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RESUMO

Existe uma variedade de procedimentos clinicos para a terapia do cancer. O desenvolvimento
da hipertermia magnética trouxe um impulso adicional a terapia do cancer, tornando os efeitos
destes tratamentos potencializados. A hipertermia baseia-se no principio de que temperaturas
em torno de 42°C destroem células cancerosas, preservando os tecidos saudaveis
circundantes. As interacdes bioldgicas entre os polimeros e o sangue foram estudadas por
ensaios bioldgicos in vitro. Estudos de adsor¢ao de proteinas, adesdo de plaquetas, atividade
do lactato desidrogenase (LDH) e propriedades de tromborresisténcia estdo apresentados. Os
ensaios de adsor¢do de proteinas na superficie dos polimeros mostraram que as redes epoxi
adsorvem mais albumina do que fibrinogénio. Os resultados relacionados a adesdo de
plaquetas, atividade do lactato hidrogenase e propriedades de tromborresisténcia indicaram
que as redes DGEBA/IPD ¢ DGEBA/3DCM exibem comportamento hemocompativel. As
amostras DGEBA/IPD e DGEBA/DCM apresentam boas propriedades biocompativeis e nao
revelaram qualquer diminuicdo da viabilidade de células semelhantes a osteoblastos.
Nanoparticulas de ZnFe;Os com estrutura tipo espinélio e comportamento levemente
ferromagnético foram obtidas pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas e revestidas
em matrizes termorrigidas. Os espectros de Infravermelho das cerdmicas revestidas ilustram
bandas vibracionais de adsorcdo para o éter diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) e
alcoxissilanos. A distribuicdo de tamanho, das amostras revestidas, revelou um aumento na
magnitude das nanoparticulas, confirmando o revestimento. As propriedades magnéticas das
ceramicas revestidas, ndo sofreram alteragcdes nas suas propriedades, visto que o material de
revestimento ndo possui propriedade magnéticas. Sendo assim, acreditamos que os resultados
alcancados nesta pesquisa promoveram o desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas
otimizadas para hipertermia magnética. Tanto por mostrar sua viabilidade, quando testados in
vitro, quanto por promover o conceito de ZnFe;Os/matriz epdxi como um proximo passo para

o aprimoramento dessa classe de ceramicas.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas. Ferrita de zinco. Hidrotermal micro-ondas.



ABSTRACT

There are several clinical procedures for cancer therapy. The development of magnetic
hyperthermia brought an additional boost to cancer therapy, making the effects of these
treatments strengthened. Hyperthermia is based on the principle that temperatures around 42
°C destroy cancer cells, while preserving the surrounding healthy tissues. Biological
interactions between polymers and blood were studied by in vitro biological assays. Studies of
protein adsorption, platelet adhesion, lactate dehydrogenase (LDH) activity, and
thromboresistence properties are presented. Assays of protein adsorption on the surface of
polymers showed that epoxy networks adsorb more albumin than fibrinogen. Results related
to platelet adhesion, lactate hydrogenase activity and thromboresistence properties indicated
that DGEBA/IPD and DGEBA/3DCM networks exhibit hemocompatible behavior.
DGEBA/IPD and DGEBA/DCM samples present good biocompatible properties and did not
reveal any decrease in the viability of osteoblast-like cells. FTIR spectra of the coated
ceramics illustrates the vibrational bands of adsorption for the diglycidyl ether of bisphenol A
(DGEBA) and alcossilanes. Nanoparticles with spinel structure and weak ferromagnetic
behaviour were obtained by the microwave hydrothermal assisted method and recovered in
thermorigid matrices. The size distribution of the coated samples revealed an increase in the
nanoparticle size, confirming the coating. The magnetic properties of the coated ceramics
have not changed in their properties, since the coating material has no magnetic properties.
Therefore, we believe that the results achieved in this research promoted the development of
magnetic nanoparticles optimized for magnetic hyperthermia. Both for showing their viability
when tested in vitro, and for promoting the concept of ZnFe2O4epoxy matrix as a next step for

the improvement of this class of ceramics.

KEYWORDS: Nanoparticles. Zinc ferrite. Hydrothermal microwave.
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1 INTRODUCAO

14

O cancer ¢ uma enfermidade muito agressiva e, muitas vezes, incontrolavel, que afeta

milhares de novas pessoas a cada ano. Atualmente, ¢ uma das maiores causas de mortalidade

entre os seres humanos. Apesar de todo o avango alcangado na medicina clinica preventiva, o

cancer continua sendo uma ameaga oculta, de surgimento inesperado e pronunciada. De

acordo com o INCA, em 2020, as estimativas eram de 625.370 novos casos de cancer na

populagao brasileira (Figura 1).

Figura 1 - Dados sobre a estimativa de novos casos de cancer para o ano de 2020.

65840 | 6295 13640 | 6053 | 5733 . - - - - -
- - - 66280 | 6161 | 4374 | 19820 | TEAE | 4590
- - - - 16580 | 1543 | 1250 | 4180 | 1655 | 1013
17.760 | 1699 | 1619 | 3180 | 1417 | 1611 | 12440 | 1156 | 924 | 3760 | 1496 | 1132
20500 | 1963 | 1880 | 5320 | 2359 | 2126 | 20470 | 1803 | 1336 | 6260 | 2490 | 1559
15360 | 1281 | 1137 | 2430 | 10,85 | 1123 | 7BMD 734 595 1820 | ' 6,61
11.180 | 10,68 925 2041 8,03 813 | 4010 a1 2,56 1.040 | 4,00 321
6470 | G20 575 1160 5,00 4497 1.180 106 0,92 360 1.06 0,79
7580 | 723 461 1800 | 7.87 712 | 3050 280 203 900 344 261
#8690 | 832 6.48 1160 | 500 627 | 2700 249 1,76 460 1.60 142
- - - G650 6,18 4,84 1870 | 7.50 518
1.580 152 133 450 1.1 1,93 1.050 0.85 0.88 430 1.35 1.04
6.580 | 631 567 1430 | 641 7.27 | 5450 507 337 1260 | 496 427
1.850 1,72 152 1040 4,52 181 | 11850 | 1115 | 813 | 4650 | 1847 6,13
SE70 | 561 ) 1.150 5,07 627 | 52X | 485 417 1440 | 569 435
5820 | 567 545 1L10 | 543 593 | 4880 | 456 3% 1.180 | 468 464
- - - . - - 6.540 6.07 522 1.830 | 7.61 f.14
4200 | 403 2 790 3,36 340 | 430 394 1,78 870 3.28 249

an.n

Populagio padrio mundial (1960}, / *Mimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2020).

Atualmente, as terapias para o tratamento de cancer consistem, de um modo geral, de

cirurgia para remog¢ao do tecido e quimio/radioterapia. Estas terapias tém uma eficacia

limitada, altos niveis de citotoxicidade e varios efeitos secundarios indesejados, além de

serem utilizadas hd mais de 40 anos. Ainda para complicar, a natureza da doenca ¢ tal que, a
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menos que se destruam todas as células do cancer, as hipoteses de reincidéncia sdo elevadas e,
normalmente, estdo associadas a tumores mais agressivos e resistentes a terapia.

Diante desse cendrio, o aperfeigoamento das técnicas aplicadas e o desenvolvimento de
novos quimioterapicos que sejam eficientes € com baixa toxicidade, faz-se fundamental.
Assim como o desenvolvimento de novos processos terapéuticos que fornecam resultados
eficientes e com danos mais atenuados aos pacientes. Para alcancar esse objetivo, diversas
técnicas que apresentem maior especificidade para as células cancerigenas tém sido
desenvolvidas nos ultimos anos, dentre elas a hipertermia magnética, que se baseia no
aquecimento do tecido tumoral.

A hipertermia magnética ¢ um procedimento terapéutico que consiste no aumento da
temperatura na regido do corpo que esteja sendo afetada pela enfermidade, com o objetivo de
causar a lise dessas células cancerosas. Esse aumento de temperatura ¢ decorrente de um
estimulo magnético fornecido as nanoparticulas que, ao possuirem boa resposta magnética,
aquecem e, consequentemente, aquecem o tecido canceroso. O aumento de temperatura
requerido pela hipertermia pode ser atingido, entre outros métodos, pelo uso de nanoparticulas
magnéticas (NPMs), processo este conhecido com o nome de magneto-hipertermia (MHT)
[2].

O desenvolvimento de técnicas de sintese dessas particulas que possuem propriedades
magnéticas exclusivas elevou o patamar de sua importancia. Saltou de mera especulagdo
tedrica para a condicao de tratamento complementar a quimio e radioterapia. Assim, surge
uma nova estratégia para as ciéncias biomédicas: sintetizar essas nanoparticulas magnéticas
biocompativeis, que irdo aquecer e destruir as células cancerigenas localizadas.

Outra grande vantagem ¢ que a MHT aquece somente a regido do tecido tumoral,
poupando as regides ndo afetadas. Para isso, sdo introduzidas NPMs no tecido doente e
aplica-se um Campo Magnético Alternado (CMA), com frequéncia e intensidade adequadas,
até que seja suficiente para aquecer as células tumorais. A temperatura ideal para isso e que
deve ser mantida por tempo adequado ¢ em torno de 42°C, temperatura a qual, normalmente,
destroi o tecido tumoral [3].

Nesse panorama, as suas propriedades magnéticas exclusivas e da sua possibilidade de
interagir com células bioldgicas, as nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém atraido grande
atencdo para potenciais aplicagdes biomédicas [4].

Para aplicagdes biomédicas, as propriedades magnéticas sao fundamentais e, por isso,
vem sendo estudada arduamente. No ambito académico, nanoparticulas que satisfazem esses

requisitos vem sendo investigadas e estudadas para fins biomédicos, como as ceramicas de
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itrio, ferro e aluminio (YFeAl) que com elevado momento de saturagdo e com temperatura de
Curie (T¢) adequada, pode ser ajustada pela variagdo da concentracdo de ions Fe e Al,
adequando a T¢ muito préxima a da temperatura corporal [5].

Sobre o critério de biocompatibilidade, ¢ necessario o desenvolvimento de técnicas de
revestimento que permitam as propriedades biocompativeis requeridas para sua aplicacao na
MHT de modo clinicamente seguro [6]. E importante salientar que o aperfeicoamento e o
estudo do processo de sintese de nanoparticulas magnéticas revestidas por polimeros sao
fundamentais para a obtengao de sistemas implantaveis para o tratamento de carcinomas pelo
processo da MHT.

Com o avan¢o nos métodos de sintese de nanomateriais associado a entrega de farmacos
diretamente na célula doente (Drug Delivery Systems), esses sistemas tem se tornado um
ambiente fértil para desenvolver complexos formas de diagndsticos e de terapia do cancer,
diminuindo os efeitos colaterais causados pela quimioterapia e radioterapia. Neste tratamento,
o agente terapéutico ¢ incorporado dentro das nanoparticulas, que circulam na corrente
sanguinea e sdo acumuladas dentro do tumor através do efeito de permeabilidade e retencao
aumentadas (do inglés Enhanced Permeability and Retention, ou EPR). Para que seja possivel
a circulacdo dessas nanoparticulas na corrente sanguinea por tempo suficiente no organismo,
deve existir biocompatibilidade entre as nanoparticulas e o corpo, ou seja, ndo pode ser
reconhecida como “corpo estranho” e o sistema imunoldgico aja no sentido de atacar e
prejudicar a agdo dos farmacos.

O uso de polimeros epOxi biocompativeis tem sido atrativo para revestir nanoparticulas
ferromagnéticas (através da dispersdo polimérica) pois ja foi verificado o uso desses
polimeros para acos inoxidaveis que se expandem na artéria cardiaca danificada para
aumentar o fluxo sanguineo. Além do mais, sabe-se que essas formulagdes epoxidicas
possuem excelentes propriedades adesivas em varios metais.

Para cumprir o critério da biocompatibilidade, foi escolhido como revestimento uma
matriz epoxi a base do éter diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) e como agentes de cura, trés
aminas ciclo-alifaticas, a fim de determinar qual a formulacao mostra melhores propriedades
biologicas. A utilizagdo de diluente reativo, éter diglicidilico do butanodiol (DGEBD) nas
formulagdes teve como objetivo diminuir a viscosidade da mistura DGEBA/aminas.

As nanoparticulas revestidas com matriz epdxi ndo devem mudar significativamente as
suas propriedades magnéticas, como a magnetizagdo de saturacdo, e coercividade. A

temperatura de Curie que para um material ferromagnético perde suas propriedades
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magnéticas, passando a ser um material paramagnético, deve ser proxima a temperatura das
células corporais.

Materiais ferromagnéticos possuem a propriedade de apresentar uma magnetizagao
espontanea, mesmo na auséncia de um campo magnético aplicado. Sendo a temperatura
requerida para a MHT em torno de 42 °C, ¢ proxima a esta temperatura que o material deve
desmagnetizar, ou seja, ¢ proxima a esta temperatura que deve ser a temperatura de Curie.
Este ajuste da temperatura de Curie faz com que estas nanoparticulas se tornem tteis para sua
aplicacdo na MHT. Pois, a esta temperatura, as células cancerosas sdo inativadas sem
prejudicar o tecido saudavel.

Por fim, visto que o cancer acomete um numero significativo de casos todos os anos, ¢
de extrema importancia a otimizagdo da produgdo dessas nanoparticulas, bem como seus
processos de funcionalizagdo e encapsulamento. A matriz que sera responsavel por encapsular
as nanoparticulas precisa garantir que as propriedades originais das nanoparticulas seja
mantida, ou, pelo menos, tenha mudangas minimas, para que seja possivel a aplicabilidade.
Para garantir uma boa adesdo entre matriz € nanoparticulas, a funcionalizacdo pode ser
otimizada e avaliar dentre os testes de citotoxicidade realizados aquele que apresentar o
melhor resultado com o fluido corporal. E fundamental a continuidade e a evolucio dessas
etapas para que sua viabilidade para a aplicacdo seja um desafio a ser vencido nas proéximas

décadas.
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de formulagdes de materiais
compostos por nanoparticulas ferromagnéticas sintetizadas via rota hidrotermal assistida por
micro-ondas, hospedadas em matriz epoxidica do tipo éter diglidicidilico do bisfenol A
(DGEBA). Tais sistemas deverdo possuir propriedades magnetocaldricas e biocompativeis
para que uma de suas aplicagdes possa ser utilizada no tratamento do cancer através da técnica
de hipertermia. Além de propriedades magnéticas ¢ a busca pela biocompatibilidade
adequada, outras propriedades podem ser exploradas, como a fotoluminescéncia e sua
possivel aplicagao fotocatalitica.

Serao otimizadas tanto as composi¢des do material ferromagnético como a composi¢ao
do material polimérico, utilizando as técnicas de sintese hidrotérmica assistida por micro-
ondas e de polimerizacdo em fase heterogénea e policondensa¢do em multiplas etapas,
respectivamente. Ambas a técnicas vém sendo desenvolvidas em nossos laboratorios para a
obtengdo de nanosistemas com adequada estabilidade dimensional e propriedades de
biocompatibilidade.

A finalidade especifica ¢ a obtengdo de um material ferromagnético encapsulado com
material termorrigido, com distribuicdo de tamanhos, caracteristicas mecanicas, e estabilidade
dimensional adequados para uma possivel aplicagdo na terapia do cancer por magneto-

hipertemia.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintese da ZnFe;O4 utilizando a rota hidrotermal assistida por micro-ondas;

» Avaliacdo de propriedades fisico-quimicas, como as magnéticas e
fotoluminescentes, das nanoparticulas obtidas;

» Silanizar as cerdmicas, com alcoxissilanos, fazendo com que, através do grupo
amino ativo na superficie do material, possa promover uma melhor adesao
interfacial entre a superficie das nanoparticulas e a matriz epoxi;

» Revestimento das nanocerdmicas com uma matriz epoxi a base do éter
diglicidilico do bisfenol A (DGEBA), utilizando como agentes de cura, aminas
cicloalifaticas;

» Avaliar o diametro médio e a morfologia das nanoparticulas encapsuladas;
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» Estudo de citotoxicidade das células epiteliais do rim humano embrionario
(células HEK) tratadas com nanoparticulas de ferrita de zinco em diversas

concentracoes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER

O cancer ¢ o nome dado para um conjunto de cerca de 100 doencas que possuem em
comum o crescimento desordenado de células e invadem tecidos e oOrgdos, podendo
espalharem-se para outras regioes do corpo (metastase) [7].

Uma célula normal pode sofrer uma mutagao genética, ou seja, alteragdes no DNA dos
genes. As células cujo material genético foi alterado passam a receber instru¢des erradas para
as suas atividades (Figura 2). Independentemente da exposi¢do a agentes cancerigenos ou
carcindgenos, as células sofrem processos de mutacdo espontanea, que ndo alteram seu
desenvolvimento normal. As alteracdes podem ocorrer em genes especiais, denominados
proto-oncogenes, que, a principio, sdo inativos em células normais. Quando ativados, os
proto-oncogenes transformam-se em oncogenes, responsdveis pela malignizacdo
(cancerizagdo) das células normais. Essas cé¢lulas diferentes sdo denominadas cancerosas [7],
Figura 3.

A multiplicacdo das células normais que formam os tecidos do corpo humano ¢ um
processo continuo e natural. A maioria das células cresce, multiplica-se e morre
ordenadamente, exceto algumas que nunca se dividem, como os neurédnios, ja as células do
tecido epitelial dividem-se de forma rapida e continua. Em determinadas circunstancias, as
células podem dividir-se sem que isto seja necessario (processo conhecido como neoplasia) e
entdo formar uma massa de tecidos sem funcdo bioldgica denominada tumor. Os tumores
podem ser malignos ou benignos [8], Figura 4.

Nos tumores malignos, o crescimento ¢ diferente. Ao invés de morrerem, elas
continuam crescendo sem controle, rapidamente ¢ de forma agressiva, gerando novas células
cancerosas. Quando essas células se espalham para outras regides do corpo, por vasos
sanguineos ou linfaticos (processo conhecido como metastase), e acarretam transtornos

funcionais num organismo vivo, o cancer toma sua forma [8].



21

Figura 2 - Diferenca entre o desenvolvimento saudavel de um 6rgdo e o desenvolvimento de
um agente canceroso ¢ a infec¢ao do o6rgao.
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Fonte: INCA (2020).

Figura 3 - Esquema geral da formagao e desenvolvimento de um cancer.
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Figura 4 - Diferengas entre o tumor maligno e o benigno.
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Fonte: Medsimples (2012).

Note a diferenga entre um tumor benigno, que fica restrito a uma regido ¢ o tumor
maligno, que invade tecidos vizinhos e gera metastases pelo sangue e vasos linfaticos. O
cancer pode surgir em qualquer 6rgao do corpo humano, sendo que, cada 6rgido pode ser mais
ou menos afetado por diferentes tipos de tumores, mais ou menos agressivos. Os tumores
malignos mais frequentes sao os de pele, figado, prostata, estbomago, mama e utero [9].

Apesar de ndo serem bem conhecidos os motivos que levam uma pessoa a desenvolver
cancer, ¢ sabido que alguns fatores aumentam o risco de aparecimento da doencga, que podem
ser fatores ambientais (como exposi¢do a radiagdo), doencas (como a hepatite) ou habitos
(como ingerir bebidas alcodlicas ou fumar). Particularmente para o caso do figado, fatores
como exposicdo a certos produtos quimicos e ingestdo de alimentos com aflatoxinas
aumentam o risco de desenvolver a doenca, mas os maiores riscos sao a infec¢do cronica do
figado pelo virus da hepatite B ou C e a cirrose hepatica [10].

Os trés tipos mais comuns de hepatite sao a hepatite A, B e C. O virus da hepatite A nao
costuma causar infec¢des cronicas e ndo estd associado ao cancer de figado. Pessoas
infectadas pelo virus B tém 100 vezes mais chance de desenvolver o cancer hepatico. A
hepatite viral B ou C ¢ transmitida através de contato com sangue infectado ou outros fluidos
corporais, como no contato sexual. A preven¢ao pode ser feita através de vacinacao, no caso
da hepatite B. Ainda ndo existe vacina para a hepatite C [11].

A cirurgia, radioterapia e quimioterapia podem ser usadas para tratar os tumores
hepaticos. O tipo de tratamento selecionado para cada paciente depende de alguns fatores tais
como: se o tumor estd limitado ao figado, se esta limitado a area onde se iniciou ou se
espalhou por todo o figado. O tratamento cirrgico ¢ o que oferece a melhor chance de cura.
Consiste na remog¢ao de parte do figado onde esta localizado o tumor com uma margem de

seguranca tal que a parte remanescente do figado tenha a capacidade de se regenerar, o que
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ajuda na recuperagdo funcional do figado. Em alguns casos existe a necessidade do
transplante hepatico. A quimioterapia consiste na aplicacdo de drogas que inibem a formagao
e proliferacdo de células tumorais. Pode ser usada pela via sist€émica (no caso de cancer
primario), quando ¢ aplicada numa veia sistémica periférica ou central que levam a droga para
o coracdo que bombeia para todo o organismo, inclusive o figado. Também pode ser
administrado diretamente na circulagdo hepatica (cancer primario), colocando-se um cateter
na artéria hepatica através de pung¢ao percutanea auxiliada por técnicas de angiografia ou por
colocagao cirurgica [10]. A radioterapia nos tumores hepaticos ¢ limitada pela baixa
tolerancia do parénquima hepatico a radiagdo. A dose tolerada fica abaixo da necessaria para
uma efetiva a¢do antitumoral e controle da lesdo, mas acarreta alivio temporario de
sintomatologia. E necessario avaliar os riscos de lesdo do parénquima hepatico normal: o que
limita significativamente o emprego desta técnica [12,13]. Tanto a quimioterapia quanto a
radioterapia sdo tratamento agressivos, e provocam diversos efeitos colaterais. A hipertermia
magnética se destaca devido a seletividade de particular interesse.

A estimativa mundial mostra que, em 2012, ocorreram 14,1 milhdes (exceto cancer de
pele ndao melanona) de casos novos de cancer e 8,2 milhdes de obitos. Houve um discreto
predominio do sexo masculino tanto na incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%). De
modo geral, as maiores taxas de incidéncia foram observadas nos paises desenvolvidos
(América do Norte, Europa Ocidental, Japao, Coreia do Sul, Australia e Nova Zelandia).
Taxas intermedidrias sdo vistas na América do Sul e Central, no Leste Europeu e em grande
parte do Sudeste Asiatico (incluindo a China). As menores taxas sao vistas em grande parte da
Africa e no Sul e Oeste da Asia (incluindo a India). Enquanto, nos paises desenvolvidos,
predominam os tipos de cancer associados a urbanizagdo e ao desenvolvimento (pulmaio,
prostata, mama feminina, célon e reto), nos paises de baixo e médio desenvolvimentos, ainda
¢ alta a ocorréncia de tipos de cancer associados a infec¢des (colo do utero, estomago,
esofago, figado). Além disso, apesar da baixa incidéncia, a mortalidade representa quase 80%
dos 6bitos de cancer no mundo [14].

Estima-se, para o Brasil, biénio 2020-2021, a ocorréncia de mais de 600 mil casos
novos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (mais de 170
mil casos novos), ocorrerao cerca de 450 mil casos novos de cancer [13]. Assim, ¢ evidente a
necessidade da continuidade e evolugdo de tratamentos que possivelmente auxiliem as
técnicas tradicionais, como medida de reduzir cada vez mais essas estatisticas, embora seja

algo de dificil diagnoéstico prévio.
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3.2 HIPERTERMIA MAGNETICA

A hipertermia magnética € um método relativamente novo utilizado para o tratamento
de cancer. O processo consiste em inserir na corrente sanguinea particulas magnéticas, que
posteriormente serdo aderidas as células cancerosas. Com o aumento da temperatura por volta
de 40 — 43 °C [14], as células cancerosas sdo destruidas, ja que estas ndo sdo resistentes a
mudangas bruscas de temperatura quando comparadas com as células normais circunvizinhas.
Para isso, um campo magnético alternado ¢ aplicado e essas particulas geram calor devido a
perda por histerese, e o calor gerado destrdi as células cancerosas. 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
magnetotermocitolise [15-16]. Quando submetidas a agdo de um campo magnético externo de
frequéncia alternada, as nanoparticulas magnéticas sdo aquecidas. O uso de nanoparticulas
magnéticas (monodominios magnéticos) ¢ preferivel as microparticulas (multidominios
magnéticos) uma vez que nanoparticulas magnéticas respondem mais eficientemente a
campos externos absorvendo destes mais energia.

Geralmente, dois tipos de particulas sdo usados para o tratamento do cancer, a
ferromagnética e a superparamagnética. Dentre esses tipos, o melhor a ser utilizado ¢ a
particula com comportamento superparamagnético, pois a quantidade de campo magnético
requerido para gerar calor ¢ inferior quando comparado com as particulas ferromagnéticas.

Na hipertermia magnética, ¢ utilizado um fluido (também chamado de hipertermia com
fluido magnético) em que nanoparticulas magnéticas estdo contidas e, posteriormente, ¢
injetado diretamente na regido tumoral. O fluido magnético terd que ser biocompativel,
possuir pH neutro e salinidade controlada. Para evitar ao maximo complicagdes durante o
tratamento, as particulas devem dispersar-se uniformemente por todo o liquido e ter
concentracdo pequena o suficiente para evitar a precipitagdo devido a gravidade. No caso da
inje¢do do fluido, pode ser de forma direta, no local do tumor caso o local seja conhecido, ou
intravascular. Para a injecdo intravascular, o fluido ¢ injetado em uma artéria que alimenta o
tumor com sangue. Nesse caso, o local do tumor nao ¢ conhecido e por isso as nanoparticulas
magnéticas serdo espalhadas por todo o corpo (e por isso o nivel de toxidade tem que ser
baixo, bem como o momento de saturagdo alto para o uso de pequenas doses). O
aquecimento, no entanto, pode ser localizado através da aplicacdo de um campo magnético

externo de frequéncia variavel apenas na regido contendo os tumores.
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O tratamento por radiofrequéncia ¢ uma alternativa a ser usada para melhorar outros
tratamentos. 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
remissdo total do cancer recorrente de mama de 38% para 60%, aumentou o indice de
remissao total do cancer avangado cervical de 57% para 82% e no glioblastoma multiforme
aumentou a sobrevida de 2 anos de 15% para 31%. Com auxilio da hipertermia, ¢ possivel
obter erradicacgao total de varios tipos de neoplases malignas [15].

Existe uma variedade de técnicas possiveis para gerar calor na regido afetada pelo
cancer, sdo elas: irradiagdo do tumor com radiagdo eletromagnética de alta frequéncia (300 a
2450 MHz), de baixa frequéncia (0,1 a 27 MHz), ultra-som (0,3 a 3 MHz) e lasers na regido
do infravermelho [17]. O grande problema dessas técnicas ¢ a falta de seletividade, ou seja,
atinge tanto células cancerosas quanto células saudaveis. Justamente por isso a hipertermia
magnética se destaca quando comparada as demais técnicas, devido a seletividade dos locais
de agdo ser o ponto forte, além da possibilidade de serem guiadas até alvos especificos por
campos magnéticos externos.

O objetivo da hipertermia ¢ a citolise da regido tumoral (tecidos tumorais) por meio da
hipertermia local, via aplicagdo de um campo magnético varidvel no tempo sobre
monodominios magnéticos ligados previamente a células cancerosas. E importante salientar
que os efeitos de aquecimento em particulas magnéticas sdo devidos a perdas por relaxagdo de
Neéel ou perdas por relaxacao de Brown.

As perdas por relaxacdo de Néel, estdo associadas as inversoes da magnetizacdo de
saturagdo (Ms) de cada particula monodominio em relag@o a seu eixo de anisotropia, podendo

estas serem expressas pela equagdo (1),

(1)

em que T € o chamado tempo de relaxagdo de Néel (tempo de relaxagdo ¢ o tempo médio que
a particula leva para mudar de um estado de equilibrio para outro, revertendo assim seu
momento magnético), To ¢ uma constante com valor aproximado de 10 s, KV é a energia de
barreira, Kg a constante de Boltzmann e T ¢ a temperatura. Neste mecanismo a particula

permanece imovel enquanto seu momento oscila entre dois estados de energia (Figura 5(a)) e
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esta oscilagdo ¢ responsavel pelo aquecimento das nanoparticulas magnéticas [18]. O detalhe
dessa analise € que a relag@o entre o tempo de medida e o tempo de relaxacdo, o qual define o
estado da particula; se o tempo de medida for superior a 7y, 0 sistema apresentara um carater
superparamagnético, caso contrario o resultado indicard a um sistema bloqueado (isto €, a
orientacdo de sua magnetiza¢do ndo ¢ alterada). O outro mecanismo de relaxacdo que pode
ocorrer em particulas que estejam imersas em algum fluido e em presenga de um campo
magnético alternado ¢ a relaxacdo de Brown. Esta se deve ao atrito dindmico entre as
nanoparticulas e o meio no qual elas estao dispersas, de modo que as particulas tenderdo a
sofrer rotagdes aleatérias e também poderdo ser induzidas a rotacionar devido a um campo
magnético aplicado (Figura 5(b)). O resultado disto ¢ a dissipac¢ao de calor por meio do atrito
viscos entre a particula e o meio circundante. Este fendmeno possui um tempo de relaxagao
dado por:

3y

B = T @

Em que n ¢ o coeficiente de viscosidade do fluido e V ¢ o volume hidrodinamico da
particula [19].

Durante a aplicacdo de um campo magnético num ferrofluido, esses dois mecanismos
podem ocorrer simultaneamente, onde um pode prevalecer sobre o outro. Isto vai depender do
fluido onde as particulas se encontram e das caracteristicas fisicas e magnéticas das particulas.
Desse modo o tempo de relaxagdo efetivo deve ser uma combinagdo desses dois efeitos,

podendo ser expresso através da relagao [20]:

[ B I'N (3)

Onde 13 € T~ sdo a relaxacdo de Brown e relaxagdo de Néel, respectivamente.
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Figura 5 - a) Rotacdo de Néel b) Rotacdo de Brown.
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Fonte: Laurent et al. (2011).

O mecanismo pelo qual a hipertermia age ainda ndo ¢ completamente compreendido,
porém sabe-se que as enzimas sofrem desnaturagdo proteica para temperaturas superiores a,
aproximadamente, 41°C. As mitocOndrias tém seu funcionamento comprometido
(atrapalhando o metabolismo energético), as membranas celulares tém sua estrutura
comprometida e as vias metabolicas que dependem do oxigénio sdo perturbadas de acordo
com a taxa de morbidade e mortalidade celular. A termossensibilidade das células tumorais
devido ao pH relativamente baixo e o fluxo de sangue reduzido nas células tumorais sdo dois
dentre outros motivos que tornam a técnica de hipertermia eficiente e util quando aliada a
agentes quimioterapicos ou radioterapia [4].

E interessante salientar que os estudos a cerca o tema nio sdo tdo recentes, porém o
destaque dado a este tema e a importancia tem aumentado exponencialmente. O inicio dos
estudos efetivos sobre o tema foi em 1957, com a publicagao do artigo de Gilchrist et al. [21],
aplicando a hipertermia magnética no Luke’s Hospital, em Chicago, Estados Unidos. O grupo
utilizou nanoparticulas de 6xido de ferro (y — Fe203) com didmetros menores que 1 pm para
hipertermia em nodulos linfaticos de caes post mortem. Depois, em 2001, Jordan et al. [22]
publicaram um estudo sobre o tema, em que apresentavam o primeiro sistema de terapia
utilizando a hipertermia magnética para aplicagdo clinica. O estudo tinha como alvo
especifico o tratamento de glioblastoma e carcinoma de prostata. Desde entdo, a técnica tem

se desenvolvido e avangando como uma alternativa real para o tratamento de carcinomas.
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3.3 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nano ¢ um prefixo (de origem grega, que significa “ando”) usado na ciéncia para
denominar um bilionésimo de metro (10° m = 1 nm). A seguir (Figura 6), uma ilustracio
comparativa da escala comparativa de tamanho entre os sistemas bioldgicos e nanoparticulas

sintéticas ¢ ilustrado pelas micrografias do microscdpio eletronico de varredura.

Figura 6 - Escala nanométrica de sistemas bioldgicos naturais e das nanoesferas magnéticas.
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Fonte: Pestana (2014).

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo materiais nanoestruturados entre
1 e 100 nm de didmetro que direcionam sua movimentagao na presenga de campo magnético.
Assim, as chamadas nanoparticulas possuem algumas caracteristicas que os materiais na
forma de “bulk” (particulas com dimensdes maiores) ndo possuem, sdo algumas delas: alta
capacidade catalitica, melhores taxas de sinterizagdo, rapido tempo de resposta em
dispositivos sensores, melhor condutividade, dentre outras [23]. Levando em consideragdo
que os capilares sanguineos hepaticos possuem didmetro médio entre 4 ¢ 16 micrometros [1],
torna-se evidente a importancia de que, para uma boa dispersdo das particulas e que possam
ser efetivamente utilizadas no tratamento por hipertermia, as particulas estejam em escala
manométrica. Assim, ¢ importante que a distribuicdo de tamanho das particulas seja bem
controlada. Com uma distribui¢do homogénea, o processo de conversao da energia magnética
em calor ¢ favorecido, j4 que proporciona uma distribui¢do homogénea da temperatura dentro

da regido tumoral.
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Os nanomateriais magnéticos vém sendo vastamente aplicados em diferentes areas,
sendo considerados materiais altamente sofisticados na area de tecnologia e com um futuro
promissor no desenvolvimento de materiais biocompativeis para uso em aplicagdes
biomédicas. Nos ultimos anos as pesquisas com materiais magnéticos se impulsionaram
devido as descobertas feitas sobre estas nanoparticulas magnéticas. Tais pesquisas
demonstram o empenho para tentar compreender o comportamento fisico-quimico destes
materiais, que possuem estruturas complexas e tamanhos cada vez menores. Este mesmo
esforco ¢ usado também para descobrir sobre suas interessantes propriedades quimicas,
elétricas, Opticas e magnéticas. [24]

Os sistemas magnéticos nanocristalinos sdo constituidos por nanoparticulas magnéticas,
sendo que estas podem se encontrar em meios soélidos (s6lidos granulares) ou em meios
liquidos (fluidos magnéticos ou ferrofluidos). No caso de nanoparticulas dispersas em meios
solidos, estas podem estar imersas em matrizes condutoras ou isolantes, cristalinas ou
amorfas. Ja no caso dos ferrofluidos, as nanoparticulas estdo em contato com um liquido
carreador de base aquosa ou oleosa, geralmente recobertas com uma camada organica que
evita o contato entre as nanoparticulas e sua decantagdo [25].

Esses materiais em escala nanométrica se mostram bastante promissores para
diagnostico e tratamento do cancer, seja no diagndstico em técnicas de aumento do contraste
em imagens de ressonincia magnética, ou no tratamento através da hipertermia magnética.
Essa tecnologia dedicada a terapia oncoldgica permite a detecc¢ao rapida e sensivel de células
malignas em estagios iniciais e seu controle de forma nao invasiva [25].

O aumento de temperatura requerido pela hipertermia pode ser atingido, entre outros
métodos, pelo uso dessas nanoparticulas magnéticas. Quando submetidas a acdo de um campo
magnético externo de frequéncia alternada, as nanoparticulas magnéticas sao aquecidas. O uso
de nanoparticulas magnéticas ¢ preferivel, uma vez que respondem mais eficientemente a

campos externos absorvendo destes mais energia [1].

3.4 CELULAS HEK

As células HEK sdo chamadas de células 293 de rim embrionarias humanas, ou,
também, apenas células 293. Elas foram geradas em 1973 através de um procedimento
chamado de transfeccdo de culturas de células de rim humano saudavel com o DNA de
adenovirus. Quem realizou esse procedimento foi Frank Graham e, sobre o nome dessas

células ¢ explicado da seguinte forma: o nome HEK ¢ devido a origem ser culturas de rins
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embrionarios humanos e o numero 293 ¢ devido a um costume de Graham em numerar os
seus experimentos. A sua aplicagcdo ¢ amplamente utilizada na biologia devido a sua elevada
propensdo para transfeccdo e grande confiabilidade para seu crescimento [26]. Também
possui uma interessante aplicacdo na biotecnologia para producao de proteinas terapé€uticas e
virus para terapia génica [27-29].

Portanto, HEK ¢ uma linha celular imortalizada de rim embrionério, que representa a
morfologia epitelial e a possibilidade de formar tumores em camundongos nus. O
desenvolvimento do cancer consiste na multiplicagdo desordenada dessas células. Sua
classificagdo depende de como atua no corpo. No caso de tumor mais localizado, pode ser
classificado como benigno e, se acometer outros 0rgdos e ocorrer metastase, ¢ classificado
como maligno. Os tratamentos contra o cancer, como quimioterapia e radioterapia, costumam
ser invasivos, agressivos e debilitantes a saude do paciente. Para reduzir seus efeitos colaterais
e até mesmo melhorar sua eficiéncia, uma alternativa é combina-los com novos tratamentos
[30]. A linhagem celular HEK ja foi aprovada para uso em humanos [31] e tem sido ndo
tumorigénica em camundongos nus [32]. Esta linha celular foi subsequentemente
geneticamente modificada para protecdo contra as citocinas inflamatdrias necessarias para
induzir respostas anticancer citotoxicas e também demonstrou recuperar rapidamente sua
capacidade proliferativa e de produgdo de citocinas apds descongelar de um estado
criopreservado enquanto encapsulado em microcapsulas de alginato. Isso d4 ao nosso sistema

o potencial de ser uma terapéutica anticancer util "pronta para uso".

3.5 COMPORTAMENTO MAGNETICO

As propriedades magnéticas dos materiais estdo intimamente relacionadas com os
elétrons dos atomos desses materiais, que apresentam um momento magnético, sendo que este
tem origem no giro do elétron em torno do nucleo do 4tomo e também do seu proprio eixo.
Devido a isso, pode-se notar nos materiais diferentes tipos de comportamento magnético,
como diamagnetismo, paramagnetismo,  ferromagnetismo,  ferrimagnestismo e
antiferromagnetismo. Para melhor descrever esses comportamentos, ¢ utilizado um importante
parametro, a susceptibilidade magnética, que pode representar a resposta do material a
aplicacdo de um campo magnético externo [33].

O diamagnetismo ¢ caracterizado por uma susceptibilidade negativa. Em materiais que

apresentam esse tipo de comportamento magnético, ndo ha momento de dipolo magnético
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intrinseco, sendo somente induzido na presenga de um campo magnético externo, como

representado na Figura 7 [34].

Figura 7 - Ilustracdo Esquematica de um material diamagnético quando submetido a agdo de
um campo magnético externo.
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Fonte: Mozaffari, Arani e Amighian (2010).

Ja os materiais paramagnéticos se caracterizam por apresentar uma susceptibilidade
positiva, porém baixa. Nos materiais que apresentam esse comportamento magnético,
observa-se uma disposi¢do aleatoéria dos momentos de dipolo, na auséncia de um campo
magnético, que se alinham, porém, que se alinham com a aplicacdo de um campo magnético
externo, na mesma dire¢do do campo (Figura 8). Esse tipo de comportamento ocorre em
alguns materiais, pelo fato de seus atomos possuirem momentos magnéticos diferentes de
zero, devido a dois fatores, como o movimento magnético orbital e 0 momento magnético de
spin. O primeiro esta relacionado com o movimento dos elétrons em sua oOrbita, e o segundo

associado ao spin desses elétrons [34].

Figura 8 - Ilustracdo Esquemadtica de um material paramagnético quando submetido a acao de
um campo magnético externo.
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Fonte: Mozaffari, Arani ¢ Amighian (2010).
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Alguns materiais metalicos apresentam momento magnético permanente na auséncia de
um campo externo, sendo essas magnetizacdes muito grandes e permanentes. Essas sdo
caracteristicas do ferromagnetismo e sdo exibidas em metais de transi¢ao, como ferro, niquel
e cobalto [33]. Além disso, o efeito ferromagnético ¢ o comportamento observado na ferrita
de zinco, material de estudo desse projeto, merecendo, portanto, também um destaque.

Os momentos magnéticos permanentes em matérias ferromagnéticos ocorrem devido
aos spins dos elétrons ndo se cancelarem, ou seja, eles interagem com os do atomo vizinho
resultando no alinhamento desses momentos de dipolo magnético, fenomeno conhecido como
acoplamento de troca. Este alinhamento persistente ¢ o que confere aos materiais
ferromagnéticos seu magnetismo permanente, mesmo apds a aplicacdo de um campo externo
e apos a interrupcao deste (Figura 9). Existe, porém, uma temperatura, especifica de cada
material, em que o efeito permanente de alinhamento dos momentos de dipolo ndo pode mais
ser observado, perdendo o seu comportamento ferromagnético. Essa temperatura ¢ conhecida

como temperatura de Curie [34].

Figura 9 - Ilustracdo esquematica de um material ferromagnético quando submetido a agdo de
um campo magnético externo.
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Fonte: Mozaffari, Arani ¢ Amighian (2010).

Além desses comportamentos citados, ainda pode-se observar materiais com
comportamento antiferromagnético e ferrimagnético. O primeiro, assim como o
ferromagnetismo, ¢ originado pela interagdo entre os spins, porém, com orientacdo em
diregdes opostas. Ja o segundo caso, o alinhamento dos momentos de dipolo ocorre de forma
paralela, porém com momentos magnéticos diferentes. Os dois fenomenos podem ser

observados na Figura 10 [34].



33

Figura 10 - (a) Antiferromagnetismo. (b) Diferenc¢a entre Ferromagnetismo e
Ferrimagnetismo.

Ferrimagnetismo Ferromagnetismo

bbby
R I
bvohb

> <L+ >
-+ > =

Fonte: Mozaffari, Arani e Amighian (2010).

Materiais ferromagnéticos possuem configuracdes multidominios. No entanto, abaixo
de um determinado didmetro critico (Dc), o material apresenta apenas um dominio.
Nanoparticulas magnéticas com didmetro abaixo do didmetro critico, formam um unico
dominio magnético, enquanto que acima desse valor elas tendem a se dividir em multiplos
dominios na tentativa de diminuir a energia magnetostatica. A Figura 11 ilustra a

magnetizacao do material em fun¢do do Dc.

Figura 11 - Magnetizacdo das nanoparticulas em fun¢ao do didmetro (Dc).
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Fonte: Cullity e Grahm (2009).
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3.6 FERRITA DE ZINCO (ZnFe,04)

A ferrita de zinco passou a ser estudada e pesquisada com maior profundidade devido as
suas propriedades magnéticas peculiares e sua aplicabilidade para a satide, como o tratamento
por hipertermia que utiliza este material na forma de nanoparticulas. Porém, suas
propriedades magnéticas sdo influenciadas pelo método de preparagdo, que afeta a sua
estrutura [35]. A estrutura da ferrita de zinco ¢ do tipo espinélio normal, com formula
cristalografica (Zn), [Fe,™]s O42, assim, torna-se necessario identificar e adaptar o tamanho
das particulas para que tenha as propriedades magnéticas desejadas. Sua alta estabilidade,
aquecimento por indu¢do magnética (com temperaturas controladas em fungdo da
desnaturagdo proteica) e sua viabilidade celular (biocompatibilidade) sdao algumas
caracteristicas que chamam a atenc¢do de cientistas para o estudo dessas nanoparticulas [36].

A ferrita de zinco ZnFe,O4 trata-se de um composto que tem como formador de rede a
magnetita (Fe;O,), em que utilizando metais do tipo M*2, neste caso, o Zn'? como modificador
de rede forma-se a fase desejavel. A presenca de magnetita deve-se a sua biocompatibilidade,
ja que se estabiliza com a 4gua formando uma solugdo coloidal. Isso permite que a
nanoparticula seja transportada com seguranga pelo corpo de modo que o sistema de defesa
corporal ndo ataque a substincia. Quanto aos tipos de metais mais adequados, em que
apresentam magnetizagdo satisfatoria, encontra-se o Zn? e o Co™. Porém, o Co** ¢ inviavel
economicamente e ainda pode ter o risco de intoxicar o corpo, assim, a atenc¢ao sera para a
solucao solida do Fe;O,4 com o ZnO. [37].

Quando se trata das propriedades magnéticas da ferrita de zinco, ¢ importante analisar a
estrutura dos dominios magnéticos, como se organizam, fatores que alteram e o que interfere
na magnetizagdo. A estrutura de espinélio normal (AB,X4), caracteristica da ferrita de zinco,
possui comportamento antiferromagnético, ou seja, os dominios se encontram paralelos e com
sentidos opostos. Nesse caso, a distribuicdo catidnica esperada para a estrutura do 6xido
ZnFe>O4 (que obedecem as estruturas do tipo MFexO4) € da seguinte forma: (Znoe7
Feo33)[Zno.33 Fe1.67]04 [38]. O carater antiferromagnético deixa de existir no momento em que
os sitios ocupados pelos cations Zn*? ¢ Fe™ sejam rearranjados de forma que ambos os cations
ocupem de forma aleatoria os sitios tetraédricos (normalmente ocupado pelo Zn*, “A”) e
octaédricos (normalmente ocupado pelo Fe™, “B”), processo em que ocorre uma inversao
estrutural. Assim, quando as interagdes entre A-B diminuem, na forma de “bulk” e em
temperatura ambiente, a ferrita de zinco terd magnetizagao do tipo paramagnética, porém,

quando em nanoparticulas, ocorre essa inversao estrutural, resultando em um comportamento
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ferromagnético. Agora, percebe-se uma influéncia direta entre a magnetizagdo com a
temperatura e tamanho da particula. [39].

Sabendo qual ¢ a estrutura 6tima para uma magnetizagao desejavel, ¢ importante saber a
influéncia da temperatura ¢ do tamanho do grao nas propriedades finais do composto na
forma de bulk. Quando o material se encontra na forma macroscopica, o tamanho de grao ¢
maior, o que permite que os dominios se organizem paralelamente e com sentidos contrarios,
anulando-se e dando a caracteristica antiferromagnética. Porém, quando em nanoparticulas, o
tamanho de grao ¢ menor, dando menos liberdade de movimentacdo dos dominios, o que
torna a magnetizacdo do composto com comportamento ferromagnético. Para a temperatura,
dois limites devem ser obedecidos para que tenham a magnetizacdo desejada. Primeiramente,
a temperatura deve ser acima de 10K (chamada de temperatura de Néel, em que abaixo dessa
temperatura limite o composto tem caracteristica antiferromagnética) [40] e deve atingir o
limite superior que ¢ adotado como a temperatura de Curie do material, pois como a
temperatura ideal para atingir no interior do corpo ¢ em torno de 40°C — 43°C, a temperatura
de Curie ¢ um valor menor e por isso adotada como limite superior. O controle da temperatura
serd dado pela auto-limitagcao do proprio composto, pois como o valor de temperatura a atingir
¢ menor do que a temperatura de Curie, tem-se esse sistema de defesa, similar a fungdo de um
fusivel [41].

Tendo em vista esses aspectos, a ferrita de zinco serd utilizada na forma de
nanoparticulas, controlando a temperatura. A justificativa para a escolha de nanoparticulas
deve-se a seguinte propor¢do: quanto menor a particula, maior o grau de inversao,
proporcionando o comportamento ferromagnético desejado [42]. Como a temperatura de
Curie para este nanomaterial dopado ¢ baixa, serd usada como limite, assim, permite uma
interacdo de forma efetiva quando submetida a campo magnético externo € nao causa
desconforto bioldgico, sendo um material ideal para a aplicacdo da hipertermia magnética

para o tratamento do hepatocarcinoma.
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Figura 12 - Estrutura espinélica do ZnFe>Oq.

Fonte: Mathew e Juang (2007)

Devido as elevadas expectativas com relacao a aplicabilidade da ferrita de zinco na
area biomédica ¢ em outras areas, como biosensores [43] ¢ fotocatalise [44], existe uma
grande gama de estudos com relacdo ao seu método de sintese. Por exemplo, Sabale et al. [45]
utiliza a sintese pelo método poliol, sintetizando diversas combinacdes de ferritas, como a
ferrita de zinco, de niquel, de cobalto € manganés, com tamanho de particulas em torno de 4 a
10 nm e magnetizacao de saturacdo em torno de 17,49 emu/g (ferrita de niquel) e 51,99 emu/g
(ferrita de manganés). Bini et al. utilizou o método de combustdo assistida por micro-ondas
[46] em que a ferrita de zinco foi dopada e realizada sua andlise estrutural. De acordo com os
dados mostrados, diversos dopantes foram utilizados para avaliar suas propriedades fisicas e
morfologicas, obtendo o tamanho do cristalito tanto para a ferrita pura quanto para ferrita
dopada variavel entre 40 e 4,5-8 nm, com magnetizagdao de saturagao entre 1,6 e 13,4 emu/g,
variando de acordo com a composi¢do (se ha ou ndo presenga de dopantes) e com campo
magnético aplicado. Seyfoori et al. utilizou o método quimico por co-precipitagdo [47]. De
acordo com o este ultimo experimento, o tamanho médio de cristalito obtido foi entre 45,76-
81,38 nm (com o nanocompdsito HAp e com a fase cristalina escolhida no plano (002)). e
60,02-63,05 nm (com o nanocompdsito HAp e com a fase cristalina escolhida no plano

(311)). Embora existam ainda outros métodos de sintese para a ferrita de zinco, a rota
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hidrotermal assistida por micro-ondas oferece tempo e temperatura menores de sintese, o que
torna o método viavel para reproducdo e com custos mais reduzidos.

A hipertermia magnética € uma inovagdo que resolve a questao da magnetiza¢ao do
material ao aplicar um campo externo (que depende da amplitude e frequéncia do campo
aplicado, bem como tamanho, forma, distribuicdo e cristalinidade da particula); do controle da
temperatura, ja que temperaturas superiores a 42°C podem provovar avarias no corpo (como
bolhas, queimaduras e desconforto) além da preocupagdo com a temperatura de Curie (T.),
pois para uma temperatura acima da T. o material se comporta como paramagnético
(reduzindo a perda de calor devido a falta de histerese) e para um T. abaixo, a magnetizagao ¢
espontanea (tendo perdas de calor) — ou seja, a temperatura de Curie age como um limite
maximo de temperatura a ser atingida; da biocompatibilidade, para evitar que as
nanoparticulas sejam fagocitadas ou outra reacdo imunoldgica, além da preocupacdo com a
polaridade em relagdo ao fluido corporal (sangue) para o transporte dessas nanoparticulas na
corrente sanguinea e a eficiéncia do nanomaterial; e, por fim, do tamanho das particulas, que
no caso, interfere na magnetizagao da ferrita de zinco [42].

E importante salientar que esse composto ja foi utilizado para auxiliar no tratamento de
alguns adenocarcinomas, como o mamario (utilizando camundongos) [48], prostatico [49],
ovariano [50], entre outros. Isso demonstra que seu potencial para tratamentos de

adenocarcinomas ¢ bem elevado.

3.7 METODO HIDROTERMAL ASSISTIDO POR MICRO-ONDAS

O método hidrotermal convencional e o assistido por micro-ondas sdo os Unicos
métodos capazes de obter materiais de consideravel complexidade (como, por exemplo,
diferentes tamanhos e formas) na escala manométrica e em baixas temperaturas. Estes
métodos economizam energia e sdo ambientalmente favordveis, uma vez que as reagdes
ocorrem em ambientes isolados.

Em contraste com o método convencional, que requer longos tempos de sintese (o
processo pode levar varias horas) e elevadas poténcias (mais de mil Watts), o aquecimento
assistido por micro-ondas ¢ uma técnica eficiente em sintetizar materiais em curtos periodos
de tempo (geralmente minutos) e com menor consumo de energia (centenas de Watts) como
consequéncia direta da uniformidade de aquecimento [52].

O processo assistido por micro-ondas atrai grande atencao por promover maior taxa de

sintese quando comparado ao método convencional. De fato, como as micro-ondas podem
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penetrar o material e fornecer energia, o calor ¢ gerado por todo o volume, resultando em
aquecimento volumétrico. A habilidade de elevar a temperatura da reacdo acima do ponto de
ebulicdo do solvente aumenta a taxa de reagdo por um fator entre 10 e 1000. Isso permite que
as reacoes sejam completadas em minutos ou até segundos [51].

As micro-ondas apresentam radiacdo eletromagnética com valores de frequéncia entre
0,3 e 300 GHz e comprimento de onda entre 1 mm e 1 m, valores intermediarios ao de ondas

de radio e infravermelho (Figura 13).

Figura 13 - Espectro eletromagnético.
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Fonte: Silva (2020).

As micro-ondas sdo usadas principalmente para a transmissdo de informagdo e
transmissdo de energia. A frequéncia de operacdo de fornos micro-ondas ¢ de 2,45 GHz.
Nesta frequéncia, as oscilagdes ocorrem 4,9 x 10° vezes por segundo. Consequentemente,
moléculas submetidas a esta radiagdo agitam-se fortemente enquanto alinham e desalinham
com as oscilagdes, criando um intenso aquecimento interno [51].

O aquecimento por micro-ondas ¢ baseado na habilidade dos materiais de absorver e
transformar energia eletromagnética em calor. Os materiais podem ser classificados em
diferentes categorias, com respeito a sua interagdo com micro-ondas: refletores, transmissores
e absorvedores (Figura 14). Os refletores, como os metais, ndo sdo aquecidos pelas micro-

ondas. Os materiais transmissores permitem que a radiacdo passe pelo seu volume sem
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absorvé-la, gerar calor ou perder energia. O Teflon ¢ um exemplo de material transmissor,
sendo por este motivo utilizado em autoclaves e recipientes nos quais as reagdes quimicas e
sinteses acontecem em fornos micro-ondas. Os absorvedores, por sua vez, sdo os materiais

que absorvem a radiagao eletromagnética das micro-ondas, gerando calor [51].

Figura 14 - Classificacdo dos materiais quanto a interagdo com micro-ondas.

{:ﬁ%

(a) reflexdao (b) transmissao (c) absorgéao

Fonte: Sousa (2015).

A componente elétrica de um campo eletromagnético gera calor por dois mecanismos:
polarizacdo dipolar e condugdo idnica. A irradiacdo da amostra resulta no alinhamento dos
dipolos ou ions ao campo elétrico aplicado. Conforme o campo oscila, os dipolos tentam se
realinhar ao campo e, neste processo, ha liberacdo de energia na forma de calor através da
fricgdo molecular e perdas dielétricas. Assim, espécies presentes na mistura que possuam um

dipolo permanente, como o H>O, sdo aquecidas pela radiagdo das micro-ondas (Figura 15)
[54].
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Figura 15 - Alinhamento de moléculas de 4gua por irradiagdo de micro-ondas.

Micro-ondas
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Fonte: Souza (2011).

A capacidade de uma substancia em converter energia eletromagnética em calor em

uma determinada frequéncia e temperatura ¢ dada pelo fator de perda (tan o).

tand = % 4)

Onde &’ ¢é a perda dielétrica, indicativo da eficiéncia com a qual a radiagdo
eletromagnética ¢ convertida em calor, e €’ € a constante dielétrica, que descreve a habilidade
das moléculas de serem polarizadas pelo campo elétrico. Logo, quanto maior o valor de tan o,
mais eficiente ¢ a absor¢ao da energia e mais rapido € o aquecimento [51].

A Figura 16 mostra o equipamento utilizado para sintese de materiais cerdmicos pelo

método hidrotermal assistido por micro-ondas.
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Figura 16 - Forno micro-ondas adaptado para a sintese de materiais ceramicos.
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Fonte: Souza (2011).

3.8 HIDROTERMAL CONVENCIONAL VERSUS HIDROTERMAL ASSISTIDO POR
MICRO-ONDAS

Tradicionalmente, a sintese de 6xidos metélicos ¢ efetuada por aquecimento condutivo
por meio de fontes externas de calor. Este ¢ um método lento e ineficiente de transferir
energia para o sistema, uma vez que depende de correntes de conveccdo e da condutividade
térmica dos varios materiais presentes na mistura. Isso faz com que muitas vezes a
temperatura do recipiente seja maior que a da solu¢do. Ademais, um gradiente de temperatura
pode ser desenvolvido dentro da amostra e um superaquecimento local pode levar a
decomposicdo de produtos, substratos ou reagentes, além de causar propriedades nao
uniformes no produto sintetizado [51]. Em contraste, a irradiagdo por micro-ondas produz
aquecimento interno eficiente, devido a interacao direta entre a sua energia eletromagnética e

as moléculas presentes na solucdo (Figura 17).
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Figura 17 - Perfil de aquecimento no método convencional e micro-ondas.
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Fonte: Sousa (2015).

A irradiagdo por micro-ondas, portanto, eleva a temperatura de todo o volume
simultaneamente (aquecimento volumétrico), enquanto no aquecimento convencional o
recipiente € aquecido primeiro (Figura 17¢). No caso de aquecimento por micro-ondas, o
recipiente nao absorve energia nessa frequéncia, permitindo a passagem da radiacdo sem
obstaculos.

Por fim, pode-se citar como vantagens da sintese pelo método hidrotermal por micro-
ondas: aquecimento volumétrico rapido, elevada taxa de sintese, seletividade, ser
ambientalmente amigavel, elevada eficiéncia e bom controle da composi¢do, estrutura,
distribuicao de tamanho e morfologia. Assim, a tecnologia de aquecimento por micro-ondas
emerge como uma fonte de sintese rapida, possibilitando a obten¢do de nanoestruturas em
minutos, ao invés das horas e at¢ mesmo dias geralmente necessarios para o método

convencional [51,52,53].

3.9 FUNCIONALIZACAO POR SILANIZACAO DA NANOCERAMICA EM MATRIZ
EPOXIDICA

A utilizacdo de polimeros a base de resina epoxidica do tipo éter diglicidilico do
bisfenol A com aminas alifaticas como agentes de cura para o encapsulamento das particulas
demanda e estimula o desenvolvimento de novas metodologias que estabelecam a relagdo
estrutura e propriedade, fator importante para a aplicacdo adequada destes sistemas em
projetos especificos, como os solicitados para a utilizagdo no tratamento do cancer por

magneto-hipertermia. Os polimeros epoxidicos sao 0os mais importantes e versateis polimeros
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termorrigidos usados na atualidade. Isto ¢ devido a grande reatividade do anel epo6xi na sua
estrutura, o qual pode sofrer uma abertura e posterior reticulagdo da resina com um
consideravel nimero de compostos quimicos, tais como aminas alifaticas e aromadticas,
anidridos de acido e poliamidas, etc. Os agentes de cura mais comumente utilizados sdao as
aminas, em parte, devido ao excelente desempenho e facilidade de manuseio [55]. Com o
objetivo de sucesso no encapsulamento, algumas técnicas sdo utilizadas para aumentar a
interacdo do polimero com o substrato. A adesdo pode ser feita por adsor¢do fisica, ligagdo
quimica, bloqueio mecanico, difusdo e adesdo eletronica. No caso da ligagdo quimica, €
utilizado um agente funcionalizante para provocar a interagdo entre as superficies [55].

A silanizagdo ¢ um processo que com um agente silanizante forma-se um sistema de
ligacdes covalentes, fortes e duraveis. Os silanos possuem uma estrutura comum R-Si(OR’)3
onde R ¢ o grupo que reage com o substrato e R’ ¢ geralmente um radical metila ou etil. Um
exemplo dessa reagdo ¢ o acoplamento do 3-aminopropil trimetoxisilano na superficie de

particulas do tipo garnet demonstrado na Figura 18 [56-57].

Figura 18 - Esquema da silanizagdo da particula garnet.
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Fonte: Silva (2020) e Sousa (2015).

3.10 SISTEMAS EPOXI A BASE DO ETER DIGLICIDILICO DO BISFENOL A (DGEBA)
E AMINAS CICLOALIFATICAS

O composto quimico mais comum utilizado para sintetizar o oligdmero epoxi ¢ o
bisfenol A (2,2-bis (2,3-epoxipropofenil)-propano), que reagem com a epicloridrina (2,3-
epoxi-1-cloropropano), na presenca de hidréxido de so6dio como catalisador, para produzir
éter diglicidilico do bisfenol (DGEBA).

Para a produ¢dao do DGEBA, dois moles de epicloridrina reagem com uma solugdo

basica de bisfenol A, representadas nas equacdes da Figura 19.
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Figura 19 - Equagdes que representam a reagao de obtencdo do DGEBA.
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Fonte: UGLEA (1998).

A primeira vista, a reagdo mostra ser em duas etapas: na primeira utilizando hidréxido
de so6dio como catalisador e, a segunda, utilizando hidréxido de s6dio como reagente. Porém,
a pratica adotada industrialmente para produzir oligdmeros sélidos e liquidos ¢ utilizar um
alto excesso de epicoridrina. Sob estas condigdes, a epicloridina e o diglicidil éter de bisfenol
A competem entre si para reagir com bisfenol A ndo consumido. Como consequéncia,

macromoléculas de bisfenol A sdo sempre produzidas, representada na Figura 20.
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Figura 20 - Equagdo que representa a competi¢ao entre o bisfenol A e epicloridina, para a

forma¢ao do DGEBA.
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Fonte: UGLEA (1998).

Os valores de n nas resinas comuns no mercado podem variar em valores que vao desde
0,03 até 10. A temperatura ambiente os mondmeros sdo sélidos cristalinos para valores de n
proximos de zero, liquidos para n = 0,5 e sélidos amorfos com uma temperatura de transi¢ao
vitrea, Tg entre 40 e 90° para valores de » maiores.

As resinas epOxi sdo caracterizadas pela sua viscosidade, ponto de fusdo, cor, numero de
hidroxilas, porcentagem de insaturacao, distribui¢ao de peso molecular e outros, por meio de
procedimentos padronizados [58].

No caso de resinas liquidas, a viscosidade merece atencdo especial, pois ¢ dependente
da temperatura, e a alteragdo em poucos graus pode produzir diferengas significativas nas
caracteristicas de processamento. A quantidade de grupos epoxi € relatada em termos de
“equivalente epoxi” ou o “peso equivalente epoxi” e ¢ definida como o peso da resina em
gramas que contém um equivalente grama de epoxi. Esse pardmetro ¢ utilizado no célculo da
proporc¢ao de agente de cura necessario, e pode ser determinado por andlise de infravermelho
ou por titulacdo com um grupo HX (Figura 21). A Tabela 1 mostra algumas propriedades

tipicas da resina ep6éxi DGEBA.
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Figura 21 - Determinacdo do equivalente epoxi por meio de titulagdo.
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Fonte: UGLEA (1998).

Tabela 1 - Propriedades tipicas da resina epoxi DGEBA.

médio Equivalente Epoxi | Faixa de Viscosidade(mPa.s)
(EEW) 25°C
172-178 4000-6000
178-186 6500-9500
186-192 11000-15000

Fonte: Gonzales (2007).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES UTILIZADOS PARA SINTESE DAS NANOPARTICULAS

Os reagentes utilizados nas partes experimentais, bem como os respectivos fornecedores

e graus de pureza de cada precursor estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Reagentes utilizados para a sintese se nanoparticulas de ZnFe;Oa.

Reagentes Grau de Pureza (%) | Fornecedor Formula
Citrato de Amonio e Ferro 111 99,5 Vetec CeH11FeNO7
Acetato de zinco dihidratado 99,9 Merck C4H1006Zn
Hidréxido de Potassio 99,8 Merck KOH
Sigma-
Brometo de Cetrimonio 99,6 Ci9H42BrN
Aldrich

Fonte: Autoria prépria.

Para dar inicio ao processo de sintese das nanoparticulas, fez-se primeiro o calculo
estequiométrico visando conhecer a quantidade dos reagentes iniciais para o preparo da
solucdo. Assim, pesou-se os reagentes inicias em quantidade adequada para preparar 2,0g de
ZnFe;04. Os reagentes usados foram citrato de amoénio e ferro II1 (C¢Hi11FeNO7) e acetato de
zinco dihidratado (C4Hs04Zn.2H>0), e como solvente foi utilizado 4gua. O meio reacional foi
basico, através da adicdo de KOH, para manter o controle do pH. Outras duas amostras foram
preparadas, na presenca de surfactante CTAB (Brometo de Cetrimonio) e sem mineralizador
KOH. Para todas as amostras utilizou-se a razdo de 1Zn para 2Fe visando garantir a
estequiometria do composto.

Apoés essa etapa de preparagdo, deu-se inicio ao processo hidrotermal assistido por
micro-ondas. Para isso, primeiro a solucdo foi colocada em uma autoclave de Teflon® e em
seguida acoplado junto a um reator, que contém um termopar, mondémero para monitoramento

da pressao durante a reacao e uma valvula de seguranga, como mostra a Figura 22.
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Figura 22 - Fotos do HAM e seus principais componentes: (a) copo de teflon. (b) reator
hidrotérmico.

COI)O de Teflon Reator Hidrotérmico
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Fonte: Departamento de Materiais ¢ Tecnologia (DMT) da Faculdade de Engenharia de Guaratinguetd — UNESP.
(2021).

Todo o conjunto ¢ montado em um forno micro-ondas adaptado para o processo (Figura
23). Nessa etapa, a solucao sofreu reacao durante 32 minutos, a uma temperatura de 140 °C,
sendo esses parametros definidos no painel do equipamento antes do inicio da reagdo [82].
Um esquema de como o procedimento em micro-ondas foi realizado pode ser observado na

Figura 16, que foi anteriormente mostrada.

Figura 23 - Esquema de Funcionamento do sistema montado para o método hidrotermal.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Por fim, retirou-se a solugdo e centrifugou-a por trés vezes, para separar a fase solida e

liquida, sendo esta ultima descartada apos o final dessa etapa. Colocou-se o sélido em uma
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estufa, onde este permaneceu por aproximadamente 48 horas, hd uma temperatura de

aproximadamente 100°C (Figura 24).

Figura 24 - (a) Solugdo resultante apds centrifugagao; (b) lavagem das nanoparticulas; (c)
secagem das nanoparticulas; (d) obtencao das nanoparticulas.
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Fonte: Autoria propria (2021)

Apo6s obtengdo das nanoparticulas, estas foram caracterizadas por Difracdo de raios-X
(FEG-Guaratinguetd) e microscopia eletronica de varredura de emissdo de campo (FEG-
SEM-IQ-Araraquara) bem como termogravimetria € espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (FT-IR).

4.2 SINTESE DA MATRIZ EPOXIDICA DGEBA

As formulagdes usadas neste estudo sdo a base do mondmero epoxi do tipo éter
diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) contendo como diluente reativo o éter diglicidilico do
1,4-butanodiol (GDEBD) com uma massa equivalente de grupos epoxi de 185,5 g eq’'e 123.4
eq’!, respectivamente conforme determinado por titulacdo 4cida [59]. Como comondneros
foram utilizadas as aminas cicloalifaticas isoforona diamina (IPD), 4,4'-diamino-3,3'-dimetil-
diciclohexilmetano (3DCM) e 4-metilpiperidina (4MPip). As aminas IPD e 3DCM com uma
massa equivalente de grupos hidrogénio-amina de 42,6 e 59,6, respectivamente, determinado
por titulagdo potenciométrica [60]. A estrutura quimica, fornecedor, pureza, massa molecular

e funcionalidade dos varios produtos utilizados estdo listadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estrutura quimica e caracteristicas dos monomeros. (M: massa molecular, F:

funcionalidade).
Mondmers Estrutura quimica Forneccdor g.mol! F
H, CH,
Eter diglicidilico :
Dow Ch 1
do bisfenol A DER 331 37100 2
(DGEBA)
e 0]
O

Eter diglicidilico Aldrich
202,25 2
do 1,4-butanodiol V\O/\/VO/\V (60,0%) ’

(DGEBD)
e Aldrich
4-Nl(zt;}[p}:pe)r1dma HNQCHS (96 r()lg/o) 98,17 1
ip ’
H,N
CH, .
Isoforona diamina Aldrich 170,30 4
HN 99,0% ’
(IPD) oh, (99.0%)
CH,
4,4‘-!)1:amino-‘3,3'—dimetil- Aldrich 238.41 4
diciclohexilmetano / (99,0%)
(3DCM) H,N NH, ’
CH, CH,

Fonte: Passos (2020); Silva (2020).

As formulagdes foram modificadas pela adicdo de diluente reativo ao mondmero
epoxidico usando uma concentragao de 30 phr (30g de DGEBD para cada 100g de DGEBA).
As formulagdes contendo 3DCM e IPD foram preparadas por pesagem do monomero
modificado e do comondmero em propor¢do estequiométrica (grupos epoxi/hidrogénio amina
e/a = 1). As formulagdes com 4MPip foram preparadas usando uma concentragdo de
comondmero de 5 phr (5g de 4MPip para cada 100g de DGEBA). Todas as formulagdes
foram cuidadosamente agitadas durante 5 min & temperatura ambiente (25 °C) até assegurar
uma mistura homogénea. Em seguida, as misturas liquidas foram desgaseificadas a vacuo por
10 min a temperatura ambiente (25 °C), depois vertidas em moldes de polietileno cilindricos e
submetidas a 60 °C durante 4 h.

Para a etapa de pds-cura, cada amostra com uma cura incompleta nos moldes de

polietileno foi removida para moldes de vidro cilindricos. A etapa de pds-cura das

formulagdes a base de 3DCM e IPD foi de 180 °C e 160 °C durante 2 h, respectivamente.
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Para a formulag@o a base 4MPip foi utilizado um programa de cura em duas etapas, a primeira
a 60 °C durante 30 mim, e a segunda a 120 °C durante 16 h. Terminada a etapa de p6s-cura as
amostras foram deixadas arrefecer lentamente, até atingir a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras (cilindros) foram removidas dos moldes e maquinadas para
atingir as dimensoes finais. Desta forma foram produzidas amostras na forma de discos com
dimensdes de 1,5 cm por 1,5 cm, as que foram tratadas mecanicamente para alcancar o
acabamento superficial adequado. Para isto, a superficie destes discos foi submetida a
polimento mecanico, primeiramente foram usados discos de carboneto de silicio de grau 230,
300, 400, 500, 600 e 1200, e posteriormente foi utilizada solugdo-dispersdo de polimento a
base de 6xido de alumina de grau 0,5 pm e 0,3 wm. Durante cada etapa de tratamento
mecanico os discos foram lavados com dgua destilada para remover os residuos de polimento.
Finalmente as amostras na forma de discos foram secas com papel absorvente, e armazenadas

em dessecador com silica gel até sua utilizagao.
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5 METODOS DE CARACTERIZACAO

5.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX)

Os raios-X sdo radiagdes eletromagnéticas que podem ser polarizadas, difratadas e
refletidas. A condi¢@o para ocorréncia do fendémeno de difragdo estd relacionada as estruturas
cristalinas, as quais apresentam dimensdes, das células unitarias, da mesma ordem do
comprimento de onda caracteristico dos raios-x. Devido ao espagamento interplanar d, os
raios provenientes da estrutura, em direcdo aos sensores, sofrem uma defasagem, responsavel

por gerar o fendmeno de interferéncia, que € construtiva segundo a Equagdo (5):
nA = 2.d.senf ®)]

Esta ¢ a lei fundamental da cristalografia de raios-X, conhecida como Lei de Bragg,
onde n corresponde aos padrdes (primario, secundario, etc) de interferéncia, d a distancia
interplanar, A o comprimento de onda do feixe incidente e 8 o angulo de difracao.

A difratometria de raios-X foi utilizada para a identificacdo das fases formadas nas
nanoestruturas obtidas por rota HAM. Utilizou-se um difratometro de raios-X (Rigaku-
DMax/2500C, Japao) com radiagao Cu-Ka (A = 1.5406 /f\), monocromatizada por cristal de
grafite (Unesp - Instituto de Quimica - Araraquara), com velocidade de varredura de 0,2°/min,
de 20 a 80°.

O tamanho médio de cristalito (d) fora calculado com base na equagao a seguir, de

Debye-Scherrer:

_ kA
d= [S.cos@ (6)

Onde k ¢ uma constante, A o comprimento de onda da radiagdo, f a largura a meia

altura para o plano de maior intensidade e 6 o angulo de Bragg.
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Figura 25 - Equipamento difratdmetro de dnodo rotatério RIGAKU RINT2000.

Fonte: Autoria propria (2021).

5.2 REFINAMENTO DE RIETVELD

A analise de refinamento de Rietveld ¢ uma ferramenta voltada para a interpretagdo dos
padrdes de difragdo de néutrons ou de raios X. A ideia fundamental deste método ¢ encontrar
o melhor ajuste possivel de um difratograma experimental em relacdo a um padrdo
difratométrico [61-63].

Isto permite extrair informagdes relacionadas a estrutura cristalina de um solido
(determinagdo de fases cristalograficas, dimensdes da célula unitdria, posi¢cdes atdmicas,
tamanho de cristalito, microdeformagdes de rede, orientagdo preferencial) sem levar em
consideragdo os efeitos provenientes de anomalias instrumentais ou de radiacao de fundo [61].

No método de Rietveld, o critério para o refinamento dos pardmetros ¢ definido por
meio de uma fun¢do de minimizacdo de residuo (S) baseado no principio dos minimos
quadrados, dada por [61]:

N

S :ZH"’.*(J”: _yr'c)2

i=1

(7

Sendo N o niimero de pontos medidos no difratograma, wi o peso atribuido a cada

intensidade (wi = 1/yi), yi e yic sdo as intensidades observadas e calculadas no i-€simo ponto,
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respectivamente. Para verificar a qualidade do ajuste, deve examinar alguns indicadores de
confiabilidade rotineiramente executados no método de Rietveld, sendo que os mais comuns
sdo: Rwp, Rexp e y°. O indice ponderado do refinamento em fungdo dos pontos do perfil

(Rwp) ¢ descrito por [64]:

Z w, ( V=¥ )2

pr : 2
Z " (yf )

(8)

O valor estatisticamente esperado para o Rwp (Rexp) € estimado pela equagdo a seguir

[64]:

| (NV—P)

R = ;
’ \/ Z Wi (J"f )‘

9

Sendo P o nimero de parametros refinados. O fator de convergéncia ou precisdao do

ajuste (%°) é determinado pela equacio abaixo [61]:

e (10)

Um valor de %’ igual 1 na equacio acima, indica que o Rwp atingiu o maximo dos
valores estatisticamente esperados (Rexp) para todos os parametros refinados.

Os perfis e a assimetria dos picos foram ajustados por intermédio da fungdao pseudo-
Voigt modificada de THOMPSON-COX-HASTINGS (LARSON, VON DREELE, 2001) e
pelo modelo de (FINGER, 1994).

Os padroes difratométricos usados nos refinamentos foram retirados do banco de dados

ICSD (INORGANIC CRYSTAL STRUCTURE DATABASE, 2012).
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5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho, com Transformada de
Fourier, ¢ utilizada na identifica¢do de unidades estruturais encontradas nas substancias com
base nas frequéncias vibracionais de suas moléculas. As bandas registradas sdo decorrentes da
absor¢do de radiacdo eletromagnética, resultante dos movimentos de vibragdo dos atomos
constituintes dessa molécula. No caso de sélidos, existe um grande numero de bandas, sendo
que cada uma corresponde a um tipo de vibragao especifica de um composto. Neste trabalho,
a espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) foi realizada empregando um espectrometro modelo Equinox 55 (Bruker, Alemanha
localizado no IQ-UNESP-Araraquara) em modo de refletancia difusa, operando entre 400 e
4000 cm™', em temperatura ambiente. Quanto ao preparo das amostras, inicialmente foram
usados citrato de amonio e ferro III (Ce¢Hi1FeNO7) e acetato de zinco dihidratado
(C4H604Zn.2H20), e como solvente foi utilizado 4dgua. Para homogeneizar a solugdo, foi
necessario um leve aquecimento. Posteriormente, foram usados um pistilo € um almofariz
para desaglomerar e homogeneizar o tamanho das particulas desta pequena quantidade de

material sintetizado.

5.4 ESPECTROSCOPIA DE ESPALHAMENTO RAMAN

Esta consiste de uma técnica baseada no espalhamento ineldstico da luz monocromatica,
geralmente oriunda de uma fonte laser, fornecendo informagdes sobre o grau de desordem da
rede cristalina. O espalhamento ineldstico implica que a frequéncia do foton na luz
monocromatica se altera devido a interagcdo com a amostra. Fétons sdo absorvidos e entdo
reemitidos e a frequéncia dos fotons reemitidos ¢ deslocada da frequéncia monocromatica
original, gerando o efeito Raman, fornecendo informacdes a respeito de transi¢coes
vibracionais e rotacionais. Cerca de 99,999% dos fotons incidentes do efeito Raman sofrem
espalhamento elastico, do tipo Rayleigh. Este tipo de sinal ndo apresenta aplicagdes pratica
em caracterizagdes moleculares, sendo que somente em torno de 0,001% da luz incidente
produz espalhamento inelastico, util para este tipo de espectroscopia. Este método € sensitivo
a mudancas na ordem a média distdncia da estrutura cristalina, e ¢ frequentemente utilizado

para estudar a introdugdo de defeitos e/ou fases secundarias nos materiais.
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As medidas de espectroscopia Raman das amostras foram realizadas em temperatura
ambiente por meio de um espectrometro da marca Bruker modelo RFS100 localizado na
UFSCAR, utilizando como fonte de excitagdo um laser de Nd-YAG com comprimento de
onda de 1064 nm e poténcia de 100 mW. Para a regiio compreendida de 50 cm™ a 1200 cm™,
foram feitas 32 varreduras com resolucdo espectral de 4 cm!. A espectroscopia de
espalhamento Raman ¢ uma técnica complementar a8 DRX, pelo fato de ser mais sensivel as

mudancas estruturais de ordem local em um dado material.

5.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A quantifica¢do do band gap ¢ extremamente importante na inddstria dos nanomateriais.
Este se refere a diferenca de energia entre o nivel mais energético da banda de valéncia e o
nivel menos energético da banda de conducdo, no qual elétrons podem sofrer transi¢cdes apos
absorverem um minimo necessario de energia, o qual estd intrinsicamente relacionado a
condutividade elétrica dos materiais. A partir do espectro de reflectancia difusa das amostras,
obtém-se a funcao de Kubelka-Munk, convertendo o eixo vertical (y) para F(Rw). A energia
do band gap (Eg) para as nanoestruturas de ZnFe>O4 ¢ entdo determinada plotando o quadrado
da funcdo modificada em fungdo da energia do foton (hv) [88], em elétrons-volt (eV),
conhecido por grafico de Tauc.

Utilizou-se de um espectrometro modelo Cary 5G (Varian, Estados Unidos localizado
na UFSCAR), programado em modo de refletancia difusa. Utilizaram-se 4 situados na faixa
de 200 nm a 800 nm para obter os espectros. A calibragcdo do equipamento foi ajustada com o
uso das esferas integradoras desenvolvidas pela empresa Labsphere. Segundo o fabricante, o
padrdo branco (SRS-99-010) tem aproximadamente 99 % de refletancia, enquanto o preto

(SRS-02-010) apresenta apenas 0,2 %.

5.6 ISOTERMAS DE ADSORCAO (BET)

Adsorg¢ao ¢ definida como a adesdo de atomos ou moléculas de gas em uma superficie.
Esta ndo deve ser confundida com absor¢do, na qual um fluido permeia o s6lido ou liquido. A
quantidade de gés adsorvida depende da area superficial exposta, da temperatura, da pressao

do gas, além da forga de interagcdo entre o gas e o s6lido. Na andlise de area superficial pelo
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método BET, o géas Nitrogénio ¢ o mais utilizado devido a sua elevada interagdo com muitos
solidos. Como a interagdo entre fases gasosas e solidas ¢ relativamente fraca, a superficie ¢
resfriada utilizando N> liquido a fim de obter quantidades detectaveis de gas adsorvido.
Quantidades conhecidas de gas N> sdo entdo liberadas passo a passo dentro da célula
reacional. Pressdes relativas inferiores a pressdo atmosférica sdo obtidas criando-se condi¢des
de vécuo parcial. Apdés a pressdo de saturagdo, nenhuma adsor¢do ¢ observada,
independentemente de qualquer aumento na pressao.

Transdutores de pressao altamente precisos monitoram a mudanga de pressao devido ao
processo de adsorcdo, e depois de formadas as camadas de adsor¢do, a amostra ¢ retirada da
atmosfera com nitrogénio e aquecida para causar liberacdo do gas adsorvido, o qual pode ser
entdo quantificado. Os dados coletados sdo mostrados na forma de uma isoterma BET, a qual
plota a quantidade de gas adsorvido como func¢do da pressdo relativa, existindo cinco tipos
possiveis de isotermas de adsorcao.

Realizou-se quantificacdo da 4area de superficie das amostras, obtidas por rota
hidrotermal assistida por micro-ondas, pelo método de Brunauer-Emmet-Teller (BET) [66],
em ASAP 2010 (Micromeritics localizado no 1Q-UNESP-Araraquara), sob temperatura de

77,35 K em atmosfera de gas nitrogénio (N).

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR FEIXE DE EMISSAO DE
CAMPO (FEG-SEM)

Na microscopia por emissdo de campo, um fio cristalino de tungsténio com uma
extremidade pontiaguda ¢ utilizado como fonte de elétrons. Nestes sistemas, um forte campo
elétrico se forma na ponta fazendo com que os elétrons sejam arrastados em dire¢do ao anodo.
Existem trés tipos de FEG, sendo elas as fontes de emissdao a frio (1), as quais operam a
temperatura ambiente, as fontes de emissdo a quente (2), operando em temperaturas mais
elevadas, reduzindo a absor¢do de gases na ponta além de estabilizar a emissdo do feixe
eletronico, além das fontes de emissao Schottky (3). As medidas de FEG-SEM foram
realizadas por meio de um equipamento da marca Carl Zeiss (Alemanha), modelo Supra 35-
VP operado com feixe de elétrons incidentes de 6 kV, que tem uma resolugdo maior que o

MEV. O equipamento esta disponivel na UFSCAR em parceria com o CDMF-CEPID.
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5.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE ALTA RESOLUCAO

A técnica de Microscopia Eletronica de Transmissao de Alta Resolucao
(High-Resolution Transmission Electron Microscopy - HRTEM) possui grande poder de
resolugdo, atingindo a faixa atomica, além de oferecer vantagens importantes como:
possibilidade de observar o que existe no volume dos materiais, pois os elétrons que formam a
imagem atravessam toda a amostra, e facilidade de identificagdo dos detalhes da
microestrutura através da técnica de difragdo de raios-X. A parte mais importante
do equipamento ¢ chamada de coluna, onde o feixe de elétrons ¢ gerado e dirigido
para atravessar a amostra. Em seguida, a imagem ¢ ampliada e observada na tela,
permitindo também o registro em camera fotografica. Varias lentes associadas permitem o
controle dapassagem de elétrons pela coluna, cujo vacuo deve atingir 10”mbar nas
posicdes mais criticas (canhdo e amostra). Nos microscopios mais modernos o vacuo €
controlado por um sistema pneumatico de valvulas. O equipamento ainda possui: um
sistema de geragdao de alta tensdo, que atinge a ordem de 100 a 200 kV nos microscopios
tradicionais e acima de 1 MV nos chamados microscopios de alta voltagem; sistemas de
alimentacdo e de controle da corrente nas diversas lentes eletromagnéticas; e bobinas de
alinhamento. Existe também o mecanismo de contraste (espessura de massa, difracdo e
fase), que gera diferengas nas imagens observadas na tela. O poder de resolugdo ¢
da ordem de 0,2 nm e permite a observacdo de detalhes da estrutura cristalina dos
materiais. As imagens de microscopia eletronica de transmissdo foram realizadas em
temperatura ambiente, dispersando as nanoparticulas obtidas pelo método HAM em
etanol e, apos a secagem, adicionando-as em grades de Cu com tamanho de 300 mesh,
seguida de vibracdo por energia ultrassonica por 5 minutos. O equipamento utilizado foi um

FEI TECNAI F20 disponivel na UFSCAR em parceria com o CDMF-CEPID.

5.9 MEDIDAS DE MAGNETIZACAO E ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA
PARAMAGNETICA DE ELETRONS (EPR)

Para medir o campo magnético DC, uma sonda Hall foi usado. As medigdes de
magnetizacdo foram realizadas através do magnetometro de amostra vibratéria (VSM) da
Quantum Design ™. A medi¢do da sor¢do de N foi realizada usando o Micromeritics

ASAP 2010 em 77 K.
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A técnica de espectroscopia de ressondncia paramagnética de elétrons, também
conhecida por espectroscopia de ressonancia de spin do elétron, consiste de uma técnica
utilizada para estudar espécies quimicas paramagnéticas, com elétrons desemparelhados.
Como a maioria das técnicas espectroscopicas, espectrometros EPR medem a absorcao de
radiacdo eletromagnética e um detector sensivel a fase converte o sinal da absor¢do em sua
primeira derivada, apresentando-a no eixo Y em fun¢do do campo magnético no eixo X, o
qual pode ser representado em Gauss (G) ou Tesla (T), sendo que 1 T =10.000 G [67].

Elétrons desemparelhados apresentam dois estados energéticos disponiveis, os quais
sdo degenerados, devido a variacdio de seu momento magnético de spin. Tal
degenerescéncia ¢ deslocada a medida que o campo magnético externo aplicado sobre o
material ¢ elevado, absorvendo a energia da radiacdo quando em frequéncia de mesma
magnitude, sendo essencialmente caracterizada pelo fenomeno da ressonancia, observado
através da varredura da energia absorvida da radiacdo incidente em fun¢do do campo
aplicado. A amostra ¢ submetida a um feixe de irradiacdo de micro-ondas de campo fixo
com frequéncia variavel ou de frequéncia fixa com campo variavel, sendo que diferentes
frequéncias podem ser utilizadas, denotadas como bandas S (3,5 GHz), X (9,25 GHz), K
(20 GHz), Q (35 GHz) e W (95 GHz) [68].

Os espectros de EPR foram gravados com a inser¢do de alguns miligramas da
amostra em pd na cavidade de um espectrometro Bruker EMX-300 (EMBRAPA, Sao
Carlos — SP), operando em banda X (9 GHz) com poténcia de micro-ondas de 2 mW,
amplitude modulada em 1 G, constante de tempo 2,56 ms, tempo de conversao de 10,24
ms, frequéncia modulada em 100 kHz, e temperatura ambiente, obtidos com auxilio do

software SimFonia, contido no proprio equipamento Bruker.

5.10 LUMINESCENCIA

Na Historia da Ciéncia, os fendmenos Opticos sempre fascinaram e desafiaram a mente
do ser humano. Isso se estende desde a antiguidade remota, com as observagdes e os relatos
registrados pelos filosofos gregos, até as contribuicdes matematicas e fisicas deixadas por
grandes cientistas como: Isaac Newton, James Clerk Maxwell, Max Planck, Albert Einstein e
outros -ia em so6lidos, buscando com isto, tornar tecnologicamente viavel a reprodutibilidade e
o aumento da eficiéncia de dispositivos eletro-opticos, por exemplo: lampadas, /lasers,

sensores de radiacao ¢ diodos emissores de luz visivel. Na natureza, a luminescéncia ¢ um
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fendmeno fisico que pode se manifestar das mais variadas maneiras, dependendo

essencialmente do tipo de energia responsavel pelo processo de excitagdo eletronica.

Tabela 4 - Descrigao de alguns exemplos comuns desta propriedade Optica.

Tipo de Luminescéncia Origem da Energia de Excitacao
Bioluminescéncia Mecanismos bioldgicos
Catodoluminescéncia Feixe de elétrons de alta energia
Eletroluminescéncia Tensdes elétricas
Fotoluminescéncia Fotons
Quimioluminescéncia Reagdes quimicas

Termicamente estimulada por uma

Termoluminescéncia i .
outra fonte de energia

Fonte: Autoria propria (2021).

Para poder compreender os mecanismos fundamentais de excitagdo eletronica em
solidos ¢ necessario ter conhecimento sobre os niveis de energia. O modelo mais aceito
explica que um atomo isolado tem estados quanticos estacionarios caracterizados por niveis
de energia discretos e quantizados, correspondendo aos orbitais atomicos (s, p, d € f). Em um
atomo com muitos elétrons, o estado fundamental pode ser encontrado quando os varios
elétrons sdo distribuidos nos niveis de menor energia possivel, obedecendo sempre o
Principio de Exclusdo de Pauli. Como o elétron ¢ dotado de spin, cada estado orbital
comporta dois elétrons de spins opostos. Entretanto, em estado solido os 4tomos sdo
numerosos € muito proximos em células unitarias, as quais se repetem infinitamente. Essa
caracteristica causa uma perturbacdo nos niveis de energia dos 4atomos, isto &, se
aproximarmos um grande nimero de atomos, teremos entdo um grande nimero de niveis
energéticos proximos uns dos outros formando uma banda de energia quase continua.
Contudo, para uma distancia infinita, os niveis de energia de estados equivalentes coincidem e
sdo iguais aos de um 4tomo isolado. A medida que a distincia diminui, os niveis se separam

devido a interagdo entre os vizinhos, dando origem a bandas de energia permitidas e
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proibidas. A Figura 26 ilustra a configuragdo de bandas para trés diferentes categorias de
materiais (condutor, semicondutor e isolante).

Os condutores possuem uma elevada condutividade eletronica, exatamente por causa de
uma sobreposi¢ao existente entre a banda de valéncia (BV) e a banda de conduc¢do (BC)
(parcialmente preenchida). Neste sentido, existe um grande numero de elétrons livres
disponiveis para as propriedades de conducdo, mesmo a temperatura ambiente.

Em um semicondutor, a BV (totalmente ocupada) e a BC (vazia) estdo ligeiramente
separadas por uma regido proibida conhecida como band gap, onde ndo existem estados
eletronicos. Posteriormente a etapa de excitacdo, para que elétrons deixem os estados
localizados proximos ao topo da BV e passem a ocupar aqueles situados abaixo da BC ¢
necessario que consigam superar a energia de band gap (Egap). Um exemplo de
semicondutor intrinseco € o Si (Egap = 2,0 eV).

Um material ¢ considerado isolante devido a presenca de um enorme intervalo de
energia entre a BV e a BC. Como resultado, os elétrons do sélido sdo suficientes apenas para
preencher completamente os niveis de energia da BV. Podemos destacar como exemplo o

diamante (Egap = 7,0 eV).

Figura 26 - Modelo esquematico das bandas eletronicas de condutores, semicondutores e
isolantes.
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Fonte: Adaptado de Quimica Nova (2018).

Em particular, dos inameros tipos de luminescéncia, a fotoluminescéncia (FL) ¢ uma
das mais conhecidas. Esta propriedade Optica ¢ frequentemente verificada em materiais com

caracteristicas semicondutoras. De modo geral, apds a excitacdo mediante a absor¢ao de
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fotons, os elétrons provenientes da BV ndo permanecem por muito tempo nos estados de
menor energia situados na BC. Durante a etapa de decaimento, os processos de recombinacao
de elétrons podem ser de duas maneiras: nao radiativa e radiativa. A recombinagdo nao
radiativa ocorre quando o intervalo entre os niveis de maior energia ¢ pequeno, dissipando
entdo parte da energia eletronica em térmica para a rede cristalina via excitagdo de fonons.
Para tanto, geralmente quando ha um grande afastamento dos estados energéticos como em
transi¢des do tipo banda- banda, as recombinag¢des radiativas podem predominar por meio da
liberacdo parcial da energia eletronica sob a forma de fotons. A Figura 27 ilustra os processos

competitivos de recombinagdo eletronica.

Figura 27 - Modelos esquematicos das recombinagdes envolvidas nas emissdes de FL.
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Fonte: Adaptado de Quimica Nova (2018).

Na Fisica de materiais, tanto a energia quanto o momento sdo duas grandezas que
devem ser conservadas nas transicdes eletrOnicas entre bandas de energia. Para
semicondutores com band gap direto (BGD), o estado de méxima energia da BV e o minimo
da BC sao encontrados sobre um mesmo vetor de onda (k vetor), ou seja, em uma equivalente
zona de Brillouin no soélido (Figura 28(a)).

Nesta condigdo, a conservagdo do momento ¢ satisfeita nas etapas de recombinagdo dos
pares elétron-buraco, enquanto que a conservacao da energia estd vinculada a liberacao de
fotons, respectivamente. Isto diferencia das transigdes de band gap indireto (BGI), onde as
transicdes eletronicas acontecem em regides distintas da zona de Brillouin, isto ¢,

apresentando uma variagdo sobre (k vetor). E importante destacar que, a recombinagdo dos
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pares elétronburaco ndo tem o mesmo momento. Para que isto seja possivel, ¢
obrigatoriamente necessario que o excesso de momento deva ser cancelado pelos fonons

(Figura 28(Db)).

Figura 28 - Modelos representativos de semicondutores com band gap (a) direto e (b)
indireto, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Quimica Nova (2018).

O ensaio para obtengao dos espectros de fotoluminescéncia foi realizado a temperatura

ambiente com feixe de laser de 405 nm no LIEC na UFSCar.

5.11 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A DSC ¢ também utilizada na determinacdo da temperatura de transi¢do vitrea de uma
substancia. Esta determinacdo ¢ feita a partir da descontinuidade que se observa no fluxo de
calor do termograma. As principais vantagens da DSC s3o a simplicidade e rapidez das
medicoes assim como a relevancia da informacao que ¢ obtida nas medi¢des por andlise dos
termogramas obtidos. A temperatura de transicdo vitrea (7g), e o calor residual (AH), das
formulacdes epoxi, apds a cura, foram determinados por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), utilizando um calorimetro Shimadzu, modelo DSC 60 em atmosfera de nitrogénio
gasoso. As amostras (~10,0 mg) foram aquecidas de 37 até 125 °C com uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™! sob um fluxo de nitrogénio gasoso de 50 ml min'!. Considerou-se

temperatura de transi¢ao vitrea 7g o inicio da queda da alteragdo na capacidade calorifica.
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5.12 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

Materiais destinados a aplicacdes oncologicas devem ser biocompativeis para
realizarem suas fungdes, sem provocar reacdes adversas num sistema biologico. A
biocompatibilidade implica em uma série de caracteristicas do biomaterial que incluem: nado
destruir ou sensibilizar elementos celulares do sangue, ndo desnaturar as proteinas
plasmaticas, ndo causar respostas imunes diversas, nao induzir a carcinogenicidade ou
mutagenicidade, ndo produzir reacdes toxicas ou alérgicas, ndo dizimar eletrdlitos, nao ser
adversamente afetado pela esterilizagdo, apresentar estabilidade no ambiente fisioldgico e nao
provocar calcificagdo.

Para os testes de biocompatibilidade e citotoxidade, do material de revestimento, foram
feitos os seguintes ensaios bioldgicos in vitro: adesao de plaquetas e ativacao por microscopia
eletronica de varredura (MEV), tromborresisténcia, adsor¢do de proteinas, estudos da
citotoxidade com células tipo osteoblastos MG63 (ATCC), e viabilidade celular por

microscopia de luz e fluorescéncia.

5.13 ADESAO DE PLAQUETAS

A biocompatibilidade das formulacdes DGEBA com o sangue foi avaliada pelo ensaio
de adesdo plaquetaria aberto-estatico com sangue humano. O sangue foi coletado de doadores
saudaveis, de acordo com a Declaragdo de Helsinki, e aprovado pelo comité de ética local.
Para os estudos de adesdao de plaquetas, discos com dimensdes de 1,5 cm x 1,5 cm de cada
amostra, apos a cura, ¢ do tratamento mecanico foram incubados durante 1 h em tampao
fosfato salino (PBS, 0,1 M, pH 7,4) a 37 °C. O ensaio foi realizado depositando 2 ml do
sangue fresco, em cada uma das cinco superficies de teste. Apds o tempo de contato de 180 s
a 37 °C, as superficies foram lavadas suavemente com tampao PBS para remover as plaquetas
ndo aderidas e fixadas em solucdo de glutaraldeido (2,0%). A seguir as amostras foram
mergulhadas em solu¢do tampao fosfato salina (PBS, pH 7,4) e lavadas por 15 min por trés
vezes. A desidratacdo das amostras foi feita deixando imersas por 15 min em cada uma das
solucdes de concentragdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, 95 e 100%). O estudo da
morfologia das plaquetas aderidas sobre a superficie das amostras foi realizado por

microscopia eletronica de varredura (MEV). Neste estudo foi utilizado o vidro como controle.
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A quantidade de plaquetas aderidas a superficie dos polimeros depois da exposi¢ao com
o sangue foi avaliada pela atividade do lactato desidrogenase (LDH). Sangue humano foi
coletada de um voluntario saudavel e misturada com 3,8% de anticoagulante citrato-acido
(9:1) e centrifugada a 1500 rpm durante 15 min para preparar o plasma rico em plaquetas
(PRP); 1 ml de PRP foi incubado com cada superficie de polimero durante 1 h a 37 °C, depois
foram lavadas com PBS para remover as plaquetas, que ndo foram ligadas a superficie do
polimero. Posteriormente 50ul de solugdo Triton-X100 (1%) foi adicionada a superficie de
cada amostra durante 5 min a temperatura ambiente (25 °C) para desprender as plaquetas
aderidas, e imediatamente avaliar a atividade LDH pela diferenga de absor¢ao a 340 nm,
esperando 1 min para a medi¢ao da absorc¢ao. Os resultados foram calculados baseados no kit

de atividade LDH.

5.14 TROMBORRESISTENCIA

A tromborresisténcia das superficies dos materiais foi avaliada pelo método adaptado da
cinética do tempo de coagulacdo. O sangue foi coletado de um voluntario saudavel. Foram
adicionados 0,5 ml de sangue na superficie de cada material. Depois de um tempo
predeterminado, de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min, os materiais foram transferidos para placas
de Petri contendo 20 ml de PBS pH 7,4 e incubou-se durante 5 min. As células vermelhas do
sangue, que nao foram aderidas na superficie do material, foram hemolisadas, ¢ a
hemoglobina livre foi dispersa em agua. A concentragdo de hemoglobina livre em agua foi
espectrofotometricamente medida por monitoramento da absorbancia a 540 nm. Os valores de

absorbancia foram representados graficamente em fung¢do do tempo de contato com o sangue.

5.15 ADSORCAO DE PROTEINAS

A adsor¢do de proteinas de um fluido biolégico em uma superficie solida é um
problema de interesse em varios processos biologicos, médicos e tecnoldgicos. Este fendmeno
¢ um dos primeiros eventos que ocorre quando materiais sintéticos sao colocados em contato
com um sistema biolégico. Em cerca de menos de 1 segundo apds o contato do material
sintético, proteinas ja sdo observadas nas superficies dos mesmos. Em questdo de minutos,
uma monocamada de proteina adsorve na maioria das superficies. Portanto, o desempenho
desses materiais dependera, primeiramente, da camada de proteina adsorvida, pois esta

camada de proteina interage diretamente com os componentes do sistema bioldgico. As
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células entram em contato com a camada de proteina ao invés da superficie do biomaterial.
Como essas células respondem especificamente a proteinas, a formac¢ao do filme interfacial de
proteina pode ser o evento que controla posteriores biorreagdes a materiais sintéticos.

A adsorcdo de proteinas em materiais sintéticos localizados na corrente sanguinea
ocorre sob condi¢des que sdo complexas, visto que o plasma € constituido por uma variedade
de proteinas diferentes. Além disso, cada proteina estd presente no plasma em uma
concentracao caracteristica.

Nesta pesquisa, foram utilizadas as proteinas do plasma sanguineo, albumina humana
(HSA) e fibrinogénio humano (HFb) de procedéncia Sigma-Aldrich. Para cada medigdo, uma
solucdo de proteina de uma concentragdo de 0,1 mg/ml foi recém-preparada em uma solucao
10 mM de tampao de fosfato (PBS, pH = 7,4).

Apropriadas células de adsor¢do de Teflon® contendo as superficies poliméricas foram
injetados com PBS para deslocar o ar e produzir um ambiente fisiologico para a adsor¢do de
proteinas. Em seguida, as células de adsor¢do foram equilibradas a 37 °C, e uma bomba
peristaltica foi utilizada para conduzir o fluxo de PBS para dentro da célula de adsorcao, a
uma taxa de 500 pl/min de solu¢des de HSA ou HFb, para determinar a cinética do processo
de adsor¢do de proteinas nas superficies dos polimeros. Estas condi¢des foram mantidas,
durante tempos predeterminados de 10, 30, 60, 90 e 120 min, e ap6s terminar cada tempo foi
extraida uma amostra de 50 pl de solucdo de proteina.

As solugdes extraidas foram misturadas com 2 ml de Coomassie Brilliant Blue G-250
(CBB-G250) no ensaio de proteina, de acordo com o método de Bradford. O principio do
ensaio de Bradford baseia-se no deslocamento maximo de absorbancia de 465 nm a 595 nm
para CBB G-250, quando ocorre a ligacdo entre as proteinas. O corante liga-se a CBBG
arginina e aos residuos de aminodcidos aromaticos presentes na proteina, ocorrendo uma
mudancga de cor do corante, em resposta as varias concentracdes de proteina. A concentragao
de proteinas das amostras isoladas foi estimada usando uma curva padrdo. O grau de adsor¢ao
foi determinado subtraindo a concentragdo de proteina apds a experiéncia a concentragdo da
proteina inicialmente adicionada. As medi¢des foram realizadas em triplicata para cada tempo
e analisadas estatisticamente, utilizando o teste t de Student. O significado estatistico foi

considerado a um nivel de confianca de 95% (p <0,05).
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5.16 ESTUDO DA CITOTOXIDADE IN VITRO

Foram utilizadas cé¢lulas tipo osteoblastos MG63 (ATCC) para a avaliagdo do
comportamento de biocompatibilidade devido a sua elevada taxa de proliferacao e
simplicidade na sua cultura. O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo uso de exposigdo
especifica da resina DGEBA a células MG63 recomendadas em ISO 109935 para exposi¢ao
celular. As culturas de MG63 foram mantidas em meio essencial minimo (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) em frasco de 25 cm?, em incubadora de
CO;z a 37 °C, até 80% de confluéncia.

Realizou-se colheita celular utilizando tripsina-EDTA e as subculturas iniciou-se em
placas de petri através de ensaios de contato direto a densidade de 2x 10°células / placa. As
amostras de DGEBA foram fixadas nas placas de cultura a 5 mm do bordo interno do prato.
Foi utilizado o controle positivo (cultura de células tratadas com 50% de fenol) e culturas de
controle negativo (frasco de cultura de células sem material de teste).

ApoOs 24 horas de exposicdo, as culturas foram examinadas ¢ o meio de cultura foi
substituido por meio fresco isento de soro e foi adicionado acido [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenilo) -2H-tetrazolio, sal interno] (MTS). A reducao de
MTS foi expressa como densidade dptica a 490 nm (DO490).

A citotoxicidade foi determinada por comparagdo das absorbancias resultantes com a
média de absorbincia dos pocos de controle (sem DGEBA, considerada 100% de

viabilidade), e foi expressa em percentagem de viabilidade celular.

5.17 VIABILIDADE CELULAR POR MICROSCOPIA DE LUZ E MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

As células MG63 foram mantidas em meio essencial minimo (MEM) suplementado
com soro fetal bovino a 10% (FBS) 50 U.ml!. Penicilina, 50 pg.ml! de estreptomicina, 1%
de L-glutamina e 1% de aminodcidos ndo essenciais a 37 °C em 5% de CO; foram
subcultivadas em placas de 24 pogos durante 24 horas antes da incubacdo com as amostras de
DGEBA.

As amostras foram colocadas em contato direto com as células MG63 a uma densidade
celular de 2,0x10* células/cm?, previamente colocadas em placas de 12 pogos e incubadas
com MEM e 10% de FBS a 37 °C com 5% de CO: por 24 horas. Apos o periodo de

incubagdo, o material de teste foi removido de cada placa. Os frascos de cultura de células
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juntamente com controle negativo (frasco de cultura de células sem material de teste) e
controle positivo (cultura de células tratadas com fenol a 50%) foram incubados durante 3
dias. Apos 3 dias de incubagdo, o meio foi separado e as células foram analisadas para
avaliacdo qualitativa.

As células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) e
foram separadas por tripsinizag¢@o seguida de centrifugacdo a 800 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e foram adicionados 500 ul de meio de cultura para formar uma
suspensao celular.

A morte celular foi avaliada apos 24h de incubacdo ou deixada a recuperar durante 48
horas adicionais. O ensaio de morte das células foi realizado por microscopia de contraste de
fase apos coloracao por fluorescéncia de laranja de acridina (AQO) e brometo de etidio (EtBr),
respectivamente. O AO E um corante vital que mancha as células vivas e mortas. O EtBr
apenas mancha as células que perderam a integridade da membrana. Apds incubagdo,
lavaram-se as amostras duas vezes com PBS, as quais foram misturadas, suavemente com
uma mistura de AO (1 pg / ml) e EtBr (1 pg / ml) solucao de corante durante um minuto como
descrito por Spector et al.

Em seguida, os discos contendo as amostras, foram observados e fotografados sob um
microscopio de fluorescéncia (Axioskop 40%/Axioskop 40 FL®, Carl Zeiss) equipados com

filtro de 590 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS OBTIDOS NA SINTESE DO MATERIAL DE REVESTIMENTO

O material de revestimento base do DGEBA, foi caracterizado por Espectroscopia de
absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). Os
ensaios bioldgicos realizados foram a tromborresisténcia, adsor¢ao de proteinas, adesao de
plaquetas, ensaios de citotoxidade in vitro e viabilidade celular por microscopia de luz e

microscopia de fluorescéncia.

6.2 ESPECTROSCOPIA FT-IR E DETERMINACAO POR DSC DA MATRIZ EPOXIDICA

6.2.1 Espectroscopia de Absor¢io na Regido do Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras apds a cura sao mostrados na Figura 29. Nestes
espectros aparecem as bandas de adsor¢do tipicas divulgadas na literatura para o Eter

Diglicidilico do Bisfenol A (DGEBA) ligado a compostos com grupos amina alifatica como:

a) Bandas de adsor¢do em 3390 cm™ atribuidas a vibragdo do grupo hidroxila —OH, e bandas
de adsor¢do em 2911 e 2865 cm! associadas as vibragdes de estiramento de ligagdes C-H do
tipo sp®, atribuidas a compostos alifaticos.

b) Banda associada com o anel cicloalifatico em 1451 cm™.

¢) Bandas de adsor¢iio em 1605, 1580 e 1508 cm™ e 827 cm™! atribuidas com o anel aromatico
e a substitui¢ao 1,4.

d) Bandas de adsor¢do entre 1290 e 1450 cm™! associadas aos grupos metilo e metileno.

e) Bandas associadas ao grupo éter C-O-C em 1031 cm™'.

Observa-se que nio aparece a banda de adsor¢io em 915 cm™ que corresponde a banda
de vibragdo fundamental do grupo epoxi.

Os espectros de FTIR sugerem que todas as formula¢des chegaram a uma alta
conversdo, € que nao ha diferengas significativas nas bandas de adsorcdo para os trés

materiais poliméricos. O resumo das principais vibragdes estd demostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resumo das principais atribui¢des das bandas de absorcao para o DGEBA, ligado a
compostos com grupos amina alifatica.

Frequéncia vibracional (cm™) Atribuicoes
3390 Deformacao angular do grupo -OH
2911-2865 Estiramento C-H do carbono SP?
1451 Anel cicloalifatico
1605-1508-827 Substitui¢ao 1,4 do anel aromatico
1290-1450 Grupos metilo e metileno
1031 Ligac¢do éter: C-O-C

Fonte: Autoria propria.

Figura 29 - Espectros FTIR dos polimeros epdxi: DGEBA/3DCM (azul), DGEBA/IPD
(verde) e DGEBA/4MPip (vermelho).
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Fonte: Autoria propria.
6.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Este ensaio consiste em medir a quantidade de energia necessaria para estabelecer o
equilibrio térmico entre uma amostra e um material inerte de referéncia. E necessario varrer
uma faixa de temperatura na qual se espera encontrar um fenomeno interesse que € a transi¢ao

vitrea. A temperatura de transicao vitrea Tg ¢ frequentemente expressa como a temperatura
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do movimento cooperativo das cadeias poliméricas ¢ atingido, fazendo com que o material
passe de solido rigido para borrachoso. Isso permite que as cadeias deslizem umas sobre as
outras quando uma forga ¢ aplicada.

Antes do inicio da transi¢do vitrea, a capacidade térmica do material varia linearmente;
ao longo da faixa de temperatura em que ocorre a transi¢do, varia de modo a formar uma
curva; e apds a transicdo, volta a variar linearmente, mas com coeficiente angular diferente.
Neste contexto, a 7g ¢ a temperatura que corresponde ao ponto de intersec¢ao dos dois
segmentos de reta. As curvas de DSC do material DGEBA/3DCM sao apresentadas na Figura
45. Depois da primeira, e segunda varredura foi obtido o mesmo valor da temperatura vitrea
de 125 °C, para a formulagdo DGEBA3DCM. Resultados semelhantes foram encontrados
para cada uma das outras formulac¢des, e nenhum calor residual (AH) foi observado. Esses
resultados sugerem que a cura alcangada foi total, ou melhor, que a 7g do material alcangou
seu valor maximo. Os sistemas onde foi utilizado o agente de cura 3DCM e IPD apresentam
maiores valores de Tg, devido ao fato de que estes promovem formagao de redes poliméricas

mais rigidas. Baixos valores de Tg refletem a baixa densidade de reticulagao destes polimeros.

Figura 30 - Curvas de DSC para o polimero DGEBA/3DCM ap6s o programa de cura.
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Fonte: Autoria propria.
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A Tg obtida para os outros materiais estd apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Temperatura de transi¢do vitrea dos materiais determinada por DSC, apos o
programa de cura.

Formulacoes 12 varredura (T °C) 22 varredura (T °C)
epoxidicas

DGEBA/4MPip 55,5 55,3
DGEBA/IPD 100,2 100,3
DGEBA/3DCM 125,0 125,1

Fonte: Autoria propria.

6.2.3 Adesao de plaquetas e ativacido

As morfologias das plaquetas observadas nas imagens obtidas por MEV usando
ampliagdes de 1000x e 3000x sdo apresentadas nas Figuras 31 e 32.

A superficie de vidro (Figura 31 A e B) mostrou o maior nimero de plaquetas ativadas
deixando evidente uma maior agregagao de plaquetas, grande numero de malha de fibrina e
formagdo de trombos quando comparada as superficies dos polimeros. Este resultado era
esperado, pois o vidro foi utilizado como controle nestas experiéncias, devido a sua

propriedade trombogénica bem conhecida [63,64].
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Figura 31 - Micrografias MEV das superficies do vidro e do polimero DGEBA/IPD depois
de um tempo de incubagdo de 180 s com o sangue: A e B - (Vidro) e (C e D) - Polimero
DGEBA/IPD.

Fonte: Autoria propria.

A microscopia eletronica de varredura da superficie do material DGEBA/IPD (Figura
32 C e D) apdés o contato com o sangue apresentou propriedades mais adequadas de
hemocompatibilidade considerando que exibe um maior nimero de plaquetas aderidas com
morfologia arredondada. Ja nas superficies dos materiais poliméricos DGEBA/3DCM (Figura
32 A e B) e DGEBA/4MPip (Figura 32 C e D) foi evidente um menor numero de plaquetas
aderidas também com morfologia arredondada, o que sugere em todos os materiais estudados
as plaquetas foram menos ativadas. Pois antes da ativacdo, as plaquetas do sangue humano
sdao discoides. Apos a ativagdo, exibem uma progressao de morfologias de discoides para

esféricas, e para dendriticas inteiramente espalhadas como relatado na literatura [65-71].
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Figura 32 - Micrografias MEV das superficies dos polimeros
DGEBA/3DCM e DGEBA/4MPip depois de um tempo de incubagao de
180 s com o sangue: (A e B) — Polimero DGEBA/3DCM e (C e D) —
Polimero DGEBA/4MPip.

Fonte: Autoria prépria

A Figura 33 mostra a porcentagem de plaquetas aderidas com morfologia
discoides/esféricas que sao mais desejaveis do ponto de vista de maior hemocompatibilidade
para uma superficie sintética com o sangue [72]. O nimero total de plaquetas em cada
imagem foi obtido pela soma do niumero de plaquetas com esta morfologia, e os valores
calculados sdao o resultado da média de mais de duas imagens da superficie de cada material
polimérico. Observou-se que a porcentagem de plaquetas com esta morfologia foi maior para
o material DGEBA/IPD, o que sugere que dos materiais estudados este apresenta a maior
potencialidade de compatibilidade com o sangue.

A adesao de plaquetas na superficie dos materiais foi também avaliada pela atividade do
lactato desidrogenase (LDH), com o objetivo de investigar o potencial das superficies dos
materiais poliméricos para capturar e ativar plaquetas. Niveis elevados de LDH estio
associados a adesdo de plaquetas e agregados [73]. Os resultados sdo apresentados na Figura

34.



75

Figura 33 - Porcentagem de plaquetas aderidas na superficie dos polimeros com morfologia
arredondada depois do contato com o sangue.
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A resposta da superficie dos materiais poliméricos determinada pelo ensaio LDH
revelou uma maior adsor¢ao de plaquetas em ordem crescente para os materiais poliméricos
DGEBA/4MPip, DGEBA/IPD ¢ DGEBA/3DCM o que pode estar relacionado a topografia
superficial [74], e as caracteristicas intrinsecas tais como; composi¢ao quimica, cristalinidade,

hidrofobicidade e energia livre superficial.

6.2.4 Tromboresisténcia

A Figura 35 mostra o comportamento da coagulacdo do sangue para as superficies dos
polimeros e do vidro. A absorbancia da solugdo de hemoglobina hemolisada varia com o
tempo e quanto maior o valor de absorbancia, maior o trombo. O tempo de coagulacao foi
definido no momento em que a absorbancia ¢ igual a 0,1 e um tempo de coagulacdo maior

implica melhor hemocompatibilidade.

Figura 35 - Formagdo de trombos versus tempo nas superficies dos materiais polimeros e o

vidro.
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Fonte: Autoria propria.

Os tempos de coagulagdo das superficies dos materiais DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM

resultaram maiores do que os tempos de coagulagdo da superficie do material
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DGEBA/4MPip, indicando que a coagulacdo destes dois materiais poliméricos resulta mais
lenta e, portanto, estes materiais sdo menos trombogénicos. Estes resultados também indicam
um menor potencial para a ativagdo pela via extrinseca, e coagulacao para as superficies dos

materiais DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM.

6.2.5 Adsorcao de proteinas

Os resultados sdao mostrados na Figura 36. A adsor¢do das proteinas HSA e HFb na
superficie dos materiais poliméricos foram estudadas com o objetivo de examinar a extensao
da interagdo das superficies com as proteinas em solugdo fisiologica (PBS, pH 7,4). Quando
uma superficie de material sintético € colocada em contato com o sangue, o primeiro evento a
ocorrer ¢ a adsor¢ao das proteinas do plasma sob a superficie, seguido de adesdo de plaquetas

e ativacao [75,76].

Figura 36 - Quantidade de HSA e HFb adsorvida para os materiais DGEBA/IPD,
DGEBA/3DCM e DGEBA/4MPip.
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Na superficie do material DGEBA/IPD foi observada uma maior adsorcdo de HSA
quando comparada a adsor¢ao de HFb, o que sugere um comportamento nao-trombogénico
[75]. A superficie do material DGEBA/3DCM mostrou também uma maior adsor¢ao de HSA
quando comparada a adsor¢ao de HFb, mas neste caso menos significativa quando comparada
a adsor¢do do material DGEBA/IPD o que sugere um menor comportamento nao-
trombogénico. O material DGEBA/4MPip exibe baixa adsor¢do de HSA e maior adsorc¢do de
HFb, indicando um comportamento mais trombogénico entre os materiais estudados.

Sabe-se que o tipo e quantidade de proteinas do sangue adsorvidas na interface
biomaterial/sangue dita em grande parte a ativagdo das plaquetas induzidas pela superficie.
Neste sentido, a adsor¢do de fibrinogénio (HFb) nas superficies de materiais sintéticos ¢é
conhecida por acelerar a adesao e ativagdo de plaquetas, no entanto, a adsor¢ao de albumina
(HSA) pode inibir a ativagdo de plaquetas e, portanto, ndo promover a formagao de codgulos
[75,76]. Assim, a relativa maior adsor¢do de HSA quando comparada a adsor¢ao de HFb dos
materiais epoxidicos pode ser um bom indicativo de baixa adesdo e ativacdo de plaquetas por

estas superficies poliméricas.

6.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

6.3.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

Para a obtencdo de nanoparticulas com a fase desejada, ou seja, cristalina e estrutura
tipo espinélica cubica de ferrita de zinco, alguns testes foram realizados. Na Figura 37, foi
feito um ensaio usando-se como surfactante o CTAB. Observa-se que a baixa cristalinidade
do material obtido se deve a presenga do composto organico e, além disso, por ser um
tensoativo, prejudica a formagdo da fase cristalina, o que ¢ evidenciado pela baixa
cristalinidade a longa distancia interatdmica. O tensoativo tende a diminuir a energia
superficial, prejudicando a formagdo de um cristal, entdo o difratograma se assemelha a um

material com caracteristicas de um material quase-amorfo.



79

Figura 37 - Nanoparticulas de ZnFe>Os sintetizadas via hidrotermal micro-ondas com
surfactante (CTAB).
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Fonte: Autoria propria.

Ja na Figura 38, tem-se a rota de sintese sem a adi¢do de um agente mineralizador
como o KOH. Como ¢ possivel observar, nenhum pico foi formado, portanto, é possivel
inferir que a fase esperada para a ferrita de zinco ndo foi obtida. A explicacdo para tal fato
deve-se a estrutura que a ferrita de zinco possui. Ao ter, como modificador de rede o Zn*?, a
estrutura que ¢ obtida ¢ diferente quando comparado, por exemplo, com o 6xido de zinco, que
¢ do tipo hexagonal wurtzita. Com a estrutura sendo diferente, o mineralizador terd uma acao
diferente no processo de dissolugdo - recristalizacdo do material. Assim, esses fatores

corroboram com a ndo formacao da fase de ferrita de zinco.
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Figura 38 - Nanoparticulas de ZnFe>O4 sintetizadas via hidrotermal micro-ondas sem adig¢ao
de agente mineralizador (KOH).
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Anadlise quantitativa de fases das nanoparticulas de ZnFe>Os sintetizadas a 140°C por 32
minutos, sem surfactante ¢ com mineralizador, sdo mostradas na Figura 39. Todos os picos
foram indexados com o padrdo da ZnFe;O4 relatado na ficha catalografica PCPDF # 73-1963
e nenhum pico ndo indexado foi observado. Esses picos revelaram que os cristalitos tinham
uma estrutura de espinélio pertencente ao grupo espacial Fd3m [77] indicando a eficiéncia da
técnica hidrotérmica para produzir nanoparticulas cristalinas ctbicas puras.

No método hidrotermal assistido por micro-ondas, o mecanismo de formagdo das
nanoestruturas ¢ explicado pelas reagdes de dissolucdo-recristalizagdo. A primeira etapa
consiste na dissolucdo dos precursores no solvente, formando ions de (Zn**) e (Fe’"). Em
seguida, adiciona-se o mineralizador (KOH). A dissolug¢ao dos mineralizadores ¢ um processo
exotérmico que libera ions hidroxila (OH") na soluc¢do, que reagem rapidamente com os ions,
formando precipitados na forma de hidroxidos de zinco (Zn(OH)>) e hidroxidos de ferro
(Fe(OH)3) devido a baixa solubilidade destes compostos. A presenca de um meio alcalino

durante a sintese ¢ essencial, pois, mediante as altas temperaturas e pressoes, auxilia no
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processo de oxidagdo e desidratacdo dos hidroxidos, formando as particulas ceramicas
insoluveis. A dissociacdo dos hidréxidos e a formacdo de complexos iOnicos previnem e
limitam o crescimento das nanoestruturas.

Devido ao tamanho nanométrico, a razao superficie/volume aumenta significativamente,
permitindo que as nanoestruturas tenham elevada area de superficie especifica e sejam mais
reativas. Portanto, de modo a diminuir a energia de superficie, as nanoestruturas tendem a
formar grandes aglomerados, como serd observado posteriormente pelas micrografias.
Nanoparticulas de formato esférico geralmente sdo as primeiras formadas durante a sintese,
devido a sua morfologia que minimiza a energia de superficie por apresentar a menor razao
entre superficie/volume.

Pequenas variagdes observadas no padrdo de raios X podem estar associadas a
distor¢des na rede que possivelmente podem estar associadas a cinética de formagao rapida de
p6s de ZnFe>O4 devido a influéncia da radiagdo de microondas durante o processamento [78].
O método de Rietveld empregado indica um bom ajuste entre os padrdes calculados e obtidos
experimentalmente, o que ¢ suportado pelos pardmetros estatisticos (Rorage, Rwp € Rexp),

Tabela 7.

Figura 39 - Analise da fase quantitativa de nanoparticulas de ZnFe,Oj4 sintetizadas via
hidrotermal micro-ondas com mineralizador.

* Observado

— Calculado
I Posigao dos picos de Bragg
__ — Diferenca entre observado-calculado

Intensidade (u.a.)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 7 - Pardmetros de Rede (RB = R-Bragg, Rwp = R-Perfil Ponderado, Rexp = R-
esperado e GoF=Goodness-of-fit).

Farmula Refinada Parametros de
ZnFe:0a Rede Indexados Refinamento

£nFez04 5,4134 (B) a0 595,54 (8) 3.06 1.05 12,18 9,04

Fonte: Autoria propria.

Os valores de GoF evidenciam que o refinamento esta de acordo com foi divulgado na
literatura . O parametro da rede (a) e os volumes unitarios de células da estrutura experimental
estao muito proximos da ficha catalografica PCPDF # 73-1963 para o p6 de ZnFe>O4, no qual
o teor tedrico é =~ 8,4407 A [79] e com os pardmetros recentemente publicados no literatura.
Pequenas variagdes entre esses valores podem estar relacionadas ao método de sintese, que
pode ser afetado pela temperatura e tempo de processamento, taxa de aquecimento e
solventes. Além disso, essas varidveis podem aumentar ou reduzir a ocorréncia de defeitos
eletronicos como as vacancias de oxigénio. Além do refinamento, foi alcangado o tamanho de
cristalito (d) calculado pela equagdo de Debye Scherrer e o valor observado foi de 10,42 nm.
Observa-se que os valores obtidos para os parametros de rede sdo consistentes com a ficha
catalografica e estdo de acordo com os valores citados na literatura. Os defeitos causam um
aumento da energia da superficie e podem levar ao encolhimento dos pardmetros de rede [80].
Além disso, também foi relatada uma diminui¢ao no pardmetro de rede das ferritas com maior
grau de inversao dos cations [81]. O parametro de rede relativamente menor pode refletir essa

tendéncia, conforme discutido mais adiante no contexto das medidas magnéticas.

6.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 40) permitiu mostrar
os espectros FT-IR de pds de ZnFe>O4 cristalinos derivados da reagdo hidrotérmica. A banda
larga a 3000-3600 cm™ é o resultado do alongamento antissimétrico e simétrico dos grupos de
ligagio H,O e OH!, enquanto uma banda a 1630 cm™ corresponde as vibragdes de flexdo de
H,0. Especificamente, picos de absorc¢do fortes a 400-600 cm™! sdo atribuidos a vibragdo de
estiramento e flexdo da ligagdo Fe-O que ¢ caracteristica dos grupos octaédricos de FeOs. A
formagao de uma estrutura cristalina pode ser confirmada pela presenca da banda de metal-
oxigénio. A agua residual e os grupos hidroxi sdo usualmente detectados nas amostras

cultivadas e ¢ necessario tratamento térmico adicional para a sua eliminagao (pela evaporagao,
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por exemplo). E bem conhecido que a hidroxilagdo de ions metalicos e a desprotonagio
podem ser aceleradas aumentando a temperatura ou a pressdo da solu¢do. No processamento
de micro-ondas hidrotermal, a radiacao eletromagnética de alta frequéncia interage com o
dipolo permanente do liquido (H2O) que inicia o aquecimento rapido a partir da rotagdo
molecular resultante, e dipolos permanentes ou induzidos na fase dispersa causam
aquecimento rapido das particulas, o que resulta em uma temperatura de reagdo superior a
temperatura de superaquecimento localizada no liquido envolvente. Das duas bandas, a banda
de alta frequéncia (v1) € atribuida a ligagao tetraédrica metal-oxigénio e a segunda frequéncia
(v2) a ligacdo octaédrica metal-oxigénio correspondente a: (1) vibragdo de alongamento Mer-
0-Meo 600-550 cm™ (2) Meo«>O vibragio de estiramento 450-385 cm™! aqui O é oxigénio,
Meo ¢ metal no sitio octaédrico e Mer no sitio tetraédrico. As bandas de absor¢ao de metal-
oxigénio (1) e (2) sao pronunciadas para todas as estruturas de espinélio e essencialmente para
ferritas, que também sdo vistas nestas amostras. Os dados espectrais de FT-IR revelam dois
picos na extensdo de 578-564 cm™! e 472-443 cm™! que estdo de acordo com o valor relatado.
Bandas caracteristicas de tracos de carbonato poderiam ser atribuidas ao contato da amostra

com o ambiente proximo de 1500 cm™ [82].

Figura 40 - Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier da ZnFe;Oa.
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Fonte: Autoria prépria.

6.3.3 Espectroscopia de Espalhamento Raman

A técnica de espectroscopia Raman provou ser extremamente importante para

identificar estruturas locais. Nesse caso, os espectros Raman de nanoparticulas de ferrita de
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zinco obtidas pela via hidrotérmica mostrada na Figura 40. Ao analisar, observamos uma fase
de espinélio com estrutura cubica, pertencente ao grupo espacial Oh7 (Fd-3m). A célula
unitaria completa contém 56 atomos (Z = 8), mas a menor célula Bravais contém 16 atomos
(Z = 2). Assim, por meio da analise fatorial, os seguintes modos previstos no espinélio

ZnFe>Og:

Alg (R) + Eg (R) + Flg + 3F2g (R) + 2A2u + 2Eu + 4F1u (IR) + 2F2u

Observamos 5 modos ativos Raman de primeira ordem (sob condi¢des ambientais),
que sdo: Alg + Eg + 3F2. No caso de espinélio cubico (como ferrita), modos maiores que
600 cm-1 sdo caracteristicos dos movimentos de oxigénio nos locais tetraédricos
(AO4)[83]. Assim, o0 modo de 612 cm-1 pode ser considerado até certo ponto como
simetria de Alg. Para modos de baixa frequéncia, eles representam as caracteristicas do
local octaédrico (BOg).

Os modos de primeira ordem 266, 536 e 846 cm-1 podem demonstrar caracteristicas
amplas. No entanto, a amplia¢dao desses modos permanece incerta. Provavelmente, a rapida
organizacao do p6 de ferrita de zinco processada hidrotermicamente assistida por micro-
ondas pode ser justificada pelo aquecimento que ocorre internamente em direcdo a
superficie. A interagdo entre moléculas e 4&tomos com o campo eletromagnético transforma
a energia de micro-ondas em calor. Essa interacdo causa aquecimento volumétrico e
interno, gerando gradientes de temperatura e, consequentemente, fluxos de calor [84].

Finalmente, os resultados do Raman sdo consistentes com os resultados obtidos nos
raios X. As pequenas variagdes observadas provavelmente estdo relacionadas ao método de
preparagao, tamanho médio do cristal e / ou grau de ordem estrutural. A difracdo de raios X
exibe uma estrutura ligeiramente invertida [85] o que implica que uma certa quantidade de
desordem dos cations Zn e Fe ocorre nos sitios tetraédricos e octaédricos. Portanto, as
vibragdes relacionadas a esses dois tipos de cations no mesmo local podem exibir dois modos
Raman de primeira ordem separados. Se os dois modos tiverem frequéncias vibracionais
muito proximas, deve-se observar um pico amplo sobreposto com seu valor médio. Na
estrutura espinélio da ZnFe>O4 levemente invertida, os ions Zn e Fe se distribuem no mesmo
local de cristal atdmico, tanto o tetraédrico quanto o octaedro, e resultam nas vibragdes
correspondentes com frequéncias diferentes. Como essas duas vibragdes t€ém comprimentos
de onda muito proximos, os trés modos de espalhamento Raman sdo de primeira ordem, como

observados na Figura 41 da ZnFe;Os.
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Figura 41 - Espectroscopia Raman de nanoparticulas de ZnFe>O4 sintetizadas via hidrotermal
micro-ondas.
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Fonte: Autoria propria.

6.3.4 Isotermas de Adsorc¢ao

Ao observar a isoterma de adsor¢do, ilustradas na Figura 42, ¢ possivel verificar pouca
diferenca na porosidade das particulas em funcao da morfologia heterogénea. Considerando a
classificagdo das isotermas segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) pode-se identificar para estes pos, um comportamento de isotermas do tipo III.
Estas isotermas sao marcadas essencialmente por um grande volume de gas adsorvido a altas
pressoes relativas. Isotermas do tipo III sdo comuns em materiais sinterizados, com calor de
adsorcdo praticamente nulos, envolvendo pequeno volume de gas, e baixa area especifica [86-
87].

Pelo conceito de “isotermo padrao” ¢ possivel verificar a existéncia e a distribui¢cdo de
tamanho de poros, por meio da relagdo entre a espessura da camada gasosa adsorvida (¢) e a
pressdo relativa p/p,. Para solidos ndo porosos observa-se uma variagdo linear de ¢ com o

volume, V, de gés adsorvido:

t=eV/Vu

Onde e ¢ a espessura estatistica de uma camada molecular de gas.
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Figura 42 - Isotermas de adsorc¢ao e dessor¢ao de N> de nanoparticulas de ZnFe,O4
sintetizadas via hidrotermal micro-ondas.
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Fonte: Autoria propria.
6.3.5 Espectroscopia de Absor¢ao no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Para obter informacdes sobre a relevancia entre a morfologia e o band gap, recorremos a
espectroscopia UV-Vis, pois a absorvancia Optica esta relacionada a estrutura eletronica e,
portanto, ¢ o fator principal para determinar o band gap Optico. A Figura 43 mostra o grafico
de Tauc para as nanoparticulas de ZnFe>Os, juntamente com o respectivo intervalo de energia.
O band gap ¢ determinado pela regido linear do grafico e, pelo aspecto seu aspecto, revela
uma estrutura de band gap ndo uniforme com niveis intermediarios de energia entre as bandas
de valéncia e de condugao.

A ZnFe;O4 possui uma transicdo mais ampla, provavelmente indicando niveis mais
intermediarios de energia entre as bandas. O band gap corresponde a diferenca de energia
entre o nivel de energia mais alto da banda de valéncia (Ev) e o nivel de energia mais baixo da

banda de condugao (Ec).
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Figura 43 - UV-Visivel de nanoparticulas de ZnFe>O4 sintetizadas via hidrotermal assistido
por micro-ondas.
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Fonte: Autoria propria.

As bandas de energia do ZnFe;Os podem ser explicadas considerando que a parte
superior da banda de valéncia consiste principalmente nos estados de Zn-3d, Fe-3d e O-2p,
enquanto a parte inferior da banda de conducdo ¢ contribuida pelo estado Fe-3d juntamente
com o estado O-2p, o que ¢ consistente com o resultado de Yao et al. [88]. A transi¢do direta
de elétrons no band gap, portanto, deve ser principalmente de O-2p para Fe-3d. Ferritas com
absor¢ao na regido visivel ¢ legitimada pela excitacdo de elétrons do estado O-2p para o
estado Fe-3d. O desvio para o vermelho demonstra a diferenca de energia da amostra (por
exemplo, 2,6 eV) e, portanto, a configuracdo ¢ em nanoparticula, enquanto que no bulk a
difereng¢a de banda do material ¢ de 1,9 eV. Embora o band gap seja afetado por diversos
fatores, como a presenca de impurezas, tamanho de cristalitos e parametros estruturais, no
nosso caso, o pH desempenha um papel vital no controle de todos esses parametros acima

[89].
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6.3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A imagem de microscopia eletronica de transmissao das nanoparticulas de ZnFe204 ¢
apresentada na Figura 44. As nanoparticulas de ZnFe;O4 sdo esféricas, monodispersas, com
tamanho médio de 11 a 13 nm e quase ndo possuem agregagcdo, com uma distribui¢ao
homogénea de tamanho, conforme apresentado na Figura 45. O padrdo correspondente de
Difracdo de Elétrons de Areas Selecionadas (SAED) indica alta cristalinidade das
nanoparticulas sintetizadas.

Esses anéis podem ser indexados para (22 0),(311),(400),(422),(511),(441)e
(4 4 0) planos da ferrita de zinco com espinélio cubico. Pode-se observar que a posicao de
todos os picos caracteristicos combina bem com a amostra padrao de ZnFe,O4 [JCPDS-73-
1963]. Os picos de difragdo sdo intensos e nitidos, confirmando que a ZnFe;O4 sintetizada ¢
bem cristalina. Todos os circulos de difragdo pertencem a estrutura do tipo espinélio,
confirmando que o produto ¢ ZnFe;O4, 0 que ¢é consistente com o resultado de raios X. Os
circulos de difragdo sdo compostos por muitos pontos brilhantes, sugerindo que as particulas
sd0 muito pequenas € com estrutura cristalina bem ordenada. O cristalino perfeito ¢ induzido
principalmente pelo efeito de aquecimento da radiagdo eletromagnética do microondas que

faz com que os 4tomos, inclusive os que estdo em ponte, se organizem.

Figura 44 - MET de Alta Resolugdo de nanoparticulas de ZnFe;O4 e, inserido, mostra a
imagem de difrag¢@o de area selecionada de nanoparticulas de ZnFe;Os.

Fonte: Autoria prépria.
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A alta pureza da fase ZnFe2O4 € a boa cristalinidade, demonstram que a estrutura -
obtida por condigdes hidrotérmicas apresenta uma ordem ou periodicidade de longo alcance
(estrutura completamente ordenada). O processo hidrotermal assistido por microondas
mostrou eficiéncia para desidratar a agua adsorvida e diminuir o efeito da ligacao de
hidrogénio, deixando pouco aglomerado de ferrita de zinco. Alternativamente, como a
solucdo foi mantida basica, ocorre a cristalizagdo do gel amorfo através de uma precipitacao
por dissolucdo, porque a solubilidade do hidroxido de zinco ¢ muito alta em solugdo basica
forte. Esse comportamento indica que as nanoparticulas de ZnFe,O4 mostrou uma quantidade
menor de adgua nas superficies das particulas, de modo que as ligacdes de hidrogénio nao
podem ser formadas entre as particulas que se aproximam.

No processo de aquecimento por microondas, a introducdo da radiagdo
eletromagnética oferece vantagens significativas sobre o método de aquecimento
convencional. Além disso, o aquecimento rapido sob condi¢des hidrotérmicas de pressdo e
temperatura oferece maior mobilidade de ions e moléculas dissolvidos e acelera particulas
solidas a altas velocidades, aumentando a taxa de colisdo e a fusdo efetiva no ponto de colisao

[90-91].

6.3.7 Diametro Médio das Particulas

Na Figura 45, podemos ver que o didmetro da maioria das particulas ¢ de cerca de 11-13
nm, préximo ao tamanho médio de particula estimado pelos padrdes de raios X. Vale
ressaltar que as particulas sintetizadas estdo bem dispersas. De fato, os pos produzidos pelo
método assistido por microondas diretamente ndo podem impedir a agregagdo sem a ajuda do
agente dispersante ou de qualquer tratamento térmico subsequente [92-95]. Em geral, no
processo assistido por microondas, as particulas menores geralmente devem uma energia
superficial mais alta que as torna mais facilmente agregadas uma vez que o campo de
microondas ¢ uma unido do campo magnético e do campo elétrico, mudando de dire¢do a uma

frequéncia de 2,45 GHz.
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Figura 45 - Distribui¢ao do didmetro médio das particulas.

35

|___]Nanoparticulas ZnFe O,

30

25

)]
o
|

i
(9]
|

Frequéncia (%)

&

‘

0- 1 ! I 1 I%! ! 1

T
7 9 11 13 15 17 19 21 23

Diametro médio das particulas (nm)

Fonte: Autoria prépria.

6.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias de FEG-SEM das nanoparticulas de ZnFe>O4 sdo mostradas na Figura
46. O processo de sintese pelo método hidrotermal assistido por microondas acelera a
cristalizacdo, o que leva a formacdo de material a baixa temperatura e a um curto tempo de
reacdo. Embora a aglomeracdo em ferrita ocorra porque as particulas primarias possuem alta
energia superficial e, portanto, um estado estavel ¢ alcangado por agregacao, no nosso caso,
observa-se uma agregacdo fraca entre as particulas, indicando que os precursores foram
transformados em ZnFe;O4 apds o tratamento hidrotérmico e as for¢as de Van der Waals
foram reduzidas. Durante o tratamento hidrotérmico, os hidroxidos de Zn?>' e Fe*" foram
dissolvidos a altas temperaturas e pressoes, € depois precipitados como particulas insolaveis

de 6xido no fluido hidrotérmico supersaturado.
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Figura 46 - Particulas de ZnFe>Os sintetizadas a 140°C por 32 minutos usando o método
hidrotérmico assistido por micro-ondas.
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, a distribui¢ao apresentada evidencia um aspecto homogéneo com pontos
de aglomeracgdes. A presenga de aglomeragdes deve-se ao método de sintese, portanto, pode-
se justificar pela a¢do das Forgas de Van der Waals. Embora a imagem apresente uma certa
variagao com relacdo a distribuicao do tamanho do didmetro médio, os valores obtidos estao
em torno de 11 a 13 nm. A importancia de se obter particulas em escala nano, no caso, ¢
devido sua grande vantagem para aplicagdes magnéticas, pois particulas menores t€ém uma
area de superficie maior e sdo de grande importincia para uma melhor interagdo das

moléculas no meio liquido.

6.3.9 Fotoluminescéncia (PL)

Para melhor entender a natureza dos defeitos, juntamente com sua influéncia no

comportamento magnético da ZnFe>Oy4, a resposta fotoluminescente foi medida (Figura 47).
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Figura 47 - Espectros de fotoluminescéncia a temperatura ambiente de nanoparticulas de
ZnFe;0q4 sintetizadas a 140°C por 32 minutos usando o método hidrotérmico assistido por
micro-ondas.
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Fonte: Autoria propria.

Os espectros de fotoluminescencia a temperatura ambiente da amostra de ZnFe>O4
foram medidos usando um Cobolt/Zouk de 355 nm como fonte de excitacao, Figura 48. A
sintese hidrotérmica pode intensificar a dindmica da transferéncia de carga e a formacao de
dipolos permanentes, modificando as propriedades fotoluminescentes desse oOxido.
Geralmente, a emissdo para 6Oxidos semicondutores estd relacionada a defeitos na rede
cristalina, principalmente com a presenca de vacancias de oxigénio, causando transferéncia de
carga devido a presenca de niveis energéticos adicionais na regido do band gap [96-98].

Os defeitos sdo classificados de acordo com os niveis de energia criados entre a banda
de valéncia (BV) e a banda de conducgao (BC). Defeitos rasos sao aqueles localizados perto de
BV e BC, causando emissdes na regido mais energética, azul [99]. Defeitos profundos estdo
nos niveis de energia mais distantes de BV e BC, resultando em emissdo em regides menos
energéticas, vermelho [100]. A partir de nossos resultados, podemos observar uma forte
preferéncia pela regido laranja-esverdeado (547-624 nm), que esta associada ao aumento de
defeitos superficiais. Esses resultados indicam que o estado de desordem dos aglomerados na
estrutura tende a manter a presenca de vacancias de oxigénio monoionizadas, VOe,
caracteristicas de defeitos rasos [101-102]. A radi¢do de microondas pode afetar a formagao
de defeitos superficiais nos quais a interacdo de elétrons e fonons no local da rede pode levar
ao auto-aprisionamento. Em tal situagdo, os elétrons polarizam suas moléculas vizinhas e
ficam presos em pogos de potenciais auto-induzidos, devido ao campo de polarizacdo gerado

pelos elétrons em movimento transportados pela rede.
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O tratamento realizado no microondas forneceu energia a um grande niimero de elétrons
que estavam facilmente disponiveis para conducdo, alterando assim o comportamento da
fotoluminescéncia. Alguns elétrons, que sdo excitados no processo fotoluminescente,
absorvem a energia dos fotons (hv) e sdo promovidos dos estados de oxigénio 2p para o ferro
3d, favorecendo a formacdo de niveis intermedidrios de energia no intervalo do band gap
[103]. Algo que deve ser considerado ¢ que a emissdo azul é menos pronunciada devido a
diminui¢do das cargas auto-aprisionadas, menor interacdo entre elétron e buraco e
recombinacdo doador-receptor. Portanto, todo o sistema serd caracterizado por uma
distribui¢do de defeitos profundos e rasos, atribuidos principalmente a vacancias de oxigénio
monoionizadas, VOs.

O espectro da amostra de ZnFe>O4 exibe uma “banda-larga” que se origina dos estados
de defeito existentes extensivamente entre a recombinacao direta de elétrons nas bandas de
condu¢do de Zn 4p, Fe 3d com orificios na banda de valéncia O 2p. Esses defeitos
possivelmente atuam como centros de recombinacgdo radiativa para elétrons inicialmente
excitados da banda de valéncia para as bandas 4p e Fe3d do Zn e Fe, respectivamente. A
“banda-larga” ¢ tipica da desordem estrutural na rede e indica que, no decaimento radioativo,
ocorre um processo multifotonico, ou seja, a emissdo ocorre por varias rotas, relacionando
estados dentro da banda proibida, originados por defeitos intrinsecos [104-105].

Os estados de defeito no gap proibido (mobilidade) podem atuar como armadilhas de
elétrons, dependendo de seus estados de ocupacao. A introducao de niveis quase-Fermi para
elétrons presos permitem a classificagdo dos estados de aprisionamento como armadilhas
rasas ou profundas. O envolvimento dos estados de elétrons no processo de reagdo diminui
com o aumento da energia do nivel quase-Fermi para elétrons presos até a borda da banda de
conducdo ou com a diminuicao da energia do nivel quase-Fermi para buracos presos até o
topo da banda de valéncia. Os elétrons livres que cairem em um desses estados de captura
serdo reemitidas com alta probabilidade de volta a banda da qual elas vieram. Esses estados
estdo vazios e geralmente sdo denominados estados rasos.

Evidentemente, a temperatura do estabelecimento do grau de ocupagdo determinara se
ele atua como uma armadilha rasa. Usa-se essa definicdo de um estado de captura superficial
como “estatistico” em contraste com a distingdo entre estados de captura superficial e
profunda fornecida por argumentos fisicos, a saber, que as armadilhas rasas sdo caracterizadas
por uma energia de ioniza¢do muito pequena, da ordem das energias dos fonons. Armadilhas
profundas sdo aquelas cuja energia de ionizacdo ¢ muitas vezes a do fonon e,

consequentemente, a captura de transportadora livre pode envolver transi¢des multifonicas.
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Razoavelmente, a temperaturas acima de varios graus Kelvin, os estados de captura rasos
estdo vazios; nesse caso, as duas defini¢des de armadilhas rasas sdo idénticas.

Por outro lado, em temperaturas elevadas, os estados de aprisionamento profundo
podem se transformar em armadilhas rasas "estatisticamente". Esse tipo de defeito pode ser
observado pela técnica de fotoluminescencia [106]. Entdo, as espécies [ZnOa4]o", [ZnO4]d*,
[FeOs]o", [FeOs]d*, correspondem a ordem e desordem estrutural, respectivamente, que podem

ser designadas como armadilhas rasas e sdo visiveis em altas energias.

[Zn04]0* <> [ZnO4]d*
[FeOslo* <> [FeOs]d"

Um sistema organizado significa que possui a maxima simetria, ou seja, uma
distribui¢do homogénea da densidade de elétrons. Por outro lado, um sistema desordenado
tem uma distribuicao eletronica ndo homogénea devido a variagdo da ligagdo ou angulo de

ligacdo, ou polarizagdo devido a aglomerados vizinhos.

6.3.10 Comportamento Magnético

A curva de histerese magnética (dependencia entre M-H) foi medida utilizando o

magnetdmetro de amostra vibratoria (VSM). A Figura 48 mostra a curva de histerese das

nanoparticulas de ZnFe>O4 registradas a temperatura ambiente.
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Figura 48 - Curva M-H da nanoparticula de ZnFe»>Os sintetizada a 140°C por 32 minutos
usando o método hidrotérmico assistido por micro-ondas e, inserido, ilustra os resultados de
espectroscopia paramagnética eletronica do nanop0.
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O comportamento magnético das nanoparticulas de ZnFe>Os revelaram um campo
coercitivo de 229,6 Oe e a magnetizagdo remanescente (Mr) de 2,698x10” emu/g. Assim, os
resultados indicam claramente o comportamento levemente ferromagnético devido ao
pequeno tamanho das particulas observadas por MET, estando abaixo de um valor critico
(inferior a 50 nm) [107]. Com um campo magnético aplicado em torno de 14 kOe, o valor
observado de magnetizagdao (Ms) ¢ de 0,079 emu/g. A natureza cristalina influencia as
propriedades magnéticas das nanoparticulas. O campo interno pode ser gerado devido a
distribuicao assimétrica de vacancias de oxigénio. Este efeito induz o alinhamento de dipolos
complexos e a distribuicdo assimétrica de vacancias de oxigénio, isto ¢; vacancias de oxigénio
positivamente (Vo®°) proximas ao eletrodo negativo que mantém os elétrons proximos ao
eletrodo positivo. Os spins dos ions Fe*" sdo alinhados antiferromagneticamente por meio de
uma forte interacdo de super-troca, pois o angulo Fe*" — O*" — Fe** é de 180°. No ZnFe,Os, os
jons Fe*" tém um ambiente local octaédrico distorcido e a distor¢do causa uma inclinagdo do
octaedro na diregdo do eixo c.

Neste estudo, a magnetizacdo aumentou na medida que o campo magnético foi aplicado,
formando um pequeno campo coercitivo, caracteristico dos ferromagnéticos. A curva ¢ tipica
do tipo de varia¢do ferromagnético (mesmo com um pequeno campo coercitivo) em que a
magnetizacdo se aproxima lentamente da saturacdo. Normalmente, esse composto mostra a
natureza paramagnética quando se apresenta no estado de bulk devido a sua estrutura normal
de espinélio. No entanto, a troca entre os cations nos locais octaédrico e tetraédrico pode dar
origem a ocorréncia de comportamento levemente ferromagnético.

Durante o tratamento hidrotérmico, se as condi¢des de temperatura e pressdo forem
cuidadosamente mantidas durante o experimento, ndo serd observada a formacdo de uma
segunda fase, como previamente detectado por raios X. Além disso, o processo de agregacao
aleatoria entre as pequenas particulas pode estar relacionado a um aumento nas taxas de
colisdo efetivas entre pequenas particulas pela radiacdo de micro-ondas, o que indica que a
energia de microondas favorece um crescimento anisotropico causado pelas diferengas nas
energias da superficie nas diferentes faces cristalograficas. Possivelmente, as imperfei¢des ou
diferencas entre a altura e a largura dessas particulas podem estar associadas a influéncia da
energia de microondas durante o processo de crescimento de fase. Nesse contexto, sugerimos
que a razao S = Mr/Ms poderia ser usada como um parametro funcional para avaliar o limite
do tamanho de dominio unico dos materiais em pd magnéticos de tamanho nanométrico. E
por isso que as nanoparticulas obtidas no reator hidrotermal podem ter varios tamanhos de

dominio e Hc, Mr, S sera diferente de zero.
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Uma vez que o campo coercitivo difere de zero e uma curva de histerese aberta ¢
observada em combina¢do com a magnetiza¢do, espera-se que a temperatura de transicao
ferromagnética esteja acima da temperatura ambiente. E necessario o cuidado com a
temperatura devido a mudanga de comportamento magnético que pode ser verificado. A
temperatura de Curie trata-se de um limite maximo de temperatura que os dominios
magnéticos passam a ter uma organiza¢do aleatoria e, por isso, ocorre a mudanga do
comportamento magnético. Caso seja superada a temperatura de Curie, o material passa ter
um comportamento paramagnético, que nao ¢ adequado para aplicagao para fins biomédicos.
O grafico inset na Figura 48 ilustra o sinal de EPR (Ressonancia Paramagnética Eletronica) da
ZnFe;04. Em geral, os sinais de EPR podem resultar de espécies de oxigénio adsorvidas em
ions de ferro ou de vacancias preenchidas de oxigénio, que formam um ambiente com
diferentes simetrias [108-109]. Os espectros t€m um comportamento tipico de amostras com
elétrons ndo emparelhados, o que corresponde a apenas um evento de absorcao, plotado como
sua primeira derivada. O sinal observado, em um campo magnético préximo a B0 = 0,3388 G,
referente a presenca de espécies paramagnéticas como Fe3+, de acordo com relatorios
anteriores [110]. O padrio de pico altamente simétrico, caracteristico de um sistema
isotropico, € consistente com a alta simetria observada nos resultados de DRX. O sinal ¢
caracteristico de nenhum acoplamento de estrutura hiperfina, tipico de materiais com rotagao
total (S) = %2 [111] com uma quantidade intrinseca de defeitos em uma estrutura ctubica. O
sinal pode ser atribuido as transi¢des de s = -1/2 «» s = +1/2 de elétrons ndo emparelhados de
ions Fe**, que sdo mais favordveis em termos energéticos devido a defeitos estruturais [111],
como vacancias de oxigénio localizadas no posi¢des vizinhas mais proximas.

Uma vez que tenhamos um primeiro espectro derivado com a largura das formas de
linha idénticas, ¢ razoavel considerar uma relagdo simples da area = (largura)*x(altura)
proporcional ao conteudo de espécies paramagnéticas, conforme indicado por [111]. A
deteccdo por EPR de defeitos complexos em ZnFe;O4 foi discutido em muitas publicagdes
por outros compostos [112-113] e refere-se principalmente a linha g=2, que ¢ observada do
ambiente a temperaturas muito altas, o que nao € tipico para ions de terras raras, exceto os de
estado S. O fator g foi estimado a partir da relagdo ge=h.f/(B0.), onde h corresponde a
constante de Planck (6,62x10-34J.s), f a frequéncia da radiacdo (9 GHz), B o magneto de Bohr
9,274x1072*]/T e BO o valor do campo magnético em y = 0 (consulte a Tabela 8).
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Tabela 8 - Valores medidos retirados do EPR.

Amostra Bo (Tesla - T) Fator-g

ZnFexO4 0,3388 1,897

Fonte: Autoria propria.

O fator g experimental (g=1,89) foi ligeiramente deslocado do valor g teérico=2 da
posicdo do sitio ctibico de Fe** na estrutura do espinélio ctibico, indicando a existéncia de
acoplamento spin-orbita. Os valores g ligeiramente deslocados podem ser atribuidos a
alteragdes no acoplamento de elétrons das espécies do tipo superoxido de superficie (O%)
devido ao aquecimento por microondas que induz mais vacancias de oxigénio ionizadas,

gerando mais espécies de oxigénio ativas na superficie.

6.4 NANOPARTICULA FUNCIONALIZADA POR SILANIZACAO

6.4.1 FT-IR da nanoparticula funcionalizada

A reagdo entre um alcoxissilano (R-Si(OR’)3) e um material sélido ndo envolve um
unico mecanismo, ¢ muitos intermedidrios diferentes sdo possiveis [93-94]. Nesta etapa da
pesquisa, um procedimento de silanizacdo 4cida de etanol foi usado para depositar
aminopropilalcoxisilano (NH2-(CH2)3Si(OCH3)3) na superficie das nanoparticulas de ferrita
de zinco. O mecanismo, como mostra a Figura 49 a seguir, consiste em, primeiramente,
colocar o organossilano em solucdo alcoodlica (etanol) de acido, que atuard como catalizador.
Assim, ap0s hidrodlise, ocorre condensacdo para formar o polimero de silano. Na hidrolise, os
grupos alcoxido (-OCH3) sdo substituidos por hidroxilas (-OH) para formar grupos reativos de
silanol, que se condensam com outros grupos silanol para produzir ligagdes siloxano (Si-O-
Si). Como subprodutos dessa etapa, tem-se alcool e agua formados. Além disso, ocorre
desidratagdo e adsor¢do de polimeros de silano para o material cerdmico. E importante
salientar que na segunda etapa, o polimero se associa as nanoparticulas formando uma ligagado

covalente com os grupos OH.



99

Figura 49 - Mecanismo para ocorrer a silanizagao.

NH, NH,
i 5i
- ~
en0” | oo, wo” | om
OCH,8 OH

si Siwe o~ +HO
— (8]
FERTTREL N
OH OH (8] O [4]

Fonte: Hosni (2014); House (2015).

Basicamente, o que ocorreu foi o processo de funcionalizacao do substrato ceramico. A
seguir, ¢ apresentado o espectro de infravermelho (FTIR) do material ceramico e do polimero
apos funcionalizacdo para comparar com o espectro de FTIR do composto cerdmico sem esse
processo.

Afim de confirmar o sucesso do processo de funcionalizagdo, foi obtido o FTIR (Figura
50) da superficie do material ceramico e das matrizes epoxi/amina. Para essa intera¢do entre
polimero e superficie das nanoparticulas ceramica, as bandas que apareceram no FTIR foram
cuidadosamente analisadas: bandas de 3610 cm™ a 3670 cm™ atribuidas ao grupo hidroxila —
OH. Bandas de 2926 cm™ e 2850 cm™! associadas as vibra¢des de estiramento das liga¢des C-
H. Banda associada ao anel cicloalifatico a 1400 cm™. O espectro exibe trés bandas de 1513
cm’!, 1500 cm™ e 1640 cm™ atribuidas ao anel aromatico. Bandas a 1470 cm™, 2850 cm™ e
2960 cm-1 associadas aos grupos metilo e metileno. Uma banda associada ao grupo de éter C-

O-C a 1084 cm-' e uma banda a 1210 cm™ correspondendo a éter alifatico.
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Figura 50 - FTIR da ferrita de zinco apds silanizagao.
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Fonte: Autoria prépria.

A titulo de comparagdo, foi inserido o espectro de FTIR do material cerdmico antes e
ap6s a silanizagdo (figura 51a e b) E bom salientar que o objetivo é funcionalizar o polimero e
a superficie da ceramica para analisar a resposta magnética que se obtém e auxiliar no estudo
da citotoxidade. Observa-se que houve uma ligeira alteragdao, mas de fundamental importancia

para garantir a propriedade magnética atuante apds encapsular e uma boa interacdo com a

matriz polimérica.

Figura 51 - a) Ceramica ap6s silanizagdo. b) Ceramica pura.
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Fonte: Autoria prépria.



101

6.5 NANOPARTICULAS DE ZnFe;O4 APOS ENCAPSULAMENTO

Foi empregado microscopia de varredura de emissdo de campo para analisar a
morfologia das nanoparticulas apds o revestimento com PHEMA (Figura 52a). A amostra
possui morfologia esférica e o tamanho das particulas varia de 20 a 70 nm (Figura 52b). Este
resultado sugere que as nanoparticulas se tornaram esféricas apds o revestimento com o
polimero epoxi. Além disso, embora as nanoparticulas tenham se tornado maiores apds o
encapsulamento, sua distribui¢do homogénea de tamanho e morfologia esférica ¢ apropriada
para uso contra células epiteliais embrionarias de rim humano, uma vez que as veias (ou
artérias) presentes em alguns tipos de cancer tém aproximadamente milimetros de diametro e
atingem os capilares 4 a 16 um.

Neste trabalho, mostra-se que condigdes desfavoraveis frequentemente matam até
mesmo células cancerosas. Tumores grandes geralmente tém centros necroticos, mas as
células tumorais situadas na periferia podem ser mantidas pela difusdo de gases e nutrientes
dos tecidos normais vizinhos, um problema frequentemente encontrado em tratamentos
antiangiogénicos. O uso de um ntimero finito de células, encapsuladas para torna-las isoladas
imunologicamente dentro de tumores, exigia que essas células fossem ainda mais resistentes
do que as células cancerosas na sobrevivéncia a hipoxia, pois também seriam necessarias para
gastar energia produzindo grandes quantidades de citocinas e sobreviver enquanto o tumor ao
redor deles morre. Portanto, como as nanoparticulas sdo menores que os capilares, sua
circulacdo ndo seria prejudicial e ndo haveria problemas com impedimentos espaciais
causados pelo calibre dos capilares. Para o desenvolvimento dos estudos de
biocompatibilidade e mecanismos de morte celular, inicialmente, realizamos a cultura das
c¢lulas HEK. Essa linhagem de células ¢ caracterizada por sua morfologia epitelial, observada
por meio de proje¢des do citoplasma. E indispensavel a ocorréncia de adesdo entre as células,
pois ¢ um processo fundamental para o seu desenvolvimento. Além disso, as propriedades
aderentes tornam essas cé€lulas ideais para cultivo em laboratorio, pois permitem a adesdo
entre as células e a superficie das placas de cultura.

O objetivo dos estudos de citotoxicidade foi avaliar o potencial toxico em cultura de
c¢lulas HEK das nanoparticulas sintetizadas. O primeiro teste consistiu na utilizacdo de um
kit de reagentes (FVS450) que permite diferenciar células viadveis de células mortas. Este
fluorocromo (FVS450) reage e¢ se liga covalentemente as aminas presentes no meio
intracelular ou na superficie das células. Células em necrose apresentam permeabilidade

celular alterada, o que favorece a difusdo do corante em seu meio intracelular e,
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consequentemente, maior taxa de ligacao as aminas intracelulares de células em morte celular
do que de células impermeéveis viaveis. As células em processo de morte celular tém uma
intensidade de fluorescéncia de 2 a 3 ordens de magnitude maior em comparagdo com as
células viaveis. A biocompatibilidade de trés concentracdes de nanoparticulas de ferrita de

zinco em cultura de células HEK foi monitorada usando microscopia optica (Figuras 53 c-e).

Figura 52 - FEG-SEM das nanoparticulas de ZnFe;O4 silanizadas com grupos organossilano
e encapsuladas em resina epoxi/amina.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 53 - Histograma do diametro médio das nanoparticulas de ZnFe>O4 encapsuladas.
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Fonte: Autoria propria.
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Como eram esperadas, as propriedades magnéticas das cerdmicas revestidas ndo foram
alteradas pelo revestimento, devido ao fato de que o material polimérico a base de polimeros
epoxi, ndo possuem nenhuma propriedade magnética. Os mesmos valores de Ms, Mr e Hc,

foram encontrados (Figura 54).

Figura 54 - Curva M-H da nanoparticula de ZnFe>Os sintetizada a 140°C por 32 minutos
usando o método hidrotérmico assistido por micro-ondas, apods o revestimento DGEBA/IPD.

0.08

—— ZnFe,0,/ Polimero ‘

P

I].OS—-
0.04—-
0.02—-
0.00;
-0.02 -

.04 e

-0.06

Magnetizacéo (emu/g)

-15 -10 -5 0 5 10 15
Campo Magnetico Aplicado (kOe)

Fonte: Autoria propria.

6.6 CELULAS HEK

Para verificar as alteragcdes na morfologia celular e a presenga de células mortas,
primeiramente, as placas de cultura devidamente tratadas foram submetidas a analise de
viabilidade celular por observacdo direta ao microscopio Optico. A Figura 56 ilustra a
micrografia dos pocos das placas de cultura contendo células HEK submetidas a diferentes
tratamentos. A figura 56a mostra o grupo de controle negativo usado para preparar as
suspensoes de nanoparticulas de ferrita de zinco, onde as células foram tratadas com o
solvente PBS. Observa-se a coexisténcia de células HEK aderidas ao fundo da placa de
cultura (seta vermelha) com morfologia epitelial normal e células HEK nao aderentes (seta
branca). Neste trabalho, a linhagem de células possui morfologia epitelial (observada por
meio de projecdes de seu citoplasma) e, consequentemente, propriedades aderentes. Portanto,

aderem a superficie das placas de cultura e, apos atingirem o crescimento adequado, aderem
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intimamente entre si. A seguir, a Figura 48a representa as células HEK em processo de
crescimento na placa de cultura, naturalmente, com equilibrio entre as células que
conseguiram aderir a apresentar morfologia epitelial normal e outros sobrenadantes no meio
de cultura, devido ao estresse mecanico causado pela a transferéncia de células de um frasco
de cultura para uma placa de cultura [114].

Na Figura 56b, também ¢é possivel observar o grupo controle positivo, onde as células
foram tratadas com um solvente citotoxico, DMSO [115]. Nesta imagem, observa-se o
predominio de células mortas (seta branca), que apresentam alteracdo significativa em sua
morfologia quando comparadas as células vivas com formato epitelial (Figura 55a), sendo
também notada a presenca de fragmentos celulares (seta vermelha). A cor do meio de cultura
¢ outra diferenga clara entre a imagem que representa as células viaveis (Figura 55a, controle
negativo) e a imagem que representa as células mortas (Figura 55b, controle positivo), de
modo que a primeira (Figura 55a) tem um a cor verde clara, enquanto a segunda tem uma cor
verde mais escura. A mudanga de cor do meio de cultura utilizado nos testes de viabilidade
celular deve-se a presenca de um indicador de pH. Culturas celulares contendo células com
crescimento normal apresentam alteragdes da coloragdo verde escura para tons mais claros,
passando pelo vermelho em pH proximo a 7, pois as células consomem os nutrientes do meio
e nele liberam seus metabdlitos também devido a liberagdo do contetdo citoplasmatico das
células, rico em proteinas metabolicas, principalmente, como visto na figura 55e. As figuras
55¢, 55d e 55e representam células HEK tratadas com nanoparticulas de ferrita de zinco em
concentragoes de 1,0, 10 e 20 pg / mL, respectivamente.

Nota-se a coexisténcia de células normais aderidas e células sobrenadantes.
Comparando essas imagens com a figura 55b (controle positivo), ndo foi observado células
mortas ou fragmentos celulares de forma significativa. Assim, a andlise da viabilidade celular
por meio da observagdo direta com o auxilio de microscopio Optico sugere a auséncia de
citotoxicidade para nanoparticulas nas concentracdes de 1,0, 10 e 20 pg / mL contra células
HEK, uma vez que ndo foram observadas altera¢des significativas na morfologia celular. A
partir desses resultados, e considerando a morfologia das nanoparticulas de ferrita de zinco,
pode-se apontar que a interacdo das nanoparticulas com células de diferentes tecidos de
organismos vivos ¢ diretamente influenciada por suas propriedades fisicas e quimicas, como
composicao, estrutura cristalina, tamanho, carga superficial, propriedades elétricas, pKa, grau
de ionizagdo, entre outros. Uma vez presentes na circulagdo sanguinea, as nanoparticulas
podem interagir com varias macromoléculas presentes no plasma sanguineo (como as

proteinas plasmaticas) e com macromoléculas que sdo constituintes das células (como
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receptores, DNA, entre outros). Além disso, a interagdo entre as nanoparticulas e essas
macromoléculas depende de fatores relacionados ao organismo, entre os quais espécies,
fatores genéticos, fatores imunolédgicos, estado nutricional, sexo, estado hormonal, idade,

massa corporal, estado emocional, estado patologico.

Figura 55 - a) Células HEK, 48 horas apds a inoculagcdo com PBS (controle negativo); (b)
DMSO (controle positivo); (c) 1,0 pg/ mL, (d) 10 pg/ mL, e (e) 20 pg / mL de
nanoparticulas de ZnFe>Os; Setas vermelhas indicam células HEK aderidas ao fundo da placa.

(continua)

(©) (d)
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Figura 56 - a) Células HEK, 48 horas apos a inoculagao com PBS (controle negativo); (b)
DMSO (controle positivo); (c) 1,0 pg/ mL, (d) 10 pg/ mL, e (e) 20 pg / mL de
nanoparticulas de ZnFe>Os; Setas vermelhas indicam células HEK aderidas ao fundo da placa.

(conclusdo)

(e)

Fonte: Autoria prépria.
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7 CONCLUSAO

Nesse trabalho observou-se que as formulagdes epoxidicas estudadas para revestimento
das nanoparticulas, ficou evidenciada pelos resultados de FT-IR e DSC que, com o programa
de cura utilizado, todos os materiais alcancaram alta conversao.

Os resultados das interagdes bioldgicas in vitro entre a superficie dos materiais com o
sangue mostraram alta adsor¢ao de albumina e baixa adsor¢ao de fibrinogénio, assim como a
supressao de ativacdo de plaquetas, atividade do Lactato Desidrogenase (LDH) e boas
propriedades de tromborresisténcia para os materiais DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM,
indicando que estes materiais sdo promissores para aplicagdes biomédicas.

O estudo das citotoxidade in vitro das amostras DGEBA/IPD, DGBA/DCM e
DGBA/IPDG apresentam boas propriedades biocompativeis em contato direto com células
MG63 e nao revelaram qualquer diminuicdo da viabilidade de células semelhantes a
osteoblastos.

Os espectros de FT-IR das ceramicas silanizadas mostram bandas de absor¢do a 920 cm™
e 870 cm™! indicando a presenca de grupos Si-O-H e vibragdes de OH na superficie das
ceramicas. As duas bandas largas a 3500 cm™ e 1540 cm™!, também confirmam a silanizag3o,
pois revelam a presenga dos grupos N-H e NHz do grupo NH: livre, respectivamente.

Quanto aos espectros FT-IR das ceramicas revestidas, aparecem as bandas vibracionais
de adsor¢dio em boa concordancia com a literatura para o Eter Diglicidilico do Bisfenol A
(DGEBA) ligado a compostos com grupos amina alifatica.

A sintese das nanoparticulas pelo método hidrotermal, a 140°C e 32 minutos permitiu a
obtencdo de pds de ZnFe;O4 na presenga do agente mineralizador KOH.

Dados de Espalhamento Raman de primeira ordem indicam a formagdo de uma
estrutura tipo espinélio de ZnFe>O4 levemente invertido, onde os ions Zn e Fe se distribuem
no mesmo local do cristal atomico, tanto o tetraédrico quanto o octaedro, e resultam nas
vibragdes correspondentes com frequéncias diferentes.

A microscopia eletronica de transmissdo sugere particulas muito pequenas (entre 11 e
13 nm) e com estrutura cristalina bem ordenada. O cristalino perfeito ¢ induzido
principalmente pelo efeito de aquecimento do microondas que faz com que os 4tomos,
inclusive os que estdo em ponte, se organizem em uma ordem perfeita.

Ensaios de fotoluminescencia indicam uma forte preferéncia pela regido laranja-

esverdeado (547-624 nm), que esta associada ao aumento de defeitos superficiais. Esses
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resultados indicam que o estado de desordem dos aglomerados na estrutura tende a manter a
presenga de vacancias de oxigénio monoionizadas, Vo'.

A histerese magnetica revela que as coercividades das nanoparticulas de ZnFe>O4
revelaram um campo coercitivo de 229,6 Oe e a magnetizagdo remanescente (Mr) de
2,698x10 emu/g. Assim, os resultados indicam claramente o comportamento levemente
ferromagnético das amostras preparadas devido ao tamanho das particulas abaixo de 50 nm).

Dados de espectrocopia paramagnetica eletronica (EPR) indicam um valor de g
experimental (g=1,89) que pode ser atribuido a alteragdes no acoplamento de elétrons das
espécies do tipo superoxido de superficie (O%), devido ao aquecimento por microondas que
induz mais vacancias de oxigénio ionizadas individualmente, gerando mais espécies de
oxigénio ativas na superficie.

As propriedades magnéticas das ceramicas revestidas nao foram alteradas, devido ao
fato de que o material de revestimento nao possui nenhuma propriedade magnética.

Células HEK tratadas com nanoparticulas de ferrita de zinco em diversas concentragdes
(1,0, 10 e 20 pg / mL) sugerem auséncia de citotoxicidade. Assim, o estudo mostrou que a
interacdo das nanoparticulas com células de diferentes tecidos de organismos vivos ¢€
diretamente influenciada por suas propriedades fisicas e quimicas (por exemplo: composicao,
carga superficial, propriedades elétricas, pKa, grau de ionizagdo, entre outros). Por fim, as
nanoparticulas encapsuladas apresentaram um grande potencial para aplicagdo em hipertermia

e seu auxilio em tratamentos de diversos adenocarcinomas e Drug Delivery.
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8 SUGESTOES PARA ATIVIDADES FUTURAS

Com o objetivo de se aprimorar os estudos para utilizagdo das nanoparticulas revestidas
(NPR) com matriz epdxi na medicina oncoldgica utilizando hipertermia magnética e liberagao
de quimioterapico simultaneamente, faz-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre o
processo de sintese e seu comportamento em condi¢des in vitro € in vivo. Espera-se que este
trabalho fornega as ferramentas iniciais para o desenvolvimento de NPR versateis quanto &
sua atuacao na medicina oncoldgica. Send o assim, as perspectivas futuras desse trabalho sdo:

1) Aperfeicoar e padronizar as condigdes de sintese das NPM, buscando uma
estequiometria que satisfaca o comportamento magnético desejavel;

11) Analisar de forma mais completa o comportamento biocompativel das NPR, com o
objetivo de se investigar a biocompatibilidade e sua hemocompatibilidade in vitro e in vivo;

iii) Avaliar de modo mais completo a eficicia in vitro e in vivo das nanoparticulas
através de testes de hipertermia e liberagdo de calor utilizando modelo de experimentagao
animal;

iv) Acoplamento de farmacos anticancerigenos as superficies das nanoparticulas
revestidas;

v) Estudo da liberagdo controlada in vitro de farmaco anticancerigeno.
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