadas ABCABC.

111

220
311

10 20 30 40 50 60 70
26

Figura 11: Difratograma de raios-X das nanoparticulas de ZnS.

Os trés picos a 20 de 28,9° 48,1° e 57,1° corresponde aos planos (111), (220) e
(311) da fase cubica do ZnS (JCPDS 80-0020). Nenhum outro pico associado a alguma
impureza foi observado no difratograma.

O alargamento dos picos indica a natureza nanocristalina do ZnS. O tamanho dos
cristalitos calculados através do FWHM utilizando do pico de difragdo (111) e a equagao de
Debye—Scherrer forneceu um didmetro médio dos nanocristais de ZnS igual a 61,5 nm, em

boa concordancia com os tamanhos estimados através das técnicas MET e MEV.
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Figura 12: Estrutura cristalina do ZnS esfalerita.

As andlises EDX foram utilizadas na verificacdo da pureza da ceramica de ZnS
sendo seu espectro apresentado na Figura 13. Observa-se somente a presenga de Zn e S na

amostra o que confirma que os nanocristais de ZnS sao de elevada pureza.

[N
=
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Figura 13: Espectro EDX das nanoparticulas de ZnS.
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A investigacdo das propriedades 6ticas dos pontos quanticos ZnS foi realizada por
espectroscopia de luminescéncia. Os métodos baseados em fluorescéncia e fosforescéncia
s30 aqueles nos quais a excitagdo da molécula é conduzida pela absor¢ao de foétons. Como
consequéncia, os dois fendmenos sdo muitas vezes referidos como métodos
fotoluminescentes. Neste caso, a molécula ¢ inicialmente excitada e promovida para um
estado eletronico de maior energia, cujo retorno ao estado fundamental ¢ acompanhado pela
emissdo de radiagdo eletromagnética. Entretanto, vale recordar que a absor¢do do foton em
fluorescéncia e fosforescéncia envolve transicdes eletronicas diferentes. A energia
eletronica responsavel pela transicdo fluorescente ndo envolve uma mudanca no nimero
quantico do spin do elétron, e passa do nivel Sy — S;, emitindo radiagdo desde o nivel
excitado S; para algum dos niveis vibracionais do estado eletronico Sy. Como consequéncia,
a fluorescéncia possui tempos de vida extremamente curtos, com a luminescéncia cessando
quase que imediatamente, por volta de 10ns a 10 ps. A fluorescéncia ¢ emitida em
comprimentos de onda maiores aqueles de excitagcdo, deslocando-se entre 50 ¢ 150 nm,

quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitagdo da molécula. A

relagdo entre fluorescéncia e fosforescéncia estd ilustrada na Figura 14.
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Figura 14: Diagrama de Jablonski, mostrando os processos fisicos que podem ocorrer ap6és uma molécula
absorver um féton com energia da faixa ultravioleta ou visivel. SO ¢ o estado eletronico
fundamental, S1 e T1 sdo os estados estados excitados singleto e tripleto de menor energia,
respectivamente. S, é um segundo estado excitado singleto. As setas retas representam os
processos envolvendo fotons, e as setas onduladas sdo as transi¢des ndo-radioativas (que ndo

emitem radia¢do). Adaptado de [29].
O espectro de fotoluminescéncia do ZnS ¢ mostrado na Figura 15. As

nanoparticulas de ZnS apresentaram uma forte emissdo a 397 nm, em boa concordancia

com a literatura [30-31].
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Figura 15: Espectro de fotoluminescéncia das nanoparticulas de ZnS de didmetro médio de 65 nm (a). As
nanoparticulas apresentam intensa fluorescéncia amarelada. A medida que o tamanho da
nanoparticula ZnS diminui, existe o deslocamento para o vermelho (b). A cor vermelha sdo

pontos quanticos ZnS de 11 nm.

6.4. Encapsulamento e Caracterizacio das Magnetoesferas DGEBA/YFeAl e
DGEBA/YFeAl/ZnS

A evolugao da nanotecnologia tem permitido a producdo sistemas terapéuticos e de

diagnodsticos mais eficazes e estaveis, solucionando problemas associados a citotoxicidade e

garantindo a estabilidade das nanoparticulas sintéticas no meio fisioldgico humano.

146



Nesse sentido, a substancia ativa, ao invés de ser adicionada diretamente ao
organismo fisiologico humano, ou seja, na forma livre, ¢ encapsulada em vesiculas
nanométricas — as nanocapsulas. Estas vesiculas proporcionam um modo diferente de
carrear e distribuir as substancias ativas, oferecendo vantagens como: 1) protegem o ativo
da degradagdo por diminuir seu contato com o organismo humano, 2) proporcionam um
maior desempenho da substancia bioativa no organismo devido a sua elevada area
superficial e evita a citotoxicidade.

Embora muitos metais sejam essenciais para o crescimento de uma grande
variedade de organismos biologicos, desde as bactérias até mesmo o ser humano, estes sao
requeridos em baixas concentragdes ¢ podem causar severos danos quando presentes nos
tecidos bioldgicos em concentragdes elevadas.

Os efeitos toxicos dos metais sempre foram considerados como eventos de curto
prazo, agudos e evidentes. Atualmente, ocorréncias a médio e longo prazo sdo observadas,
e as relagdes causa-efeito sdo pouco evidentes e quase sempre subclinicas. Geralmente
esses efeitos sdo dificeis de serem distinguidos e perdem em especificidade, pois podem ser
provocados por outras substancias toxicas ou por interagcdes entre esses agentes quimicos.

A manifestacdo dos efeitos toxicos inerentes a intoxicagdo por metais pesados esta
associada a quantidade e pode distribuir-se por todo o organismo, afetando varios 6rgaos,
alterando os processos bioquimicos, organelas ¢ membranas celulares. A intoxicagdo por
aluminio (Al) tem sido comumente associada a alteragdes neuroldgicas com graves danos
ao tecido cerebral. Assim, inimeros estudos consideram que o aluminio tem um papel
extremamente importante no agravamento do mal de Alzheimer (deméncia precoce). Por
outro lado, compostos de itrio t€ém sido relatados como possuidores de significativo
potencial carcinogénico [32].

Com base no exposto, o processo de encapsulamento das particulas magnéticas
DGEBA/YFeAl-ZnS obtidas neste trabalho ¢ de fundamental importancia para a obtencao
de materiais implantaveis com propriedades biocompativeis com o tecido bioldgico. Neste

trabalho as nanoparticulas das ceramicas de YFeAl/ZnS foram encapsuladas pelo polimero
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do DGEBA de forma a se obter um revestimento biocompativel com o tecido bioldgico,
nesse caso o sangue.

A Figura 16 ilustra a composi¢ao quimica das nanocapsulas de DGEBA reticulada
por aminas alifaticas, obtidas nesse trabalho. As nanocapsulas produzidas sdo constituidas
por uma parede do DGEBA reticulado com a amina, um sistema de hemocompatibilidade
ja comprovada em nossos laboratérios [10] e uma cavidade central na qual as
nanoparticulas de YFeAl e ZnS estdo dispersas. Adicionalmente a parede da nanocapsula
pode ser funcionalizada com a rodamina.

A morfologia das nanoesferas de polimeros epoxidicos transportadoras do
nanocompoésito de DGEBA/YFeAl e DGEBA/YFeAl/ZnS foi analisada através da
microscopia MEV. A Figura 17 mostra micrografias MEV das nanoesferas do polimero
epoxidico puro e, nanoesferas contendo o nanocomposito fluorescente DGEBA/YFeAl e
DGEBA/YFeAl/ZnS. Através das analises MEV observam-se superficies lisas e
aparentemente sem a presenga de poros indicando que o nanocompodsito DGEBA/YFeAl-
ZnS preenche o volume livre entre as cadeias do polimero epoxidico sem causar a

deformacgdo das nanoesferas.
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Figura 16: Ilustracdo das nanoesferas de DGEBA transportadoras de YFeAl e ZnS.
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Figura 17: Micrografias MEV dos sistemas: DGEBA/YFeAl (A), DGEBA/YFeAl/Rh (B), DGEBA/ZnS (C),
DGEBA/YFeAl (D), DGEBA (E, F).

Um dos fatores mais importantes para o tratamento de neoplasias através da
hipertermia magnética ¢ a distribuicdo dos tamanhos das particulas. Uma distribui¢do de
tamanhos homogénea favorece a terapia por hipertermia uma vez que proporciona uma
distribuicdo homogénea da temperatura dentro do tecido tumoral. A modelagem das
nanoesferas (distribuicdo de tamanho) obtidas a partir da polimerizagdo em suspensdo nao
possui, ainda, uma teoria definitiva que permita definir estratégias de controle da curva de
distribui¢cdo, em parte devido a ndo haver consenso sobre os mecanismos de coalescéncia

de particulas envolvidos no processo de polimerizagdo. Sabe-se, entretanto que o tamanho
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da nanoparticula depende do tipo de mondmeros, concentra¢ao de estabilizante, condigdes
de agitacdo e geometria do reator [33]. Entretanto, outros fatores como a deposicao de
polimero pré-formado pode conduzir a diminui¢cdo de tamanho de particula em relagdo a
suspensdo, devido provavelmente a redugdo da energia livre interfacial do sistema ou,
mediante um efeito estabilizador do polimero ao redor das goticulas inicialmente formadas
[34].

A Figura 18 ilustra a distribui¢do do tamanho das nanoesferas de DGEBA/YFeAl-
ZnS encapsuladas com o polimero epoxidico biocompativel. Observa-se uma distribuicao
média de tamanho de particulas no intervalo entre 100-125 nm para as nanoesferas do
polimero epoxidico puro (DGEBA) e 225 nm para as nanoesferas carregadas com as
nanoparticulas 6tica/magneticamente ativas. Uma vez que o didmetro médio dos capilares
sanguineos situa-se entre 4 a 16 um, o didmetro das nanoesferas de polimero epoxidico
transportadoras de DGEBA/YFeAl-ZnS obtidas neste trabalho parece ser conveniente para

o diagnostico e tratamento de processos que envolvam a angiogé€nese tumoral.
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Figura 18: Distribuicdo do tamanho das nanoesferas (%) de DGEBA (e), DGEBA/ZnS (0), e
DGEBA/YFeAl (0). O tamanho de particulas foi analisado por dispersao a laser. A distribuicdo de tamanhos

esta normalizada.

Uma anélise mais rigorosa da superficie das nanoesferas através do MEV mostra
que a superficie das nanoesferas sdo porosas, com diametro de poro em torno de 5 nm o
caracteriza a superficie como nanoporosa (Figura 19). A formagdo dos poros esta

provavelmente ligada ao processo de reticulagdo na micela reversa e posterior remogao do
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solvente sob vacuo. O diametro de poro observado na superficie das nanoesferas sao
suficientes para reter as nanoparticulas de YFeAl e ZnS mas, podem ser suficientemente
grandes para a liberag¢do planejada de um quimioterapico.

O volume total dos poros no material reticulado, bem como a distribui¢do dos
tamanhos desses ndo foi medido, mas ¢ fato que parecem ser dependentes das condigdes
experimentais durante o processo de sintese uma vez que a utilizagdo de diluentes nao
solvatantes pode resultar em grandes volumes de poros distribuidos nas nanoesferas.
Variaveis de processos tais como velocidade de agitagdo e a temperatura de reticulagdo do
DGEBA influenciaram significativamente a morfologia das nanoesferas de DGEBA,

conforme ¢ ilustrado na Figura 20.

Figura 19: Ampliaggo da superficie das nanoesferas mostrando a superficie rugosa e porosa formada durante

o processo de reticulagdo do DGEBA. (Aumento: 100.000x).

Observa-se na Figura 20 que existe uma regido critica de temperatura e velocidade
de agitagdo ideal para a formacao das nanoesferas. Abaixo da temperatura e velocidade de
agitagdo criticas existe a aglomeracdo ou quebra das nanocéapsulas. Nesse sentido, um
controle rigido da temperatura de reticulagdo das nanoesferas de DGEBA e da velocidade
de agitag@o ¢ necessario para a produ¢do de nanocapsulas de tamanho uniforme. Uma vez
que a aglomeragdo ocorre na regido de circulagdo, onde a velocidade de cisalhamento ¢
mais baixa e o processo de quebra ocorre nas regides onde a velocidade de cisalhamento ¢

elevada deve-se aperfeicoar o tipo de agitador a se utilizar e garantir uma homogeneidade
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no processo de agitacdo. Nossos trabalhos indicaram que a velocidade de agitagdo
adequada para esse trabalho utilizando micelas reversas foi de 1200 rpm, mantendo-se a

temperatura de reticulacdo em torno de 53 °C.
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Figura 20: Influéncia da temperatura e da velocidade de agitagdo na formagdo de nanocapsulas de DGEBA

transportadoras de YFeAl ou ZnS.
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6.4.1. Estudo das propriedades magnéticas das nanoesferas transportadoras de

YFeAl/ZnS

A analise do comportamento magnético das nanoesferas de DGEBA/YFeAl e
DGEBA/YFeAl/ZnS preparadas ¢ de fundamental importancia para a analise de como esses
materiais irdo se comportar frente a aplicagdo de determinado campo magnético. O
comportamento desejado para as nanoesferas quanto a sua aplicagdo na magneto-
hipertermia ¢ o de paramagnetismo ou superparamagnetismo, caracterizado pelo
alinhamento dos dipolos magnéticos do material apenas pela presenga de um campo
magnético.

As curvas de magnetizagdo das nanoesferas transportadoras de DGEBA/YFeAl e
DGEBA/YFeAl/ZnS sdo apresentadas na Figura 21. E possivel observar que houve uma
variagdo muito pequena na histerese magnética para ambos os materiais, caracterizando o
comportamento de paramagnetismo, ou seja, quando o campo magnético externo ¢
removido as nanoparticulas ndo ret€ém o magnetismo. Entretanto, observou-se uma
diferenca nos valores de saturacdo magnética sendo de 53,7 emu.g” para as nanoesferas de
DGEBA/YFeAl/ZnS ¢ 60,7 emu.g”' para as nanoesferas de DGEBA/YFeAl. A saturagio
magnética das nanoesferas corresponde ao ponto em que o aumento da intensidade do
campo magnético aplicado ndo promove o aumento da magnetizagdo do material. A
magnetizagdo remanescente, correspondente a magnetizagdo do material que permanece
apos a remogdo do campo magnético externo foi de 3,4 emu.g” para as nanoesferas de
DGEBA/YFeAl e 3,1 emu.g” para as nanoesferas de DGEBA/YFeAl/ZnS, aumentando a
medida que o valor da saturagdo magnética aumenta. Os resultados indicam o
comportamento de paramagnetismo dos materiais uma vez que esses permanecem
magnetizados apenas na presenga de um campo magnético externo. A pequena diferenca na
magnetizagdo das nanoesferas de DGEBA/FeYAl/ZnS pode estar associado a variagdo da

massa de FeY Al durante o encapsulamento do nanocomposito hibrido FeY Al/ZnS.
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Figura 21:Curva de magnetizagdo das nanoesferas de DGEBA/YFeAl e DGEBA/YFeAl/ZnS a

temperatura ambiente (27 °C).

Considerando-se a area sob a curva na Figura 21, calculou-se a energia magnética
presente nas ceramicas ferromagnéticas quando estas foram submetidas a um campo
magnético. A Figura 22 faz referéncia a energia de magnetizagdo em funcdo da
concentracdo de ferro. Observa-se uma forte dependéncia da energia magnética estocada
em fungdo da concentragdo de Ferro (mol %) em ambas as amostras de nanoesferas,

DGEBA/YFeAl e DGEBA/YFeAl/ZnS.
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Figura 22: Energia Magnética (J.m’) em fungio da concentragdo de ferro nas nanoesferas de DGEBA/YFeAl
(e) e DGEBA/YFeAl/ZnS (o).

O tratamento por hipertermia exige uma elevagado na temperatura do sistema quando

este € submetido a um campo magnético. A Figura 23 mostra a evolugdo da temperatura
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quando as nanoesferas de DGEBA/YFeAl-ZnS sdo submetidas a um campo magnético
oscilante. Observa-se que a temperatura ideal para o tratamento por magnetohipertermia, 41

°C, ¢ atingida quando a estequiometria de Fe ¢ igual a 1,7 (x=1,70).
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Figura 23: Temperatura de transi¢do de Curie (Tc) em fung¢do da concentragdo de Al (x) em mol% na
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6.4.2. Propriedades fluorescentes das nanoesferas de DGEBA/YFeAl/Rh

Atualmente, existe grande destaque para os diversos estudos relacionados as areas
de nanofotdnica e biofotdnica, particularmente a utilizacdo de nanoesferas fluorescentes em
medicina como marcadores tumorais. Tais materiais emergem modernamente como muito
promissoras para o mapeamento de tumores na medicina oncoldgica.

A utilizagdo de nanoparticulas biocompativeis na detec¢do das células tumorais
ainda em seu estagio inicial pode permitir o diagndstico e a terapia da doenga ainda em seus
estagios iniciais o que pode beneficiar o paciente quanto a possibilidade de controle do
cancer.

A Figura 24 mostra a micrografia de epifluorescéncia de nanoesferas de
DGEBA/YFeAl-ZnS. E DGEBA/YFeAl-Rh. As micrografias foram obtidas no estado
solido e, em solugdo tampao fosfato-salina (PBS) pH 7.0 simulando o fluido fisioldgico

humano. As amostras foram excitadas com luz de comprimento de onda igual a 350 nm.

A rodamina B foi imobilizada sobre grupos epoxi residuais das nanoesferas de
DGEBA/YFeAl através da esterificagdo entre os grupos acido carboxilico da rodamina B e
os grupos epoxi superficiais das nanoesferas utilizando trifenil fosfina como agente

catalisador. O Esquema 2 exemplifica a rota de sintese utilizada.
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Esquema 2: Ilustragdo do acoplamento entre a rodamina B e as nanoesferas de DGEBA/YFeAl.
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Observa-se que ambas as nanoesferas DGEBA/YFeAl/ZnS e DGEBA/YFeAl/Rh
apresentam uma intensa fluorescéncia (Figura 24). Uma vez que as nanoesferas do
polimero epoxidico puro ndo sdo fluorescentes, as propriedades fluorescentes observadas
correspondem aos pontos quanticos ZnS sobre a superficie da ceramica ferromagnética

YFeAl e da rodamina imobilizada na superficie das nanoesferas.

(A) (B)

Figura 24: Micrografia de epifluorescéncia de nanoesferas de DGEBA/YFeAl/ZnS (A) e
DGEBA/YFeAl/Rh (B) em solugao fisiologica PBS pH 7,4. As micrografias de epifluorescéncia foram
obtidas em um microscopio invertido (Diaphot-TMD, Nikon, Tokyo, Japan) equipado com iluminagdo

epifluorescente. Foi utilizado um filtro ND32 para reduzir a intensidade da luz e objetivas com aumento de
1000X. As amostras foram excitadas com luz de comprimento de onda de 350 nm (DGEBA/YFeAl/ZnS (A))
e 550 nm (DGEBA/YFeAl/ZnS(B)).

Observa-se ainda nas imagens de epifluorescéncia que ndo existe extingdo
significativa na luminescéncia das nanoesferas carregadas com a ceramica magneto-
oticamente ativa em fungdo da constante dielétrica do meio indicando que as nanoesferas
carregadas com DGEBA/YFeAl-ZnS podem ser utilizadas como um biomarcador efetivo
para aplicacdes na medicina diagnostica. Os biomarcadores apresentam a intensidade de
luminescéncia observado a temperatura ambiente (27°C) das nanoesferas do polimero
epoxidico carregadas com DGEBA/YFeAl-ZnS (A) e de nanoesferas do polimero
epoxidico puro (B).
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O espectro de absor¢do das amostras DGEBA/YFeAl/RhB com diferentes
concentracdes sdo apresentados na Figura 25. Observa-se que a baixas concentragdes, a
interagdo entre as nanoparticulas ¢ insignificante, provavelmente devido a grande distancia
média entre elas. A medida que aumenta a concentragio das nanoesferas de
DGEBA/YFeAl/Rh o espectro de absor¢ao parece conter contribui¢des de agregados que

levam a um alargamento nas bandas de absorcao (Figura. 25).
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Figura 25: Espectro de absor¢do de DGEBA/YFeAl//RhB para varias concentragdes de RhB na superficie
das nanoesferas: 0,2 mM (a), 0,4 mM (b), 0,6 mM(c), 0,8 mM(d). O espectro foi obtido em solucao tampao
PBS pH 7,4.

161



6.4.3 -Estudo da biocompatibilidade das nanoesferas de DGEBA transportadoras de
YFeAl, ZnS e RhB

6.4.3.1. Ensaio de citotoxicidade

As pesquisas sobre a aplicagdo de nanoparticula magnéticas para o tratamento do
cancer através da magneto-hipertermia e a utilizagdo de pontos quanticos na medicina
diagnostica tenham produzido resultados alentadores. Entretanto, do mesmo modo que a
nanoescala contribui para a medicina terapéutica e diagndstica a mesma também contribui
para sua toxicidade imprevisivel com os modelos tedricos atuais. As propriedades que mais
influem na toxicidade das nanoparticulas sdo a composi¢do quimica, area superficial e
distribui¢do de tamanho. Recentemente, embora ndo conclusivos; varios estudos a nivel
celular em experimentacdo in vitro € em animais indicam que as nanoparticulas podem
ativar o mecanismo da inflamagao, inclusive mecanismos que envolvem apoptose, necrose
e inibicdo da proliferacdo celular [36-44]. Tais pesquisas ressaltam a importancia dos
ensaios em escala in-vitro no estudo da toxicidade das nanoparticulas.

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 pelo biomaterial e/ou seus
extratos.

O material comprovadamente citotoxico € geralmente representado por aquele que
libera um elemento ou composto quimico em quantidade suficiente para causar a morte
celular. A morte celular ¢ causada pela inibigdo de vias metabolicas. O numero de células
afetadas indica a dose e poténcia da substancia analisada capazes de matar as células. O
conceito de dose liberada do composto toéxico ¢ considerado equivalente a dose absorvida
pelas células. O estudo da viabilidade celular apds incubagdo do meio de cultura das

linhagens celulares com as nanoesferas contendo DGEBA/YFeAl, DGEBA/YFeAl/ZnS e
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DGEBA/YFeAl/Rh foi realizado segundo a norma ISO 10.993-5 utilizando-se o fenol
como controle positivo e como controle negativo o polietileno de alto peso molecular [44].
O controle negativo deve ser um material que ndo produz resposta citotoxica. O controle
positivo por sua vez ¢ um material que ocasiona em resposta citotoxica reprodutivel. O
parametro mais utilizado para avaliagdo da toxicidade ¢ a viabilidade celular, que pode ser
evidenciada com auxilio de corantes vitais.

Na Figura 26, sdo apresentadas as curvas de viabilidade celular das nanoesferas
DGEBA/YFeAl, DGEBA/YFeAl/ZnS e DGEBA/YFeAl/Rh. Todas as amostras
apresentaram comportamento semelhante ao controle negativo, ndo toéxico, com ICsge,
maior que 50%. Portanto, as nanoesferas magnéticas sintetizadas neste trabalho
apresentaram resultados semelhantes, como materiais ndo citotoxicos a células de

mamiferos em condig¢des in vitro.
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Figura 26: Ensaio de citotoxicidade com cé¢lulas de mamifero das nanoesferas transportadoras das

nanoparticulas YFeAl, ZnS e Rh. C" e C representam os controles positivos e negativos, respectivamente.
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6.4.3.2 Potencial zeta das nanoparticulas DGEBA/YFeAl, DGEBA/ZnS e
DGEBA/RhB

O potencial zeta foi verificado com a finalidade especifica de se determinar a carga
externa das nanoparticulas. Esta propriedade pode determinar o carater mucoadesivo das
nanoparticulas. A mucoadesao permite aumentar a retencao das nanoparticulas no epitélio o
que promoveria a absor¢ao das nanoparticulas e uma maior eficacia terap€utica [45].

As superficies das nanoesferas epoxidicas em suspensdao podem conter grupamentos
quimicos (grupos epoxidicos hidrolisados ou aminas) que levam a adsor¢do de ions e/ou
proteinas capazes de conferir uma carga de superficie a particula. Neste sentido, a medida
da carga da nanoesfera ¢ muito importante na area de fisica médica uma vez que permite
inferir propriedades diretamente relacionadas a estabilidade fisica e quimica da suspensao
no fluido fisiolégico.

Em se tratando de materiais nanoestruturados ¢ conveniente que o sistema apresente
uma carga de superficie elevada, uma vez que grandes forgas repulsivas tendem a evitar a
agregacao em funcao das colisdes ocasionais das nanoparticulas adjacentes.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das nanoesferas de resinas
epoxidicas, e pode ser influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante em
razdo da dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢do de
espécies ionicas e proteinas existentes no fluido fisioldgico.

Os valores de potencial zeta para as nanoesferas DGEBA/YFeAl,
DGEBA/YFeAl/ZnS e DGEBA/Rh sdo apresentados na Tabela 1 a seguir.
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Tabela 1 - Valores de Potencial Zeta (mV) das suspensdes de nanoesferas de resinas

epoxidicas obtidas neste trabalho através do método de Anemometria Laser Doppler.

Tipo de Nanoesferas ¢(mV)+o
DGEBA (27,20 + 1,65)
DGEBA/YFeAl (35,20 + 2,10)
DGEBA/ZnS (45,30 + 1,98)
DGEBA/RhB (19,20 + 3,21)
DGEBA/YFeAl/RhB (31,90 + 2,31)

As nanoparticulas de DGEBA, reticulada com a amina DETA, apresentou uma
carga de superficie positiva e valor de potencial zeta de 27,20 mV. De uma maneira geral as
nanoesferas de DGEBA contendo as particulas magnéticas de YFeAl, os pontos quanticos
ZnS e a rodamina B apresentaram cargas de superficie de elevado valor de potencial zeta
em modulo (> 20 mV) o que parece indicar a inibi¢do da formagdo de agregados, uma vez
que forgas repulsivas tendem a evitar possiveis agregagdes das nanoparticulas. Os valores
de potencial zeta obtidos para os sistemas DGEBA/YFeAl, DGEBA/ZnS e
DGEBA/YFeAl/RhB parecem ser particularmente interessantes para a terapia de tumores
uma vez que as propriedades adesivas destes sistemas no tecido endotelial pode propiciar
uma melhora significativa da penetragdo do nanosistema em regides tumorais. As
nanoesferas com cargas positivas em sua superficie sdo capazes de aderirem a mucosa e
abrir de forma transitoria as unides entre as células epiteliais adjacentes favorecendo assim

a terapia e o diagnostico de tumores [46].

6.4.3.3. Adsorcao de Protéica
A importancia atribuida a interacdo entre proteinas e superficies sintéticas ¢
geralmente considerada como um passo fundamental para a aplicagdo bem sucedida de

qualquer biomaterial. Apds o contato com fluidos fisioldgicos, muitas proteinas adsorvidas
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nas nanoparticulas que circulam no organismo humano poderiam induzir a interagdo
indireta das células sanguineas com o material.

A adsorcao protéica pode ser definida como o enriquecimento de proteina na regiao
interfacial da nanoparticula. Governada por parametros termodinamicos a adsor¢ao protéica
¢ o primeiro evento resultante da interagdo entre uma superficie sintética e o sangue,
podendo influenciar nos demais eventos como adesao plaquetaria e a formacdo de trombos
[47-48]. Nesse sentido, a formacdo de uma interfase por adsor¢do protéica em uma
superficie de um biomaterial ¢ determinada por uma série de fatores influenciados pela
termodinamica do sistema (Figura 27) que, através de variagcdes entalpicas e entropicas,
dirigem o potencial termodindmico de Gibbs para o processo de adesdo e agregacdo da

célula sanguinea na superficie do material sintético [47-48].
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Figura 27: Tlustragdo do processo de adsorcao protéica em uma superficie sintética. O ganho em entropia
parece ser a principal for¢ca motriz no processo de adsorgdo protéica.
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Observou-se a ocorréncia de uma maior adsor¢do de HSA, comparada a adsorgao de
fibrinogénio  pelas nanoesferas de DGEBA/YFeAL, DGEBA/YFeAl/ZnS e
DGEBA/YFeAl/Rh, conforme ilustrado na Figura 28, indicando uma tendéncia a nao
trombogeneicidade dessas superficies sintéticas. A adsor¢do de fibrinogénio tem grande
importancia no fenomeno da hemocompatibilidade dos materiais poliméricos uma vez que
por ser um dos fatores da coagulacdo facilita a adesdo plaquetaria, participando de reagdes

de troca com outras proteinas importantes no mecanismo de coagulagdo sanguinea [49].
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Figura 28: Adsorcdo das proteinas séricas albumina humana (HSA) e fibrinogé€nio (HFB) sobre a superficie

das nanoesferas DGEBA/YFeAl (o), DGEBA/YFeAl/ZnS (o) e DGEBA/Rh (A) (p<0,008).
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6.4.3.4. Atividade Hemolitica

Uma vez que as nanocapsulas DGEBA transportadoras de YFeAl, ZnS e Rh
deverdo ser utilizadas em contato com organismos vivos, ¢ de especial importancia estudar
a sua rea¢do quando em contato com o sangue. Por esta razdo foi analisado a capacidade
das nanocapsulas em induzir a lise das hemacias (hemolise).

A hemolise ¢ um processo no qual se da a ruptura das hemacias com a consequente
liberagdo hemoglobina para o meio. Com o teste de hemolise pretende-se determinar a
reacdo hemolitica das nanocapsulas transportadoras, isto €, saber qual o grau de lise das
hemaécias, sabendo a quantidade de hemoglobina que ¢ liberada para o plasma. Este estudo
¢ importante, na medida em que ¢ possivel determinar a fragilidade das membranas das
hemacias quando em contato com as nanocapsulas.

Ap6s algum tempo das nanoparticulas em contato direto com sangue diluido faz-se
a leitura do plasma por andlise espectrofotométrica UV/Vis e através de uma curva de
calibracao calcula-se a concentracdo de hemoglobina. Como as concentragdes iniciais de
hemoglobina no sangue e no plasma sdao previamente conhecidas, através de alguns
calculos obtém-se a porcentagem de hemolise.

A Figura 29 mostra o porcentual de hemolise para as nanoesferas DGEBA/YFeAl,
DGEBA/YFeAl/ZnS ¢ DGEBA/Rh. Observa-se que o porcentual de hemolise ¢ muito
préximo ao do silicone grau médico utilizado como controle negativo o que mostra a boa

hemocompatibilidade das nanoesferas nas condi¢des in-vitro do ensaio.
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Figura 29: Analise da hemocompatibilidade das nanoesferas DGEBA transportadoras de YFeAl( ® ), ZnS
(V), Rh (A). Os controles negativo e positivo sdo o silicone grau médico (@) e o vidro (I), respectivamente.
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CONCLUSOES

Nanoparticulas magnéticas foram encapsuladas por DGEBA e curadas com DETA.
Nanoesferas com distribui¢do de tamanhos entre 30-60 nm, transportadoras das particulas
magnéticas YFeAl foram obtidas e caracterizadas quanto as suas propriedades magnéticas e
biocompativeis. A microscopia eletronica de varredura indicou uma distribui¢ao
monomodal de tamanho e temperatura de transi¢do de Curie dependente da composi¢ao da
ceramica YFeAl. Na analise morfologica dos compostos estudados, tanto o DGEBA com o
ZnS, quanto o DGEBA com a RhB se mostraram caminhos alternativos e promissores no
tratamento das células tumorais, sendo que suas propriedades Opticas sdao elementos
diferenciais na visualizacdo do processo € também as mesmas transportam energia
facilmente.

A imunolocalizagdo de células tumorais com o uso de particulas ferromagnéticas
s30 meios propicios para a deteccdo precoce de tumores, mediante uma lise celular focal e
dirigida pelo processo de magneto-hipertermia. O trabalho desenvolvido com as
nanoparticulas magnéticas sdo estruturas promissoras, sob a atuagao de campos magnéticos,
podendo estas serem direcionadas para alvos especificos para a liberacdo de
quimioterapicos controlados. Analisamos que nanoparticulas magnéticas podem exibir
propriedades superparamagnéticas, apresentam magnetizacdo apenas na presenca de um
campo magnético sem, contudo, permanecerem magnéticas quando da remogao do mesmo.

Estas nanoparticulas estudadas mostraram com os testes realizados, que com as
modificagdes quimicas em sua superficie € possivel atribuir uma variedade de aplicagdes,
relacionando sensoriamento de espécies, confinamento por meio de campos, transporte de
farmacos e em nosso trabalho, aplicagdes em magneto-hipertermia. As andlises dos

sistemas formados por marcadores diferentes (ZnS e RhB) permitiram conhecer novos
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fixadores biologicos, com resultados morfologicos regulares e promissores dentro de uma
perspectiva biofisica aceitdvel. Ainda mais que as nanoesferas magnéticas sintetizadas
neste trabalho apresentaram resultados otimistas, como materiais nao citotéxicos a células
de mamiferos em condi¢des in vitro.

Obtivemos no sistema DGEBA/ZnS tamanhos monomodal de (25-50 nm) sendo
nanoesferas bioativas para o tratamento de células tumorais. Ensaios biologicos indicam
que o nanocomposito obtido ndo afetou o crescimento de células de mamiferos e a0 mesmo
tempo apresentou temperatura de transi¢do de Curie dependente da composi¢do de
aluminio na ceramica. Esses resultados sugerem que as nanoparticulas de Y;Fes AliO1,
encapsuladas pelo sistema DGEBA/DETA representam uma alternativa promissora no

tratamento de tumores malignos através da magneto-hipertermia.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A nanotecnologia apresenta-se como um caminho promissor no desenvolvimento de
biomateriais em escala nanométrica. O estudo das nanoesferas nos submete a este patamar,
mostrando que a biofisica aliada a engenharia de materiais sdo meios concretos e
esperanc¢osos de advento da ciéncia.

A aplicacdo das nanoesferas (ceramicas ferromagnéticas de baixa citotoxicidade) no
tecido biologico aponta para uma nova terapia de combate as células tumorais e nos deixam
otimistas, embora cautelosos de que ha um caminho arduo a ser percorrido em busca de
respostas ainda precisas.

Em perspectivas futuras, ainda ha muito que se fazer em busca de solugdes, tais
como:

v Avaliar a interagdo entre o tecido sintético e fluido fisioldgico;

v"Incorporar novos quimioterdpicos e avaliar as respostas celulares - bem
como os testes in vitro € in vivo,

v" Estudar outras formas de polimeriza¢do de maneira a aperfeigoar o tamanho
das particulas, além de outras questdes que nos submetem a analises mais

precisas.

Mas, ja sabemos que fazer ciéncia ¢ estar preparado para ser movidos pelas
perguntas e jamais saciar com as respostas e esta ¢ a nossa missao, sempre na busca de
perguntas.

E pertinente e aceitivel que o bindmio tempo/ciéncia sdo dois pardmetros que
requerem cuidados, porque ¢ nato da nossa sociedade a busca por respostas e por solucdes
definitivas. Nosso trabalho neste contexto vem ser um somatodrio aos estudos ja realizados
até entdo e espera-se que 0 mesmo possa contribuir na busca por solugdes definitivas para o

combate das células tumorais, sendo visto como um caminho de respostas urgentes a
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populagdo e que possa favorecer a todos, principalmente aqueles que vivem 4 margem do

nosso sistema de governo.
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