. . . \\\‘\0 de Oﬂ/Q/
Py Universidade Estadual Paulista & 0 4

@
unesp - “Jilio de Mesquita Filho”

Instituo de Quimica-Campus de Araraquara

Daniel José Pochapski

Nanocarreador Magnético de Hidroxido Duplo Lamelar

para Aplicacbes Biomédicas

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-graduacdo em Quimica do Insti-
tuto de Quimica de Araraquara, da Uni-
versidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” como parte dos requisi-
tos para obtencao do titulo de Mestre em

Quimica

Araraquara

2022



Pochapski, Daniel José
P739n Nanocarreador magnético de hidroxido duplo lamelar
para aplicagdes biomédicas / Daniel José Pochapski. --
Araraquara, 2022
144 1. :il.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Quimica, Araraquara
Orientador: Celso Valentim Santilli

1. Hidroéxidos duplos lamelares. 2. Magnetita. 3.
Materiais biomédicos. 4. Métodos de simulacéo. 5.
Hipertermia. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca
do Instituto de Quimica, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.






DADOS CURRICULARES
Identificacéo
Nome: Daniel José Pochapski
Nome em citacOes bibliograficas: D.J. Pochapski.

Formacdo complementar

2019- Curso de Método de Rietveld- Universidade Federal do ABC, Santo André, Sao Paulo.

2019- Fundamentos de Espectroscopia Raman: Teoria e Pratica- Instituto de Quimica, UNESP,

Araraquara-SP.

2020- SAXS basics and practicals on the Nano-inXider SAXS/WAXS equipment- Instituto de
Quimica, UNESP, Araraquara-SP. .

Trabalhos apresentados durante o periodo de mestrado

2021- D.J. Pochapski, C. Carvalho dos Santos, S.H. Pulcinelli, C.V. Santilli, Zeta potential and
colloidal stability of nanoparticle dispersions: how can the choice of the electrokinetic models influence

the interpretation of results?. 3rd European Symposium on Nanofluids (ESNF), 2021, lasi, Romania.

2019- D.J. Pochapski, S.H. Pulcinelli, C.V. Santilli, Determinacdo das Propriedades Elétricas de
Superficie de Argilominerais por Fenémenos Eletrocinéticos. V_Reunido anual sobre argilas aplicadas
(VRAA), Universidade de Franca (UNIFRAN), 2021, Franca, Sao Paulo.

Artigos completos publicados em periédicos

R.G.L. Gongalves, P.A. Lopes, D.J. Pochapski, L.C.A. de Oliveira, F.G. Pinto, J.L. Neto, J.
Tronto, Effect of pH, ionic strength, and temperature on the adsorption behavior of Acid Blue 113 onto
mesoporous carbon, Environ. Sci. Pollut. Res. (2022). https://doi.org/10.1007/s11356-022-21193-y.

D.J. Pochapski, C. Carvalho dos Santos, G.W. Leite, S.H. Pulcinelli, C.V. Santilli, Zeta Potential
and Colloidal Stability Predictions for Inorganic Nanoparticle Dispersions: Effects of Experimental

Conditions and Electrokinetic Models on the Interpretation of Results, Langmuir. 37 (2021) 13379-13389.
v


https://doi.org/10.1007/s11356-022-21193-y

https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.1c02056.

2. S. V Harb, M.S. Rodrigues, T.A.C. de Souza, A. Trentin, M.C. Uvida, D.J. Pochapski, S.H.
Pulcinelli, C. V Santilli, P. Hammer, Smart PMMA-cerium oxide anticorrosive coatings: Effect of ceria
content on structure and electrochemical properties, Prog. Org. Coatings. 161 (2021) 106548.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.porgcoat.2021.106548.

A. dos Santos, M.F. Viante, D.J. Pochapski, A.J. Downs, C.A.P. Almeida, Enhanced removal of p-
nitrophenol from agueous media by montmorillonite clay modified with a cationic surfactant, J. Hazard.
Mater. 355 (2018) 136-144. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2018.02.041.

Capitulos de livros

2022- C.V.Santilli. Willian Max Oliveira de Souza de Santana, Daniel José Pochapski, Sandra
Pulcinelli, Carla Raquel Fontana, POLYMERIC MICELLES MEDIATED PHOTODYNAMIC THERAPY, in:
Nanomater. Photodyn. Ther., Elsevier, 2021: pp. 200-300.

Capa de resvista publicada em periddico

D.J. Pochapski, C. Carvalho dos Santos, G.W. Leite, S.H. Pulcinelli, C.V. Santilli, Nonuniform
zeta potential distribution around nanoparticle aggregates and its implications for interparticle interaction
in an aqueous solution, Langmuir. 37 (2021) 13179-13536.



®
November 16, 2021 Volume 37, Number 45 pubs.acs.org/Langmuir

LANGMUIR

The ACS journal of fundamental interface science

ACS Publications .

g Most Trusted. Most Cited. Most Read.

Vi



AGRADECIMENTOS
Slava Isusu Christu

Gostaria de expressar a minha gratidao a todos que me ajudaram nesta jornada
ao longo dos ultimos anos. A minha passagem pelo Instituto de Quimica, UNESP-
Araraquara, foi uma experiencia muito marcante. Tive o privilégio de conhecer e traba-
lhar com pessoas incriveis, que tiveram um impacto Unico no trabalho relatado nesta
dissertacdo assim como na minha experiéncia na pos-graduacéo em geral. E um pra-

zer menciona-los aqui pelo nome.

Gostaria de agradecer ao meu orientador, Professor Celso Valentim Santilli, por
me dar a oportunidade de trabalhar em seu laboratério de Fisico-Quimica de Materiais
(GFQM). O seu constante envolvimento, apoio e determinagcdo em néo aceitar nada
inferior a exceléncia, continuaram a me motivar ao longo de todos os trabalhos que par-
ticipei. Particularmente, eu aprecio a liberdade que vocé me concedeu enquanto con-
duzia a minha pesquisa, 0 que incluiu permitir que eu conduzisse “experimentos de se-

gunda-feira” em qualquer dia da semana.

Gostaria de agradecer aos professores Peter Hammer e Sandra Helena Pucinelli
do Instituto de Quimica; o primeiro por sempre estar me motivando e ensinando, além
de fazer um dos melhores cafés que sempre acompanharam as nossas discussoes; a
segunda por ter me aceitado em seu grupo de pesquisa e me apresentar a pesquisa
em nivel de pés-graduacao.

Também gostaria de agradecer aos professores do 1Q, que moldaram a minha
compreensao e alimentaram a minha sede de conhecimento cientifico. Em particular,
gostaria de agradecer ao professor Miguel Jafelicce por ter me convidado a conhecer o
IQ durante o “coffe Break” de um evento, sendo decisivo para que eu embarcasse nes-
sa jornada; também por sua ajuda em disponibilizar varios instrumentos para adquirir

dados cientificos.
VII



Obrigado a todos os membros atuais e anteriores do GFQM que moldaram a
identidade do grupo e foi um grande prazer trabalhar com eles. Agradec¢o pelo nome a
cada um deles: Marina, Danubia, Samarah, Rosenberg, Rodrigo, Andressa, Camila,

Adila, Rodolfo, Max, Adriana Almeida e Manera, Mayara, Thiago, Caio e Aline.

Obrigado aos meus pais, José e Lidia, por todo amor, carinho e incentivo sem fim
em cada etapa da minha vida. Jamais esquecerei de todos os esfor¢os e sacrificos que
vocés fizeram para que eu pudesse receber uma excelente educacdo. Aos meus ir-
maos, Gabriel e José Augusto, por estarem sempre ao meu lado me incentivando,
apoiando e ajudando. As suas jornadas de vida me encorajam para a realizacdo desde
trabalho relatado nesta dissertacdo. Também agradeco aos meus tios e tias, Joao, Eli-

ta, Ana, e Nadia por todo incentivo e apoio.

Obrigado a todos 0os meus amigos que constantemente me lembram sobre as
coisas importantes da vida e me empurram para ser uma pessoa melhor. Em especial,
ao Fernando, Thulio e Gustavo. Também agradeco a minha namorada Larissa M. S
que, apds nos aproximarmos no Ultimo ano, me incentivou para a concluséo deste tra-

balho e por compartilhar muitos momentos e histérias.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamen-

to de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.

Slava na V'iki

VIiI



RESUMO

Hidroxidos duplos lamelares (HDL) sdo uma classe especifica de materiais inorganicos
2D com propriedades fisico-quimicas verséateis e moduladoras que permitem diversas
aplicacdes biomédicas, como diagnostico, prevencdo e tratamento de doencas. Em
particular, as nanoparticulas (NP) de HDL mostraram recentemente avancos sem pre-
cedentes na construcdo quimica controlavel e simplificada, engenharia de superficie
versatil e pesquisa biolégica abrangente. Dentro deste contexto, exploramos neste tra-
balho a construcdo de uma estrutura multifuncional a base de HDL e NP de magnetita
(FesOa4), com potencial aplicagdo como um nanocarreador magnético para liberacéo
controlada de droga com uso simultaneo na terapia anticancer da hipertermia do fluido
magnético (HFM). Para isso, sintetizamos NP de HDL de ZnAl por uma rota sol-gel
modificada e NP de Fez04 pelo método de co-precipitacdo para serem utilizados como
blocos de construcao coloidal. A estrutura multifuncional é formada através de um pro-
cesso de agregacao espontaneo, dependente unicamente da magnitude e sinal da car-
ga superficial das NP. Um farmaco modelo (diclofenaco de sodio) foi intercalado na
camada interlamelar das NP de HDL para mostrar que a liberagéo local da droga pode
ser desencadeada pela aplicacdo de um campo magnético alternado (AMF). Além dis-
S0, o calor gerado pela estrutura automontada quando exposta ao AMF por um tempo
(1), é suficientemente alto (>44-46 °C e t 1-5 min) para levar a necrose de um tecido
tumoral. Estes resultados sdo suportados por simulacées numéricas, que demonstra-
ram que o calor gerado durante a hipertermia magnética pode levar a necrose completa
de um tumor localizado na glandula mamaria. O presente trabalho explora os desafios
recentes encontrados no desenvolvimento de novas estruturas multifuncionais a base
de HDL para aplicacdes bioldgicas, incluindo estabilidade coloidal, acimulo no local

alvo da doenca e integragcdo com multiplas modalidades.



ABSTRACT

Lamellar double hydroxides (LDH) are a specific class of 2D inorganic materials with
versatile and modulates physicochemical properties that allow for diverse biomedical
applications, such as in the diagnosis, prevention, and treatment of diseases. In particu-
lar, LDH nanoparticles (LDH NPs) have recently shown unprecedented advances in
controllable and simplified chemical construction, versatile surface engineering, and
comprehensive biological research. Within this context, we explore in this work the con-
struction of a multifunctional structure based on LDH and magnetite (Fe3Oa4) NPs, with
potential application as a magnetic nanocarrier for controlled drug release with simulta-
neous use for magnetic fluid hyperthermia (MRM) as an anticancer therapy. For this, we
synthesized ZnAl LDH NPs by a modified sol-gel route and FesOs4 NPs by the co-
precipitation method to be used as colloidal building blocks. The automated structure is
formed through a spontaneous aggregation process, dependent on the magnitude and
sign of the NPs surface charge. A model drug (diclofenac sodium) was intercalated into
the interlamellar layer of LDH NPs to show that local drug release can be triggered by
the application of an alternating magnetic field (AMF). In addition, the heat generated by
the self-assembled structure when exposed to the alternating magnetic field for a time
(t) is high enough (>44 °C, from t 1-5 min) to lead to the tumor tissue necrosis. These
results were supported by numerical simulations, which show that the heat generated
during magnetic hyperthermia can lead to complete necrosis of a tumor located in the
mammary gland. The present work explores recent challenges encountered in the de-
velopment of new multifunctional LDH -based structures for biological applications, in-
cluding colloidal stability, accumulation at the disease-targeted site, and integration with

multiple modalities.
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Mobilidade elétroforética [ucm/Vs]
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obtidos a partir do ajuste da curva SAXS. (E) Distribuicdo de tamanho hidrodindmico
das NP de Fe304, determinada por DLS.

Figura 22. (A) Variagdo do potencial-¢, (B) tamanho hidrodindmico (D) e (C) das estruturas

fractais formados pelos agregados das NP de FezO4 em fung&o do pH.

Figure 23. (A) Distribuicdo do potencial elétrico em torno do plano central do agregado de NP
de Fes04 e de sua particula esférica equivalente em pH 3, (B) e para os agregados
formados na faixa de pH de 4-10. O tamanho e a posi¢cdo das setas indicam a magni-
tude e a direcdo do campo elétrico gerado pela EDL

Figura 24. (A) Energia de interagdo total calculada entre os agregados de NPde Fes;O4 para
diferentes valores de pH. (B) Altura maxima da barreira de energia, Vuax/ks T, €m fun-
¢do do potencial-¢ para diferentes tamanhos de NP. (C) Distancia de separacdo su-
perficie-superficie calculada para os agregados de NP de Fe;O.4em funcao do pH. (D)
Energia de interacdo total calculada entre as NP primérias de FesO4 antes e apds a

formacéo dos agregados, em pH 3.

Figura 25. (A) Variacao dos valores do potencial zeta e do tamanho hidrodindmico das NP de
PAA-Fe;0.. (B) Perfis experimentais SAXS para as NP de PAA-FesO,em pH 4, 6 e 8.
A figura inserida no canto superior direito representa um possivel equilibrio quimico e
as consequéncias para estruturas agregadas formadas. (C) Calculos de energia de

interacdo XDLVO para os agregados de NP de PAA-Fe;0. em funcéo do pH.

Figura 26 (A). Calculos de energia de interacdo XDLVO para os pares de particula interagente:
Nano-HDL e PAA-Fez;0a4. (B) Imagens dos blocos de construcdo antes e depois da
automontagem agregativa. (C) Perfis experimentais SAXS para as dispersdes de Na-

XVII



w N

o N o o1 b

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24

25

26

no-HDL, PAA-Fes;O. e para o nanocarreador magnético formado. (D) Estrutura repre-
sentativa do nanocarreador magnético formado com a respectiva distribui¢cdo das for-

cas eletrostaticas atrativas, que mantem as NP unidas.

Figura 27. (A) Célculos de energia de interacdo XDLVO para os pares de particula interagente:
Nano-HDL e PAA-Fe;04 em funcado do pH. (B) Tamanho hidrodindmico dos nanocar-
readores magnéticos formados em funcéo do pH. (C) Variacdo do potencial zeta dos
nanocarreadores magnéticos em funcédo da razdo (mg/mg; 2 mg/mL* = 1) PAA-FesP4/
Nano-HDL.

Figura 28. (A) Curva de hipertermia magnética das suspensdes das NP de PAA-Fe;O4 e dos
nanocarreadores magnético de HDL-FesO.. (B) Mapa da distribuicdo da temperatura
em torno dos agregados. (C) Distribuicdo da temperatura em funcdo da distancia do
centro de massa para os agregados de PAA-Fes;04 e para 0s nanocarreadores mag-
nético de HDL-Fe30,

Figura 29 (A). Mapa da distribuicdo da temperatura dentro de um tumor mamario para o agre-
gado de NP de PAA-Fe;O4 e para o nanocarreador magnético de HDL-Fe3O4 . (B)
Fracdo de dano (ou percentual de tecido necrosado) em funcdo do tempo e da (C)
distncia de separacao particula-tecido tumoral mamaria. Os indices P1 e P6 repre-
sentam os pontos de monitoramento da fracdo de dano, bem como a reta. A tempera-
tura das NP foi fixada em 45 °C.

Figura 30. (A) Curva de hipertermia magnética obtidas para os nanocarreadores magnético de
HDL-Fes04. O perfil de aquecimento corresponde aos ensaios de liberagéo da droga
DS. (B) Percentagem de DS liberado em funcdo do tempo na presencga e na auséncia

de um AMF para os 0s nanocarreadores magnético de HDL-Fe3O.,
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1. Introducéo

Plataformas de entrega de drogas baseadas em nanomateriais inorganicos es-
tdo sendo usadas como ferramentas atraentes tanto para o diagndstico quanto para a
terapia do cancer [1]. Esses nanomateriais fornecem uma estrutura robusta na qual
dois ou mais componentes podem ser incorporados para fornecer simultaneamente a
entrega da droga, imagem de fluorescéncia e ressonéncia magnética (RM), além de
superar as limitacdes da entrega convencional [2,3]. Neste contexto, diferentes estraté-
gias estdo sendo empregadas para o design de novos nanocarreadores inorganicos
multifuncionais, buscando controlar as suas propriedades e melhorar a interacéo seleti-

va com o0 meio [4-6].

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) sdo uma classe especifica de materiais
inorganicos 2D, que estdo recebendo uma consideravel atencédo na area da nanomedi-
cina [7-10]. Com boa compatibilidade biolégica, vasta composi¢cdo quimica, proprieda-
des de superficie ajustaveis e alta capacidade de carga de droga, os HDL tém atraido
consideravel interesse como sistemas de liberacdo de farmacos devido a sua ligacao
nao covalente as moléculas anibnicas de farmacos, materiais genéticos e anticorpos
[7]. Além disso, a sua estrutura versatil também possibilita combinar e conferir funcio-
nalidades de varios outros nanomateriais, permitindo amplas aplicacdes terandsticas

na terapia do cancer [11-16].

Recentemente, estruturas automontadas via interacdes eletrostaticas de HDL e
nanoparticulas (NP) superparamagnéticas de oxido de ferro demonstraram ser plata-
formas eficientes tanto para a entrega direcionada e responsiva de droga, assim como
agentes de contraste para RM [11,17,18]. Em particular, esta plataforma é bastante
promissora pois, além de ser biocompativel, permite explorar as propriedades superpa-
ramagnéticas das NP e expandir as aplicagdes para o campo da terapia anticAncer da
hipertermia do fluido magnético (HFM) [19]. O aguecimento provocado pelo calor gera-
do durante a HFM (cerca de 41-46 °C para hipertermia leve e 46-56 °C para modera-

da) pode ser usado como um estimulo externo para desencadear a liberacédo da droga
22
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armazenada nos dominios interlamelares dos HDL, e danificar as células tumorais de
tecidos alvos [20,21]. No entanto, até o presente momento, a HFM como uma nova

modalidade para estas estruturas automontadas ainda néo foi explorada.

Nesta dissertacdo de mestrado, foi demostrado que tal multifuncionalidade pode
ser alcancada através uma automontagem reacional, baseado no controle das intera-
¢cOes interparticulas. Para isso, NP de HDL de ZnAl e NP de magnetita (FesO4) foram
sintetizadas e utilizadas como blocos de construcdo coloidal para a automontagem de
um nanocarreador magnético multifuncional, via eletrostatica. Um farmaco modelo, di-
clofenaco de sodio, foi intercalado nos espacos interlamelares dos HDL, para estudar o
efeito do calor gerado na HFM como um estimulo para acionar a liberacdo da droga.
Por fim, simulacdes numéricas de elementos finitos foram empregadas para analisar a
transferéncia de calor em um tecido tumoral localizado na glandula mamaria, com ané-
lise de dano térmico simultadneo, para avaliar a multifuncionalidade da estrutura auto-

montada no campo da terapia anticancer do HFM.
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1.1. Motivacéao Cientifica

As estratégias empregadas na automontagem utilizando NP de HDL e de 6xidos
de ferro (aqui, NP de Fe304) como bloco de construcao, utilizam-se de suas cargas Ssu-
perficiais para desencadear a agregacao [11]. Como resultado, heteroagregados irre-
versiveis e de morfologia complexas geralmente sdo produzidos. Embora o processo
agregativo seja bastante cadtico nestes casos, inUmeras propriedades e funcionalida-

des biomédicas podem ser conferidas aos HDL utilizando este conceito [22].

Do ponto de vista fundamental e pratico, é de grande interesse estudar os me-
canismos envolvidos durante a automontagem eletrostatica dessas estruturas, e ha
uma razdo importante para isso: as for¢cas de interagdo eletrostatica séo filtradas em
solucéo e o seu campo de acdo depende fortemente das condi¢cdes do meio (pH, forca
ibnica e temperatura). Isso implica que, os estados de agregacéao e propriedades finais
das estruturas montadas, dependera das condi¢cdes do meio em que ocorre a heteroa-
gregacao [23].

A agregacdo controlada requer interacfes interparticulas balanceadas, o que
nao € uma tarefa facil. Parar a agregacdo durante a automontagem também € outro
desafio [23]. Se por um lado a reducéo na estabilidade coloidal € necessaria para inici-
ar a agregacao, a falta dela também pode levar a separacdo de fase macroscépica,
devido a incompatibilidade de densidades e a sedimentacdo dos agregados automon-
tados [23]. Agregados grandes (ou aglomerados) de particulas hormalmente séo inde-
sejados para aplicac6es biomédicas. Uma analise detalhada deste processo requer
gue calculos de energia de interacdo sejam feitos para quantificar e qualificar o impacto
das forcas de interacdo durante automontagem coloidal e fornecer previsbes para a
estabilidade coloidal das estruturas formadas. Estudos que investigam as questfes
mencionadas acimas durante a automontagem agregativa utilizando NP de HDL e

Fes30a4 ndo estao disponiveis.

24
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Outro desafio importante abordado neste trabalho, é avaliar a eficiéncia das es-
truturas automontadas na terapia anticancer do HFM. Estudos laboratoriais envolvendo
modelos animais, muitas vezes ndo estao disponiveis para a realizacdo de testes in
vivo (envolvendo varias formulacdes e condicbes experimentais), além das analises
necessarias para avaliar a eficiéncia do uso das NP na terapia do HFM. Para HFM,
além do pré-requisito da estabilidade coloidal das NP empregadas, inclui-se a transfe-
réncia de calor gerado para o tecido tumoral e a analise do dano térmico em funcéo do
tempo de exposicao. Simulagdes numeéricas sdo uma alternativa para os testes iniciais
em modelos animais, nas quais a eficiéncia das NP na terapia do HFM pode ser predi-
tas com sucesso, além de auxiliar no design experimental para testes posteriores em
animais e/ou clinicos [24]. Além disso, simulacdes de transferéncia de calor com anali-
se de dano térmico do tecido tumoral simultdneas, demostraram ser uma ferramenta
poderosa [24,25]. A eficiéncia das estruturas automontadas a base de HDL e Fe30a4
para o uso ha HFM com base em simulagdes numéricas também é um topico abordado

neste trabalho.

25
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2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho séo:

Sintetizar NP de HDL de ZnAl por uma rota sol-gel modificada e NP de Fe30a4
pelo método de co-precipitacdo, e utiliza-las como blocos de construgcéo para

a automontagem coloidal de um nanocarreador magnético;

Avaliar as propriedades estruturais, morfoloégicas e coloidais das amostras
sintetizadas e da estrutura automontada por diferentes técnicas de caracteri-

zacao;

Investigar a multifuncionalidade do nanocarreador de HDL-Fe304 automonta-
do no campo da HFM, incluido estimulo externo para a liberacdo de uma
droga modelo (diclofenaco de soédio) e simulacées numéricas para mostrar a

viabilidade do nanocarreador magnético na terapia anticancer do HFM.
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3. Revisao Bibliografica

Este capitulo apresenta uma breve introducdo sobre as questdes fundamentais
envolvendo as estruturas, propriedades, sinteses e aplicacées das NP de HDL e Fe30a4
empregadas neste trabalho. Além disso, as forcas de interacdo envolvidas no processo
de automontagem coloidal e na estabilidade coloidal do nanocarreador magnético mul-
tifuncional também sdo revisadas. A sessdo 3.1 apresenta 0s aspectos gerais envol-
vendo os materiais a base de HDL e a sua aplicacdo como nanocarreador de droga e
para aplicacdes terandsticas. A sessdo 3.2 apresenta 0s aspectos gerais envolvendo
as NP de o6xido de ferro, em especial, as NP de Fe3Oas. Os conceitos gerais do magne-
tismo séo revisados e usados como base para a descri¢cao da fisica da relaxagcdo mag-
nética e da aplicacdo das NP de Fes3O4 na terapia anticancer do HFM. A sesséo 3.3
apresenta uma visao geral sobre forcas de interacao interparticula e estabilidade coloi-
dal envolvidas na automontagem e aplicagcdo do nanocarreador magnético a base de
NP de HDL e Fez0a.

3.1. Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL)

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) sao uma classe de materiais naturais e sin-
téticos descobertos ha mais de 150 anos. O primeiro material descoberto foi a hidrotal-
cita, que posteriormente deu seu home aos grandes grupos minerais HDL de ocorrén-
cia natural [26]. Varios termos séo utilizados na literatura para se referir a estes materi-
ais, tais como compostos do tipo hidrotalcita, hidroxidos metalicos mistos, sais duplos

lamelares, entre outros.

A hidrotalcita foi descoberta em 1842 na Suécia, e a sua formula exata,
[MgeAl2(OH)16C03.4H20], foi publicada pela primeira vez apenas em 1914 por Manasse
[27]. O interesse pela quimica do HDL aumentou em 1942, apos Feitknecht demonstrar
a possibilidade de sintetizar uma série de HDL com diferentes composicdes, sobre as
guais ele chamou de doppelschichtstrukturen (estruturas de folhas duplas) [28]. A es-

ses materiais, foi atribuido uma estrutura composta por camadas de um hidroxido me-
27
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talico intercalada por uma camada do segundo hidréxido metalico. No entanto, essa
estrutura foi refutada por Allmann e Taylor na década de 60, que descobriram empre-
gando a técnica de difracdo de raios-X de monocristal que ambos os cations estavam
na mesma camada [29,30]. A partir disso, houve um crescente interesse da comunida-

de cientifica nas pesquisas e aplicacdes desses materiais.

3.1.1. Estrutura, Composicao e Propriedades dos HDL
Os HDL sao compostos por camadas do tipo “brucita” carregadas positivamente,
com uma regido interlamelar contendo anions intercambidveis de compensacdo de
carga [31]. A estrutura formada pelo empilhamento de camadas carregadas positiva-
mente e com anions ocupando o dominio interlamelar, € comum a todos os HDL [31]. A

figura 1 mostra a estrutura representativa de um HDL.

Os HDL sédo descritos pela formula geral [M2*@xM3*%(OH)2]iamelar
[A""xn-zZH2Q]interlamelar, €M que M?* e M3* representam os cations metdlicos das cama-
das, e A™ representa os anions intercalados, com carga n'. A carga residual positiva
surge da substituicdo isomoérfica parcial dos cations bivalentes M?* pelos trivalentes
M3*. Na literatura, formas abreviativas como M2*M3*-HDL, seguido do anion intercala-

do, sdo comumente utilizadas para descrever um HDL [31].

28
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Figura 1. Estrutura representativa de um HDL. Fonte: o autor.

O termo “duplo” em um hidréxido duplo lamelar nao se refere apenas aos dois ca-
tions metélicos, mas também a presenca de cétions metalicos de diferentes valéncias
na mesma lamela [31]. Os cations mais comuns sdo divalentes e trivalentes, embora

outras combinagdes também sejam possiveis (Tabela 1).

A razéo entre os cations M?*:M3* é um parametro que influencia as propriedades
dos HDL, alterando a densidade de carga, a sequéncia de empilhamento, bem como a
guantidade de anions que serao intercalados [32]. Em geral, a fase pura do HDL é obti-
da dentro do intervalo da razdo M?*:M3*de 1 a 6. A sintese de HDL com raz6es maio-
res do que 6, resultam na formacédo da fase do hidroxido simples do metal divalente,
enquanto razdes menores do que 1, tende a formar fases como a do hidroxido simples

do metal trivalente.
29
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Os cations metalicos formadores da estrutura devem apresentar (em geral) coor-
denac&o octaédrica, o que implica em um intervalo de raio idnico entre 0,50 a 0,74 A
[32]. Cations menores geralmente apresentam coordenacéo tetraédrica, o que causa a
desestabilizag&o da estrutura [32].

Tabela 1. Combinacbes conhecidas de cétions para a formacdo de HDL. Fonte: adaptado de
[33].

Cétions M3t M m8*
M?* Al Fe Cr Ga Co Ln Ni Mn La V Sb Y Sc Ti Ce Zr Sn Mo
Mg O O o O O O O O o O O O O

Ni O O O O O O O O @)

/n O O O O O o O O o O @)

Cu O O O O O @)

Co 0 0O O O O o O O o O @) @) @)
Mh O O O O e

Fe © O ‘
Ca O O O O

Cd O
M*

Li O

O dominio interlamelar dos HDL é composto por anions hidratados e moléculas
de agua, arranjados aleatoriamente e livres para se movimentar, quebrar suas ligacdes
e formar novas [32]. O nimero, tamanho, carga, geometria e orientacdo dos anions
intercalados também modificam as propriedades estruturais dos HDL [26]. Por exem-
plo, o tamanho do espacamento basal depende do tipo de anion intercalado (Tabela 2).
Além disso, o tipo do anion controla a interacdo lamela/espécie intercalada, causando

perturbacdes no ambiente quimico, espacial e eletrénico do material [33].
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Tabela 2. Valores de espacamento basal para HDL do tipo MgAl. Fonte: adaptado de [34].

Anion OH COs* F CI Br © NO3z S0.* ClOg

Espacamento basal (nm) 0,755 0,765 0,766 0,786 0,795 0,816 0,879 0,858 0,920

De maneira geral, quanto maior a carga do anion e a sua capacidade para formar
ligacbes de hidrogénio, maior sera a sua facilidade de ser intercalado. Isso é o resulta-
do da forte interacéo eletrostatica com a camada do hidroxido do metal. A afinidade do
HDL por diferentes anions inorganicos e, portanto, a facilidade de intercalacéo varia na
seguinte ordem [35]: CO3? > SO4?> > OH > F > ClI'> Br > NO3 >> |".

As diferentes composi¢cdes quimicas possiveis para as estruturas dos HDL con-
cedem a eles vérias propriedades ajustaveis e distintas, tais como: elevada capacidade
de troca anionica, podendo variar de 2 a 4 mEqg/g [33]. Basicidade superficial, podendo
formar 6xidos mistos ainda mais basicos através da decomposicao térmica; estes sao
utilizados como catalisadores [36,37]. Eles apresentam o efeito memoéria, onde a estru-
tura dos HDL é recuperada quando os 6xidos mistos sao colocados em solucao aquosa
[38]. Propriedades coloidal relevantes: isto €, a facil dispersdo em solu¢cdes aquosas
dos HDL, juntamente com a sua carga superficial relativamente alta, possibilita formar

dispersdes estaveis por certos periodos de tempo [39,40].

3.1.2. Sintese dos HDL
Desde os primordios da descoberta dos HDL, varios métodos de sintese foram
desenvolvidos. Estes podem ser divididos em duas rotas principais [31]: métodos dire-
tos, onde o HDL é obtido a partir de sais, 6xidos e/ou alcoxidos, e métodos de sintese

indireta, onde um HDL tem seu anion interlamelar substituido.

Os HDL séo tipicamente sintetizados como cristais em p6 via método direto de co-
precipitacdo (pH crescente, decrescente e constante) [10]. Neste método, os sais dos
cations (M?* e M®*) e os anions a serem intercalados (A™ s&o adicionados em uma so-
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lucdo aquosa e mantidos a pH e temperatura constantes. Apos a adicdo de um exces-
so de base, os HDL séo prontamente formados através da co-precipitacdo dos hidréxi-
dos dos cations formados. Embora este método seja relativamente simples e forneca
bom resultados de pureza de fase e cristalinidade, a obtencdo de HDL na escala “nano”

nao € uma tarefa facil [41].

Em principio, a nanocristalizacdo ocorre favoravelmente em supersaturacdo alta
(isto &, altas concentracdes dos percursores M?*, M3* e/ou OH -), no entanto, é inevita-
velmente acompanhada pela rapida agregacéo dos cristais embrionarios. Desta forma,
varias etapas especificas pés sinteses sao utilizadas para diminuir o tamanho dos cris-
tais e\ou das particulas formadas, como o processamento utilizando moinho coloidal
seguido do tratamento hidrotérmico controlado e de fluxo continuo [41]. No entanto, na
maioria dos casos relatados até o presente momento, o didmetro das particulas (e
também dos cristalitos) nunca € inferior a algumas dezenas de nanémetros, e os HDL

sdo obtidos na forma de aglomerados ou de suspensdes altamente diluidas [41].

Recentemente, foi reportado uma sintese direta de NiAl-HDL intercalado com ani-
ons ClI- com um tamanho médio de particula 7.8 nm (e tamanho de cristalito de 7.2 nm),
obtidos na forma de uma suspensdo aquosa altamente concentrada (100 g-L?) e esta-
vel coloidalmente por mais de 2 semanas [42]. Este, estdo entre 0s menores tamanhos
de particula de HDL ja reportados. Os nano HDL de NiAl sdo formados por um proces-
so de gelificacdo-deflocuagcédo espontanea induzido pela presenca de um ligante biden-

tado acetilacetonato (acac). A figura 2 resume este processo.

No estégio inicial da reagéo, os sais dos cations metélicos séo dissolvidos em
uma mistura de agua e etanol sob condi¢do de alta supersaturacéo, seguido pela adi-
¢éo do acac e do oxido de propileno (PO). O PO funciona como um sequestrador de
prétons da solucdo através da protonacdo do oxigénio epoxido e da subsequente rea-
¢éo irreversivel de abertura do anel pelo ataque nucleofilico de bases conjugadas [43].

As reacdes de protonacao e abertura de anel levam a um aumento gradativo do pH da
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solucéo, favorecendo as reacdes de hidrolise e condensacédo do processo sol-gel. A
presenca do acac ligado aos cations metdlicos (principalmente ao M3*) enfraquece a
rede de gel formada, e devido ao carater anfotero das espécies de oxihidréxido, a rede
de gel é dissolvida em valores de pH mais elevados [41]. Nesta etapa, a formacédo dos
nano HDL por co-precipitacdo é favorecida pelas condi¢cdes de alta supersaturacéao, e a
presenca do acac ligada a superficie das particulas confere a elas uma elevada estabi-

lidade coloidal.
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Figura 2. Mecanismos de reacdo envolvidos na sintese dos Nano-HDL de NiAl intercalados
com anions CI" pela rota sol-gel-sol mediada por epoxidos. Os indices 1 e 2 representam as

etapas responsaveis pelo aumento do pH do meio reacional. Fonte: o autor.

Este método de sintese provou formar blocos de constru¢cfes coloidais ideias
(suspensao altamente concentrada, estavel coloidalmente e com carga superficial rela-
tivamente alta, 32.5 mV) a base de HDL para a automontagem coloidal de varias estru-
turas, incluindo filmes finos, estruturas macro e mesoporosas e catalisadores magnéti-
cos [42]. Até o presente momento, foi reportado com sucesso a sintese de Nano-HDL

utilizando esta rota com as seguintes combinacgdes entre os pares metalicos: Ni-Al, Co-
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Al e Ni-Fe [42,44,45]. Neste trabalho, foi empregado a presente rota sol-gel como me-
todo de sintese dos Nano-HDL de ZnAl.

3.1.3. Aplicagfes Biomédicas dos HDL

Historicamente, desde a década de 60, ja se reconhece o uso dos HDL como um
agente para o controle do acido gastrico [46]. Posteriormente, com o advento da na-
notecnologia, os HDL surgiram como uma plataforma bastante promissora para a en-
trega e liberacdo controlada de drogas [47]. Devido a biocompatibilidade de algumas
composicdes quimicas dos HDL e a sua capacidade em armazenar e trocar grandes
guantidades de anions, muitos medicamentos antidiabéticos, cardiovasculares, antibio-
ticos, antioxidades e anticancer foram intercalados nos espacos interlamelares, bus-
cando melhorar a farmacocinética e a biodistribuicdo destes medicamentos através da

liberacdo sustentada [8,48-50].

A capacidade dos HDL de proteger os farmacos, evita a degradacao fisico-
quimica das drogas, reduzindo os efeitos adversos causados pelas altas concentracdes
e frequéncias de dosagens. Ao mesmo tempo, os HDL possuem uma boa biocompati-
bilidade com as células e tecidos do corpo humano. Foi relatado que os HDL de MgAl e
ZnAl sdo compativeis com sistemas biolégicos e podem ser usados para aplicacfes
biomédicas sem grandes riscos [51]. Alguns estudos mostraram em modelos animais
que, independentemente do tamanho das particulas (entre 50-200 nm avaliadas), estas
composicdes de HDL ndo causaram nenhuma mortalidade ou perda de peso corporal
para dosagens na faixa de 600-2000 mg-kg* [52,53]. Os HDL também s&o propensos a
se dissolver em ambientes &cidos, e estes podem ser utilizados como estimulos para
liberar a droga armazenada [54-56]. Além disso, 0s subprodutos produzidos pela de-
composicdo dos HDL (H20, Mg?*, Zn?*, AI3*) em ambientes fisiolégicos, pode moderar
a afinidade de acidificacdo das células, além de evitar os efeitos causados pelo acumu-
lo local das NP [47].
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AplicacOes terandsaticas também estdo sendo exploradas para os HDL [8,57].
Nesta modalidade, os HDL podem ser utilizadas tanto para o diagnéstico como o tra-
tamento do cancer. Por exemplo, foi demostrado que os MnFe-HDL quando expostos a
ambientes acidos, dissolvem-se para liberar ions paramagnéticos de Mn?* e Fe®*, resul-
tando em um grande aumento do contraste de RM Ti na area do tumor. A0 mesmo
tempo, a estrutura forneceu de maneira responsiva ao pH uma droga quimioterapica no
local do tumor alvo. Outras combina¢gbes, como Mn-Gd HDL também demonstraram
ser bastante promissoras para aplicacfes teranosticas [58]. Esta hova modalidade ex-

pande ainda mais o campo de atuacao dos HDL em aplicacBes biomédicas [57].

3.2. Nanoparticulas (NP) de Oxido de Ferro

De ocorréncia natural e faceis de serem sintetizadas em laboratorio, as NP de
oxidos de ferro tém atraido um consideravel interesse devido as suas propriedades su-
perparamagneéticas e suas potenciais aplicacdes biomédicas decorrentes de sua bio-
compatibilidade e ndo toxicidade. Esta incluem RM, nanocarreadores magnéticos,

HFM, imunoensaio, separacao de células, entre outras [59,60].

Dentre os varios O0xidos de ferro existentes, as fases magnetita (FesOas) e ma-
ghemita (y-Fe203) sdo as mais comumente exploradas para aplicacdes biomédicas
[61]. Elas apresentam valores de magnetizacéo de supersaturagdo (M) muito maiores
do que as outras fases de Oxidos de ferro. Por exemplo, a hematita (a-Fe203), outra
fase de 6xido de ferro bastante conhecida, apresenta valores de M, entre 2-4 meu-g*,
enquanto as fases Fez04 e y-Fe203 apresentam valores de 98 e 82 meu-g, respecti-
vamente [61]. Além disso, varias formulacdes contendo NP de Fes0a4 e y-Fe20s3 ja fo-
ram aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA como terapia para
deficiéncia de ferro e como agentes de contraste para RM [61]. Neste trabalho, a fase
FesO4 das NP de oxido de ferro foi escolhida como bloco de construgdo para a auto-

montagem do nanocarreador magnético por apresentar os maiores valores de M.

35



o

© 00 N O O B~ W DN

I
N B O

13

14
15
16

3.2.1. Estrutura e Propriedades das NP de Magnetita (FezOa)

As NP de Fes304 difere de outras NP de éxidos de ferro por apresentarem ambos
os fons Fe?* e Fe* em sua estrutura. As NP de FesO4 apresenta estrutura cubica de
espinélio inverso, compostas por camadas octaédricas e camadas tetraédricas e octa-
édricas alternadas empilhadas ao longo da direcao [111] [62]. A sua férmula molecular
é escrita como sendo {Yn}[XY]nOn, onde X = Fe?*, Y = Fe%*, as chaves representam 0s
sitios tetraédricos e os colchetes representam os sitios octaédricos. Em sua célula uni-
taria, os sitios tetraédricos sdo ocupados por 8 ions Fe3* cujo os vértices estdo ocupa-
dos por atomos de oxigénio, enquanto os sitios octaédricos sdo ocupados por quanti-
dades equivalentes de 8 atomos de Fe?* e Fe®*, além de atomos de oxigénio [62]. As
Figuras 3 (A) e (B) representam a estrutura cristalina e a célula unitaria das NP de

FesOa, respectivamente.

Tetraedro Octaedro

Q\ B Fe3+

o*

Fe2*/Fe3*

Figura 3. Estrutura das NP de Fe304. (A) Modelo poliédrico com as camadas octaédricas e oc-
taédricas/tetraédricas alternadas. (B) Representacdo esquematica da célula unitaria. Fonte: o

autor.
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As NP de FesO4 apresentam um ordenamento de carater ferrimagnético (ou su-
perparamagnético dependendo do tamanho das NP) bem conhecidos [62]. O momento
magnético liquido nas NP de FeszOa4 surge dos ions Fe?*, jA que os momentos magnéti-
cos dos ions Fe3* se cancelam uns com 0s outros. Isso ocorre porque os spins dos
fons Fe3* nos intersticios tetraédricos estdo acoplados de forma antiparalela aos ions
Fe3* dos intersticios octaédricos, resultando em uma contribui¢do nula (interacdo anti-
ferromagnética) [63]. Dentro da estrutura das NP de Fesz0s, 0S momentos magnéticos
estdo contidos em regibes chamadas de dominios, onde o campo magnético € redire-
cionado para varias direcfes buscando minimizar a sua energia interna [64]. Para uma
particula com mdultiplos dominios magnéticos, existem paredes de dominio Unico que
os separam [64]. A formacdo dos dominios se origina da interacdo entre as energias
de troca e a anisotropia que ocorre dentro de um cristal, conforme discutidos breve-

mente a seguir.

Do ponto de vista das ligacdes quimicas, os ions Fe?* e Fe3* ndo estdo ligados
diretamente entre si, mas a ions O%. Desta forma, as interacdes de troca (neste caso,
também chamadas de interacdes de super-troca) s6 sdo possiveis por intermédio dos
elétrons compartilhados pelos ions O? [63]. As interacdes de super-troca sdo necessa-
rias para fazer com que os momentos magnéticos alinhados sejam energeticamente
favoraveis, através da minimizacao da repulsdo eletrostatica entre os pares de elétrons
(elas forgam os pares de elétrons a terem 0 mesmo numero quantico de spin mg, mas
diferentes nimeros quanticos magnéticos, m;) [65]. Essas interacdes séo de curto al-
cance, e a sua energia depende dos angulos das ligacdes (figura 4 A e B). Por exem-
plo, a ligacdo B1-O2-B2 ocorre a 90°, e a ligacdo B1-O2-Az ocorre a 125,7°. Esta ultima
ligacdo produz a interacdo de troca negativa mais forte, e define o carater ferrimagnéti-
co das NP de Fes3Oa4. Por outro lado, as ligagbes B1-O2-B2 a 90°, embora sejam negati-

vas, elas sdo menos favoraveis para um acoplamento de super-troca [63].
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Ferrimagnetismo
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Figura 4. (A) Representacdo de 1\4 da célula unitaria das NP de FezO4. (B) Angulos das liga-
¢cOes para os pares especificos onde as interagdes de super troca acontecem em (A). Os angu-
los a 90° desfavorecem o acoplamento de super troca. Em ordem decrescente de acoplamento
de troca (mais fraca): A1-O2-A3 a 79,6°, A3-02-B1 a 154,6° e B1-O2-B3 a 125°, respectiva-
mente. Fonte: adaptado de [63].

A anisotropia dentro dos ferrimagnetos, surge da interacdo spin-Orbita, que aco-
pla principalmente as orbitas eletrdnicas a estrutura cristalografica [64]. Ela também
depende do desvio geométrico da simetria esférica e dos efeitos de inclinacdo dos
spins (a soma total de cada contribuicdo € chamada de energia anisotrépica total) [64].
De maneira geral, a energia anisotropica € muito menor do que a energia de troca [64].
No entanto, devido ao carater isotropico da energia de troca, € a energia anisotropica
total que determinar a direcdo de magnetizacdo das NP de FesOs em um dominio
magnético [61].

As NP de Fes04 também apresentam um comportamento superparamagnético.

Isto é, ao diminuir o tamanho das NP abaixo de um tamanho critico (d.,-), a quantidade

de energia necessaria para produzir as paredes que separam os dominios multiplos

tornam-se maior do que a reducdo na energia magnetostatica. Como consequéncia,
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apenas a formacéo de dominios unicos é favorecida. Uma NP de dominio Unico consis-

te em varios milhares de spins atémicos e, portanto, pode ser vista como tendo um su-

permomento. Conforme mostrado na figura 5 (A), o valor da coercividade (H., expres-

sa a intensidade do campo magnético aplicado (H) necessario para desmagnetizar o
ferrimagneto) diminui com a reducdo do tamanho das particulas. Isso € uma decorrén-
cia da dependéncia da energia anisotropica magnética com o volume da particula [60]
Magnetic Iron Oxide Nanoparticles: Synthesis, Physicochemical. Com uma reducao
adicional do tamanho, o valor da energia anisotropica diminui ainda mais e se torna
comparavel ou até menor que a energia térmica (~kgT). Como consequéncia, a barrei-
ra de energia anisotropica para a reversao da magnetizacao passa a ser dominada pe-
la energia térmica [60]. Assim, o supermomento flutua termicamente da mesma forma
gue os spins em um material paramagnético (mesmo em temperatura ambiente), o que
leva a uma magnetizacdo liquida igual a zero mesmo na auséncia de um campo H;
esse fenbmeno € chamado de superparamagnetismo. O supermagnetismo também
pode ser induzido pela temperatura; isto é, se a temperatura for alta o suficiente para
induzir flutuacdes térmicas do momento magnético das NP. Diminuindo a temperatura,
0 superparamagnetismo € perdido, e 0 momento magnético induzido sera bloqueado
[60].
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Figura 5. (A) Dependéncia da coercitividade, H., com o tamanho da particula (d,). Existe um

valor de tamanho critico, d.., no qual apenas a formacdo de um unico dominio magnético é
energeticamente favoravel. (B) Representagdo esquematica de curvas de magnetizagédo para

uma NP ferrimagnética (verde) e superparamagnética (vermelho).

Os diferentes momentos magnéticos possiveis apresentados pelas NP de FeszOa4

exibem diferentes respostas quando expostos a um campo H. Uma curva tipica, cha-
mada de histerese, esta representada na figura 5 B. A magnetizacdo (M) é plotada
versus o campo H aplicado. Se H é suficientemente forte para alinhar todos os mo-
mentos magnéticos das NP, as particulas atingem um valor maximo de M. Quando H
é reduzido a zero (M(H) = 0), uma magnetizagdo remanescente (M,) permanece
dentro do material. Por outro lado, quando H é aplicado na direcdo oposta, um certo
valor é necesséario para fazer com que M = 0; este valor é caracterizado por H,. Dife-
rentemente da sua contraparte ferrimagnética, as NP superparamagnéticas de Fes3Oas
apresentam H_. e M, igual a zero. Consequentemente, elas ndo respondem magneti-
camente na auséncia de um campo H. Particularmente, esta caracteristica torna as NP
de Fes3Oa4 especiais para a terapia anticancer do HFM, uma vez que elas apenas res-

ponderdo magneticamente na presenca de um campo H.
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3.2.2. Fisicada Relaxagcédo e Aquecimento de NP Magnéticas
Quando as NP de Fes04 sdo expostas a um campo magnético alternado (AMF,

H,.), elas comegam a girar com o campo. Ao mesmo tempo, 0 seu momento magnéti-

co interno (Jm|) rotaciona com uma certa probabilidade dependente do tempo (t). Este
processo de rotacdo simultanea e inversdo do momento magnético € chamado de rela-
xacao (7). Na pratica, existem duas formas possiveis para a relaxacdo magnética em
uma NP, sendo elas: relaxagdo de Néel (Ty), que descreve a rotagéo interna do mo-
mento magnético enquanto a particula permanece no estado estacionario, e a relaxa-
¢do Browniana (Tg), que descreve a rotagéo da particula inteira em relagéo ao seu en-

trono. As equacgdes 1-5 governam este processo [66]:

H,.(t) = Hy - cos(2nf - t) Q)
|m| = qust (2)
KefV

Ty = Toexp ksT (3)
-ty 4

g = 2k T H (4)

_ _'n'B (5)

Ty + 75

onde H, descreve a amplitude do campo com frequéncia f; |, € a permeabilidade do
espaco livre, 1, = %d,?,,; To € um periodo de tempo (caracteristico do material) Kef
descreve a constante anisotropica efetiva (K.r = Kg(nucleo) +§ K, (superficie)); n é a

viscosidade do meio e I/ representa o volume hidrodinamico da NP.

Ambos os processos de relaxagdo (Ty e Tg) requer energia magnética para alinhar

0 momento magnético paralelamente a direcdo do campo AMF. No entanto, durante
este processo, é gerado uma quantidade de calor equivalente a energia magnética

consumida por esse alinhamento. A capacidade das NP magnéticas em dissipar a
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energia de um campo AMF é referida como poténcia de perda volumétrica (P) e/ou po-

téncia de perda especifica (SLP) [66]:

P
P =myuofoHs x"" = SLP = ’E (6)

Onde y "'é a suscetibilidade magnética da frequéncia do campo AMF e p a densidade

de massa do material (neste trabalho, a massa das NP de Fe3O4 na forma de ferroflui-
do).

3.2.3. NP de Fe304 Aplicadas na Hipertermia do Fluido Magnético (HFM)

A hipertermia do fluido magnético (HFM, ou hipertermia do campo magnético) é
uma terapia emergente, nao invasiva, atualmente usada como terapia anticancer [19].
Na HFM, as NP sdo acumuladas localmente por direcionamento magnético ou injeta-
das no tecido tumoral alvo e, posteriormente, aquecidas pela aplicacdo de um campo
AMF. O calor dissipado durante este processo (41-46 °C) é suficiente para alterar as
funcdes e estruturas de muitas enzimas e proteinas, levando a apoptose (morte celular
induzida) [19]. Além disso, os tecidos saudaveis geralmente sdo preservados durante
esse processo, uma vez que as células neoplasicas sdo mais sensiveis ao aumento da
temperatura. Assim, a HFM é uma alternativa a cirurgia aberta, irradiacdo de raios X e
a quimioterapia na terapia tumoral moderna [19]. A figura 6 ilustra a aplicacdo clinica

das NP de Fe3O4 em um tratamento de HFM para um tumor localizado no cérebro.

Os materiais utilizados para a HFM precisam atender alguns requisitos, como: pro-
priedades magnéticas ajustaveis, estabilidade coloidal, baixa citotoxicidade, tempo de
circulacao suficiente dentro do corpo durante o tratamento e, eventualmente, biodegra-
dabilidade [19]. Neste contexto, as NP de Fe3sO4 com quimica de superficie adequada
se destacam [24,67]. Dentro da amplitude de campo, Ho, e frequéncia, f, aplicada na
MHF (Ho < 25 mT, f <1 000 kHz), as NP de Fe3O4 apresentam perfis de aquecimento

controlados.
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E importante mencionar que existe um limiar seguro para os AMF tolerados dentro
do corpo. Segundo a International Commission on Non-lonizing Radiation Protection
(ICNIRP), o valor determinado é de Ho - f < 8,0 -108 A-m*.s1[68,69]. Além disso, na
HFM tanto a temperatura quanto o tempo de exposicdo do tecido alvo devem ser moni-
torados, uma vez que a interacdo entre eles determina a resposta celular. Por exemplo,
para T > 43 °C e tempos de exposi¢cdes curtos, as células neoplésicas remanescentes
tornam-se mais vulneraveis a aquecimentos posteriores (efeito de aquecimento abai-
xador) [70]. Por outro lado, para T < 43 °C e 0 mesmo tempo de exposicao, as células
neoplasicas remanescentes se tornam mais resistentes ao aquecimento posterior. Esse
comportamento também é observado para células neoplasicas aquecidas a T >43°C e
depois incubadas a 37 °C. Este efeito foi chamado de termotolerancia [71]. Desta for-
ma, para favorecer o efeito de aquecimento abaixador e evitar o efeito da termotoleran-

cia durante a HFM, deve-se controlar tanto a temperatura quanto o tempo de exposi-

céao.
Hipertermia Browniano Neel
Magnética (MHF) B , , *
X XX
ve .
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[
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Figura 6. Representacao da aplicacao clinica das NP de FezO4 na HFM para um tumor locali-
zado no cérebro. Uma disperséo concentrada de NP é inserida localmente na regido do tumor,
seguido da aplicacdo de um campo AMF. Devido aos processos de relaxagdo Browniana e de

Neel, as NP de FesO. liberam calor durante varios ciclos de aguecimento. O aumento da tem-

43



N

© 00 N O 0o b~ W

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

24
25
26
27

peratura local durante este processo (~46 °C), induz a necrose do tecido tumoral. Fonte: o au-

tor.

A maior promessa da HFM como terapia anticancer estd no aumento da eficacia
das terapias j& existentes [72] . Por exemplo, foi demostrado que a HFM combinada
com a terapia de irradiacao, reduziu em mais de um terco a dose de radiacdo necessa-
ria para matar a mesma quantidade de células neoplasicas se utilizada apenas a dose
de radiacdo como terapia [73]. Além disso, também foi relatado que a eficacia de certas
drogas quimioterapicas melhorou significativamente quando administradas em conjunto
com o aquecimento local proporcionado pela HFM. A combinacdo do direcionamento
magnético de drogas ou de outras NP com propriedades de interesse juntamente com
a HFM, também tem sido utilizado como uma plataforma para o tratamento de cancer

totalmente nova. Esta modalidade de tratamento € abordada neste trabalho [74].

A vantagem potencialmente inovadora do aguecimento local restrito ao tecido tumo-
ral em HFM magneticamente direcionado também inclui o seu maior desafio para a tra-
ducéo clinica. Em uma analise abrangendo mais de 100 trabalhos, foi relatado que me-
nos de 1% das NP atinge de forma aguda o tumor desejado através do direcionamento
magnético [75]. Estes resultados acabaram gerando davidas sobre a eficacia da HFM
em concentragfes baixas de NP distribuidas no tumor, conforme encontrado em tais
cenarios de direcionamento magnético. Contudo, embora existam diversos desafios a
serem superados dentro destas novas modalidades, a HFM ja atingiu os estagios | e Il
de ensaios clinicos bem-sucedidos hd mais de uma década, e o tratamento personali-

zado ja esta disponivel, conforme oferecido pela empresa alema MagForce AG.

3.3. Automontagem, Interacdes Interparticulas e Estabilidade Coloidal

Dependendo das propriedades ou aplicacfes desejadas, é interessante montar as
NP em agregados, clusters ou estruturas de ordem superior de maneira espontanea.
Isso requer modificar as interacdes interparticulas de forma controlada. A agregacao

controlada é realizada através de um processo de duas etapas: a primeira envolve a
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formacéo de dispersdes estaveis coloidalmente dos blocos de construcdo, e em segui-
da, desencadear a agregacao por meio de forcas motrizes. Atragfes fisico-quimicas
(como eletrostética e hibridizacdo de DNA), entropicas (como interacdes de deplecao)
e ambientais (como campos elétricos externo, E) podem ser utilizadas como iniciadores

e/ou direcionadores para a agregacao controlada (Figura 7 A-D).

As estratégias utilizadas para a automontagem de agregados e clusters difere das
empregadas para a construcado de estruturas de ordem superior. Esta ultima, requer
blocos de construcdes coloidal com quimica de superficie altamente controlada, inclu-
indo direcionalidade, valéncia e ligacdo reversivel [76]. Por outro lado, a montagem de
agregados e cluster a partir de um conjunto de NP requer, a principio, apenas o contro-
le das etapas de agregacédo [23]. Isto €, uma vez que a agregacao € iniciada, por que
ela pararia? Embora ndo seja uma tarefa facil, existe algumas possibilidades para o
controle, como a adicado de forcas repulsivas eletrostaticas, eletroestéricas e estéricas

[23]. Limitar a atracdo também é uma alternativa [77].
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Figura 7. Forcas motrizes atrativas para a automontagem coloidal. Intera¢des fisico-quimicas:
(A) Originada pela sobreposigcéo entre as duplas camadas elétricas das NP com cargas opos-
tas; (B) Direcionamento especifico e sensivel a temperatura fornecida por algumas moléculas,
como DNA. Interacdes entropicas: (C) Em suspensfes concentradas, surgem zonas de exclu-
sOes especificas (mostrada em verde) devido as interacdes de deplecédo, possibilitando a mon-
tagem direcional das NP no volume livre. Interacdes ambientais (externas): (D) Campos exter-
nos, como campos elétricos E, induzem momentos de dipolo elétrico nas NP, promovendo a

atracdo. Fonte: adaptado de [76].

A figura 8 A mostra os diferentes tipos de mecanismos agregativos que podem
ocorrer durante a montagem de agregados e clusters. Estes incluem, homoagregacéao
envolvendo NP monodispersa em forma e tamanho, heteroagregacao envolvendo NP
polidispersas em tamanho e/ou forma e agregacédo do tipo cluster-cluster, envolvendo
pequenos agregados como blocos de construcdo coloidal. A figura 8 B descreve a

montagem de um agregado envolvendo NP de cargas opostas com base em curvas de
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energia de interacdo interparticula. No estagio inicial, os blocos de construcdo apresen-
tam uma barreira de energia suficientemente alta para evitar a homoagregacéo. A altu-
ra maxima da barreira depende do equilibrio entre as forcas atrativas de Wan der
Waals e as forcas repulsivas eletrostaticas. Um valor entre 15-25 ksT de energia é sufi-
cientemente alto para fornecer estabilidade eletrostatica ao sistema [78]. Apds a hete-
roagregacao, a estrutura final montada também apresenta uma barreira de energia alta
o suficiente para conferir estabilidade coloidal para o sistema. Conceitos similares a
este sdo amplamente utilizados para construir inGmeras estruturas inorganicas multi-

funcionais, e conferir a elas propriedades biomédicas ilimitadas [3,4].

A Modelos de Agregacao

@
. . Homoagregacao

00y
o ©
SO AT
@ ® ~
Heteroagregacao
o —
10-
Oo%jp %%
O
0 5 10 15 20 25
&Q} Cluster-Cluster h (nm)

Estabilidade Coloidal

40+
SoSo—ghy,
30+

VMax/kgT~ 15-25

>

Ve + V=V

Cluster

Figura 8. (A) Modelos ilustrativos para a homoagregacédo, heteroagregacdo e agregacao do
tipo cluster-cluster controladas. (B) Curvas de energia de interacdo para as NP antes e ap0s a
automontagem agregativa de um cluster. A altura maxima da barreira de energia, Viax, € utili-

zada como um critério para estabilidade coloidal. Fonte: o autor.
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Conferir estabilidade coloidal para as estruturas automontadas é fundamental
para aplicacdes biomédicas. A estabilidade coloidal, ou a falta dela, determina a biodis-
tribuicdo in vivo, farmacocinética e a toxicidade sistémica dos nanocarreadores [38].
Além disso, este € um dos critérios a ser cumprido pelas NP empregadas na HFM.
Compreender as interacdes que controlam e os parametros que a influenciam, é a cha-

ve para o desenvolvimento de terapias eficazes e seguras para uso clinico [38].

A estabilidade coloidal de NP é determinada por interacdes interparticulas resul-
tantes de forcas intermoleculares e de superficie, bem como interacdes com compo-
nentes do sistema biolégico (por exemplo, proteinas, acidos nucleicos e lipidios) [48].
Essas forcas incluem atracdo de van der Walls, interacdes eletrostaticas, interacdes
estéricas e mediadas por polimeros e interacdes de solvatacdo (também chamadas
estruturais) [38]. A natureza dessas forcas € de origem coloidal bem conhecida, e o
campo de acdo é em torno de 1 a 100 nm [49]. O equilibrio entre essas forcas atuando

no sistema determina a estabilidade coloidal das estruturas automontadas.
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4. Metodologia Experimental

Nesta secdo, estdo descritas as metodologias empregadas para sintetizar, ca-
racterizar e aplicar as NP de ZnAl-HDL, FesO4 e a estrutura automontada de HDL-Fe-
304. Os detalhes dos procedimentos, como analises de dados e simula¢gdes numeéricas,

estao descritas nos apéndices conforme indicado ao longo desta sec¢ao.
4.1. Materiais e Métodos
4.1.1. Sintese dos Nano ZnAl-HDL

Os nano ZnAL-HDL intercalados com anions CI- foram sintetizados de acordo
com o método proposto em [42,45]. Resumidamente, ZnClz2 (0,340 g; 2,50 mmol) e
AICl3 6H20 (0,302 g; 1,25 mmol) foram dissolvidos em uma mistura de agua ultrapura
(1,00 mL; 55,6 mmol) e etanol (EtOH, 1,50 mL; 25,7 mmol), seguido da adicdo de aceti-
lacetona (acac) (130 uL; 1,25 mmol). Apos agitacdo por 30 min em um recipiente fe-
chado, a temperatura ambiente (~25 °C), 6xido de propileno (PO) (1,31 mL; 18,7 mmol)
foi adicionado a mistura e agitado por mais 5 min para produzir uma solucdo. Em se-
guida, o recipiente foi selado e mantido a temperatura ambiente (figura 9). As razdes
molares entre as espécies no meio de reacéo foi de Zn?*: Al**: acac: H20: etanol: PO =
2:1:1:44,5:20,6: 15,0. Sinteses adicionais, variando as condi¢cdes de supersaturacao,
guantidades de acac e PO adicionadas também foram realizadas. Os detalhes estédo

descritos ao longo do texto.

QQQ%

bt 1+ s

| L

Figura 9. Sol obtido ap6s 10 min da adicdo do PO. Os subscritos 0.5b-3b representam as

variagdes da quantidade de acac adicionada. Fonte: o autor.
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4.1.2. Intercalacdo do Farmaco Modelo

Para o processo de troca ibnica, os Nano-HDL obtidos juntamente com o sal de
diclofenaco de sédio (DS) foram submetidos a um processo de agitagdo constante por
7 dias a 45 °C, conforme descrito em [79] O produto obtido foi lavado por uma mistura
de agua e etanol, e mantido suspenso em uma solugcéo aquosa. A molécula do farmaco

DS esta representada na figura 10.

- +
Cl O Na
NH

Cl

Figura 10. Molécula do sal de diclofenaco sédio (SSD). Fonte: o autor.
4.1.3. Sintese das NP de Fe304

As NP de Fes3O4 foram sintetizadas pelo método de co-precipitagdo de acordo
com [80]. Resumidamente, FeCls 6H20 (5,44 g, 5 mmol) e FeClz (2 g, 2,5 mmol) foram
adicionados em 200 mL de &gua ultrapura desoxigenada em um recipiente de Teflon a
25 °C. A solucdo permaneceu sob agitagdo mecanica, banho ultrassonico e fluxo de
N2(g) constantes. Posteriormente, adicionou-se a solu¢cao 20 ml de NH4OH 25% em pe-
so. A coloracdo da solugcdo mudou rapidamente de alaranjado para preto, de acordo
com a reacao de co-precipitacédo (7). A agitacdo e o banho ultrassom foram mantidos
por 30 min apds a adi¢do da base. As NP de Fes3O4 obtidas, foram centrifugadas e la-
vadas 3 vezes com agua ultrapura e purificadas por dialise. Finalmente, as NP de

Fes304 foram dispersas em isopropanol e armazenadas a 5 °C para reduzir a oxidagéo.

Fe2*(ag) + 2Fe3*(ag) + 80H (aq) = Fe30a4s) + 4H200) (7)
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A superficie das NP de FesOs foram modificadas utilizando acido poliacrilico
(PAA, 60000 g-mol?) a fim de controlar a agregacdo durante a automontagem e forne-
cer a estabilidade coloidal eletroestérica para o sistema. O método de precipitacéo-
redispersao descrito em [81] foi empregado. Resumidamente, um excesso de PAA foi
adicionado na dispersédo de NP de Fes3O4 apos finalizar as etapas de co-precipitagéo. O
pH do meio foi ajustado para 2, e a dispersdo permaneceu sob agitagdo constante por
10 min. Como produto desta etapa, NP floculadas de Fes3Oa4 revestidas com PAA foram
obtidas. Por fim, as amostras foram dialisadas para remover o excesso de PAA, e as
NP de PAA-Fes0O4 foram redispersas e armazenadas em pH 7. O esquema mostrado
na figura 11 resume as etapas de sintese para obtencdo das NP de FeszOs4 e PAA-
Fez0a.

Percursores

/

PAA"Fe304

() FeCl, 6H,0

FeCl, Y

" PAA

Figura 11. Representacdo esquematica da configuracdo experimental utilizada para sintetizar

as NP de Fe3;04 pura e revestidas com PAA.
4.1.4. Automontagem Coloidal do Nanocarreador Magnético

O nanocarreador magnético de HDL-FesOa4 foi preparado a partir da mistura dire-
ta dos blocos de construcdo sob condi¢cbes variaveis de pH (4-10) e concentragéao de
particula (0.1-14 mg-mL™1). Durante o processo de agregacdo controlada, foi utilizado

um agitador de tubo vortex para manter o meio sob agitacdo constante por curtos peri-
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odos (2-4 min). Nenhuma etapa adicional precisou ser utilizada. Os produtos foram ar-

mazenados suspensos em solucdo aquosa a 10 °C.

4.2. Caracterizacado das Amostras

4.2.1. Difracao de raios-X (DRX)

A natureza cristalina dos nanomateriais sintetizados foi identificada por meio dos
difratogramas de raios-X (DRX) em poO coletados em um equipamento D8 Advance
ECO (Bruker), com radiagdo Cu Kai (A = 0,154 nm, E = 8.047 keV). Os padrdes de rai-
os-X foram analisados a partir de dados cristalograficos presentes na literatura [38] por

meio do método Rietveld utilizando o programa TOPAS 4.

4.2.2. Espectroscopia Vibracoonal no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos em um equipamento Varian 7000 usando
um modulo DRIFT. As amostras foram diluidas em brometo de potassio. As andlises
foram medidas coletando 128 varreduras para dados de acumulacédo e 4 cm- de reso-

lucdo na faixa de 4000-400 cm™.
4.2.3. Espectroscopia UV-Visivel (Uv-Vis)

Os espectros de absorcdo do UV-vis das solu¢des do farmaco modelo DS, acac
livre, complexos entre Zn?*(acac)z2 e Al**(acac)s foram obtidos em um espectrometro
Cary 60 UV-vis, da Agilent Technologies, usando uma cubeta de quartzo com caminho

Otico de 1 cm.
4.2.4. Isotermas de Adsorcao e Dessorcéo de N2

A éarea de superficie especifica das NP foi determinada por adsorcdo e dessor-
¢cao de Nz utilizando um analisador de isotermas ASAP 2010 (Micromeritics). A equa-
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cado de Brunauer-Emmett-Teller (BET) foi usada para calcular o valor da superficie es-

pecifica [82].
4.2.5. Microscopia Eletrénica de Transmisséao (TEM)

As caracteristicas morfolégicas e estruturais dos nanomateriais sintetizados fo-
ram analisadas por microscopia eletrénica de transmissao em varredura com detector
de campo escuro anular em alto angulo (do inglés, high-angle annular dark-field scan-
ning transmission electron microscopy, HAADF-STEM) e difragdo de area selecionada
(do inglés, selected area diffraction-SAED) usando um instrumento FEI Tecnai G2 F20.
As amostras foram suspensas em uma solu¢do aquosa, seguida de banho ultrassom
por t = 10 min. Uma gota da suspensao foi colocada em uma grade de niquel revestida
com filme de carbono. A distribuicdo dos tamanhos das NP foi determinada com auxilio
do Software ImageJ [83]. Os dados obtidos foram ajustados por uma funcéo log-

normal, como se segue.

B 1 _ ll'lz(D/DO)J (8)
p(D’DO’SD)_ MBD(SD)D eXP( ZBD(SD)2

Onde o esté relacionado ao indice de polidispersdo por Bp(s)=/In(1+s?) .

4.2.6. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios-X (XPS)

Os estados de oxidacdo dos atomos de Fe e a energia de ligacdo quimica das
NP de Fes3O4 foram estudadas por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X
(do inglés, X-ray photoelectron spectroscopy-XPS). Os espectros foram medidos a uma
pressdo <107 Pa, usando um sistema UNI-SPECS UHV equipado com uma fonte de
raios-X MgKa (hv = 1253,6eV). Os antecedentes inelasticos dos espectros em nivel de
nacleo de Fe 2p foram subtraidos usando o método de Shirley. Os espectros foram
ajustados sem colocar restricdes usando varios perfis do Voigt. A largura a meia altura

(FWHM) variou entre 1,5 e 2,2 eV, e a precisao das posi¢des dos picos foi de + 0,1eV.
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4.2.7. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) foi usado para analisar a cinéti-
ca de nucleagao e crescimento dos Nano-HDL, bem como o comportamento das NP
em solucdo aquosa. As medicOes foram realizadas usando um instrumento Nano-
inXider (Xenocs) equipado com uma fonte de raios-X monocromatica (Cu Kai, A =
0,154 nm), focado de forma pontual na superficie da amostra, e um detector Pilatus
300 K (Dectris) posicionado a uma distancia de 938 mm da amostra. As medidas foram
realizadas em tubos de vidro borossilicato (diametro externo 1 mm; espessura da pare-
de 0,01 mm). ApGs a subtracdo do branco (solu¢des sem as NP), foram obtidos os per-
fis da intensidade de espalhamento (I(q)) em funcdo do modulo do vetor de espalha-
mento, q. Os perfis experimentais SAXS foram ajustados usando codigos disponiveis
no SasView e Irena [84,85]. Os modelos utilizados para fazer os ajustes estdo descritos

no Apéndice A.
4.2.8. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Medidas de espalhamento dindmico de luz (do inglés, dynamic light scattering-
DLS) foram realizadas usando um Gonidometro BI-200 SM (Brookhaven-EUA) equipado
com uma fonte de luz de laser Ar+ de A = 514,5 nm. As medidas foram realizas para as
dispersdes de NP em diferentes condi¢cdes de pH, forca ibnica e temperatura. Os dados
foram coletados em um angulo fixo de 90° em relacdo ao feixe incidente. A partir das
funcdes de autocorrelacdo medidas, os coeficientes de difusdo das NP foram determi-
nados e utilizados para calcular o diametro hidrodinamico (Dn) empregando a equacao
de Stokes-Einstein [86]. Para a obtencao da distribuicdo de tamanho hidrodinamico das
NP, foi empregado o método CONTIN [87].

4.2.9. Espalhamento Eletroforético de Luz (ELS)

Medidas de espalhamento eletroforético de luz (do inglés, electrophoretic light
scattering, ELS) foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern) equi-
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pado com uma fonte de luz de laser NeHe de A = 632,8 nm. A mobilidade eletroforética
(1e) foi medida em diferentes condi¢Bes de pH, forca ibnica e temperatura. A partir dos
dados experimentais de e, 0s valores do potencial zeta (potencial-¢) foram determina-

dos através de uma abordagem numeérica descrita no Apéndice B.
4.3. Experimentos de Hipertermia do Fluido Magnético (HFM)

Os experimentos de HFM foram realizados em um equipamento DM 100 Series
(nanoScale Biomagnetics), que permite a combinacéo de diferentes fatores de frequén-
cias (f) fixas (203, 208, 280, 420 kHz) e intensidades de campo (H) regulaveis (2,9-
15,9 kA-m™). A Figura 12 (A-D) mostra o equipamento e as configuracdes experimen-

tais utilizadas para realizar os experimentos.

1 Banho Termostatizado

2 Aplicador do AMF

3 Bomba de Vacuo
4 Porta Amostra

5 Sensor de Temperatura

6 Controlador

Figura 12 (A-D). Equipamento DM 100 Series (nanoScale Biomagnetics) e a configura¢do ex-

perimental utilizada para realizar os experimentos de HFM.
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As medidas foram realizadas em triplicata, para suspensées de 1,3 mL com diferen-
tes concentracdes de particula (0,5-14,5 mg-mL?) e combinagbes de f-H (180-420
kHz, 5,3-14 kA-m1). As dispersées de NP também foram colocadas dentro de tubos
capilares para medidas de SAXS, a fim de verificar as possiveis mudang¢as nos estados
de agregacao durante os experimentos de HFM. A figura 13 representa um experimen-
to tipico de HFM; o aumento de temperatura gerado por um AMF, em uma determina

frequéncia f.

46 - L 220
S a2- N 160 =
© 33 L 100 =
= O
= i o
gas- 0 o
£ 32- 50 E
A (@]

28 - L 20

25 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (min)

Figura 13. Curva de aquecimento tipica gerada durante os experimentos de HFM. A curva em
preto representa 0 aumento de temperatura e a linha em laranja escura representa o campo

gerado por um determinado produto entre f - H. Fonte: o autor.

Estudos de liberacéo in vitro do farmaco modelo DS (FM-DS) durante os experimen-
tos de HFM foram realizados acompanhando a quantidade de FM-DS liberada a partir
dos espectros de absorcédo no UV-vis de aliquotas coletadas em tempos determinados
(tmax=20 min). Para este estudo, a configuracédo do porta amostra aberto foi empregado,
e 0 volume da dispersdao dos nanocarreadores magnéticos foi de 30 mL. Os valores
maximos das absorbancias em 275 nm em fung¢do da concentracdo foram usados para

construir a curva analitica (Figura 14 A e B).
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Figura 14. (A) Espectros na regido do ultravioleta para a droga modelo diclofenaco de sédio
(FM-DS) em diferentes concentracdes e (B) curva analitica obtida. Fonte: o autor.

4.4. Calculos Numéricos e Simulacdes de Elementos Finitos (FEM)

Célculos numéricos foram empregados para estimar a energia de interacao in-
terparticula (V) de acordo com a teoria classica DLVO (Derjaguin and Landau, Verwey
and Overbeek) e a teoria estendida XDLVO (O X presenta qualquer termo de interacdo

adicional ndo DLVO). [88-91]. Para as NP de HDL e Fe30a4, I/ foi obtida somando as

forcas atrativas de Van der Waals (V,qu/) € as forgas repulsivas eletrostaticas (Vgp).
Para as NP de PAA-Fes30a, a contribuicdo eletroestérica proporcionada pelas cadeias
poliméricas do PAA, foram contabilizadas adicionando outros dois termos repulsivos:
Vso + Vsg. O primeiro, refere-se a contribuicdo osmotica e o segundo a contribuigdo

elastica para a repulsdo estérica proporcionada pelo PAA ligado as NP de Fes04. Os
detalhes dos procedimentos bem como as expressdes analiticas utilizados para os cal-
culos estdo descritos em detalhes no apéndice C.

Simulagdes numéricas 2D e 3D de elementos finitos (do inglés, finite element

method, FEM) foram realizadas para (i) calcular o potencial zeta das NP a partir dos
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dados experimentais de mobilidade Le; (i) modelar a dupla camada elétrica (distribui-
céo de ions e do potencial elétrico) em torno das NP e de seus agregados; (iii) simular
a transferéncia de calor com dano térmico acoplado para um tumor localizado na glan-
dula mamaria a partir dos resultados experimentais de HFM. Os detalhes das simula-
¢cbes, como as equacdes que governam cada problema, as respectivas condicdes de
contorno e os procedimentos envolvidos em cada etapa das simulagdes estdo descritos
em detalhes nos apéndices B, C e D.
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5. Resultados e Discussoes

Nesta Sessao, sdo apresentadas e discutidas as sinteses e caracterizacdes dos
Nano-HDL e das NP de Fes3O4 pura e modificada com PAA, além da automonategm do
nanocarreador magnético de HDL-Fe3O4 e a aplicagdo no campo da terapia anticancer
do HFM. Ao longo do texto, varias figuras e tabelas estéo direcionadas ao Apéndice E
encontrado no final deste trabalho.

5.1. Caracterizacao Estrutural e Coloidal dos Nano-HDL

As caracterizagfes estruturais e morfoldégicas dos Nano-HDL sintetizados s&o
apresentadas na figura 15 A-C. A figura 15 A mostra o padrdo de DRX dos pés cole-
tados da suspensédo dos Nano-HDL, que é consistente com o difratograma esperado
para HDL do tipo hidrotalcita com simetria romboédrica (R3m). O tamanho de cristalito
estimado pela equacéo de Scherrer (a partir do pico doos), foi de 7,3 nm para o Nano-
HDL e 15,2 nm para o HDL sintetizado pelo método sol-gel classico (sem a presenca
do acac). O menor tamanho de cristalitos dos Nano-LDH também foi confirmado pelos
anéis claros e pouco intensos observados nos padrdes SAED (figura E1 A). Os Nano-
HDL apresentam um formato similar a discos ou plaquetas, com um tamanho médio de
58,9 nm (PDI = 0,31) (figura 15 B).

A analise de SAXS para a dispersdo dos Nano-HDL, juntamente com o ajuste
tedrico baseado na equacao de Guinier-Porod [92], estdo mostrados na figura 15 C. O
perfil de espalhamento SAXS apresenta duas contribui¢cdes distintas em altos e baixos
valores de g. Para g > 0,02 A, o perfil SAXS apresenta uma inclinacdo da lei de po-
téncia de I(q) « q*, que é caracteristico para o espalhamento de superficies lisas de
particulas isométricas. Para a regido intermediaria e baixa de g (g < 0,02 A1), o perfil
SAXS apresenta uma lei de poténcia de I(q) «< g2, que é caracteristica para o espa-
Ihamento de objetos bidimensionais, como plaquetas e discos. O ajuste tedrico confir-

ma estas observacdes. A variavel de dimenséo (s) fornecida pelo ajuste, com valor de
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s = 2, é prevista para objetos 2D, e o ajuste também fornece um valor de raio de giro

(Ry) de 27,6 nm para os Nano-HDL formados.
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Figura 15. (A) Difratograma de raios-X obtidos para os pés dos Nano-HDL. (B) Micrografias
obtidas por STEM dos Nano-HDL. A aparéncia da suspenséo obtida esta inclusa na parte su-
perior esquerda da imagem, e a distribuicdo de tamanho de particula obtida para os Nano-HDL
na parte inferior. (C) Perfil de espalhamento SAXS para a suspensao de Nano-HDL. O valor do

expoente a (indicado em q) é a inclinagdo da curva. Fonte: o autor.

O perfil da funcéo de distribuicdo da distancia dos pares no espaco real, p(r),
calculada usando o método de Moore [93], forneceu um valor de diametro maximo

(Dmax) de 66,4 nm para os Nano-HDL (figura E1 B), o que esta em boa concordancia
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com os valores encontrados por STEM. O formato largo da funcédo, deslocado para o
lado esquerdo, é caracteristico de superficies planas, como plaguetas e discos (figura
E1l C) [94]. A andlise de DLS forneceu um valor de Dy de 232,2 nm (PDI= 0,23) (medida
apos a sintese, diluindo a amostra 30x), indicando a presenca de pequenos agregados
(figura E1 D). A concentracdo de particula obtida na sintese dos Nano-HDL foi esti-
mada em 63,5 g-L1. A suspensdo permaneceu estavel coloidalmente (sem ocorrer a
separacdo de fase macroscoépica) por mais de 5 dias no meio reacional, sem diluicdes
adicionais. Este periodo € alto o suficiente para que os Nano-HDL de ZnAl possam ser
utilizados como blocos de constru¢des coloidais. O tempo de estabilidade coloidal pode
ser aumentado significativamente (>3 semanas), através de diluicdes feitas com agua
(1-4 mL). Estes tempos de estabilizagdo sdo muito maiores do que os encontrados pa-
ra os HDL obtidos pelo método classico de co-precipitacdo, onde eles agregam em
suspensdes relativamente diluidas e em pHs basicos [39,95]. O valor do potencial zeta
obtido foi de 27,45 mV no pH do meio reacional (pH = 9,3). A area de superficie especi-
fica BET obtida foi de 121,4 m?-gL.

Os Nano-HDL sé&o formados através de um processo espontaneo de gelificacao-
defloculacdo [42]. A figura 16 A mostra a evolucdo do meio reacional em fungcédo do
tempo de reacdo apos adicdo de PO (t = 0). A solucéo forma um gel apds ~ 3 h de rea-
cdo, e deflocula apds ~72 h. O PO atua como um sequestrador de protons da solucao,
através da protonacado do oxigénio do epdxido e a subsequente reacdo de abertura do
anel causado pelo ataque nucleofilico de bases conjugadas, ou ions CI [43]. As rea-
¢cOes de protonacao e abertura do anel levam a um aumento do pH da solucao (figura
16 B). Os valores do pH da solugdo aumentam rapidamente de 0,8 (em t = 0 min) para
4,6 (emt=1h). Apés 6 h o pH aumenta para 5,5 e ocorre a formacao de uma rede de
gel compostos por Al(OH)s. O subsequente aumento lento do pH da solugéao permite a
cristalizacao gradativa do Nano-HDL por co-precipitacdo [42]. A dissolucéo da rede do

gel formada é alcancada em pH 9,4.
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Figura 16. (A) Mudangas no meio reacional em funcdo do tempo de reagdo. (B) Evolugéo do
pH da solug&o apods adicdo do PO. O grafico inserido mostra o aumento do pH nos 60 minutos
iniciais de reacgédo. (C) Perfil de espalhamento SAXS em funcéo do tempo de reacdo (10 min <t
< 74 h); ponto isobéstico em ¢ = 0.249 AL, O gréfico inserido mostra a presenca de um ponto

isosbéstico em t= 10 h.

A figura 16 C mostra a evolugcdo das curvas de SAXS em funcdo do tempo de
reacao. O aumento da intensidade associada a lo(q) e o deslocamento do patamar para
regibes de menores valores de q (q < 0.02 A1) em funcdo do tempo de reac&o, indicam
0 aumento do numero, bem como dos tamanhos dos objetos espalhadores. Apés 10 h
de reacéo, as curvas de I(g) x g passam a exibir um ponto isobéstico em q = 0.249 A1,

no qual 1(q) passa a ser aproximadamente independente do tempo. A presenca do pon-
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to isobéstico caracteriza uma transformacdo em Unica etapa, indicando que o cresci-
mento dos espalhadores ocorre pela adicdo das particulas priméarias aos agregados
[96,97]. Em adicdo, as lamelas dos Nano-HDL também crescem por um processo de

dissolucéo-reprecipitacéo, conhecido com envelhecimento de Ostwald [97-99].

A figura E2 (A e B) mostra os padrées de DRX dos pos dos Nano-HDL coleta-
dos em funcéo do tempo de reacdo e os valores de tamanho de cristalito correspon-
dentes. Até 12 h de reagdo, os tamanhos dos cristalitos crescem significativamente.
Parat > 12, um aumento lento, seguido de um patamar constante nos valores pode ser
observado. Esses resultados estdo em bom acordo com as etapas rapidas e lentas de
crescimento e nucleagdo observadas por SAXS. Esse comportamento também foi ob-
servado para outros Oxi-hidroxidos sintetizados empregando a rota sol-gel mediada por
epoxidos [97,99].

A transicdo espontanea entre gelificacdo-defloculacdo somente foi observada na
presenca do acac [42]. Como mostra a figura 17 A, no estado inicial da reacéo, o acac
esta coordenado com as espécies Al*, para formar complexos Al(acac)(OH)2. A quela-
¢cdo do acac com as espécies poliméricas de hidroxido de aluminio (Al(OH)s) retardam
as reacles de hidrolise e condensacao, formando uma rede de gel composta por
Al(acac)(OH)2/HDL. Devido a natureza anfotérica do aluminio, a rede menos ramificada
de Al(acac)(OH):z dissolve-se em valores de pH mais alto, induzindo a defloculacdo e a
recuperacao do estado sol apos 72 h.

63



a b~ W N

© 00 N O

10
11
12
13

A Al(acac)(OH), sol Composicao do gel Suspensao de Nano-HDL

t=15min | @ >72h | Q@
: Q@
QD o ‘@’g’% o @

§%Q6¢

[ Q:hidréxido de aluminio “:HDL t?:acac ]
B C
l—— Acac livre
0.5 ‘—'!'— Al(OH),facac, t=72h —— Acac/Al= 3
e ‘—0— Zn(OH),/acac, t=72h
g 0.4 = Nano-LDH/acac, t= 10 min S
= {—=— Nano-LDH/acac, t=72 h S ’\ : A — Acac/Al= 2
'© 0.31 o
£ 8
“_Q“ B —— Acac/Al= 1.5
‘5 0.2 2
3 kD
< 0.1 =
Acac/Al= 1
0.0
250 300 350 400 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Comprimento de onda/ nm 20 (graus)

Figura 17. (A) Mecanismo proposto para a formagédo dos Nano-HDL. (B) Espectros de UV-vis
do acac em solugbes coexistentes com diferentes hidroxidos: Nano-HDL (Zn/Al = 2);
Al(OH)s/acac preparado sem ZnCl,; Zn(OH)./acac preparado sem AICl; 6H,O; acac em agua.
(C) Padrbes de DRX das amostras preparadas em diferentes raz8es de acac/Al.

A formacgéo dos complexos de acac com os centros metélicos foi investigada por
espectroscopia UV-vis. A figura 17 B mostra os espectros de Uv-vis do meio reacional
antes e apods a adicdo do PO. O acac em agua ultrapura exibe um pico de absorcéo
maxima em 274 nm. Apos a quelagdo com diferentes centros metélicos, o pico passou
para 283 nm para Al(OH)s/acac e 291 nm para Zn(OH)2/ acac. A solugcdo de reacao
exibiu picos em 283 nm em t = 10 min (pH~ 3) € 291 nm em t= 72 h (pH~ 9,4), sugerin-
do a troca de coordenacdo do acac entre os centros metalicos. Como mostrado por

[42], 0 acac coordena-se no centro do Al** na etapa inicial da reacdo. Apés a deflocula-
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cdo, a coordenacédo muda para os sitios do Zn?* no Nano-HDL. A formacédo do comple-
x0 aluminio-acac é favorecida em meios acidos e neutros. No entanto, com o aumento
do pH, a seletividade do Zn?* para a formacgdo do complexo com o acac aumenta [100].
Como resultado, a coordenacdo do acac muda do Al®** para os a&tomos de Zn?* localiza-
dos na superficie dos Nano-HDL, dando origem a uma suspensdo de particulas mais

estavel coloidalmente.

A reacdo feita sem adicdo de acac € uma rota tipica de gelificacdo que ocorre
em condicdes de alta supersaturacao [42]. O acac desempenha um papel fundamental
no controle do crescimento e estabilizacdo dos Nano-HDL. No entanto, a razdo entre o
acac e o ion do metdlico € extremamente importante para a preparagdo dos Nano-HDL.
Como mostrado na figura 16 C, a adi¢do de acac acima da razdo acac/Al = 1,5 (aqui,
acac/Al= 1, 1,25 mmol de acac e 1,25 mmol de Al**), leva a formacéo de outras fases
gue nédo correspondem a estrutura do Nano-HDL. Além disso, 0 processo espontaneo
de gelificacdo-deflocucédo ndo ocorre em razdes acima de 1,5. Um sol instavel é obtido
como produto de reagdo apo6s 72 h (figura E3). Por outro lado, a diminuicdo da razdo
acac/Al para valores menores do que 1 n&o induz a defloculagéo espontanea e um gel

€ obtido como produto de reacao.

O efeito da quantidade de PO adicionada, razdo entre os cations M?*/M3* e tem-
peratura de sintese também foi estudado. Os resultados encontrados para a variacao
da quantidade de PO estdo representados na figura E4 A-C e tabela E1. Existe um
valor minimo de PO (em mmol), para a obtencéo da fase pura HDL. Este valor foi en-
contrado e definido através da razdo PO/AI = 10. Abaixo dele, as reacfes de abertura
do anel e o subsequente aumento do pH da solugcdo ndo sdo suficientemente fortes
para levar a formacdo de um gel homogéneo. Da mesma forma, existe um valor maxi-
mo de PO cujo qual a adicdo nédo leva a um aumento progressivo do pH da solucéo e,
portanto, ndo acelera o tempo da reacédo de formagao dos Nano-HDL. O valor encon-
trado foi de PO/AI = 20. Quantidades de PO adicionadas acima desta razao influenciam

apenas na supersaturacdo do meio. Ou seja, as alteracées no tempo de defloculagéo
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observadas sdo causadas pelo enfraquecimento do gel devido a expansdo do volume
do meio de reacao (por exemplo, PO/AL=10, 1,2 mL, Po/Al=30, 3.6 mL), e ndo por alte-
ragdes no pH.

Os Nano-HDL de ZnAl podem ser obtidos na forma de um sol coloidal entre as
razbes M2*/M3* = 1- 2. No entanto, a fase pura HDL (na forma de um gel homogéneo)
também séo obtidas para os dois extremos da razdo M?*/M3* (Figura E5, tabela E1).
Outro fator estudado foi o efeito da temperatura de reacdo. Para uma quantidade fixa
de PO e M?*/M3*, o aumento da temperatura acelera o tempo de defloculagdo do gel.
Para T= 25, 35, 45, 55 °C, os seguintes tempos de defloculacdo do gel foram encontra-
dos: 72, 53, 38 e 20 h, respectivamente. As etapas de hidrélise e condensacéo das
reacdes sol-gel, bem como o ataque nucleofilico sdo favorecidas em temperaturas mais
altas, acelerando o tempo de defloculacdo do gel [43]. A sintese dos Nano-HDL sob

temperatura de 25 °C foi mantida ao longo deste trabalho.

Em comparacdo com o trabalho original de Tokudomo et al [42], o sistema Zn-Al
sintetizado neste trabalho, requer uma dissolugcdo mais extensa para que a deflocula-
¢ao ocorra. Como mostra a figura E6, o HDL de Ni-Al pode ser formado em valores
mais baixos de pH em comparacdo aos HDL de Zn-Al. Isso implica que a rede polimé-
rica de Al(acac)(OH)2/HDL formada no sistema Ni-Al, deve ser menos densamente ra-
mificada do que no sistema Zn-Al, devido a maior quantidade de HDL formada nos es-
tagios iniciais da reacdo. Além disso, o produto de solubilidade (Kps) para as espécies
Ni(OH)2 sdo maiores em relagédo a Zn(OH)2 (2 X 10'1° e 8 x 10°!8, respectivamente). As-
sim, um tempo menor de reacdo e, consequentemente, valores mais baixos de pH sdo
suficientes para promover a defloculagdo espontanea dos Nano-HDL de Ni-Al. A sinte-
se mais rapida dos Nano-HDL de Ni-Al em relagdo aos Nano-HDL de ZnAl resulta em
tempos de defloculagdo menores para o gel (t=12 h a T = 25 °C), tamanhos de parti-
cula menores (Dn ~ 7.8 nm), valores de superficie especifica maiores (~322 m?g?) e

tempo de estabilidade coloidal maior no meio de reacéo (t > 2 semanas).
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A formacéo de particulas menores pode explicar as diferencas dos tempos de
estabilidade coloidal e dos estados de agregacédo entre os sistemas. A figura 18 A
mostra o0 mapa de ditribuicdo de carga para uma plaqueta de HDL em solventes com
diferentes constante dielétrica, €. O meio de reacdo na qual ocorre a formacao dos
NanoHDL tem uma & menor do que a da agua. Como consequéncia, as forcas
repulsivas eletrostaticas sao filtradas em meios menos polarizaveis na presenca de
baixas concentra¢g@es de ions, diminuindo o seu campo de atuacéo [101]. Em solugfes
de baixa &, os ions podem “sentir’” a presenca de particulas carregadas a longas
distancias de separacdo, e pequenas concentracfes sao suficientes para levar a
triagem elétrostatica completa (isto é, o decaimento do potencial eletrostatico em
funcdo da distancia da superficie torna-se muito maior) [101]. Este efeito esta
evidenciado na figura E7. Em adicdo, as forcas de interacdo sdo altamente
anisotropicas para os HDL, e variam com a orientacdo da geometria (figura 18 B). E
neste ponto que os menores tamanhos de particula dos Nano-HDL de NiAl, juntamente
com as moléculas do acac ligadas a superficie, desempenham um papel fundamental
para a estabilidade coloidal.

Conforme mostrado na figura 18 C, o campo de atuacéo das forcas repulsivas
elétrostatica para os Nano HDL de NiAl € muito maior do que o seu tamanho (a
magnitude e direcdo é indicada pelas setas vermelhas). Para os Nano-HDL de ZnAl, o
campo de acao é igual ou menor do que o tamanho das particulas formadas. Além
disso, a pequena molécula do acac (estimado em 0.6 nm) também passa a aturar como
um agente estabilizador estérico para o sistema NiAl, suprimindo as forcas atrativas de
Van der Waals em curtas distancias de separacao particula-particula. A presenca do
acac é fundamental para estabilizar coloidalmente o sistema, devido aos efeitos de
triagem eletrostatica que pode ocorrer no meio de reacdo. Isto ndo ocorre de forma
efetiva para o sistema ZnAl, uma vez que as forcas atrativas escalam com o tamanho
da particula, suprimindo parcialmente a contribuicdo estérica fornecida pelo acac para
a estabilidade coloidal. Assim, os estados de agregacédo e/ou os valores de Dn dos

Nano HDL de ZnAl passam a depender das condi¢cdes do meio de dispersao.
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Figura 18. (A) Mapa do potencial eletrostatico dos Nano-HDL em funcdo da constante
dielétrica, &, do meio de reagdo. (B) Distribuicdo anisotropica do potencial eletrostatico em
funcdo da distancia e orientacdo da superficie dos Nano-HDL. (C) Mapa do potencial
elétrostatico em torno dos Nano-HDL de NiAl e ZnAl. Para os célculos, o potencial elétrostatico,
@, foi assumido em termos de valores de potencial zeta, {, medido experimentalmente. A

setas indicam a magnitude e dire¢cdo do campo elétrico.

A figura 19 A mostra os valores de potencial zeta e do Dy obtidos para os Nano-
HDL de ZnAl em funcdo do pH. O potencial zeta positivo surge da substituicdo
isomoérficas dos cations M?* pelos M3 nos HDL, e independe do pH do meio. A
variacdo da magnitude dos valores em funcdo do pH, surge da protonacdo e
desprotonacdo dos anions OH- localizados nas bordas das camadas dos HDL, assim
como ocorre nas argilas catidnicas [102]. Como consequéncia da variacdo da carga
superficial, o estado de agregagédo dos Nano-HDL muda. A figura 19 B mostra o mapa
da distribuicdo do potencial zeta em torno do agregado formado pelos Nano-HDL em

pH 5. Por simplificacéo, discos foram utilizados no lugar de plaquetas. A distribuicao de
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carga em torno dos agregados € bastante anisotropica, e difere das plaquetas\discos
indivuais. A consequéncia da anisotropia para as interagfes interparticulas séo
descritos em detalhes na proxima sessédo. A figura 19 C mostra o calculo de energia
de interacdo entre os agregados formados pelos Nano-HDL em funcé&o do pH do meio.
Para uma dispersdo onde a frequéncia de colisdo e, consequentemente, a taxa de
agrupamento é governada pelo movimento browniano, uma barreira de energia entre
15-25 ko T geralmente € suficiente para se opor a energia térmica da maioria das NP
[78]. Estes resultam evidenciam que, embora os estados de agregacdo dos Nano-HDL
de ZnAl sintetizados mudem em funcédo do pH, a altura da barreira de energia é alta o
suficiente para conferir boa estabilidade coloidal cinética para o sistema na faixa de 3-
10 de pH.

69



o g~ W N

10

11

>

300

($2)
@D
1

270
48 1

-240

-210

Potencial Zeta (mV)
e
o

24 180

Tamanho Hidrodinamico (nm)

51432917 9 40
¢(mv)

0 5 10 15 20 25 30
h (nm)
Figura 19. (A) Variacdo dos valores do potencial- e do tamanho hidrodindmico dos Nano-HDL

em funcdo do pH. (B) Mapa da distribuicdo do potencial eletrostatico em torno do agregado
formado pelos Nano-HDL em pH 5. A setas indicam a magnitude e direcdo do campo elétrico.
A estrutura foi construida assumindo Dn=232,4 nm. (C) Energia de interacdo total calculada
entre os agregados formados pelos Nano-HDL em funcéo do pH.
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5.2. Caracterizacao estrutural das NP de Fez0a4

A figura 20 (A) mostra o espectro de FTIR das NPs de FesOa4 sintetizadas. A for-
te banda de absorcéo localizada préximo de 580-570 cm™! sugere que a fase formada
das NP sintetizada é Fes3O4 [103]. A banda é atribuida ao modo de vibracdo e torcéo
das ligacGes Fe-O. A larga banda (estiramento) de absorcédo entre 3600 e 3200 cm™ é
atribuida as vibrac¢des dos grupos OH das moléculas de agua (fisicamente absorvida),

enquanto a banda em 1621 cm esta associada ao seu modo de deformagéo [103].

A Figura 20 (B) mostra os padrées de DRX dos pds das NP de Fe3Oas. A posi-
cdo das reflexdes de DRX também confirma a formacéo da fase Fes3Oa, validada pelo
refinamento do grupo espacial Fd-3m através do método de Rietveld [104]. Todos os
picos observados nos padrbes de DRX podem ser indexados a estrutura cubica de
Fes3Oa4 (ICSD 26410). Nenhum outro pico de difracdo que néo seja de Fe3O4 é observa-

do. O tamanho do cristalito determinado no programa TOPAS 4, foi de 8,9 nm.

Os estados de valéncia do ion Fe foram investigados por XPS, como mostrado
na figura 20 (C). O FesO4 apresenta uma estrutura de espinélio inverso na qual os
atomos de oxigénio formam uma rede cubica de face centrada, com um ter¢co dos ca-
tions Fe?* ocupando posicGes octaédrica (1) e tetraédrica (2), € um terco dos atomos
de Fe®* nos sitios octaédricos (3) [105]. Assim, as diferentes coordenacdes e valéncias
dos atomos de Fe resultam em diferentes deslocamentos quimicos dos componentes
espectrais correspondentes. Devido a abundancia igual de cada ambiente quimico, o
espectro primitivo de Fe 2ps2 de FesOas foi ajustado com trés componentes principais
de mesma intensidades: sitios de Fe®* em 709.5 eV, de Fe?* em 710.5 eV e de Fe?*
em 711.3 eV [106]. Uma pequena contribuicdo de grupos hidréxidos de superficie
(FeOOH) em 712.8 eV e um componente de agitacdo de Fe3* sdo responsaveis pela
cauda em alta energia. Além disso, a exposicado da amostra a radiagdo acabou forman-

do espécies reduzidas de ferro (FeOx), atribuidas a componente em 708.5 eV [107].
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Imagens de HRTEM mostram que um espacamento interplanar de 0,245 nm po-
de ser indexado ao plano 311 do FesOa4 (figura 20 D). O padrao SAED registrado em
uma unica particula (figura 20 E) mostra a presenca de anéis de difracdo que podem
ser atribuidos aos planos (111), (220), (311), (400), (422) e (511) da estrutura cubica de
espinélio inverso de FesOa. Esses anéis de difragéo distintos também confirmam a na-

tureza policristalina das NP de Fe3Oa.

A B

. = = —— Observado
£ (@) = Q —; Célculado
< = o &- —— Diferenga
'U. 1 i =
'c =
) - c
oy 2,
8 T

1 Q
e o 3
S e o
S 2
2 £ ICSD 26410
< ) i

L | gl

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 10 20 30 40 50 60 70 80

Numero de onda [cm™] 20 [graus]
C D _ E
_ :
2| Fe2pyp,
<
c 4
2, ;
- / Fe,0,(1) |
g ,/."'I ~ X\ Fe;0,4(2)| |
k=] - FeO (3)| |
o [SatFe* & \ FeO
g ':’l :“:\\ X
- s s
E |qatle” 5L SN R

716 714 712 710 708 706
Energia de Ligacao [eV]

Figure 20. Caracterizacdo estrutural das NP de Fes3Oa. (A) FT-IR, (B) DRX, (C) HRTEM
e (D) SAED.
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A andlise de BET forneceu uma superficie especifica de 143,5 m? g para as NP
de Fe30s, 0 que esta proxima aos valores relatados na literatura (114,1-212,6 m? g1)
[108-111]. As micrografias obtidas por STEM mostram que as NP de FesOs sintetiza-
das tém uma forma esferoidal, com um diametro médio de 8,2 + 2,3 nm (PDI = 0.3) (fi-
gura 21 A).

O comportamento das NP de Fe3Os em solucdo aquosa de NaNOs 1 mmol L*
(pH 3, a 25 °C) foi analisado usando as técnicas de SAXS e DLS. O grafico dilogaritmi-
co do perfil SAXS mostrou dois regimes distintos em altos e baixos valores de q (Figu-
ra 21 B), indicando a presenca de aglomerados de NP [112]. O espalhamento das NP
primérias de Fes04 (0s pequenos blocos de construgdo) aparecem na regido de q mais
alta (2 > q > 0,2 nm). Como as NP primarias tem superficies lisas e bem definidas, o
decaimento da lei de poténcia da intensidade de espalhamento segue a relagéo classi-
ca de Porod (I(g) o« g*9) [113]. O ajuste dos dados SAXS usando o modelo unificado
de Guinier e Porod [114,115] indicaram que as NP primarias tém um raio de giro (Rg)

de 3,7 nm, o que estd em boa concordancia com os resultados obtidos por STEM.

O perfil da funcdo de correlacdo de pares, p(r), calculada a partir dos dados
SAXS, também sugere que as NP primarias tém formato esferoidal, com diametro ma-
ximo de 9.8 nm (Figura 21 C). No intervalo de g médio (0.07- 0.1 nm), o espalhamen-
to apresentou uma lei de poténcia de g22. Este resultado sugere a existéncia de agre-
gados do tipo fractal de massa, que séo formados pelo agrupamento das NP primarias
de Fes304 [86]. Para agregados fractais de massa, o expoente do decaimento da lei de
poténcia (1(q) « g©) € igual a dimensionalidade do fractal (a = dr, com 1 < df < 3). O alto
valor de dr indicou que os agregados de NP de FesO4 formaram estruturas densamente
compactadas (Figura 2 D), caracteristica de um processo de agregacao limitada por
reacdo (RLCA) [116]. A RLCA ocorre quando uma barreira de energia repulsiva esta
presente entre as NP, com a taxa de agrupamento tornando-se controlada pelo poten-
cial de interacédo interparticula [86]. O ajuste das curvas SAXS forneceu um Rg de 23.5

nm para o agregado fractal, o que esta em boa concordancia com o tamanho hidrodi-
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namico médio (Dn = 47.8 nm, com PDI < 0.1) obtido a partir das medicdes de DLS (Fi-
gura 21 E).
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Figura 21. (A) STEM imagem e distribuicdo de tamanho de particula das NP de FesO.. (B)
Curvas SAXS para a dispersao de NP de Fe3;04. O valor do expoente a (indicado em q°) é a
inclinacao da curva. (C) Perfil tedrico (circulo preto) e experimental (circulo vermelho) da fun-
cdo de correlacgao, p(r), para as NP primarias de Fes04. (D) Agregado fractal de massa formado
pelas NP primérias de Fe;O4. O agregado é formado por um nimero (N = 143) de NP primarias
de tamanho de 7.5 nm. Os parametros foram obtidos a partir do ajuste da curva SAXS. (E) Dis-
tribuicdo de tamanho hidrodindmico das NP de Fes;O4, determinada por DLS.

As NP de Fes304 podem desenvolver uma carga superficial guando dispersas em
uma solucdo aquosa devido a protonagdo (Fe—-OH:2*) e desprotonacéo (Fe—O-) dos
grupos hidroxilados (Fe—OH) [62]. Portanto, o valor de pe das NP de FesO4 é depen-
dente do pH de a solucéo. A Tabela E3 fornece uma comparacao do IEP para as NP
de Fes30O4 encontradas neste trabalho com outros valores relatados na literatura [117—

123]. As diferencas dos valores se deve a fatores associados com a origem do material
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(sintético ou natural), composicdo da amostra, pré-tratamento, preparacdo e solucao

eletrolitica usada para as medicdes [124].

A figura 22 A mostra os valores calculados do potencial-¢ para os agregados de
NP de FesO4 em fungéo do pH. Conforme esperado, a magnitude dos valores do po-
tencial-¢ dos agregados de NP de FesOs diminui & medida que o pH da solucdo se
aproxima do pHiep. Os maiores valores (em modulo) foram encontrados em pH 3 e 10;
78.2 e -76.3 mV, respectivamente. Nestes mesmos pHs, as NP de FesO4 apresentam
0s menores valores de Dy; 46.5 e 50.9 nm, respectivamente (figura 22 B). Uma inter-
pretacdo menos critica sobre os resultados encontrados sugere que: nos pHs, onde os
maiores valores de potencial-{ e menores Dy foram encontrados, os agregados de NP
de Fes04 apresentam maior estabilidade coloidal. Essa interpretagdo baseia-se na su-
posicdo de que, quanto maior a magnitude da repulsao eletrostatica, maior serdo as
forcas repulsivas e, portanto, a estabilidade coloidal aumenta [78]. No entanto, as for-
cas e o alcance das interacfes interparticula que controlam a estabilidade coloidal, séo
consideravelmente afetados pelo tamanho e estrutura das NP e de seus agregados
[125-127].

A figura 22 C mostra a variacado da estrutura dos agregados de NP de Fe3Os em
funcdo do pH; os parametros utilizados para simular as estruturas fractais estédo descri-
tos na tabela E4 Para os agregados de NP de Fe3Os4, 0 mecanismo de agregacgao
RLCA, inicialmente encontrado em pH 3, transmuta constantemente para um regime de
agregacao limitada por difusdo (DLCA) a medida que o pH se aproxima do pHiep. Este
€ 0 impacto causado pela diminuicdo das interacdes eletrostatica. Como resultado, os
agregados crescem e a relevancia das intera¢des séo reduzidas. Distante do pHiep, O
RLCA ocorre por meio de um processo de agregacdo de particula-cluster e, portanto,
propenso a densificacdo consideravel das estruas formadas [128]. Proximo ao pHiep, 0
DLCA predomina, sendo bastante semelhante a um processo ideal de agregacdo do
tipo cluster-cluster, onde estruas porosas e bastante ramificadas séo formadas [128]. A

estrutura final (isto é, tamanho e estrutura) dos agregados formados esta intimamente
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1 relacionada aos processos que afetam o mecanismo de agregacao (por exemplo, difu-
2 sdo e migracdo das particulas, etc), bem como a magnitude das forcas de interacdes
3 que controlam a agregacéo [86].
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5 Figura 22. (A) Variagao do potencial-¢, (B) tamanho hidrodinamico (Dn) e (C) das estruturas

6 fractais formadas pelos agregados das NP de FesO. em funcgdo do pH.

A interacdo total entre dois agregados resulta da sobreposi¢do de forcas atrati-
vas e repulsivas [86]. O principal componente atrativo € a interacdo de Van der Waals,
enquanto a repulsdo esta relacionada principalmente as interagbes entre as duplas

10 camadas elétricas (DCE). Estes controlam a faixa de interacdo, a cinética de agrega-
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cao, também e a morfologia dos agregados [129]. Entretanto, o efeito da estrutura e
tamanho dos agregados nas forcas de interacdo ainda ndo € totalmente compreendido
[86]. Isso se deve a auséncia de expressfes analiticas simples para a interacao entre

agregados e a diversidade de configuracdes possiveis dos agregados.

Biewk et al demostraram que a estrutura dos agregados afeta a interacdo de
Van-der-Waals simplesmente por causa dos efeitos estéricos [126]. Isto €, para uma
determinada distancia central a partir do centro de massa, o tamanho e a estrutura do
agregado controlam apenas a distancia minima entre os poucos pares de particulas
primarias que interagem. Dois casos limites foram encontrados [126]: para grande se-
paracdo entre os dois agregados, eles se comportam como esferas de volume equiva-
lente, enquanto que em distancias pequenas apenas a interacdo de Van-der-Waals do
par de particula priméaria mais proximo deve ser relevante. Por outro lado, o célculo das
forcas repulsivas eletrostatica entre os agregados de NP requer a consideracao da so-
breposicdo das DCE entre as particulas primarias e a respectiva redistribuicdo de carga
[125]. Isto €, a distribuicdo de carga entre as NP vizinhas que compdem o agregado se
sobrepbe e, portanto, difere do caso em que as NP estdo isoladas. Neste caso, nédo
existe expressdes analiticas simples, e calculos numéricos rigorosos precisam ser em-

pregados [86].

Conforme mostrado na figura 23 A, permite comparar a distribuicdo do potencial
elétrico no plano central de um agregado isolado de NP de Fe3O4 em pH 3, com a sua
particula esférica equivalente. A distribuicdo do potencial elétrico em torno do agregado
tem uma forma cdncava e anisometria, enquanto a distribuicdo em torno da particula
equivalente é esfericamente simétrica. Dentro do agregado, a sobreposicdo da EDL
entre as NP primarias é bastante forte, causando mudancas locais nos valores do po-
tencial-{. Isso ocorre inevitavelmente dentro de um agregado de NP [86]. Esta diferen-
¢a é ainda maior quanto menor for o valor de ds. (figura 23 B). O potencial-{ do agre-

gado de NP de FesOas desvia-se daquele da particula esférica equivalente, e varia ao

7



1 longo da superficie do agregado. Como resultado, ocorre a forma com que 0s agrega-

2 dos de NP de Fes3Oas interagem em suspensao.

A

B 78 64 52 42 30 20 10 0 {[mV]

75 50 35 15 0 ¢[mV] 68 42 24 12 0 {[mV] 45 30 15 5 0 ¢[mV] 4 3 2 10 ¢Imv]
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Figure 23. (A) Distribuicdo do potencial elétrico em torno do plano central do agregado de NP
de FesO. e de sua particula esférica equivalente em pH 3, (B) e para os agregados formados

na faixa de pH de 4-10. O tamanho e a orientacdo das setas indicam a magnitude e a direcdo

~N o o1 b~

do campo elétrico gerado pela EDL.
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A figura 24 A mostra o calculo de energia de interacdo entre os agregados de
NP de Fe3Os em funcédo do pH. Para uma dispersdao onde a frequéncia de coliséo e,
consequentemente, a taxa de agrupamento € governada pelo movimento browniano,
uma barreira de energia entre 15-25 kT geralmente é suficiente para se opor a energia
térmica da maioria das NP [78]. Como pode ser observado para os agregados de NP
de FesOs4, apenas no pH préximo ao pHier, as forgas atrativas superam as forgas re-
pulsivas, desestabilizando a disperséo [130]. Em contraste, longe do pHiep, a alta bar-
reira de energia resulta em uma dispersdo com estabilidade coloidal cinética, onde
apenas uma pequena porcdo de NP tem energia suficiente para superar a barreira ao

longo do tempo [130].

E importante notar que a barreira de energia mais alta contra agregacio,
Vmax/ke T, ndo foi encontrada em pH 3, onde os agregados de NP de Fe3O4 apresentam
0s maiores valores de potencial- e menores Dn (78.5 mV e 45 nm). O maior valor de
Vmax/koT (65.4 KT) foi encontrado em pH 6 (78.5 mV e 45 nm). Conforme discutido
[131], o tamanho das NP e de seus agregados também desempenham um papel fun-
damental no controle da estabilidade coloidal. Assumindo que as dispersdes dos agre-
gados de NP de Fe3O4 formadas em pH 3 e 6 tem a mesma fragdo volumétrica de par-
ticulas, o numero de particulas na dispersdo em pH 3 deve que ser ~8.9 vezes maior
do que em pH 6 devido a diferenca de tamanho entre o0s agrega-
dos. Consequentemente, a frequéncia de colisdo na dispersdo em pH 3 é ~32.1 vezes
maior do que em pH 6, uma vez que ela é proporcional ao quadrado do niamero de
concentracdo de particulas [130]. Além disso, o aumento do tamanho dos agregados
de NP de FesOstambém leva a um aumento na distancia de separacdo particula-
particula (figura 24 B). Ambos os comportamentos se refletem na frequéncia de agru-
pamento das NP de FesOs4 e de seus agregados. Conforme relatado para NPs de
Fe203 de 12, 32 e 65 nm, com 0s mesmos valores de (-potencial, as taxas de agrega-
¢ao sdo maiores para NP menores e aumentam com a fracdo volumétrica de particulas
[132].
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A figura 24 C, mostra que Vumax/knT aumenta linearmente com o potencial-¢, o
gue sugere um aumento na estabilidade coloidal, independentemente do tamanho da
NP. Por outro lado, quando comparado os valores de Vuax/koT para uma NP de 10 nm
e outra de 100 nm, com o mesmo valor de potencial-, fica evidente o efeito importante
do tamanho da particula para a estabilidade coloidal. Os menores valores de Vuax/ke T
encontrados para a NP de 10 nm, reflete em uma maior eficiéncia de colisdo (menor
taxa de estabilidade coloidal) e, consequentemente, maior frequéncia de agrupamento
(crescimento do agregado) [78]. Este comportamento também explica por que as NP
priméarias de FesO4 formam agregados fractais em solu¢do de NaNOs, mesmo com al-
tos valores de potencial-{. Conforme mostrado na figura 24 D, a barreira de energia de
interacdo calculada para as NP primarias de FesO4 ndo é suficientemente alta para su-
perar a energia térmica média das particulas. No entanto, apds o agrupamento em um
agregado fractal de massa, elas atingem uma barreira de energia alta o suficiente para
se opor a energia térmica e fornecer um estado de estabilidade coloidal cinética. Os
resultados encontrados para as NP de Fe3O4 e seus agregados sugerem que, ao con-
trério de muitos relatos na literatura, um alto valor de potencial-{ ndo é necessariamen-
te uma indicacdo de alta estabilidade coloidal cinética para dispersbées de NP
[78,131,133].
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Figura 24. (A) Energia de interagdo total calculada entre os agregados de NPde Fes;O4 para
diferentes valores de pH. (B) Altura maxima da barreira de energia, Vvax/koT, em funcdo do
potencial-¢ para diferentes tamanhos de NP. (C) Distancia de separacdo superficie-superficie
calculada para os agregados de NP de Fe;Osem funcdo do pH. (D) Energia de interacao total

calculada entre as NP primarias de Fe3O, antes e ap0s a formagéo dos agregados, em pH 3.

A figura 25 A mostra a variacdo do potencial zeta e do tamanho hidrodinamico
das NP de Fes3Os apdés a modificacdo da superficie com PAA. Conforme relatado na
literatura, as NP de PAA-Fe3O4 apresentam um IEP em torno de pH ~2 [134]. Para va-
lores de pH > 2, as NP de PAA-Fes3O4 passam a apresentar valores negativos de po-

tencial zeta, devido a presenca de grupos carboxilicos do PAA. Longe do IEP, as NP
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de PAA-Fe304 apresentam valores constantes de Dn (em torno de 202 nm). Entre pH 3-
5, os valores de Dn diminui para 120-140 nm. Esse comportamento sugere que, parte
dos grupos carboxilicos que estavam ligados a superficie das NP de Fes3Oas, quando
neutralizados por ions H* em meios acidos, sdo desorvidos da superficie devido ao
equilibrio de adsorcdo/dessorcdo que ocorre proximo do pKa do PAA (pKa = 4.2).
Além disso, a molécula de PAA empregada € grande o suficiente (> 30 nm, dependen-
do da conformacao assumida [135]) para fazer conexdes do tipo ponte entre duas NP

de agregados diferente.

As medidas de SAXS em funcao do pH mostram que o estado de agregacédo das
NP de PAA-FesO4 permanece constantes (di = 2.2) (Figura 25 B). O fato de o estado
de agregacdo nao mudar em funcéo do pH, indica que ndo existe um rearranjo confor-
macional entre os agregados e/ou as NP primarias que os compdes. Os agregados
fractais se conectam através de pontes proporcionadas pelos grupos carboxilicos do
PAA, mantendo a sua conformacao de quando isolados. Embora os valores do poten-
cial zeta diminuam, existe uma contribuicdo estérica para o sistema (atuando em pe-
guenas distancias de separacao interparticula), impedindo que ocorra mudancas estru-
turais dos agregados. Conforme também mostrados através de calculos de energia de
interacdo (Figura 25 C), a medida que os valores do potencial zeta diminuem com o
pH, a altura méaxima da barreira de energia contra a agregacdo também diminui. No
entanto, a contribuicdo estérica total (osmotica e elastica) impede com que haja um
contato direto entre as NP do par de agregado interagente. Caso a frequéncia de coli-
sdo seja suficientemente forte para superar a barreira de energia, os agregados de NP
caem em um poco, chamado de minimo secundario, onde floculam. Nestas situacdes,
as NP podem ser redispersas mudando as condi¢cdes do meio (por exemplo, pH ou for-

¢a ibnica).
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Figura 25. (A) Variacdo dos valores do potencial zeta e do tamanho hidrodindmico das NP de
PAA-Fes;0.. (B) Perfis experimentais SAXS para as NP de PAA-Fes04 em pH 4, 6 e 8. A figura
inserida no canto superior direito representa um possivel equilibrio fisico-quimico e as conse-
guéncias para estruturas agregadas formadas. (C) Célculos de energia de interacdo XDLVO

para os agregados de NP de PAA-Fe;04 em fungéo do pH.

5.3. Automontagem do Nanocarreador Magnético de HDL- Fez0a4

Os nanocarreadores de HDL-Fe304 foram montados equilibrando as forgas de
atracao eletrostatica entre as NP de HDL e PAA-Fes04 carregadas com sinal contrario,
e com repulsédo estérica proporcionado pelas cadeias do PAA. A atracdo é fornecida
pela sobreposicao entre as duplas camadas elétricas. A espessura da dupla camada é
caracterizada pelo comprimento Debye Ap, que define o alcance da atracdo. As cadeias
poliméricas do PAA servem como espacadores entre as NP de HDL e FesOa. Diferen-
temente dos processos de automontagem para a construcado de estruturas de ordem

superior, nas quais utiliza-se cadeias poliméricas homogéneas e bem definidas (como
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a familia do Pluronic) [136], neste sistema, a finalidade de utilizar o PAA é evitar com
gue as NP caiam na regido de atuacao das forcas de atracdo de Van der Waals. A fi-
gura 26 (A-D) ilustra o processo para uma dispersédo de 1 mg-mL* de Nano-HDL e de
PAA-Fe30a.

Existe um minimo na curva de energia de interacdo, localizado a uma distancia
relativamente longe da superficie das NP (devido a cadeia polimérica do PAA), onde
ocorre o processo de agregacédo (Figura 26 A). Esta regido é predominada por forcas
atrativas fortes o suficiente para manter as NP de carga oposta unidas. No entanto,
este minimo néo pode ser forte o suficiente para levar a floculacdo das estruturas au-
tomontadas. Portanto, o controle das forcas de atracdo eletrostatica, assim como das
distancias entre as particulas dos blocos de construcdes, € a chave para formar uma
estrutura agregada, multifuncional e estavel coloidalmente [136]. Esta abordagem foi
utilizada para a construcdo dos nanocarregadores magnéticos de Nano-HDL e PAA-
Fes0a.
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Figura 26 (A). Célculos de energia de interacdo XDLVO para os pares de particulas de Nano-
HDL e PAA-Fes;04. (B) Imagens dos blocos de construgdo antes e depois da automontagem
agregativa. (C) Perfis experimentais SAXS para as dispersfes de Nano-HDL, PAA-Fes0,4 e
para o nanocarreador magnético formado. (D) Estrutura representativa do nanocarreador mag-

nético formado com a respectiva distribuicdo das forcas eletrostaticas atrativas, que mantem as
NP unidas.

A figura 26 B mostra as imagens dos recipientes contendo os blocos de constru-
¢do. Uma mistura simples e direta na mesma fracdo volumétrica de particula e pH do
meio de dispersao (neste caso, pH = 9), leva a formacdo espontdnea dos nanocarrea-
dores magnéticos. A figura 26 C mostra os perfis experimentais SAXS das NP de HDL,

PAA-Fes04 e dos nanocarreadores magnéticos formados. Conforme ja discutido, os
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Nano-HDL apresentam uma lei de poténcia de I(q) « g%, que é caracteristico para
plaguetas e discos. Para as NP de PAA-Fe304, a dimensionalidade fractal (df= 2.1) su-
gere agregados menos densamente compactados. O perfil SAXS do nanocarreador
magnético de HDL-Fe3O4 também apresenta uma lei de poténcia de de 1(q) « q~2. Es-
tes dados sugerem que, a superficie do objeto espalhador tem um formato de dis-
co/plaquetas. Para materiais a base de HDL/éxidos de ferro, obter estas geometrias
como produto de sintese € muito comum [11]. A figura 26 D mostra uma possivel ge-
ometria obtida como produto da automontagem e o respectivo mapa de distribuicdo das

forcas eletrostéticas atrativas que mantem as NP unidas.

O pH do meio desempenha um papel fundamental para obtengcéo dos nanocar-
reagadores magnéticos de HDL-Fe3O4. Conforme mostrado na figura 27 A, existe
uma faixa de pH onde os valores do potencial zeta dos Nano-HDL sdo maiores (em
mobdulo) do que os apresentados pela PAA-Fe3Os. Da mesma forma, também existe
uma faixa especifica para as NP de PAA-Fe304. Nos dois extremos, a profundidade do
minimo priméario € menor, e a altura da barreira de energia é mais alta. Nas faixas de
pH, onde as NP dos Nano-HDL e PAA-Fe304 apresentam magnitude de carga proxima,
as estruturas automontadas obtidas floculam. A figura 27 B mostra as consequéncias
das variagbes de pH no tamanho hidrodinamico dos nanocarreadores automontados.
Conforme esperado, para os pHs onde ndo ocorre um balanco adequado entre as for-
cas eletrostéticas (neste caso, atrativas), agregados maiores séao formados, e logo de-
pois floculam devido a acao da gravidade. Os nanocarreadores formados na faixa ade-
guada de pH, apresentam menores tamanhos de particula e possuem uma barreira de

energia alta o suficiente para garantir estabilidade coloidal para o sistema.
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Figura 27. (A) Calculos de energia de interacdo XDLVO para os pares de particula interagente:
Nano-HDL e PAA-FesO4 em funcdo do pH. (B) Tamanho hidrodindmico dos nanocarreadores
magnéticos formados em funcdo do pH. (C) Variagdo do potencial zeta dos nanocarreadores

magnéticos em funcdo da razdo PAA-FesP4/ Nano-HDL (mg/mg; 0.5 mg/mL?* = 1).

Outro fator importante que influéncia o processo de automontagem é a fracdo
volumétrica de particula. Por exemplo, para uma determinada magnitude de carga en-
tre os pares de NP de carga oposta (PAA-FesOa4 carregada negativamente e Nano-HDL
positivamente, existe uma fracao volumétrica de particula tal que a densidade de carga
gue ela possui sera o suficiente para neutralizar e\ou reverter a carga do par oposto.
Este comportamento também foi observado para as NP de PAA-Fe304 e Nano-HD (Fi-
gura 27 C). Apoés as estruturas serem formadas, as NP permanecem ligadas perma-

nentemente, e ndo se desmontam se o pH for variado (na faixa de 4-10 estudada).
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5.4. Aplicacdo dos Nanocarreadores Magnéticos de HDL-Fe304

A figura 28 A mostra a aplicacdo das NP de PAA-FesO4 e dos nanocarreadores
magnéticos de HDL-Fe3z04 em experimentos de HFM. As analises foram realizadas em
funcdo da concentragdo de particula para um campo H de 14 kA-m™ e frequéncia f de
420 kHz. O tempo maximo das analises foi de 10 min ou até a dispersédo de NP atingir
a temperatura de 50 °C. Para toda as concentra¢des de particula, os nanocarreadores
magnéticos de HDL-Fe3O4 apresentaram uma taxa de aquecimento menor em relacéo
as NP de PAA-Fe304. Conforme reportado na literatura para estruturas a base de HDL-
oxidos de ferro, o valor de magnetizacao liquida, Ms, para as amostras diminui por um
fator igual a 2 ou mais. Por exemplo, foi reportado em [137] que os valores de Ms para
as NP de Fes30s diminuiram de 79 para 35 emu-g~! apés a associacdo dos HDL [137].
A menor magnetizacdo observada nas estruturas pode ser uma das causas das meno-
res taxas de aguecimentos encontrada para os nanocarredores de Fe3O4-HDL durante

0s experimentos de HFM.

Outra hipotese inicial era se os HDL ligados a superficie das NP de PAA-Fe304
poderiam estar atuando como uma barreira térmica, dificultando a propagacéo do calor
durante os experimentos de HFM. Para resolver esta questdo, foram realizadas simula-
¢Oes numéricas para determinar a distribuicdo de calor em torno do agregado de NP de
PAA-Fe304 e para o nanocarreador magnético de HDL-Fe3O4 (Figura 28 B). Para o
modelo numérico, foi considerando que ambas as NP estavam suspensas em solucao
aquosa, e o calor se difundia a partir das NP de PAA-Fe304 para o sistema (o valor da
temperatura inicial assumido para as NP de PAA-Fe304 foi de 45 °C e para o restante
do sistema foi de 25 °C). Os valores reduzidos do mapa térmico em fungéo da orienta-
cdo espacial da estrutura mostram que os Nano-HDL ligados a superficie das NP de
PAA-Fe304 ndo atuam como uma barreira térmica (figura 28 C). Na pratica, os Nano-

HDL conseguem alcancar a mesma temperatura de 45 °C das NP de PAA-Fe30a.
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A condutividade térmica dos HDL séo maiores do que a da agua e normalmente
sdo maiores do que os das NP de FesOa, facilitando a transferéncia de calor entre os
meios [138]. Os valores de condutividade térmica dos HDL dependem do tamanho das
particulas, da fracdo volumeétrica e do tipo de material associado a sua estrutura. Por
exemplo, foi demonstrado que a condutividade dos HDL pode variar de 1,5 até 0,085
W-m-K-1 dos fatores mencionados. A figura 28 D mostra os mapas térmicos em torno
de uma unica NP de FesO4rodeada por um par de NP de HDL de diferentes condutivi-
dades. Os casos | e Il diferem apenas nos valores de condutividade térmica assumido
para os HDL. O centro de massa da NP de FesO4 esta localizado a uma distancia de
150 nm. No modelo I, um valor de 0.85 W-m*-K para a condutividade térmica dos
HDL foi assumido [138]; nenhuma diferenca pode ser observada na distribuicdo da
temperatura na presenca dos Nano-HDL com diferentes orientagdes espaciais. Por
outro lado, o caso Il mostra o efeito significativo de um HDL com baixa condutividade
térmica (0,085 W mt K1) tem para a propagacéo de calor; neste caso, a orientacéo da
geometria influencia significativamente. As plaguetas dos HDL com baixa condutividade
térmica atuam como uma barreira térmica, onde o calor difunde apenas nas regides

livres. Esse comportamento € altamente indesejado para aplicacées na HFM.

A aplicacao do nanocarreador magnético de HDL-Fe3O4 na terapia anticancer do
HFM também foi investigado. Conforme descrito no apéndice D, um modelo computa-
cional foi elaborado para estudar o efeito do dano térmico em um tumor localizado na
glandula mamaéria [24]. Neste estagio, sera considerado apenas o dando térmico cau-
sado por uma temperatura bem definida, dentro da faixa da hipertermia leve (45 °C).
Um dominio esférico, de 400 nm de raio, foi construido e assumido como a regido onde
o tumor mamario esta localizado. O intuito de reduzir a aplicagdo para uma Unica parti-
cula (em vez de uma fragdo volumétrica de particula), é visualizar os efeitos das estru-
turas dos agregados na conducgédo do calor e as suas consequéncias para a terapia an-
ticancer. As propriedades dos tecidos e os paramentos de entrada utilizados nas simu-

lagOes, estdo descritos nos apéndices
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Figura 28. (A) Curva de hipertermia magnética obtidas para as suspensdes de PAA-Fes;0, e

dos nanocarreadores magnético de HDL-Fe3zO, em funcdo da concentragdo de particula. (B)

Mapa da distribuicdo da temperatura em torno dos agregados. (C) Distribuicdo da temperatura

em funcdo da distancia do centro de massa para os agregados de PAA-Fe;O, e para 0s hano-

carreadores magnético de HDL-Fez;04. (D) Mapa da distribuicdo da tempera para uma unica NP

de PAA-Fes;04 envolvida por plaquetas de HDL com condutividades térmicas diferentes. O Ca-

so | representa os HDL com condutividade de 0.85 W-m*-K* e o caso Il representa os HDL

com condutividade de 0.085 W-m*-K1Os valores reduzidos em funcdo. P1 e P2 representam

as orientacoes das plaguetas.
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A Figura 29 mostra o mapa da distribuicdo de temperatura em torno dos agre-
gados de NP de PAA-Fes304 e dos nanocarreadores magnéticos de HDL-Fe3Oas dentro
de um tumor localizado na glandula mamaria. Ao aquecer as NP em temperaturas pro-
ximas de 45 °C por um certo tempo durante a HFM, parte das células neoplasicas que
compde a regido do tumor sdo induzidas a apoptose. Conforme mostrado na figura 29
B, até uma certa regido (ou pontom P1-P6) dentro do tumor onde a temperatura é alta
o suficiente, a apoptose celular ocorre de maneira bem sucessida. A figura 29 C mostra
a fracdo de dano em funcao da distancia de separacédo particula-tumor. Para ambas as
estruturas, em até 100 nm de distancia, partes das células neoplasicas podem sofrer a
apoptose. No entanto, em tais regides mais afastadas, o aquecimento parcial das célu-
las neoplasicas pode dar origem ao feito da termotolerancia, o que néo é desejavel pa-
ra as modalidades de hipetermia. Como visto anteriormente, embora as taxas de
agquecimento dos nanocarreadores magnéticos de HDL-Fe304 sejam menores em rela-

cdo a PAA- Fes30q, as estruturais automontadas aqui, cumprem bem a sua parte.

A multifuncionalidade dos nanocarreadores magnéticos de HDL-Fe3Os4 foram
também testadas como uma plataforma sensivel a temperatura, buscando acelerar ou
controlar a taxa de liberacdo da droga juntamente com a terapia anticancer do HFM.
Apos a intercalacédo da droga modelo DS, dois ensaios de liberagcéo foram realizados: o
primeiro, consistiu em monitorar o perfil de liberagdo em funcéo do tempo sem a apli-
cacdo de um campo AMF. O segundo, foi realizado simultaneamente com o campo
AMF aplicado. O tempo de monitoramento foi de 50 min, e os resultados estdo apre-

sentados a seguir.
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Figura 29 (A). Mapa da distribuicdo da temperatura dentro de um tumor mamario para o agre-
gado de NP de PAA-Fes;04 e para o nanocarreador magnético de HDL-Fes;O4. (B) Fragéo de
dano (ou percentual de tecido necrosado) em funcdo do tempo e da (C) distancia de separagéo
particula-tecido tumoral mamaria. Os indices P1 e P6 (P1= centro de massa do agregado, P2 =
10 nm, P3 = 20 nm, P4 = 50, P5 = 75 nm, P6 = 100 nm) representam 0s pontos de monitora-
mento da fracdo de dano, bem como a reta (120 nm a partir do centro de massa). A temperatu-
ra das NP foi fixada em 45 °C. Fonte: o autor.

A figura 30 (A) mostra o perfil de aquecimento para os nanocarreadores magné-
ticos de HDL-Fe304 para uma concentracdo de particula de 7,3 mg-mL2. Apés 50 min
com o campo AMF ligado, a temperatura é elevada até ~50 °C. A figura 30 (B) compa-
ra o perfil de liberacdo da droga DS em pH 7.4 em meio de fosfato de s6dio em expe-
rimento sem e com o campo AMF ligado. Nos estagios iniciais, a percentagem e libera-
¢cao é bastante similar, em torno de 20% para ambas as amostras. No entanto, apos 10
min de AMF aplicado, a temperatura passa de 25°C para 33 °C, fazendo com que a
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cinética de liberacdo da droga seja favorecida. Conforme mostrado na literatura, de
maneira geral, aumentar a temperatura acelera a cinética de liberacdo da droga para
os HDL [139].

>
™

55 60

| —»— Sem AMF

1 —=— Temperatura (°C)
50/ —* AMF

40
30

20

Temperatura (°C)

10 4

Porcentagem DS Liberada (%)

25

T T T T T T T T T T 0 — T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 30. (A) Curva de hipertermia magnética obtidas para os nanocarreadores magnético de
HDL-Fes;04. O perfil de aguecimento corresponde aos ensaios de liberagdo da droga DS. (B)
Percentagem de DS liberado em funcdo do tempo na presenca e na auséncia de um AMF para

0s nanocarreadores magnético de HDL-Fe3;O4. Fonte: o autor.

Em resumo, o perfil de aquecimento relativamente controlado mostrado acima
pelo nanocarreador magnético de HDL-Fe;O4 se beneficia dos efeitos do aquecimento
abaixador, evitando a termotolerancia na terapia [140]. Simultaneamente, o aumento de
temperatura pode favorecer a liberacdo da droga, conforme também mostrado para o
DS. Diferentemente dos sistemas que utilizam polimeros termosensiveis para desen-
cadear a liberacdo da droga [141], a estratégia apresentada aqui envolve conceitos
muito mais simples. A combinacdo dos Nano-HDL juntamente com as NP de FeszOa4
pode proporcionar diretamente a entrega de droga direcionadas por campos magnéti-
cos até o local alvo, juntamente com a terapia anticancer do HFM. Embora nédo explo-

rado neste trabalho, varias combinagcdes de Nano-HDL podem ser utilizadas em com-
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binacdo com a HFM, para além de promover a entrega local da droga, possam ser utili-

zados como agentes de contrastes para RM, expandindo ainda mais a aplicacdo dos

HDL no campo da biomedicina teranédstica [57].
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6. Conclusodes

Nesta dissertacdo de mestrado, um nanocarreador magnético multifuncional de
HDL e Fes304 foi construido através de um processo espontaneo, envolvendo a auto-
montagem de NP com cargas opostas. Os nanocarreadores foram construidos empre-
gando a teoria DLVO, que equilibra forcas de atracédo eletrostética entre particulas de
cargas opostas com repulsdo eletroestérica fornecidas pelas cadeias poliméricas do
PAA. Além disso, a molécula do PAA também serviu como um espacador entre as NP
de FesO4 e 0s Nano-HDL, para controlar o campo de acéo das forcas de atracéo de

Van der Waals durante o processo de automontagem.

Os nanocarreadores magnéticos automontados mostraram ser bastante promis-
sores para atuarem como uma plataforma multifuncional para aplicacbes biomédicas.
Quando expostos a um campo AMF, os nanocarreadores liberaram uma quantidade de
calor suficiente (> 46 °C na faixa de concentragdo de particula de 5-14 mg mLt) para
levar a apoptose de células neoplasicas localizadas em uma glandula mamaria (para
um tempo de exposicdo de t~-60 min), conforme mostrado por simulacdes numéricas. A
presenca dos Nano-HDL na superficie das NP de FesO4 ndo bloqueia a transferéncia
de calor entre as interfaces, o que € fundamental para que os nanocarreadores alcan-
cem uma boa eficiéncia na HFM. Ao mesmo tempo, o calor gerado mostrou atuar como
um estimulo externo para acelerar a liberacdo da droga DS localizada nos espacos in-
terlamelares dos Nano-HDL de ZnAl. A potencialidade dos nanocarreadores magnéti-
cos demonstrados nesta dissertacdo de mestrado para aplicagdes simultaneas de HFM
e liberagéo controlada de droga expande ainda mais o campo de atuacdo destas estru-

turas multifuncionais.

Os resultados encontrados neste trabalho também podem ser utilizados como
apoio para outros estudos envolvendo estabilidade coloidal, sintese e caracterizacao
de nanomateriais, simulagcdes numéricas para diferentes problemas fisicos e aplicacoes

biomédicas.
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6.1.

Perspectivas futuras

Analises adicionais precisardo ser realizadas no futuro para quantificar e qualificar al-

gumas etapas ja desenvolvidas neste trabalho. Entre elas:

Monitorar a cinética de nucleacdo e crescimento dos Nano-HDL por
SAXS/WAXS em diferentes temperaturas. Estas contribuirdo para entender os
mecanismos de nucleacao sob condi¢des que busquem reduzir o tempo da sin-
tese.

Realizar analises de Magnetdmetro de Amostra Vibrante (VSM) para determinar
a magnetizacdo de saturagdo, Ms,, das NP de PAA-Fe3O4 e do nanocarreador
magnético automontado. Estes valores também poderdo ser utilizados para si-
mular um experimento tipico de HFM a partir do método de elementos finitos e
comparar com 0s valores experimentais obtidos.

Monitorar a cinética de liberacdo de droga com campos H e frequéncia f alterna-

das, buscando otimizar os ensaios.

Do ponto de vista fundamental dos processos de automontagem utilizando Na-

no-HDL como blocos de construcdo para aplicacfes biomédicas, explorar as composi-

cdes contendo Mn?* como agente de contraste para RM, ampliara ainda mais o campo

de aplicacéo destas estruturas.

As simulacdes numéricas de elementos finitos jA demostraram ser bastante po-

derosas para estudar uma série de aplicacdes bioldgica. Em especial, para a HFM,

construir um modelo multifisico, que possibilite acoplar o transporte e a distribuicdo dos

nanocarreadores magnéticos no tumor alvo, seguido da aplicacdo de um AMF com

monitoramento de temperatura e dano térmico acoplado, ajudara a melhorar o design

experimental e na evolu¢gdo da HFM como uma terapia anticancer
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Apéndice. Analise e Ajuste Teorico dos Perfis Experimentais SAXS

A.1l. Descricdes dos Modelos e Abordagens Adotadas para as Analises

Para as NP de HDL, o modelo de Guinier-Porod foi usado para ajustas dos perfis
experimentais SAXS como se segue [92]:

¢ [+
0 para Q <,
Ii(q) = D (A1)
— para Q = Q,
Qm
1 S (A2)
Q1 —E\/(W—S)(3—E)
LG ms(n-)E-5)\ 7 "
D= el ]<f) . (A3)

Onde G e D séao os fatores de escala. Este modelo é a forma generalizada da lei de

Guinier/poténcia, aplicados para objetos alongados, onde s = 0 corresponde ao espa-

Ihamento de objetos globulares 3D tipo esferas, s = 1 para hastes, s = 2 para lamelas
ou plaquetas. O modelo unificado de Guinier e Porod, proposto por Beaucage e
Schaefer [2,3], foi usado para ajustar os perfis experimentais SAXS para as NP de
FesO4 como se segue:

B; . :

aRz\\")
gi
N qzxfﬁ qzxé (i+1) <erf( 76 ))
Ii(q):ZGie 3 +e 3

i=1

(A4)

onde, N é o nimero de niveis estruturais, Rgl- € o raio de giro do nivel i, P; é o expoen-

te da lei de poténcia, G; é o pré-fator de Guinier e B; € um pré-fator constante especifi-

co para o tipo de espalhamento de lei de poténcia observado. Representacfes aleat6-
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rias dos agregados fractais de massa formado pelas NP primarias de FesO foi gerado

usando o algoritmo FracVAL, de acordo com a seguinte equagéo [142]:

A5)
onde, N,, € o nimero de particulas no agregado, k; € uma constante de proporcionali-

dade (ou pré-fator fractal), e Rgle Rgz séo o raio de giro da NP primaria e do agregado
fractal, respectivamente. O método de transformada de Fourier independente da forma
foi usado para calcular a funcdo de correlacéo de pares, p(r), para as NP de HDL e de

Fes04, assumindo que a intensidade medida é proporcional ao numero de particula [5]:

1(q) = NI;(q) (A6)
_ *© sin(qr)
Ii(q) = 4n jo p(r) ar dq A7)
B i ° sin(qr)
p(r) =5 . q°1;(q) ar dq. 48)
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A. Apéndice. Simulacdes Eletrodinamicas Dependentes do Tempo

para a Determinacdo do Potencial Zeta (potencial-Q)

Medir o potencial-{ de dispersdes de NP é uma pratica muito comum para de-
terminar a estabilidade coloidal de dispersdes de particula estabilizadas por carga. Em
geral, os valores de potencial-¢ entre £30 e £40 mV sao considerados indicativos de
estabilidade eletrostatica moderada, enquanto valores acima de 40 mV evidenciam a
estabilidade eletrostatica das NP. No entanto, o potencial-{ ndo € uma propriedade di-
retamente mensuravel, entdo € necessario fazer suposi¢cdes de modelo para converter
a e experimentalmente mensuravel, em valores de potencial-d. O requisito basico para
obter a magnitude correta dos valores de potencial-¢ é que o modelo eletrocinético apli-
cado esteja dentro de sua faixa de validade. Na pratica, isso implica que os fendmenos
desenvolvidos durante as medigbes de pe (por exemplo, sobreposi¢édo e polarizagao
das EDL, conducdo da superficie, etc) sejam contabilizados pelo modelo. No entanto,
nao existe uma solucao analitica onde todos os fenbmenos desenvolvidos durantes as
medi¢cbes de e, sejam contabilizados. Portanto, calculos numéricos precisam ser utili-
zados. Neste apéndice, o modelo numeérico construido neste trabalho para converter os
valores experimentais de pe em valores de potencial-{ € apresentado.

B. Definicdo do Problema

Considere uma NP esférica de raio @, com uma densidade de carga superficial
homogénea, Op, cercada por uma solugéo eletrolitica de valéncia z; e concentragdo de
bulk (ntmero) n;°(Figura B1). Por conveniéncia, um dominio de computacao cilindrico
é definido para descrever o problema. Se um campo elétrico externo E é aplicado na

direcao z negativa, a NP comeca a transladar na dire¢cao negativa de z. A solucao ele-

trodinAmica completa para o problema é dada resolvendo o potencial elétrico, as con-
centracdes de ions e o fluxo de fluido em funcdo do tempo. O presente problema é bi-
dimensional (devido ao alto custo computacional) e, portanto, optamos por trabalhar
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nas coordenadas cilindricas (r, z) com a origem no centro do NP. As equacfes que
governam o presente problema e as condi¢cdes de contorno associadas sao resumidas

a sequir.

Figura B1. Eletroforese de uma NP esférica rigida de raio a ao longo do eixo z de um
dominio de computacao cilindrico. O sistema de coordenadas é fixado no centro da NP. Fonte:

0 autor.

B.2 Equagdes Governantes

No dominio sélido dielétrico da particula, Qp, ndo ha carga livre ou fluxo e, por-

tanto, nés temos que resolver apenas a equacao de Laplace para o potencial elétrico:

V2 = 0.
B1)

Dentro do dominio do fluido, (O, nds temos que resolver o potencial elétrico, a

concentracdo de ions e o fluxo de fluido (ou seja, do eletrdlito). O potencial elétrico &

descrito pela equacao de Poission,

Vg +

F Z —0
E0Er =5 (B2)
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onde &, e &, sdo as permissividades do vacuo e da solugdo, respectivamente; F é a

constante de Faraday; zi e ¢i sdo a valéncia e concentragdo dos ions, respectivamente.

O transporte dos ions devido aos mecanismos de difusdo, migracdo e convecg¢ao sao

descritos pelas equagdes de Nernst-Planck e da continuidade,

on;
a_tl =-V-Ji(r,t) =V-[D;Vn; + un;V¢ — nu], B3)

V-u=0,
B4)
onde n; (r,t) e J;(r,t) séo as densidades numéricas das espécies i e o fluxo de ions
na posigdo r e tempo t, respectivamente; D; e u; sao os coeficientes de difusédo e mo-

bilidade idnica das espécies i, respectivamente; U é a velocidade do fluido. O fluxo de

fluido é descrito pela equacéo de continuidade e de Navier-Stokes,

(d—u+u-|7u>——l7 + Vzu—|7¢Zz-en-— Qtlpare
A =-Vp+n ) FieM = P B5)
L

onde p é a pressao, 1 a viscosidade e U,q,¢ € a velocidade da particula. O termo

U, qr¢ € adicionado na equagdo de Navier-Stokes, uma vez que o estado estacionario

da particula (repouso) é usado como referencial.
B.3. Condic¢cbes de Contorno

As condi¢des de contorno assumidas para resolver as equacfes DESCRITAS

acima, estao resumidas na tabela B1.
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Tabela Al- Condi¢cBes de contorno para o problema.

Equacado | Contorno Condicéao Descricao
Loy n[eoer(lﬁl))f — eosr(qu)p] =0 Densiqlade de
caga superficial;
Poisson
Fry ¢ = Eoxt 2 Campo elétrico
externo;
o n-J;,=0 Superficie  im-
Nernst-Palnck permeével;
Lrr M =To Concentracéo
igual ao bulk;
Tpr u=0 Superficie  im-
Navier-Stokes permeavel;
Lrr gn=0p=0 Sem estresse,
pressdo constante;

E importante notar que o problema é axi-simétrico, o que implica que a deriva-

da radial de todas as varias é zero no eixo z (d/dr = 0). Portanto, d¢p/dr = 0,

ony/or = 0e Ou,/0r = du,/0r = dp/or = 0.
B.3 Calculo das Forcgas Elétricas e Hidrodindmicas

Uma particula dispersa em um fluido, experimenta uma forca de superficie

devido a presséo e ao estresse viscoso. A forca total experimentada pela particula é

calculada integrando toda a superficie S,

F_D) = jgn-gdg.
s B6)

Apés a aplicacdo do campo elétrico E, a particula experimenta uma forca elé-

trica, dada por:
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Fy = §7-nds,
s B7)

onde T é o tensor de tensdo de Maxwell. A velocidade da particula finalmente pode ser

obtida assumindo a segunda lei de Newton,

- — — N 2
F=Fg+F,=md= §na2pp, A8)

onde d é a aceleracdo, m a massa e pp a densidade da particula.

A.4 Método de Elementos Finitos (FEM)

O método de elementos finitos (FEM) é um método numérico geral para resol-
ver equacoes diferenciais parciais através da discretizardo do espaco. O FEM subdivi-
de o sistema em partes menores, (chamadas de elementos finitos) através da constru-
¢cado de uma malha; o dominio numérico da solucdo. Como resultado, um conjunto de
equacOes algébricas sdo geradas, e o FEM aproxima-se da solugéo real minimizando o
erro associado por meio de célculos de variagdes.

O requisito basico para obter uma solucao confiavel através do FEM, € que a
malha empregada resolva o problema com precisdo. Malhas grossas em escala de
comprimento (grandes), podem causar desvios numéricos da solucdo e, portanto, o
calculo pode ndo convergir. Ao diminuir cada vez o tamanho dos elementos, a solucdo
se torna independentemente do tamanho da malha. Assim, ao atingir essa condicéo, a
precisdo do resultado dependera exclusivamente dos critérios de convergéncia assu-

midos.

O problema eletrocinético em questéo é bastante exigente em relacdo a malha
devido as escalas de comprimento envolvidas. Como consequéncia, 0S custos compu-
tacionais para a resolucao do problema sao bastante elevados. A figura B2 ilustra uma

malha tipica utilizada na resolucdo do problema em questédo. Longe da superficie da
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particula, onde as condi¢cdes de campo distante sdo aplicadas, elementos maiores po-
dem ser usados. Por outro lado, proximo da superficie da particula, os elementos de-
vem ser pequenos o suficiente para modelar a EDL e os fluxos de ions.

Os programas FreeFEM, COMSOL Multiphysics e MATLAB & Simulink podem
ser aplicados para resolver as equacdes que governam o problema eletrocinético nas
seguintes condi¢cfes: estacionarias, dependentes do tempo, unidimensional e bidimen-
sional. Para isso, uma célula unitéria de Wigner-Seitzo, com tamanho de dominio de 9
x a, foi construida para resolver o problema. Os tamanhos dos elementos que compu-
nham a malha variaram entre 0.5-9 nm longe da superficie da particula, e 0.001-0.5 nm
ao redor da particula, e o numero total de elementos variou entre 20000-600000. O sol-
ver PARDISO foi usado para realizar os calculos, e a tolerancia relativa selecionada foi
0,001.

Figura B2. Malha tipica de elementos finitos criada para a simulagdo da mobilidade eletroforé-

tica e célculo do potencial zeta das NP. Fonte: o autor.
B.5 Analise e Interpretacdo dos Dados a Partir do Modelo Construido

As solugdes unidimensionais (ou reduzidas) possibilitam determinar os valores do

potencial zeta através da reducdo grafica. Na pratica, basta apenas conhecer os valo-
res de [le determinados experimentalmente sob quaisquer condi¢des (isto €, pH, forca
ibnica etc.) e os valores do raio, &, hidrodindmico das NP analisadas, para calcular ka

(produto entre o raio hidrodindmico da particula e a espessura da DCE) A figura B3

ilustra o procedimento adotado.
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ka = 0.31
4 -
o xa = 3.1
>
E
e e ~ ka=31
X 2 :
= ‘ye expfzrimental
*
‘Q correspondente
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0 2 4 6 8

10% ¢ [mV]

Figura B3. Procedimento adotado para a conversdo da mobilidade eletroforética experimental,

He, €m valores de potencial-¢. Fonte: o autor.

As simula¢bes bidimensionais estacionarias e dependentes do tempo, também
possibilitam visualizar a estrutura da DCL (distribuicdo de carga e de ions), bem como
ilustrar os fendmenos que se desenvolvem durante a medida da [e. Isto &, obtém-se a
solucdo hidrodinamica completa para as equacfes e as escalas de tempo relaciona-
das. O procedimento € custoso computacionalmente e fortemente dependente das pro-
priedades da particula simulada. A Figura B4 (A-F) mostra resultados tipicos obtidos
para a distribuicdo de carga (ou potencial-) e dos ions (coion e contra-ion) em torno de
uma NP carregada positivamente com diferentes valores de ka. Para exemplificar o
modelo, as simula¢des dependentes do tempo para a eletroforese de uma NP com alto
valor de potencial- (65 mV) sdo mostrados na figura B5. Para NP com alto valor de
potencial zeta, a DCE ao seu redor perde a sua simétrica esférica e da origem a uma
distribuicdo ndo uniforme de carga. Este efeito € chamado de polarizacédo (ou relaxa-

¢éo) da DCE, e tende a reduzir os valores experimentais de e [143].
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Figura B4. Distribuicdo de carga e de ions em torno de NP com diferentes valores de ka. (A)

carga, (B) coion e (C) contra-ion. Fonte: o autor.
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Figura B5. Eletroforese dependente do tempo para uma NP com alto valor de potencial- (¢ =
65 mV). O alto valor da carga é responséavel pelo efeito de polarizagéo (ou relaxacdo) da DCE:
a ditribucdo de ions (contra-ion, CI'* e coion, K*) perde a sua simetria esfericamente simétrica
devido as diferentes velocidades com que cada espécie responde ao campo elétrico E aplica-

do. Fonte: o autor.
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C. Apéndice. Calculo de Energia de Interacdo e Previsfes para a

Estabilidade Coloidal das NP e de seus Agregados

C.1 Procedimentos Abordados para o Calculo

O potencial liquido de interac&o entre o par i e j de NP primarias de Fes3O4 foi calcu-
lado pela soma das forcas atrativas de van der Waals (Vvaw) € as forcas eletrostéticas

repulsivas (VebL), como se segue [143]:

Vr(hij) = Vvaw,; + VepLy; (C1)
Voaw.. = ——2L(1.01 @ + @ +In(1 — d—z)
Y 6 4dhl} + Zhl’jz Z(d + hij)2 (d + hij)2
(C2)
N 1.12md? N 2(d + hl-j)z1 ) d?
22.(d + hy;) 2z MGy
v _ md*ergo¥iexp (—xhyj) (kBT)2 (C3)
EPLij — (d+ hj) zie
ziey
. 8tanh(4‘k37§)
=
__kd+1 5 ZieYg
L+ \/1 05d + 1) @ G (C4)
XL e?zin (CS5)
ergokgT '

onde &, e &, representam, respectivamente, a permissividade elétrica do vacuo e da
solucéo, z; a valéncia do ion, d o raio da particula, k o parametro de Debye-HUckel,

Acfr € a constante de Hammek e A. é o comprimento de onda caracteristico de Lon-
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don. Para as NP de Fes3Oa4 revestida com PAA, a contribuicdo eletrosestérica foi deter-

minar como base na teoria XDLVO, como se segue [144]:

VT(hl]) = VvdWij + VSOij + VSE,:]' (CG)
2rd, N, ks T2, (1 R 1 R\l R\
pVA"'B al 1 7] Y
(—T (E - Xaz—bf) <531 [Kal 37 In (5_(1[)] - 7) v hip < 8a
Vso;; =% 2md,NyksT @2, /1 R\ Cc7
j _M(_ _Xal—bf) é‘gl __Y ) hij < 8y <264 ( )
6 2 2
0, hij < 64
_ mdpNaksToa80par (hij [hij (36az—hi,->2 el [35az—hi,]+3[1_ Q] ho<s (C8)
VSEij = MWy, Sar Sar 2684 2684 Sal)’ Y a
0, hij < 8a,

onde N4 é a constante de Avogadro, d,; é a espessura da camada adsorvida de PAA
(8.9 nm estimado por analise termogravimétrica), goczll € a fracdo de volume das cadeias
de PAA, p,; € a densidade de massa do PAA, MW, é o peso molecular do PAA, e

Xai-bs € 0 parametro de interacéo Flory—Huggins (Yq;—pf = 0.45).

Para os agregados de NP de Fe3Os, 0s efeitos do tamanho e forma dos agrega-
dos ndo podem ser ignorados no célculo de VvdWij e VEDLU. Para calcular a compo-
nente atrativa Vvdwij foi considerado um arranjo linear entre os agregados com uma

orientacdo média (figura C1 A). O primeiro refere-se a uma situacdo em que os cen-
tros de gravidade dos agregados e de suas particulas primarias mais proximas estédo

em uma linha reta com o seu par vizinho; este controla a distancia minima da superfi-

cie, h [145]. Em contraste, o Ultimo possibilita contabilizar a dependéncia da distancia
do centro dos agregados [145]. Finalmente, VvdWij pode ser obtido somando todos os

pares de NP primaria do agregado A com B, da seguinte forma [126]:
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Voawa-B = Z Z Voawi-j. (

C9)
Para calcular a componente repulsiva, VEDLL.]. entre os agregados de NP de

FesOa4, a estrutura da EDL precisa ser modelada. Esta pode ser obtido resolvendo nu-
mericamente a equacao de Poisson [146]. Além disso, devido as fortes sobreposi¢cdes
entre as EDL que ocorrem dentro do agregado, o potencial zeta (ou potencial eletrosta-
tico) varia ao longo da superficie do agregado, desviando do valor das NP priméarias
isoladas [146]. Neste caso, a regulacédo de carga precisa ser contabilizada. Para isso,
empregamos o método de elementos finitos, adaptando o esquema numerico proposto
em [125]. Em resumo, as principais equac¢des que governam o problema sao:

Vip +

F
Zzici =0 (C10)

Eo&y -

aN,

1 Ny N2 aN 1 Ny
VEDLU- = 551 Z f Z ¢c,k2 + z ¢oc,l - Z ¢¢L)Scl,)ll dAm +ESn Z f dAn:
m=1 ky =1 ;=1 n=1

onde S é o parametro de regulacdo de carga. Os trés principais parametros a ser de-

(C11)

terminados sdo: ¢, , representa a distribuicdo de carga na superficie das NP primaria

(o seu valor é fixo); ¢,., representa a distribuicdo de carga localizada fora do centro
das NP e em conchas concéntricas dentro da NP (desta forma, o seu valor depende

fortemente da estrutura do agregado e da sobreposicédo das DCE); qbf,scol representa a

distribuicdo de carga na superficie das NP primarias isoladas (isto é, o caso ideal, sem
a influéncia da estrutura do agregado). Os detalhes das varias etapas exigidas pelo

célculo estéo discutidos em [86,143]. A figura C1 B ilustra a abordagem para determi-

nar VEDLU. para um par de agregados de NP de Fe3Oa.
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Figura C1. Arranjo linear utilizado para calcular a energia de interacao (Vpqw,; € Vgpy,;,) entre

dois agregados de NP de Fesz0,, separados por uma distancia h. (A) Forcas atrativas de van
der Waals e (B) forcas eletrostaticas repulsivas. Fonte: o autor.

Para as NP de HDL, existem diferentes orientagdes preferenciais que podem di-

recionar as interacdes interparticulas, sendo elas: face-face, face-aresta e aresta-

aresta. A energia de interagdo total (VvdWU e VEDLij) pode ser calculada sob vérias

suposicdes de orientacdo preferencial a partir das equa¢bes DLVO, ou pelo método

numerico descritos acima. A figura C2 representa o céalculo de VEDLU. para os pares

de NP de HDL de diametro de 80 nm, espessura de 7.5 nm, carga superficial na face
de 45 mV e na aresta de -35 mV.
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Figura C2. Orientagao preferencial entre o par interagente de NP de HDL. As forcas eletrostati-

cas repulsivas (VEDLU) séo obtidas através da média dos valores determinados para cada orien-

tacdo. Fonte: o autor.
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D. Apéndice. Calculo da Transferéncia de Calor em Tecido Bioldgi-

co com Analise de Dano Térmico

D.1 Procedimentos Numéricos Adotados para o Calculo

A distribuicdo da temperatura no tecido mamario gerada durante os experimen-
tos de HFM pode ser simulada pelo modelo de transferéncia bicalor a partir da aproxi-
macado de Penne [147]. Este modelo leva em consideracdo a condugdo térmica e o ar-
mazenamento de calor em um tecido vivo, modelando assim como em um meio solido.

A equacdao abaixo descreve 0 processo:

dar
pcp a V- (kVT) = pb,st,sWs(Ts —T) + Quet + Qnps (D1)

onde T é a temperatura do tecido, Cp é a capacidade calorifica do tecido, p é a densi-
dade do tecido, k € a condutividade térmica do tecido, C,, € a capacidade calorifica do
sangue, pj s € a densidade do sangue, T € temperatura arterial local do sangue, wg €

a taxa de perfuséo sanguinea local, Q,,.+ € a taxa de geragao de calor metabdlico local

e Qup € a dissipagdo de calor pela NP . A tabela D1 resume os valores dos parame-

tros utilizados para simular a um tumor localizado na glandula mamaria [148].
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Tabela D1. Parametros utilizados para simular a glandula maméria. Fonte: adaptado de [24].

Parametro Descrigcédo Célula cancerosas Unidades
T, Temperatura do sangue arterial 37 °C
W Taxa de perfusdo sanguinea 0,0067 st
Qwor Calor metabdlico 0,0067 P-m3
Ds Densidade do sangue 1058 Kg-m?3
k Condutividade térmica 0,33 W-m?t.K?
Cp Capacidade de calor 2960 J-mol*-K*

A fracao de necrose tumoral (ou grau de lesao tecidual) pode ser estimada pelo
modelo cinético polinomial integrado de Arrhenius, estimando a energia absorvida co-

mo Se segue:

t —AE C(0)
a(t) =ay + f (1—-a)"Ae RT dt =In [— , (D2)
0 C(t)
onde a é o grau de lesdo tecidual, @, é o grau inicial de lesdo, AE é o fator de fre-
quéncia, A é a energia de ativacéo, C(0) é a concentracéo inicial de células saudaveis

e C(t) é a concentragdo de células saudaveis remanescentes ap6s o aquecimento

ap6s um tempo, t. A tabela D2 resume os valores dos parametros utilizados para cal-

cular fracao de necrose tumoral.

Tabela D2. Parametros utilizados calcular fragdo de necrose tumoral. Fonte: adaptado de [24].

Parametro Descricdo Célula cancerosas Unidades
A Fator de frequéncia 1.8 x 10%¢ st
R Const. universal dos gases 8.23 J-mol*t-K*
E Energia de ativacao 2.38 x 10° J-mol?

A figura D1 resume o0 esquema numérico adotado para simular a transferéncia
de calor e o dano térmico durante a terapia anticancer do HFM para um tumor localiza-

do na glandula mamaria. Um dominio esférico, de diametro interno de 40 mm, circun-
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dado por outro dominio esférico de 100 mm, foi construido para representar a regiao do
tumor e do tecido saudavel, respectivamente. O Qyp gerado durante a HFM é utilizado

como entrada para o modelo, e 0 seu valor pode ser determinado da seguinte forma:

P = QNp = o foH§ x "'

(A22)
"o [ 2nft ]
~ |1+ @2rfozl*o (A23)
_ MoMgHVy
Xo = kyT (A24)
— _'NTB (A25)
v + 15

ondey, é a suscetibilidade de equilibrio, M; € o dominio magnético e as outras proprie-
dades foram definidas na sessao (3.2.2.). As condi¢des de contorno para o modelo in-
cluem assumir um valor inicial para a temperatura corporal, Tp= 37 °C e o isolamento
térmico, n- (—kVT) = 0. Por fim, a transferéncia de calor no tecido mamario pelas NP

pode ser determinada em funcdo do tempo de exposicdo, com andlise simultaneo de

dano térmico (neste caso, calculando a taxa de dano e o teor de tecido necrosado)
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Figura D1. Esquema numeérico utilizado para simular a transferéncia de calor e o dano térmico

em um tecido mamario durante a terapia anticancer do HFM. Fonte: o autor.
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E. Apéndice. Figuras e Tabelas Suplementares

Neste apéndice, estdo anexadas as figuras e tabelas citadas ao longo do

texto deste trabalho. O ordenamento segue a ordem citada no texto.

E.1 Figuras
A B
- o Nano-HDL
— OOO OO
< o e
A 3' oo Ooo
v E_ o oo
g o °
| © S Oo
o] [o]
o ‘\a/ Dmax OO
ey 2,00 1/GM noo OO
0 10 20 30 40 50 60 70
C D r (nm)
[ Nano-HDL
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P 3| D,=2325+325
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© S| PDI=0.23
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Diametro Hidrodinamico (nm)

Figura E1 (A-D). (A) Padrdo SAED dos Nano-HDL de ZnAl sintetizados. (B) Perfil da funcdo de
distribuicdo da distancia dos pares no espaco real, p(r) obtido a partir das medidas de SAXS
para os Nano-HDL de ZnAl. (C) Fung@es p(r) ilustrativas para diferentes formatos de particu-

las. (C) Tamanho hidrodindmico, Dy, para os Nano-HDL de ZnAL coletados do meio reacional
apos a sintese.
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Figura E2. (A) Padr6es de DRX em p6 medidos em fungcéo do tempo de reacdo. As amostras

foram coletadas nos tempos correspondentes. (B) Estimativa da evolugdo dos tamanhos de
cristalito dos Nano-HDL com o tempo de reagéo.

Figura E3. Imagem do meio reacional obtida apds 72 h para diferentes formula¢des. Os valo-
res destacados entre 0,5-3 representam a razdo entre acac/Al**. As duas flechas no lado direito
da imagem indicam a formacao de um sol coloidal instavel.
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Figura E4- (A) Evolugdo do meio reacional em funcdo do tempo de reacdo apos a adicdo de
PO. As razbes PO/AlI= 5-30 correspondem, respectivamente a 12,5-18,7-25-31,25-35,7 mmol
de PO. (B) Aumento do pH do meio reacional em funcéo da quantidade de PO adicionada. (C)
DRX dos p6s dos Nano-HDL secos apés 72 h de sinteses.
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Figura E5. (A) Imagem do meio reacional em fun¢éo da razao Zn/Al ap6s 3 h. (B) DRX dos pés

dos Nano-HDL para diferentes razées Zn/Al.

[149].

O Formation of LDH
M Formation of Crystalline LDH

| | Ni-Al-CO,
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I:-:l.Co-Fe-CL
[ I 7n-ALCl
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I | Zn-Cr-C1
4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura E6. pH de formacéo para diferentes composicdo de HDL. Fonte: adaptado de
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Figura E7. Mapa do potencial eletrico e (B) valores do potencial reduzidos para um
Nano-HDL em funcéo da constante dielétrica do meio na presenca (DCE) e na ausencia (®) de
ions. Na precencia de ions, a dupla camada elétrica (DCE) é modelado, e o potencial depende
da concentracdo das especies. Neste caso, as especies e as suas respectivas concentracdes

assumidas foram de 1 x 10° mol-L"* para H* e 1 x 10 ® mol-L? para OH (pH 9 do processo sol-

gel).
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Tabela E1. Estudo da variacdo da quantidade de PO adicionada. Fonte: o autor

PO/AI Al3* PO Gel Sol Pureza
(mmol) (mmol) | t=3h t=72h (fase unica)
5 1.25 6.25 X X X
10 1.25 12.50 o) Precipitado X
15 1.25 18.70 o) o) O
20 1.25 25.00 O
25 1.25 31.25 o) o) O
30 1.25 37.5 o o o

Tabela E2. Estudo da razdo entre o par de cations metalicos M?*/M3*. Fonte: o autor

Zn?*/Al* Zn?* Al3* Gel Sol Pureza
(mmol) (mmol) [ t=3h t=72h (fase unica)

0.5 2.500 1.250 0 X O
1.0 1.875 1.875 o 0 o
1.5 1.500 2.250 o o o
2.0 1.250 2.500 o

25 1.070 2.680 o X 0
3.0 0.925 2.825 o o




Table E3. Comparacado entre pontos isoelétricos relatados para NP de FesO4 sintética e natu-

ral. Todos os experimentos foram realizados a 25 °C. Fonte: o autor.

Descrigéo pHiHp Meio Referéncia
Coprecipitacdo 6,65 Agua [150]
Coprecipitagao 5,30 10 mmol L* NaCl [150]

Sol-gel 6,10 Agua [122]
Coprecipitagao 8,00 1 mmol L* NaClO, [103]
Sol-gel 7,00 1 mmol L** KNO3 [121]
Amostra Comercial 6,60 Agua [117]
Coprecipitacao 5,50 10 mmol Lt KNO3 [118]
Coprecipitacao 5,60 1 mmol Lt KNO3 [119]
Amostra natural 4,70 Agua [120]
Coprecipitacao 7,20 1 mmol L' NaNO;  Este trabalho
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Tabela 4. Parametros utilizados para simular as estruturas fractais formadas pela agregacgéo
das NP primarias de Fes04 Os valores de Np, di, Ry € Dmax foram obtidos por SAXS; Dy foi obti-
do por DLS. Os valores de Ry, Dn, € Dmax €Stdo em nm. Fonte: o autor.

pH Np dr Rg Dn Dmax
3 143 2,80 23,1 47,83 49,5
4 165 2,65 30,7 63,36 73,2
5 187 2,35 38,5 81,03 98,6
6 225 1,96 74,5 1549 186,2
7.2 340 1,74 92,2 193,1 247,3
8 190 2,21 48,8 103,5 133,7
9 173 2,53 35,2 78,79 86,5
10 149 2,76 24,7 48,8 51,1
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% Script adaptado para calcular as energias de intera-
¢oes entre as NP de PAA-Fe3os. Os mesmos podem ser uti-
lizados para calcular Vr, Vebn, Vvdaw, Vso € Vse. (Basta ser

copiado e colado sem as linhas em um ambiente MatLab) ;

[

% Constantes

EO0=8.854E-12; % F/m
kB=1.381E-23; % J/K
e=1.602E-19; s C
Na=6.022E23; % /mol

% Parametros do Sistema

T=298.15; % K

Er=78.4; % Dimensional
a=50; % Raio da Nanoparticula (nm)
A=4E-19; s J

I=5; $ mM (mol/m3)
Zp=-35.1; % mv

[

% Parametros do revestimento

MW=3520.22; % Massa molecular do ligante (g/mol)

d=1.087; % Densidade do ligante (g/cm3) na forma pura

1=4.6; % Comprimento da molécula (nm)

Pd=4.58E14; % Densidade de empacotamento das mol. (molécula/cm2)
Theta=39; % Angulo de inclinacdo (graus)
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Q

% Parametros do solvente

MWs=18.01528;

o

Peso molecular do solvente (g/mol)

ds=1000000;

o

Densidade de moléculas do solvente (g/m3)

o\

X=0.45; Parédmetro de Flory Huggins (adimensional) Cuidado!

% Calculando os parémetros

s=[0.001:0.01:50];
% Distdncias de separacgdo em nm

=(((2*Na*e*e*I)/ (EO*Er*kB*T))"0.5)* (1E-9) ;
Comprimento de Debye inverso em nm-1

oo XN

t=1*cos (Theta* (pi/180));
% Espessura do ligante (nm)

Psi0=(ZP2*ZP*0.001)* (1+(1/ (K*a))) *exp (1) ;

[

% Potencial da superficie in V

Y=(8*tanh ((e*Psi0)/ (4*kB*T)))/ (1+((1-
(((2*K*a)+1)/ (((K*a)+1)~2) * ((tanh((e*Psi0)/ (4*kB*T)))"2)))"0.5));
% Fator necesséario para calcular Vele

C=(1000*10000*Pd*MW) /Na;
% Surface concentration of SAM (mg/m2)

VE=(3*C*a*a)/ (d* (((t+a)"3)-(a"3)));
% de concentracdo da molécula ligada a superficie (mg/m2)

MVs=MWs/ds;
Volume molar de solvente (m3/mol)

% Célculo dos potenciais

o)

% Van der Waals

Vvdw=-
(A/ (6*kB*T) ) * (((2*a*a) ./ (((4*a)+s).*s))+((2%a*a)./(((2*%a)+s)."2))+1log((((4*a)
+s).*s) ./ (((2*a)+s) ."2))); % Van der Waals potential (/kT)

Q

% Elétrsotatico
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if (K*a)<5
Vele=((4*pi*EQ0*Er*a*a* (1E-18) *Y*Y*kB*T) / (e*e)) .* ((exp (-
K.*s))./((s+(2%a))*(1E-9))); % Electrostatic potential at
Ka<5 (/kT)
else
Vele=((2*pi*EQ0*Er) / (kB*T))* (Psi0"2)* (a* (1E-9)) *log (l+exp (-
K.*s)); % Electrostatic potential at

Ka>5 (/kT)

end

o)

% Osmético
for i=1l:1length(s);
if s(i)<t;
Vosm (i) =(((4*pi*Na*a* (1E-9) *VF*VE*t*t* (1E-18))/(MVs))*(0.5-
X)) .*((s(1)./(2*t))-(1/4)-1log(s(i)./t)); % Osmotic potential at s<t
(/kT)
elseif s(i)<(2*t);
Vosm (i)=(((4*pi*Na*a* (1E-9) *VEF*VF) / (MVs))* (0.5-X)) .* ((t-
(s(i)./2))"2) .* (1E-18) ; % Osmotic potential at
t=<s<2t (/kT)

else

Vosm (1)=0;
% Osmotic potential at s>=2t (/kT)

end
end
% Eléastico

for i=l:length(s);

if s(i)<t;
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Vela(i)=((2*pi*Na*a* (1E-9) *VE*t*t* (1E-
18) *d* (1E6) ) / (MW) ) . * (((s (1) ./t) .*log((s(1)./t) . *(((3-(s(1)./t))./2).72)))~-
(6.*1og ((3=(s(1)./t))./2))+(3.*(1-(s(1)./t)))); % Potencial eléstico
at s<t (/kT)

else

Vela (1i)=0;
% Potencial eléastico paras>=t (/kT)

end

end

% Potencial de energia de interacdo total (/kT)
Vt=Vvdw+Vele+Vosm+Vela;

% Plotando os resultados

p=plot (s,Vvdw, 'b--',s,Vele,'k--',s,Vosm, 'g--',s,Vela, 'm--
'ys,Vt,'r',s,0,'k");

set(p(5), 'linewidth',1.5);

x1im ([0 507)

ylim([-500 5001])

xlabel ('Distéancia de separacao (nm)"')

ylabel ('Potencial/kT (unitless)")

legend ('Van der Walls', 'Eletrostéatico', 'Osmético', 'Elastico', 'Total');
% Salvando os resultados

A=[s; Vvdw; Vele; Vosm; Vela; Vt];

fileID = fopen (Amostra.txt','w');

fprintf (fileID, '$7s %12s %13s %1lls %14s
$10s\n', 's (nm) ', 'Vvdw (/kT) ', 'Vele (/kT) ', '"Vosm (/kT) ', 'Vela (/kT) "', 'Vt (/kT) ') ;

fprintf (filelID, '$S6f %$12f %$12f $12f %$12f %12f\n',A);

fclose (filelID) ;

143



end
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