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RESUMO

Esse trabalho visa o desenvolvimento de nanoparticulas com estrutura tipo granada obtidas a
140°C por 15, 30 e 60 min através da sintese hidrotérmica assistida por micro-ondas, e
aplicacdo como método terapéutico complementar de hipertermia magnética. Dados de
Difracdo de raios X indicam que independente do tempo de sintese, as nanoparticulas sdo
monofésicas e possuem picos bem estreitos, indicando ordem a longo alcance. Medidas de
capacitancia em funcdo temperatura foram feitas para determinar a temperatura de transicao
de fase (Curie Weiss) as quais ocorrem préximo de 53, 47 e 37 °C para os tempos de 15, 30 e
60 min, respectivamente. Foram estudadas propriedades bioldgicas in vitro de trés polimeros
epoxidicos modificados com diluente reativo. As interacGes bioldgicas entre os polimeros
epoxidicos e o sangue foram estudadas por ensaios biolégicos in vitro. Estudos de adsorcao
de proteinas, adesdo de plaquetas, atividade do lactato desidrogenase (LDH) e propriedades
de tromboresisténcia estdo apresentados. Os ensaios de adsorcdo de proteinas na superficie
dos polimeros mostraram que os polimeros epoxidicos adsorvem mais albumina do que
fibrinogénio. Os resultados relacionados a adesdo de plaquetas, atividade do lactato
hidrogenasse e propriedades de tromboresisténcia indicaram que os materiais a base de
DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM exibem comportamento hemocompativel. Desta maneira,
assume-se que estes polimeros epoxidicos sdo materiais compativeis com o sangue. Ensaios
de citometria de fluxo demonstraram que, apds 24h, para todas as concentracdes de YIG
testadas, a viabilidade celular permaneceu superior a 95%. Dados de citotoxicidade indicam
que o complexo®MTc- YIG apresentou excelente estabilidade em solugéo fisioldgica (NaCl
0,9%) e em plasma; as NPs de®®"Tc- YIG foram rapidamente absorvidos por varios 6rgaos,
inclusive pelo tecido tumoral, apresentando assim um tempo de meia-vida bifésico

caracterizado pela rapida reducdo dos niveis plasmaticos na primeira fase.

PALAVRAS-CHAVE: Magneto-hipertermia. Resina epoxidica. Nanoparticulas magnéticas.

Reator hidrotermal.



ABSTRACT

This work aims at the development of nanoparticles with garnet structure obtained at 140°C
for 15 min,30 min and 60 min through hydrothermal synthesis assisted by microwave, and
application as a therapeutic method of Magnetic Hyperthermia.The obtained nanoparticles
indicated that all soaking times leading to well organized system as evidenced by XRD data.
The Curie-Weiss capacitance measurements were made to determine the phase transition
temperature of the nanoparticles and the phase transitions obtained were about 53, 47 and
37°C for the 15, 30 and 60 min, respectively. The in vitro biological properties of three epoxy
polymers modified with reactive diluent were evaluated. Biological interaction between epoxy
polymers and blood were studied by in vitro biological assays. Studies of protein adsorption
platelet adhesion, lactate dehydrogenase (LDH) activity, and thromboresistance properties are
presented. Protein adsorption assay on the surface of the polymers showed that epoxy
polymers adsorb more albumin than fibrinogen. Results related platelet adhesion, lactate
hydrogenase activity and thromboresistance properties indicated that DGEBA/IPD and
DGEBA/3DCM based materials exhibit thermo compatible behavior. In this way, we assume
that these epoxy polymers are compatible with blood. Flow cytometry demonstrated that, after
24h, for all tested YIG concentrations, cell viability remained above 95%. Cytotoxicity data
indicate that the *°™Tc-YIG complex showed excellent stability in physiological solution
(0.9% NaCl) and in plasma; **"Tc-YIG NPs were rapidly absorbed by various organs,
including tumor tissue, thus presenting a biphasic half-life characterized by a rapid reduction

in plasma levels in the first phase.

KEYWORDS: Magneto-hyperthermia. Epoxy. Cancer. Magnetic  nanoparticles.

Hydrothermal microwave synthesis.
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1 INTRODUCAO

Apesar de todo o avan¢o alcangado na medicina clinica preventiva, o cancer ¢ uma
ameaca oculta de surgimento inesperado e pronunciada. A evolucdo da medicina ao longo do
ultimo século promoveu uma importante alteracdo neste progndéstico desfavoravel, permitindo
que um grande percentual dos portadores de cancer tenha atualmente a oportunidade da cura
como uma realidade significantemente vidvel. Neste trabalhno a metodologia de sintese
escolhida foi o tratamento hidrotérmico assistido por micro-ondas pelo fato de ser um método
vantajoso, eficiente e facil de implementar, e por ser um trabalho inédito, e terapéutico
complementar, para o cancer. No presente século é consequéncia de varios fatores,
destacando-se o desenvolvimento de politicas de saude que visam a prevencdo, avanco
alcancado nos métodos de diagndstico e métodos cirurgicos e o desenvolvimento de novos
agentes quimioterapicos. O ser humano é composto por uma estrutura formada por cerca de
100 trilhdes de células. Todas estas células, com excecdo das hemécias, conttm o mesmo
DNA, apresentando-se, no entanto com formato, estrutura e funcbes diferentes em
consequéncia de sua variada expressdo génica (ou genética). Essa variedade celular inclui ao
mesmo tempo um comportamento bastante diverso quanto ao ritmo de proliferacdo de cada
tecido em decorréncia principalmente de seu nivel de diferenciacéo e funcéo tecidual. Assim
sendo, observa-se uma extremidade desta biodiversidade, células extremamente diferenciadas
como os neurdnios e as células musculares, os quais ndo realizam qualquer divisdo ao longo
de toda a vida do individuo, sendo impossivel sua reposi¢cdo no caso de perda do tecido
bioldgico. Por outro lado, as células epiteliais apresentam uma atividade proliferativa intensa
devido a necessidade de reposicao do grande nimero de células perdidas através do processo
fisiolégico de apoptose. Outras células apresentam ainda uma atividade proliferativa
intermediaria como as células hepaticas, que se dividem uma vez a cada ano. Ao ritmo de
atividade proliferativa damos o nome de ciclo celular e a replicacdo de molécula da vida, o
DNA, representa um momento critico na evolugéo celular do tecido biolégico.

Diversos sdo os esforcos para desenvolver um tratamento para o cancer mais eficaz,
medicamentos com menores efeitos colaterais, menor custo e a0 mesmo tempo uma melhora
na qualidade de vida do paciente. Normalmente, as células crescem e dividem-se para
produzir mais células do que o organismo necessita. Este € um processo muito bem
organizado, regulado e essencial para manter o organismo sadio. Em determinadas

circunstancias, as células podem dividir-se sem que isto seja necessario e entdo formar uma
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massa de tecidos sem funcdo bioldgica denominada tumor. Os tumores podem ser benignos
ou malignos (GUO; THOMPSON, 2006).

Um interessante método terapéutico complementar é de hipertermia magnética o qual se
baseia na utilizacdo de nanoparticulas magnéticas (NPMS). A Magneto Hipertermia (MH) é
um procedimento em duas etapas: As NPMS sé&o injetadas no tumor do paciente, sendo
introduzido um campo magnético alternado com uma frequéncia de amplitude escolhida. As
nanoparticulas magnéticas sdo aplicadas por drug-delivery ap6s administracdo intravenosa
sendo que devido a excitacdo das NPMS, a temperatura das células cancerigenas aumenta.
Esse aumento de temperatura que ocorre entre (42- 45°C) mata as células do tumor necrosado
(T>50°C) (ADAIR et. al., 2009). A utilizacdo adequada da hipertermia é capaz de aquecer o
cancer e, 0 mos possivel, os tecidos saudaveis circundantes (FISHER, 1985). A literatura
indica que a seletividade necessaria pode ser alcancada através de um material magnético na
forma de particulas, com granulometria controlada que deve ser menor que um micron no
didmetro. As particulas magnéticas podem ser guiadas, ou localizadas em um alvo especifico,
através de um campo magnético externo segundo (FISHER, 1985).

Desde a sua descoberta, em 1956 (BERTAUT; FORRAT, 1956), a YIG (Ferrita de
Ytria), possui interessantes propriedades como baixa perda dielétrica, estreita ressonancia na
regido de micro-ondas, magnetizacdo de saturacdo elevada, e resultado da interacdo da
supertroca. Esse composto € subdividido em unidades de Fe, onde os ions itrio ocupam 24c
dodecaedros, sitios de dois ions de ferro. Uma vez que estas particulas atingem a temperatura
de Curie, nenhum calor é gerado, impedindo o superaquecimento e danificando os tecidos. A
substituicdo de ions metalicos na estrutura de ferrita pode afetar as propriedades magnéticas
elétricas e dielétrica das ferritas (AZADI MOTLAGH; MOZAFFARI; AMIGHIAN,
2009)(AKHTAR et. al., 2014). Esta fase em solucdo fornece o transporte em massa,
aumentando a cinética de transformacdo de fase, resultando assim em particulas com alta
cristalinidade. Embora nanoparticulas de YIG com elevada magnetizacdo seja significativo
para hipertermia, sua temperatura de Curie controlavel (ou ponto de Curie) € uma propriedade
igualmente importante. Acima de temperatura de Curie, 0 material ferromagnético se torna
paramagnético. Quando exposto a um campo magnético externo YIG gera calor devido a
transicdo de Néel. Nesse trabalho, a sintese hidrotermal de micro-ondas, que permite rapido
aquecimento até temperatura de cristalizacao e saturacao pela dissolucdo de geéis precipitados,
menor tempo de cristalizagdo comparado ao aquecimento de autoclave convencional, além de
ser um processo eficiente e econémico, foi empregada devido a possibilidade de obtencéo de

pos de alta pureza com distribuicdo de particulas em baixas temperaturas. A substituicdo de
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ions metalicos na estrutura de ferrita pode afetar as propriedades magnéticas e elétricas como
(F.GRASSET et. al.2001) demonstrou. Para estequiometria (YFesAlxO12) a temperatura de
Curie pode ser controlada ajustando a relacdo Fe/Al, permitindo que tais particulas sejam

Uteis para aplicagdes em hipertermia.

1.1 OBJETIVOS

Os principais objetivos desse trabalho séo sintese e caracterizacdo de particulas
nanoestruturadas, otimizagdo da formulacdo de resina do tipo DGEBA e endurecedor,

utilizando a técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar cerdmicas de composicdo YsFesxAlxO12 com x=1,6<x<1,7, pelo método
hidrotermal assistido por microondas;

Encapsulamento de particulas utilizando técnicas de polimerizacdo em fase heterogénea
utilizando monémeros epoxidicos;

Preparo de nanoparticulas bioativas e biocompativeis com o fluido fisioldgico,
empregando de técnicas de polimerizacdo com radiomarcacdo de NPs com Tc-99m e estudar,
in vivo, a estabilidade radiomarcacdo dos complexos®"Tc-YIG em presenca de plasma de

camundongo e solucéo salina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os tumores malignos sdo considerados cancer. As células de um tumor maligno séo
anormais e dividem-se sem controle ou organizacdo. Estas células podem invadir e destruir os
tecidos em torno delas. Além disso, difundir-se por vasos sanguineos ou linfaticos, através
dos quais podem disseminar-se para outras partes do organismo. Esta disseminacdo de células
cancerosas é chamada de metastase.(WEISENBERG; MOORADIAN, 2002).

Qualquer 6rgédo do corpo pode ser sede de um tumor maligno. Sabe-se que os tumores
malignos mais frequentes sdo os de pele, figado, préstata, estbmago, mama e Gtero. Em
particular, o cancer de figado é sexto cancer mais comum no mundo. No Brasil, o cancer de
figado tem uma importancia relativamente menor, uma vez que nao figura entre os dez mais

incidentes, conforme Figura 1.

Figura 1: Indice do niimero de novos casos de cancer e mortes.
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Fonte: INCA (2014).

O céancer de figado afeta mais homens do que mulheres. Em 2003 foram,
aproximadamente, 17.300 novos casos (11.700 homens e 5.600 mulheres) (WEISENBERG,;
MOORADIAN, 2002) cada ano, estima-se que 14.400 pessoas morrerdo pela doenca. A
incidéncia e mortalidade do cancer hepéatico tém aumentado consideravelmente no mundo,

principalmente em alguns paises da Asia e Africa. Cerca de 4 % das mortes por cancer no
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Brasil, anualmente, sdo causados pelo cancer de figado (INCA 14), conforme Figura 2. Para
que uma celula evolua de seu estado normal, até assumir as caracteristicas de uma célula
neoplasica, é necessaria a ocorréncia de uma série de mutacBGes envolvendo a ativacdo de
oncogénes e inativacdo de supressores de tumor, tornando-se insensivel aos estimulos
apoptdéticos. Entretanto, aparentemente isto ndo é suficiente para que esta célula dé origem a
um tumor com volume detectdvel e capaz de ameacar a vida do individuo. Para que um
determinado grupo de células consiga manter um crescimento sustentado € necessario que
exista uma fonte de suprimento sanguineo especifico e constante (GUO; THOMPSON, 2006).

No século passado, descobriu-se que 0s tumores apresentam uma vascularizacdo
bastante proeminente em relacdo aos tecidos normais (SHUBIK,1982). A vascularizagdo
exacerbada demonstrou ser uma condicdo essencial para que ocorra o desenvolvimento
neoplasico. Este fato se deve ao desenvolvimento de micro vasos a partir de células

endoteliais pertencentes a capilares situados proximos as células neoplésicas.

Figura 2: Namero de casos por 6rgao do corpo.
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Fonte: INCA (2014).

A presenca de um crescimento vascular aumentado em um tecido tumoral demonstra a
existéncia de um forte estimulo para as células endoteliais, capaz de alterar seu estado
proliferativo normal, bem como a natureza local deste estimulo, uma vez que tal proliferacdo
ird ocorrer apenas no segmento adjacente ao surgimento de um diminuto clone de células
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neoplasicas, conforme Figura3. A este crescimento vascular localizado denomina-se
angiogénese. (SHUBIK, 1982). Estudos provenientes de diversos modelos sugerem que a
ativacdo angiogénica ocorre em etapas diferentes durante a progressdo tumoral e em
diferentes tipos de neoplasia (GUO; THOMPSON, 2006). Contudo, uma vez que o tumor
ultrapasse essa fase, novos vasos sdo formados continuamente. A hipoxia, em areas necroticas
do tumor, é o estimulo permanente para o crescimento e garante que as células tumorais
recebam 0s nutrientes necessarios para manter o crescimento e também possibilita a via de
transporte das células tumorais para sitios distantes, onde podem formar metastases
(WEISENBERG 1992; MOORADIAN).

Figura 3: Organizacao fisiologica de vasos sanguineos normais (A) e vasos sanguineos

tumorais (B), respectivamente.

(B)

Fonte: INCA (2017).

Atualmente sdo cinco as modalidades convencionais empregadas no tratamento do
cancer: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, hipertermia e imunoterapia. Destas cinco
modalidades, nenhuma delas por si sé consegue a erradicacao total do tecido tumoral maligno
(BERTAUT; FORRAT, 1956). A hipertermia pertence a lista dos tratamentos convencionais
aceitos pela “American Cancer Society” e continua sendo uma das mais poderosas
modalidades terapéuticas para melhorar a evolugédo dos pacientes com cancer. (INCA, 2019).
Também ¢é um dos melhores coadjuvantes que aumenta a eficacia da radioterapia e da
quimioterapia (GUO; THOMPSON, 2006).

Experimentos clinicos de Fase Ill comprovam que quando a hipertermia foi associada
com a radioterapia, ela melhorou o controle local do melanoma de 28% para 46% em 2 anos
de estudos, o aumento da remissdo total do cancer recorrente de mama de 38% para 60%
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(INCA, 2019), aumentou o indice de remissdo total do cancer avangado cervical de 57% para
82% e no glioblastoma (CAMERON W. BRENNAN, et. al. 2013) multiforme aumentou a

sobrevida de 2 anos de 15% para 31%, conforme ilustra a Figura 4.

Figura 4: Efeito Sinérgico Radioterapia sozinha e Hipertermia mais Radioterapia.
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Fonte: Brennan, et al. (2013).

Um novo tratamento pode aumentar a sobrevida dos pacientes com glioblastoma
multiforme (GBM). (CAMERON W.BRENAAN, et al 2013). Um pequeno estudo de fase I,
utilizou pacientes que apds serem submetidos a ressec¢do cirlrgica e tratamento
quimioterapico, receberam uma vacina experimental e apresentaram sobrevida acima de 5
anos. Sabe-se que sobrevida média dos pacientes com GBM é de aproximadamente 15 anos.
A hipertermia € um procedimento terapéutico empregado para proporcionar aumento de
temperatura em uma regido do corpo que esteja afetada por uma neoplasia, com o objetivo de
causar a lise das células cancerosas (SHUBIK, 1982). Seu principio de funcionamento se
baseia no fato de que a temperatura de 41°C a 42°C tem o efeito de destruir diretamente as
células tumorais, uma vez que estas sdo0 menos resistentes a aumentos bruscos de temperatura
do que as células normais circunvizinhas, conforme ilustra a Figura 5. O aumento de
temperatura requerido pela hipertermia pode ser atingido, entre outros métodos, pelo uso de
nanoparticulas magnéticas. (CHENG; YANG, 2007).
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Figura 5: Efeito Sinérgico-Quimioterapia e Hipertermia.
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Fonte: Brennan, et al. (2013).

2.1 CANCER

Céncer é uma doenca que resulta no desarranjo, entre a divisdo celular e a destruigdo
das células. Os céanceres das criancas sdo mais comumente associados a uma proliferacdo
desordenada de células (WEISENBERG; MOORADIAN, 2002). Como ele se manifesta, 0s
sintomas do cancer sdo inespecificos, pois sdo 0s mesmos que aparecem também em outras
doengas como a palidez, febre, fraqueza, dores nos membros e outros. Como o0 cancer se
espalha, as células cancerosas apresentam como um rapido crescimento e desordenado, sendo
capazes de invadir as estruturas proximas e chegar as veias e artérias (WEISENBERG,;
MOORADIAN, 2002). Através destas as células cancerigenas sao capazes de chegar e
crescer em outras regides do corpo, distante do local da doenga, constituidas as chamadas
metastases. Hoje o cancer ¢ um dos problemas de saude publica mais complicado que o
sistema de saude brasileiro enfrenta, dada a sua magnitude nociva, epidemioldgica e
econdmica. Destaca-se que pelo menos um terco dos novos casos poderiam ser prevenidos. A
palavra cancer vem do grego “Karkinos” quer dizer caranguejo. O cancer foi detectado em
muamias egipcias, comprovando que ja comprometia 0 homem ha mais de 3 mil anos antes de
Cristo. A maioria das células cresce, multiplica e morre, ordenadamente, exceto algumas que
nunca se dividem como 0s neurdnios: ja as células do tecido epitelial dividem-se de forma
répida e continua. E um processo organizado e essencial para manter o organismo saudavel. E
h& caso como a neoplasia, que as células, por razdes variadas se dividem rapidamente, e

muitas vezes de forma incontrolavel. O resultado anormal e desordenado de crescimento
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celular € a producdo em excesso de determinados tecidos que podem ocasionar processos
inflamatorios infecciosos, ou mesmo crescimento celulares benignos (massa localizada de
células), formando o tumor. Ha tumores benignos, classificados pelo seu comportamento
biolégico e histogénese, que tendem a apresentar crescimento lento e expansivo,
determinando a compreensdo dos tecidos vizinhos. H& também os tumores malignos que
possuem crescimento rapido, desordenado e destrutivo mais conhecido como céancer
(WEISENBERG; MOORADIAN, 2002). O cancer é denominado para designar inimeras
patologias que tém em comum o crescimento desordenado e proliferacdo anormal de células,
as quais podem invadir 6rgdos, tecidos e se espalharem para outros 6rgdos, ou regifes do
corpo, que chamamos de metastase, num acimulo de anormalidades genéticas e epigenéticas
que levam a disfuncdo celular. No crescimento controlado, tem-se um aumento localizado e
autolimitado do nimero de células de tecido normais que formam o organismo, causado por
estimulos fisioldgicos. Nele as células sdo normais ou com pequenas alteragcdes na sua forma
e fungdo, podendo ser iguais, ou diferentes do tecido, onde se instalam. O efeito € reversivel
apos o término dos estimulos que o provocaram. A hiperplasia, a metaplasia e a displasia sao

exemplos desse tipo de crescimento celular,conforme ilustra a Figura 6.

Figura 6: Tipos de crescimento celular.

L pecemgmace

'

Fonte: Silva (2018).

O cancer ndo invasivo, ou carcinoma (in situ), é o primeiro estagio em que o cancer
pode ser classificado (essa classificacdo ndo se aplica aos canceres do sistema sanguineo).
Nesse estagio (in situ) as células cancerosas estdo somente na camada de tecido na qual se
desenvolveram e ainda nédo se espalharam para outras camadas do érgdo de origem. A maioria

dos canceres (in situ) é curavel, se for tratada antes de progredir para fase de cancer invasivo
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(GUO; THOMPSON, 2006). No cancer invasivo as células cancerosas invadem outras
camadas celulares do 6rgdo, ganham a corrente sanguinea ou linfatica e tém a capacidade de
se disseminar, para outras partes do corpo. Essa capacidade de invasdo e disseminacdo que 0s
tumores malignos apresentam de produzir outros tumores, em outras partes do corpo, a partir
de uma ja existente, € a principal caracteristica do cancer. Esses novos focos de doenga séo
chamados de metastases, conforme ilustra a Figura 7.

Figura 7: Representacdo da Metastase.
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Fonte: Silva (2018).

O cancer pode surgir em qualquer parte do corpo. Alguns 6rgdos sdo mais afetados do
que outros: e cada 6rgdo por sua vez pode ser acometido por tipos diferenciados de tumor,
mais ou menos agressivos (WEISENBERG; MOORADIAN, 2002). Os varios tipos de cancer
sdo classificados de acordo com a localizacdo priméaria do tumor. Contudo, as NPMs estdo
sujeitas a depuracdo pelo sistema imunitario. Dado que sua eliminagdo prematura pode
comprometer a acumulacgdo nas células tumorais; a estratégia utilizada para esse fim assenta
sobre a modificagdo das NPMs, conforme ilustra a Figura 8 (FISHER, 1985) (HOBBS et al.,
1998).
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Figura 8: Magneto-Hipertermia no tumor gerado pelo uso de nanoparticulas.
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Fonte: Cole, Yang, David (2011).

2.2 EFEITO AUMENTADO DE PERMEABILIDADE E RETENCAO AUMENTADO.

A organizacdo e estrutura da vascularizacdo anormal do tumor implicam um fluxo de
sangue heterogéneo (SHUBIK, 1982)(JAIN, 2010). Os vasos sanguineos que alimentam o
tumor séo altamente irregulares, ou que diz respeito a sua arquitetura, quando comparados aos
tecidos normais. Os vasos tumorais possuem uma distribuicdo espacial heterogénea e tortuosa
conduzindo a espagos avasculares de diversos tamanhos (SHUBIK, 1982)(FISHER, 1985). A
presenca destas regides nao perfundidas cria um (XU; GAO, 2009) microambiente tumoral e
hostil (com baixa pressdo parcial e tecido necrosado) que induz a progressdo do tumor e a
resisténcia a farmacos reduzindo a eficacia de veiculacdo de agentes terapéuticos ao tumor,
como provoca a resisténcia a varios farmacos citotoxicos. Diante desse quadro, encontramos
poros nas vasculaturas tumorais, com varia¢do de 100 nm a varias centenas de nanémetros de
didmetros, sendo que os vasos normais de 5 a 10 nm (SHUBIK, 1982) (JAIN, 2010)
(VARELA et al., 1998). A anomalia vascular é toda desordem de estrutura ou crescimento de
vasos sanguineos, podendo ser congénita, hereditaria ou adquirida. Podem ser classificadas
em tumores vasculares, anomalias onde ocorre proliferacdo celular em alguma fase de seu
desenvolvimento (ex.: hemangioma), ou malformag6es vasculares, anomalias onde existem
alteracdes morfoestruturais causadas por problemas durante a embriogénese ou adquiridas
(ex.: malformagdo capilar). Algumas anomalias vasculares desafiam a classificacdo, havendo
controveérsia sobre sua natureza: tumor ou malformacgdo (ex.: linfangioma, ou malformacéo

linfatica, Os tumores sdo geralmente caracterizados pela deficiéncia de vasos linfaticos. A
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ineficiéncia do sistema linfatico em conjunto com o aumento da permeabilidade da
vasculatura do tumor resulta no efeito EPR. Assim, as NPMs como outras macromoléculas
tem entdo os tempos de retencdo aumentadas no tumor, resultando em maiores concentracdes
localizadas do que no plasma, ou outros tecidos (DEUS et al., 2013) (YANG; A; 2004)
(FISHER, 1985). Para que possa retirar 0 maximo partido do efeito EPR, as NPMs, devem
permanecer em circulacdo o tempo necessario, para que se proporcione a sua acumulagdo no

tumor, conforme ilustra a Figura 9.

Figura 9: Efeito EPR de Nanoparticulas em tumores.
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Fonte: MatSumura; Maeda (1998).
2.3 MECANISMO DE CURA DOS SISTEMAS EPOXI/AMINA.

As resinas epoxidicas podem ser curadas com varios agentes de cura, também chamados
de endurecedores, inclusive acidos Lewis. Os principais produtos usados nas Industrias sao:
aminas alifaticas, adutos de aminas, poliamidas, aminas cicloalifaticas ,anidridos,
poliamidoaminas, aminas aromaticas. Aminas alifaticas, sdo em sua maioria, liquidos de baixa
viscosidade com odor caracteristicos e irritantes. As vantagens sdo: rapida cura a temperatura
ambiente, baixo custo, baixa viscosidade, boa resisténcia quimica, facil mistura com a resina.
As desvantagens, sdo: curto tempo de trabalho, alta exotermia, alta toxicidade, relacéo critica
de mistura, pode causar "blush” (névoa ou oleosidade). Os adutos de aminas sdo resultantes da

mistura de resina epOxi ou diluente reativo com excesso.
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As poliamidas sdo obtidas através da reacdo da dimerizacdo de aminas alifaticas como o
dietielenotriamina (DETA) com diécidos ou acidos graxos de cadeia longa resultando em
polimeros de alto peso molecular que variam de um liquido até a sélidos. As vantagens séo:
rapida cura a temperatura ambiente, baixo custo, baixa viscosidade, boa resisténcia quimica,
facil a mistura com a resina.

Aminas cicloalifaticas- possuem anéis ciclicos fazendo com que apresentem menor
volatilidade, maior estabilidade a luz, menor reatividade e melhor retencdo de cores. Em
estado puro encontram grande dificuldade de cura, a temperatura ambiente devido a sua baixa
reatividade. Uma das mais usadas € a isoforodiamina (IPDA), porém normalmente com
algumas modificagOes, a exemplo o uso de aceleradores de reagdes. Poliaminoamidas ou
poliamidoaminas- provenientes de uma reacao de poliamida com excesso estequiométrico de
amina. Obtém-se um produto com caracteristicas intermediarias entre uma poliamida e uma
amina alifatica. Maior tenacidade e adesividade.

O excelente desempenho e propriedades mecéanicas dos sistemas epoxi sdo obtidos pela
transformacéo dos precursores em um sistema tridimensional insoltvel e infusivel, através da
formacdo de ligaces cruzadas, durante a chamada reacdo de cura. Para isso 0 monémero
epoxi e 0 co-mondmero sao tratados pelo calor até alcancar a Tg maxima do sistema. Isto
pode ser influenciado pelos sistemas escolhidos dentre 0s que podem ser processados por
diferentes métodos, em determinadas condi¢BGes de cura e propriedades fisicas, quimicas e
térmicas desejadas. Cura total significa, na terminologia quimica, a completa ou total cura,
onde todos 0s grupos reativos, como grupo epdxi ou acidos carboxilicos, ou os grupos ativos,
presentes nas moléculas do oligbmero epOxi e agente de cura sdo consumidos durante a
reacdo quimica. Os agentes de cura sdo compostos quimicos polifuncionais que sdo usados
em conjunto com o oligdbmero epOxi em uma proporcdo estequiométrica, dependendo do
sistema (CANEVAROLO JR., 2010). Os oligbmeros epOxi podem ser convertidos em um
estado vitreo entre cruzado, através da reacdo com mais de 50 classes de compostos quimicos
(PLATZER, 1986). Aminas, poliamidas, anidridos, acidos de Lewis, ureias, melanina,
complexos de BF3, aminas complexas, imidas e outros, tém sido utilizados como
endurecedores para resinas epoxidicas, destacando-se, as aminas ciclo-alifaticas (UGLEA et.
al. 1988). Temperaturas elevadas de transicdo vitrea podem ser obtidas com este tipo de
agente de cura, devido a diferenca na estrutura tridimensional formada nas ligag0es cruzadas.
Articulagdo formada, ap0s a cura, estd diretamente relacionada a esta estrutura ciclica. Esses
tipos de estruturas sdo mais flexiveis que aquelas formadas com aminas aromaticas. As

aminas primarias e secundarias sdo os agentes de cura mais estudados e utilizados para as



29

resinas epoOxi. Reacdo dos grupos epdxi com aminas primarias (A) e secundarias (B). A reagdo
de um grupo epoxi com uma amina primaria, inicialmente, produz um &lcool secundéario e
uma amina secundaria. Essa amina, por sua vez, reage com outro grupo epoOxi produzindo
uma amina terciaria e outro grupo hidroxila secundario. A reacdo de cura inicial, com uma
amina secundaria, produz uma amina terciaria e um &lcool secundério. Nenhuma reagao
competitiva é detectada entre um grupo hidroxila secundaria da cadeia da resina epdxi e um
grupo epOxi gerando um éter, desde que a razdo epdxi/amina seja estequiométrica ou com
excesso de amina. Entretanto, com excesso de epOxi, 0s grupos hidroxila secundarios,
formados gradualmente, reagirdo com 0s grupos epOxi ocorrendo 0 que se conhece como
reacdo de homopolimerizacdo, entre 0s grupos epoxi e os grupos hidroxila (SHECHTER;
WYNSTRA; KURKJY, 2005).

A atuacdo das ligacBes cruzadas sobre as propriedades das resinas epoxi tem sido
estudada, variando a razdo estequiométrica entre o oligbmero epoxi e 0 agente de cura
controlando a densidade de ligagOes cruzadas. Em geral, quando aumenta a densidade de
ligacGes cruzadas e mudancas tais como na razdo estequiométrica inevitavelmente, ira alterar
as propriedades dos materiais. A estrutura quimica (aromatico ou alifatico) e a massa
molecular e 0 numero de grupos ativos do agente de cura utilizado também influenciara na
densidade de ligagOes cruzadas produzidas durante a reagdo de cura (CHANG,T.D. et al.
1982). Os oligbmeros epdxi, antes da cura, tém caracteristicas termoplésticas, e as
propriedades desejaveis destes compostos normalmente aparecem, apds a cura, onde séo
convertidos em um sistema termorrigido. Tais rea¢fes quimicas provocam uma mudanca no
estado fisico do material, partindo de um liquido viscoso para um gel e se transformando em
um material vitrificado, onde apresentam excelentes propriedades adesivas, mecanicas,

térmicas e elétricas.

2.4 SINTESE HIDROTERMICA ASSISTIDA POR MICROONDAS

No interior do sistema reacional, micro-ondas sdo emitidas e espalhadas para todas as
direcbes pelo magnéton no interior do equipamento. A radiacdo ao passar através da célula
reacional de PTFE e interagir com a solugéo inicia-se um processo de vibracdo dos dipolos
permanentes da solugdo quimica presente. Isso faz com que internamente havera um aumento
na pressdo, devido a evaporagdo da agua, até que seja atingido um equilibrio. Dessa forma,
ndo ocorrerd a evaporagdo total do liquido. O aquecimento da “autoclave” fornecera energia

ao sistema para que ocorra o0 crescimento das particulas. Apds o tratamento hidrotérmico, os
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cristais sdo separados por centrifugacdo, lavados e secos. Particulas inorgéanicas e seu
processo sdo os principios da sintese hidrotérmica de particulas. O processo de dissolug&o-
recristalizacdo foi observado quando particulas em suspensdo se dissolvem, supersaturando a
fase de solucdo e ocorrendo assim uma precipitacdo. Sdo utilizados os sélidos suspensos e
parcialmente soluveis em &gua, mineralizadores como &cidos, bases ou outros agentes
complexantes (ADAIR et al., 2009). Uma modificagdo do método hidrotérmico é o
aquecimento por meio de microondas. O termo hidrotérmico micro-ondas, recentemente, tem
sido utilizado para sintese rapida de numerosas ceramicas e pos-metalicos (SHUBIK, 1982).
Este método oferece algumas vantagens distintas sobre a sintese hidrotérmica convencional:
(@) répido aquecimento até a temperatura de cristalizacdo, devido ao aquecimento
volumétrico, resultando em nucleacdo homogénea; (b) rapida saturacdo pela dissolucdo de
geéis precipitados; (c) menor tempo de cristalizacdo comparado ao aquecimento em autoclave
convencional; (d) processo eficiente e econdomico (MADOU; MORRISON, 2016) (BORSARI
et. al., 2018).

O presente trabalho de pesquisa visa a obtencdo de nanoparticulas magnéticas livres de
chumbo pela rota hidrotérmica assistida por micro-ondas. Tratando-se desse tipo de
metodologia, existem amplas possibilidades de estudo a serem feitas devido as muitas
variaveis que regem a sintese, exemplo: pH, concentracdo dos reagentes, temperatura,
pressdo, tempo de aquecimento, e outros. Por isso € necessario um longo tempo para a
producdo e otimizacdo dos nanomateriais. Este processo consiste em um forno de micro-
ondas domestico (frequéncia 2,45 GHz), com poténcia de 800 watts, contendo um reator de
PTFE (politetrafluoretileno) Teflon (R) no qual é inserido um copo coletor, do mesmo
material que recebe a mistura reacional. Esse material foi escolhido devido este polimero
praticamente ndo reagir com outras substancias quimicas devido a protecdo exercida pelos
seus atomos de flaor além de ser um excelente isolante elétrico, possui também baixa perda
dielétrica (~3,0 x 10% e também possui a capacidade de suportar temperaturas de
aproximadamente 300°C. Além do reator, o sistema de hidrotermalizagdo é composto por um
termopar, que serve para monitorar a temperatura do sistema, uma junta de vedacdo em
silicone, um manémetro construido com aco inoxidavel que tem a finalidade de fornecer o
valor da pressao interna dentro da célula de hidrotermalizacdo para monitoragdo da presséo,
uma valvula de seguranca que € responsavel por manter a seguranca do sistema e um
controlador de temperatura adaptado ao forno de microondas.

A obtencdo de nanoestruturas de 6xidos metélicos tém sido obtida por meio de variados

e diferentes meétodos tais como: sintese de sais fundidos (IM et al., 2008)(PASHA et al.,
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2007) (SOBHANI-NASAB et al., 2018), soroquimica (SARKAR;, 2011), evaporacao
térmica dentre outros (MADOU; MORRISON, 2016). Em especial, o crescimento controlado
de nanoestruturas na presenca de surfactantes direcionadores de estruturas tem atraido muita
atencdo por causa da flexibilidade deste processo quimico e por ele ser aplicavel para a
obtencdo de um certo nimero de metais e calcogenetos (GROSSEAU; BACHIORRINI;
GUILHOT, 1997). Entretanto, as aplicacBes de crescimento de Oxidos metalicos tém sido
raras (TAKETOMI et. al., 1993). Em anos recentes, na literatura, tem sido descrito com
sucesso a preparagdo de nanoestruturas de PbO2, Pb3Os Cu, Cu0, CuO e BaF:
unidimensionais usando-se 0s métodos mencionados (VARELA et. al., 1998).

Neste sentido, as nanoestruturas obtidas por sinteses na fase de vapor tém despertado
grande interesse por exigir condi¢cGes reacionais e, por sua vez, as sinteses em fase solida
comumente ndo asseguram a totalidade de reacdo do sistema, 0 que pode resultar em
impurezas nos produtos ou baixa cristalinidade. Uma maneira encontrada para superar estas
dificuldades, tem sido o emprego de rotas sintéticas que ocorra em solugdo, usufruindo neste
caso de condicOes de sinteses amenas com excelente controle estequiométrico e de pureza dos

produtos obtidos.

2.4.1 Estrutura granada natural

Ceramicas ferromagnéticas a base de Itrio, ferro e aluminio, de composicio
(Y3 FesxAlxO12) cuja temperatura de Curie pode ser ajustada proxima do ambiente podem ser
utilizadas para o tratamento de tumores por Hipertermia. As fases de éxido contendo ferro,
com estrutura cubica As; BsO12, as suas propriedades magnéticas, Opticas, térmicas,
mecanicas, elétricas tais como ferromagnéticas, alta condutibilidade, térmica alta resisténcia
elétrica, coeficiente de expansao de eficiéncia de transferéncia de energia e magnetizacéo de
saturacdo controlavel. O ajuste da composicao na estrutura (Y3 FesxAlxO12) (1,6<x <1,7) faz
com que essas nanoparticulas magneticas com alta magnetizacdo, responda muito bem ao
campo magnético externo aplicado e com poder de controle da intensidade e da frequéncia do
campo usados para gerar o calor (BERTAUT, et al 1956). Nesse trabalho foi discutido a
importancia do controle da temperatura de Curie (Tc), proxima a temperatura ambiente, pelo
controle da razdo Fe/Al. Através de campo magnético externo, as particulas podem ser
guiadas, ou localizadas com um alvo especifico, conforme (BERTAUT; FORRAT, 1956).
Dentre muitos tipos de materiais que tenham sido estudados para hipertermia, a maioria deles
consiste em  Oxido de ferro com composicdo YaFesxAlxO12, (AZADI MOTLAGH,;
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MOZAFFARI; AMIGHIAN, 2009). Nesta estrutura ha oito férmulas unitarias, em uma célula
com parametro de rede a = (12,376 Angstrons). A densidade medida por difracdo de raios-x é
de 5170 Kg/m3 a temperatura ambiente. Trés tipos de sub-redes: tetraédrica, octaédrica e
dodecaédrica, sendo circundados, por quatro, seis, oito, ions de oxigénio, conforme Figura 10,
estdo presentes. Entre os cinco ions de ferro, que representam uma formula unitaria, 3 estdo
em 24 sitios octaédricos e dois estdo em 16 sitios tetraédricos (LAURENT et al., 2011). Um
momento magnético de 5B por formula unitaria resulta de interacGes antiferromagnética de
super troca entre ions Fe3 nestes 2 sitios através da intervencdo de ions intermediarias,
conforme mostraram os estudos (MADOU; MORRISON, 2016)(WU; HE; JIANG, 2008). Os
momentos magnéticos de spins que se tendem a alinhar paralelamente uns aos outros, em
campo magnético. Algumas propriedades magnéticas como magnetizacdo, remanescéncia e

coercividade depende da estrutura do material.

Figura 10: Estrutura cristalina de YIG- Al.
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Fonte: Thongmee et al. (1999).

2.4.2 Nanoparticulas Magnéticas (NPMS) e Aplicacéo.

A Nanotecnologia, por definicéo, esta relacionada a manipulacdo da matéria em escala
em que os materiais revelam caracteristicas exclusivas, e ndo encontradas quando o material é
analisado em escalas macroscopicas. O tamanho em nano materiais depende basicamente dos
fendmenos de superficie efeitos de confinamento quantico. Quando um determinado material

tem pelo menos uma dimenséo reduzida a nanoescala os vetores de onda eletronica tornam-se
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quantizados e o sistema apresenta seus niveis de energia discretos (SOUZA FILHO E
FAGAN,2011). Nano (do grego “ando’) ¢ um prefixo usado na ciéncia para denominar um
bilionésimo de metro (10°m=1 nm). Uma ilustragdo comparativa da escala de tamanho entre
os sistemas bioldgicos e nanoparticulas sintéticas € ilustrado pelas micrografias do

microscopio eletronico de varredura conforme Figura 11.

Figura 11: Escala nanométrica de sistemas bioldgicos naturais e das nanoesferas magnéticas.
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Fonte: Pestana (2014).

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo materiais nanoestruturados entre 1 e 100 nm de
diametro que direcionam sua movimentacdo na presenca de campo magnético A capacidade
de serem manipuladas por um gradiente de campo magnético externo para transporte e
imobilizacdo in vivo de modo ndo invasivo as tornam candidatas promissoras para muitos
estudos. A nanotecnologia, por definicdo, esta relacionada a manipulacdo da matéria em uma
escala em que os materiais revelam caracteristicas exclusivas, ou seja, ndo encontradas
guando o mesmo material é analisado em escala macroscéopica. A origem das propriedades
induzida pelo tamanho em nanomateriais depende basicamente dos fenémenos de superficie
efeitos de confinamento quéntico. Quando um determinado material tem pelo menos uma
dimensdo reduzida a nanoescala, 0s vetores de onda eletrdnica tornam-se quantizados e 0
sistema apresenta seus niveis de energia discretos (SOUZA FILHO E FAGAN, 2011).

A diminuicdo no tamanho da particula permite que uma fracdo cada vez maior dos
atomos que a compdem localizem-se em sua superficie, tornando seu papel cada vez mais
relevante. Esses atomos possuem uma vizinhanga bem diferente da dos atomos do interior da

particula, e assim podem afetar as propriedades fisicas e magnéticas do material. Essa grande
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razdo area superficial versus volume das nanoparticulas é uma caracteristica vantajosa para
torné-las funcionais ou para sua utilizacéo no transporte de substancias.

O tamanho das nanoparticulas deve ser controlado e homogéneo favorecendo o
processo de conversdo da energia magnética em calor, ja que proporciona uma distribuicéo

homogénea da temperatura dentro do tecido tumoral.
2.4.3 Dominios magnéticos

Materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos podem existir, tanto no estado magnetizado
quanto desmagnetizado, e isto se deve a orientacdo (alinhamento) dos momentos magnéticos
atdbmicos ou moleculares no material. Cada atomo se comporta como um minusculo ima
permanente e, eventualmente, se alinha paralelamente aos seus vizinhos em regifes dentro do
material (FARIA, LIMA, 2006). Tais regifes sdo denominadas de dominios magnéticos.

O conceito dtem sua origem na necessidade de explicar o comportamento de materiais
magnéticos desmagnetizados, mesmo possuindo magnetizacdo espontanea diferente de zero.
O fato é que embora certas regides no interior do material estejam magnetizadas em uma
direcdo, de forma esponténea, os dominios estdo arranjados aleatoriamente uns em relacéo aos
outros, assim a energia total do conjunto € minimizada e como resultado tem-se uma
magnetizacdo nula (SOARES J, F. H. 2012). A Figura 12 representa a formacao de dominios

nas nanoparticulas.

Figura 12: Dominios magnéticos aleatorios em um material.
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Fonte: Faria; Lima (2005).
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Um material ferromagnético, apo6s ser aquecido acima da temperatura de Curie (Tc) e
resfriado, se divide, espontaneamente, em dominios magnéticos nos quais 0s momentos
magnéticos estdo alinhados paralelamente, conforme ilustrado na Figura 12, mas sem resultar
em um campo externo uma vez que os dominios encontram-se dispostos aleatoriamente. A
razdo para a formagdo de dominios, é encontrada no balanco de energia envolvida nesse

processo. Quatro contribuicfes energéticas basicas estdo envolvidas nesse fenémeno:

Energia de troca;
Energia magnetostatica;
Energia de anisotropia;

vV V VYV V

Energia magnetostritiva

Assim, a energia total é dada pela soma destas quatro contribuicGes.

Um sistema sempre tende para o estado de menor energia e, para que a energia de um
material ferromagnético ou antiferromagnético ou ferrimagnético seja minima, deve haver a
formacdo de dominios magnéticos em seu interior (FARIA, LIMA, 2005).

Dessa forma, cada uma das energias acima € minimizada de acordo com certas
particularidades. Para a energia de troca, é necessario alinhar todos os momentos de dipolos
atbmicos paralelamente. Em se tratando da energia magnetostatica, que € a energia de um
campo magnético externo, sera minima quando o campo magnético externo for reduzido, isso
pode ocorrer quando se reduz o tamanho das particulas. A energia de anisotropia é minima,
quando a magnetizacdo ocorrer numa direcdo cristalografica, denomina de fécil
magnetizacdo. A energia magnetostritiva associada a deformacdo de um corpo, provocada
pela acdo de um campo magnético, € minimizada quando o material estiver orientado de tal
maneira que ocorrerdo mudancas em suas dimensdes ao longo do eixo de magnetizacao.

Materiais ferromagnéticos possuem configuragdes multidominios (CULLITY,
GRAHAM, 2009). No entanto, abaixo de um determinado diametro critico (Dc), o material
apresenta apenas um dominio.

Nanoparticulas magnéticas com diametro abaixo do diametro critico, formam um dnico
dominio magnetico, enquanto que acima desse valor elas tendem a se dividir em maltiplos
dominios na tentativa de diminuir a energia magnetostatica (GUPTA, GUPTA, 2005). A

Figura 13 ilustra a magnetizagdo do material em fungéo do Dc.
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Figura 13: Ciclo de histerese de um magnético.
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Fonte: Resnick; Walker et al. (2009).

A regido que separa dois dominios vizinhos magnetizados em direcdes diferentes é
conhecida como parede de dominios, ilustra na Figura 14. A mudanga na diregdo dos spins
ndo ocorre de forma descontinua de um plano cristalino para o seguinte, mas sim de modo
gradual, ao longo de varios planos atomicos (KITTEL, C.; 2006). Embora dois dominios se
encontrem em direcOGes diferentes, eles podem permanecer na mesma direcdo, devido a
interacdo de troca entre 0s mesmos, portanto a redugdo da energia total é provocada devido a
anulacdo dos momentos entre os dominios. Quando o tamanho de uma particula é reduzido, a
densidade de spins presentes na parede de dominio aumenta. Sendo assim, abaixo de um
determinado didmetro critico (Dc) a fragdo de spins é tal que o aumento da energia de troca é
maior que a diminuicdo da energia dipolar, fazendo com que a criagdo de dominios fique

dispendiosa do ponto de vista energético, entdo a particula torna-se um monodominio.
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Figura 14: llustracdo mostrando dois dominios com magnetizacdo antiparalela separada por

uma parede de Bloch.
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Fonte: Faria; Lima (2005).

Utilizando a equacéo 1, pode-se determinar se as nanoparticulas de dado material séo
multidominios ou monodominios. Na expressao abaixo:
A é a constante de energia de troca

Ms é magnetizacdo de saturacdo do material.

Dc = 2v/A/Ms (1)

Assim, se o diametro da nanoparticula for inferior ao diametro critico (D < Dc) ela sera
monodominio, do contrario a mesma sera multidominio. Com isso, 0s momentos magnéticos
num monodominio possuem uma mesma direcdo. A Figura 15 ilustra a relagdo do diametro
da nanoparticula (D) com o diametro critico (Dc), assim como, a orientacdo dos momentos

em cada caso.
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Figura 15: (a) Multidominios com didmetro (D) maior que o didmetro critico (Dc); (b)
Monodominios com didmetro (D) menor que o diametro critico (Dc).
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Fonte: Faria; Lima (2005).
2.4.4 Magnetismo nos Materiais

Os materiais podem ser organizados em diferentes tipos, como ferromagnético,
antiferromagnético, ferrimagnético, paramagnético e diamagnético, entre outras, dependendo
da sua resposta a um campo magnético externo aplicado (GUPTA, A.K. AND M.GUPTA,

2005). A Figura 16 representa os diferentes tipos de comportamento magnéticos.

Figura 16: Diferentes tipos de comportamentos magnéticos.
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Fonte: Bordini (2006).

Cada tipo de atomo possui caracteristicas magnéticas diferentes, logo, o somatorio dos
momentos magnéticos de cada atomo ditara o comportamento magnético de cada material

(BORDINI, 2006). De particular interesse neste trabalho s&o os materiais ferromagnéticos por
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ter um efeito magnético forte, capazes de produzir energia magnética em presenca de um
campo magnético oscilante, suficiente para obter temperatura desejavel no interior de tecidos
cancerigeno. Abaixo de uma determinada temperatura, determinada temperatura de Curie
(Tc), um material ferromagnético possui uma magnetizacdo espontanea, isto €, todos os
momentos magnéticos numa regido de escala microscopica (dominios) estdo alinhados.
Acima da temperatura de Curie, 0 material passa a ter comportamento paramagnético
(SINNECKER, 2000).

2.4.5 Histerese Magnética

O comportamento magnético € a resposta macroscopica do material quando esta
submetido a campos externos. Quando a temperatura € aumentada, a desordem térmica
aumenta e a magnetizacdo diminui, tendendo a zero, até alcancar a temperatura de Curie (Tc).
A Figura 17 apresenta o comportamento caracteristico da magnetizacdo M em funcdo da

temperatura T de um material magnético.

Figura 17: Influéncia da temperatura com a magnetizacao.
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Fonte: Harris (2002).

Quando a temperatura ultrapassa o valor de Tc, o sistema passa da fase ordenada
(momentos magnéticos alinhados) para a fase paramagnética, sofrendo assim uma transicéo
de fase (HARRIS, 2002). Uma forma de estudar os processos de magnetizagdo num material
ferromagnetico € submeté-lo a um campo externo oscilante, e seguir o comportamento da

magnetizacdo total do material & medida que o campo aplicado se altera. Podemos entdo
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tracar uma curva de magnetizacdo em funcdo do campo. Esta curva serd uma somatdria de
todos 0s processos reversiveis e irreversiveis de magnetizacdo que vao ocorrendo a medida
que o campo varia. Este estudo é feito atraveés das curvas de magnetizacao, que normalmente
apresentam uma histerese e por isto sdo também conhecidas por curvas de histerese
(RESNIK, et al., 2009). A medida experimental da magnetizagdo (M) em fun¢do do campo
magnético aplicado (H) é ilustrada na Figura 18.

Figura 18: Comportamento caracteristico de Magnetizacdo M, em funcdo do tempo t de um

material magnético.
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Fonte: Cullity; Gram (2009).

O ciclo de histerese de um material magnético é obtido ao aplicar sobre ele um campo
magnético (H) e medir a sua magnetizacdo de saturacdo (Ms). O campo inicialmente é nulo e
¢ aumentado gradativamente, até o material ndo mudar mais sua magnetizacdo com a
aplicacdo de campo, atingindo a magnetizacdo de saturacdo (Ms). Depois, ele € reduzido até
atingir o valor nulo novamente. Entretanto, ap6s a aplicacdo do campo, geralmente o valor da
magnetizacdo ndo € o mesmo da magnetizacdo inicial, sendo chamada magnetizacao
remanente (Mr). O sentido do campo €, entdo, invertido e vai sendo aumentado mais uma vez.
O campo reverso necessario para fazer com que a magnetizacdo retorne ao valor nulo é
conhecido como campo coercivo (Hc). O campo continua sendo aumentado até o material
alcancar novamente o valor de saturacdo no sentido inverso. O campo € posteriormente
reduzido e mais uma vez invertido, até fechar o ciclo.

Em linhas gerais, o ciclo de histerese mostra o quanto um material se magnetiza sob a

influéncia de um campo magnético externo e o quanto de magnetizacdo permanece nele apés
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a retirada do mesmo (KNOBE, 2006). Os retangulos com a seta, representados na Figura 18,
sugerem a existéncia de dominios magnéticos no material. Na verdade, as setas representam
0S momentos magnéticos, algo como imas microscopicos responsaveis pela magnetizacao do
material. No estado desmagnetizado, os momentos magneticos dos dominios apontam
aleatoriamente em todas as direcdes. E por isso que nesse estado a magnetizac&o total é nula.
A medida que a intensidade do campo magnético H aumenta, os momentos magnéticos
tendem a seguir a orientacdo do campo externo. Os momentos magnéticos que apontam no
sentido do campo externo produzem a magnetizacdo do material, que cresce até a
magnetizacdo de saturacao e este € um processo que exige energia. Se o campo for retirado, o
material ndo retorna imediatamente a condicdo inicial, pois o material ainda exibe uma
magnetizacdo remanente. Esta magnetizacdo remanente foi motivada pelo atraso da
desmagnetizacdo em relacdo ao campo externo. Este fendmeno recebeu a denominacao
de histerese, que em grego significa atraso.

A existéncia da magnetizacdo remanente implica que parte dos momentos magnéticos
ainda permanece orientada. Ou seja, no retorno rumo a magnetizacdo nula, o material ndo
devolve imediatamente toda a energia que gasta no processo inicial. Parte dessa energia fica
temporariamente armazenada e sera devolvida apdés um breve intervalo. Quer seja
imediatamente ou ap6s algum tempo, a energia devolvida ou perdida, conforme o ponto de
vista aparece sob a forma de calor, cuja quantidade é proporcional a area englobada pelo ciclo

de histerese, que corresponde ao ciclo fechado.

2.5 MATERIAL DE REVESTIMENTO

Para o emprego das ceramicas em aplicacdes biomédicas as espécies presentes na
superficie das particulas desempenham papel de mesmo ou até de maior importancia que a
natureza do nucleo metdlico (EFFENGERGER, 2012). Para uso in vivo, o recobrimento das
NPMs é um fator determinante, uma vez que possibilita a estabilidade das particulas e suas
interacbes com o organismo. Quando dispersas em solugdo, elas tendem a formar
aglomerados sob duas formas diferentes: através da floculacdo (pequenos agregados) ou
coagulacdo (agregados mais densos), dependendo do tempo que permanecem em repouso.
Nesse sentido, o recobrimento impede essa aglomeracdo, aumentando a estabilidade das
NPMs, assim como pode torna-las com baixa toxicidade, ser biocompativel, e ainda existe a
possibilidade de prover grupos funcionais a superficie para favorecer a derivacdo, evitar a

captacdo (uptake) imediata pelo sistema reticulo endotelial (SER) e finalmente evitar a
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ligagcédo do ferro com componentes do sangue (GAOA, XU B,2009). Para essas aplicages, as
nanoparticulas magnéticas devem atravessar a barreira endotelial e se acumularem
especificamente nas células alvo, sem danos as células normais.

Para atingir este objetivo, nesta pesquisa realizou-se o revestimento das ceramicas com
uma matriz epdxi, usando como mondmero o éter diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) e

agentes de cura aminas ciclo-alifaticas.
2.5.1 Polimeros epOxi

Dentre as diversas classes de polimeros epoxi, os oligbmeros a base de bisfenol. A sdo
0s mais estudados e utilizados. Muitos componentes de materiais feitos & base de polimeros
epoxi apresentam excelentes propriedades mecanicas, térmicas e elétricas, e facilidade de
processamento. Fatores importantes que influenciam seu desempenho sdo o arranjo
molecular, condi¢des de cura e a relagdo entre o oligdbmero epdxi e o agente de cura (LEVY
NETO, F.; PARDINI, L.C. 2006). O oligbmero epoxi contém em sua molécula dois ou mais
anéis epoxi , sendo que estes grupos geralmente se encontram no extremo da molécula. O anel
epoxi tem a forma de aproximadamente um tridngulo equilatero, ou seja, 0 seu vinculo com
angulos de cerca de 60°, o que o torna extremamente tenso. O anel epdxi torna-o mais reativos

do que outros especialmente no sentido dos nucleofilos, como esté representado na Figura 19.

Figura 19: Representacdo do anel epoxi, e as figuras A e B, mecanismo de ruptura.
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Fonte: Levy Neto; Pardini (2006); Canevaloro Jr. (2010).
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Com um consideravel nimero de compostos quimicos, tais como aminas alifaticas e
aromaticas, anidridos de acido e poliamidas e etc. Pode sofrer uma abertura e posterior
reticulacdo da resina, devido a grande reatividade do anel epoxi na sua estrutura. (UGLEA,
1988).

Desse modo, diversos sistemas epoxi podem ser escolhidos, obtendo-se diferentes
propriedades mecanicas, fisicas e resisténcia quimica em funcdo do tipo do composto, ou seja,
do tipo de oligdbmero epoOxi e endurecedor empregado. Para um sistema epdxi escolhido, as
propriedades finais também podem ser modificadas variando parametros de processo. Os
principais parametros incluem a selecdo do agente de cura, a proporcdo entre a resina e 0
agente de cura, o tempo e a temperatura de cura (GONZALEZ-GARCIA. et al., 2005).

2.5.2 Sistemas epdxi a base do éter diglicidilico do bisfenol A (DGEBA) e aminas

cicloalifaticas

O composto quimico mais comum utilizado para sintetizar o oligbmero epoxi € o
bisfenol A (2,2-bis (2,3-epoxipropofenil)-propano), que reagem com a epicloridrina (2,3-
epoxi-1-cloropropano), na presenca de hidréxido de s6dio como catalisador, para produzir
éter diglicidilico do bisfenol (DGEBA) (UGLEA, 1998). Para a produgdo do DGEBA, dois
moles de epicloridrina reagem com uma solucdo basica de bisfenol A, representadas nas

equac0es da Figura 20.
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Figura 20: Equacdes que representam a reacéo de obtencdo do DGEBA.
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Fonte: Uglea (1998).

Figura 21: Equagéo que representa a competicao entre o bisfenol A e epicloridina, para a
formacdo do DGEBA.
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Fonte: Uglea (1998).

A primeira vista, a reacdo mostra ser em duas etapas: na primeira utilizando hidroxido
de sodio como catalisador e, a segunda, utilizando hidroxido de sodio como reagente. Porém,
a préatica adotada industrialmente para produzir oligdbmeros solidos e liquidos é utilizar um
alto excesso de epicoridrina, sob estas condi¢des. A epicloridina e o diglicidil éter de bisfenol
a competem entre si para reagir com bisfenol A ndo consumido. Como consequéncia,
macromoléculas de bisfenol A sdo sempre produzidas, representada na Figura 21. Os valores

de n nas resinas comuns no mercado podem variar em valores que véo desde 0,03 até 10. A
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temperatura ambiente os monémeros sdo solidos cristalinos para valores de n proximos de
zero, liquidos para n = 0,5 e sélidos amorfos com uma temperatura de transicdo vitrea, Tg
entre 40 e 90° para valores de n maiores. As resinas epOxi sdo caracterizadas pela sua
viscosidade, ponto de fusdo, cor, numero de hidroxilas, porcentagem de insaturacao,
distribuicdo de peso molecular e outros, por meio de procedimentos padronizados (LEE, H.
NEVILLE, 1967). No caso de resinas liquidas, a viscosidade merece atengdo especial, pois é
dependente da temperatura, e a alteracio em poucos graus pode produzir diferencas
significativas nas caracteristicas de processamento. A quantidade de grupos epoxi é relatada
em termos de “equivalente epoxi” ou o “peso equivalente epdxi” e € definida como o peso da
resina em gramas que contém um equivalente grama de epdxi, conforme tabelal. Esse
parametro é utilizado no célculo da proporcdo de agente de cura necessario, € pode ser
determinado por andlise de infravermelho ou por titulacdo com um grupo HX e representado

na Figura 22.

Figura 22: Determinacdo do equivalente epoxi por meio de titulacéo.
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Fonte: Uglea (1998).
A Tabela 1 mostra algumas propriedades tipicas da resina epoxi tipo DGEBA.

Tabela 1: Propriedades tipicas da resina epdxi DGEBA.

Peso Molecular  Equivalente Epoxi Faixa de
Médio (Mw) (EEW) Viscosidade
(mPa,s) 25°C
340 172-178 4000-6000
350 178-186 6500-9500
370 186-192 11000-15000

Fonte: Gonzéles (2007).
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2.5.3 Mecanismo de Cura dos Sistemas Epoxi/amina

Cura total significa, na terminologia quimica, a completa ou total cura, onde todos os
grupos reativos, como grupo époxi ou acidos carboxilicos, ou 0s grupos ativos, presentes nas
moléculas do oligbmero epdxi e agente de cura sdao consumidos durantea a rea¢do quimica. O
excelente desempenho e propriedades mecénicas dos sistemas epOxi sdo obtidos pela
transformacéo dos precursores em um sistema tridimensional insoltvel e infusivel, através da
formacdo de ligaces cruzadas, durante a chamada reacdo de cura. Para isso 0 monémero
epoxi e 0 agente de cura sdo tratados pelo calor até alcancar a temperatura de transigdo vitrea
(Tg) méxima do sistema. Isto pode ser influenciado pelos sistemas escolhidos dentre os que
podem se processados por diferentes métodos, em determinadas condi¢des de cura e
propriedades fisicas, quimicas e térmicas desejadas. A cinética de polimerizacdo de resinas
epoOxi apresenta trés estagios de cura bem definidos (GARCIA SANSEVERO, 2009). As
etapas dos estagios de cura podem ser representadas na Figura 23.

Figura 23: Estagios de cura em polimeros epoxi.

Fonte: Hadad (1998).
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Inicialmente, com a mistura dos reagentes, ocorre apenas a difusdo no estado liquido
das moléculas de resina e agente de cura, caracterizando-se como uma etapa de Indugéo (a).
Apds um tempo t, iniciasse o crescimento e ramificacdo das cadeias poliméricas (b), no qual
as ligacdes covalentes comecam a cruzar-se formando uma rede reticulada (c). Esta segunda
etapa é chamada de gelificacdo e é governada pela cinética quimica de Arrhenius. O material
passa de um estado liquido para um estado de borracha, adquirindo propriedades eléasticas ndo
presentes em moléculas de baixo peso molecular. Este material estd constituido por uma
fracdo de oligdbmeros sem reagir e redes entrecruzadas. A viscosidade, no inicio constante,
neste momento cresce de modo exponencialmente. Esta transicdo é denominada tempo de
gelificagéo ou tgel..

Quando a reticulagdo das cadeias se torna total, forma-se uma estrutura rigida, e as
reacGes quimicas cessam, permitindo apenas fendmenos de difusdo no estado sélido. Ocorre
entdo a Ultima etapa, que € chamada de vitrificacdo (d) e é marcada por uma transicao de um
estado liquido ou estado de borracha para um estado vitreo, como uma consequéncia do
incremento da massa molecular antes da gelificacdo, ou o incremento na densidade de
emaranhamento depois da gelificacdo. O tempo no qual ocorre essa transi¢cdo é conhecido
como tempo de vitrificacdo tvir. Os agentes de cura sdo compostos quimicos polifuncionais
que sdo usados em conjunto com o oligbmero epOxi em uma propor¢do estequiométrica,
dependendo do sistema (UGLEA, 1998). Os oligbmeros epoxidicos podem ser convertidos
em um estado vitreo entrecruzado, através da reacdo com mais de 50 classes de compostos
qguimicos. Aminas, poliamidas, anidridos, acidos de Lewis, ureias, melanina, complexos de
BFs, aminas complexas, imidas e outros tém sido utilizados como endurecedores para resinas
epoxi, destacando-se, neste cenario as aminas cicloalifaticas (UGLEA,1988). As aminas
cicloalifaticas sdo diferenciadas por ter uma estrutura ciclica. Tém baixa viscosidade e um
desempenho térmico-mecanico relativamente mais elevado quando comparado as aminas
alifaticas. Temperaturas elevadas de transicdo vitrea podem ser obtidas com este tipo de
agente de cura, devido a diferenca na estrutura tridimensional formada nas ligag0es cruzadas.
A reticulacdo formada, apds a cura, estd diretamente relacionada a estrutura ciclica. Esses
tipos de estruturas sdo mais flexiveis que agquelas formadas com aminas aromaticas.

As aminas primarias e secundarias sdo 0s agentes de cura mais estudados e utilizados
para as resinas epoxi (UGLEA, 1988). Reacbes com aminas primarias e secundarias sdo

ilustradas nas equacOes da Figura 24 (A) e (B), respectivamente.
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Figura 24: Reacdo dos grupos epoxi com aminas primarias (A) e secundarias (B).
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Fonte: Uglea (1998).

A reacdo de um grupo epdxi com uma amina primaria, inicialmente, produz um alcool
secundario e uma amina secundaria. Essa amina, por sua vez, reage com outro grupo epoxi
produzindo uma amina terciaria e outro grupo hidroxila secundéario. A reacdo de cura inicial,
com uma amina secundaria, produz uma amina terciaria e um alcool secundario. Nenhuma
reacao competitiva € detectada entre um grupo hidroxila secundéaria da cadeia da resina epoxi
e um grupo epdxi gerando um éter, desde que a razdo epdxi/amina seja estequiométrica ou
com excesso de amina. Entretanto, com excesso de epdxi, 0s grupos hidroxila secundarios,
formados gradualmente, reagirdo com 0s grupos epdxi ocorrendo o0 que se conhece como
reacdo de homopolimerizacdo como ilustra a Figura 25 (MARK, BIKALES, OVERBERGER,
MENGES, 1986).

Figura 25: Reacdo entre os grupos epoxi e os grupos hidroxila.
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Fonte: Mark (1986).

O efeito das ligagbes cruzadas sobre as propriedades das resinas epdxi tem sido
estudado, variando a razao estequiométrica entre o oligdmero epoOxi e o agente de cura e, com
isso, controlando a densidade de ligagOes cruzadas (CHOL, et al., 2001). Em geral, quando
aumenta a densidade de ligacBes cruzadas e mudancas tais como na razdo estequiométrica
inevitavelmente, ira alterar as propriedades dos materiais. A estrutura quimica (aromatico ou
alifatico) e a massa molecular e 0 nimero de grupos ativos do agente de cura utilizado
também influenciardo na densidade de ligacGes cruzadas produzidas durante a reacdo de cura

(CHANG, et al., 1982). Os oligbmeros epOxi, antes da cura, tém caracteristicas
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termoplasticas, e apds a cura, sdo convertidos em um sistema termorrigido, sofrendo uma
mudanca no estado fisico do material, partindo de um liquido viscoso para um gel e se
transformando em um material vitrificado, onde apresentam excelentes propriedades adesivas,
mecanicas, térmicas e elétricas (GONZALEZ, et al., 2007).

O principal objetivo do revestimento das NPMs é permitir a biocompatibilidade entre o
material magnético e 0 meio bioldgico no qual estd inserida, isolando-a fisicamente do
ambiente de aplicacdo. O material de parede consiste na barreira externa e geralmente é feito
de compostos que formam uma rede com a estrutura. Esses compostos sdo normalmente
polimeros. Existe uma variedade de técnicas de revestimento, sendo que neste projeto foi
utilizada a técnica de nano encapsulamento por dispersdo polimérica. Na dispersdo
polimérica, a fase organica (constituida de uma mistura de mondémeros, de iniciador e de uma
mistura de diluentes organicos) é dispersa por meio de agitacdo mecanica, sob a forma de
gotas esféricas em uma fase aquosa. Durante a polimerizacdo ocorre separacdo de fases,
originando uma fase rica em polimero e outra rica em diluente. O polimero precipita na forma
de esferas separando-se como um aglomerado de nanoesferas. Em seguida, ocorre a ligacdo
das nanoesferas pela polimerizacdo dos mondmeros residuais que as solvatam. A estrutura
morfologica formada depende da afinidade termodinamica do diluente pelo polimero. Se o
diluente apresentar afinidade pelo polimero, na etapa de separacdo de fases, as cadeias
poliméricas e os nucleos se tornam menos emaranhados e, consequentemente, as microesferas
mais solvatadas se apresentam menos compactadas, originando um maior nimero de poros de

tamanho pequeno.

2.5.4 Biomateriais

Materiais usados para se confeccionar dispositivos que pode substituir uma parte do
corpo ou uma funcdo sua, de modo seguro, confiavel, econdmico e fisiologicamente aceitavel.
Materiais tanto de origem sintética, como natural em contato com os tecidos, sangue e fluidos
biologicos para uso em aplicagdes que envolvem proéteses, diagndstico ou terapia sem afetar
de modo adverso o0 organismo vivo e seus componentes. De uma maneira geral um
biomaterial deve possuir as seguintes propriedades (FONSECA, et al 2005): ser
biocompativel; ndo ser tdxico ou carcinogénico; possuir estabilidade mecéanica; ter peso e
densidade adequados; ter baixo custo e ser facil a fabricacdo; estimular reagdes bioldgicas
favoraveis em relacdo a sua funcdo de uso; De acordo com a sua natureza quimica, um

biomaterial pode ser classificado em duas grande categoria: os naturais que incluem o
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coldgeno,a seda, a queratina, a elastina, polissacarideos e tecidos como o pericéardio bovino, e
0s sintéticos que incluem os polimeros sintéticos, os metais e ligas metélicas e as ceramicas.
Levando-se em consideragédo a resposta bioldgica causada pelo biomaterial hospedeiro, pode
classifica-lo ( GRANJEIRO, et al 2009) como:

Bionertes: s&o aqueles que ndo provocam reagédo de corpo estranho no organismo e estdo em
contato direto com o tecido receptor. Ex: Titanio: Biotolerados modernamente aceitos pelo
tecido receptor e sdo geralmente por tecido fibroso, por exemplo, aco inoxidavel e os
polimeros (PMMA) polimetilmetacrilato.

Bioativos: Entram em contato direto com os tecido vivos devidos aos fons Ca*? e/ou PO4
presentes nos substitutos 6sseos, favorecendo uma ligacdo quimica com o tecido, por exemplo
a hidroxopatita (HAp) e os biovidros.

Reabsorviveis: Lentamente degradaveis e gradualmente substituidos pelo tecido, por
exemplo, fosfato tricalcico (TCP) e biovidros. A biocompatibidade é o ponto de destaque,
pois 0 sucesso do uso de biomateriais depende diretamente desta caracteristica que é

predominante encontrada nas bioceramicas ( DUARTE et al, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s procedimentos experimentais para a sintese das

ceramicas com propriedades magnéticas.

3.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS VIA ROTA HIDROTERMAL ASSISTIDA POR
MICRO-ONDA.

O processo hidrotérmico € considerado como um método adequado para a preparagdo
de 6xidos ceramicos utilizados em aplicacOes eletrénicas,tais como: dielétricos, piezoelétricos
e ceramicas eletroopticas transparentes (SOBHANI-NASAB et al., 2018). O processamento
hidrotérmico envolve o tratamento de solu¢des homogéneas ou suspensdes aquosas de 6xidos
submetidas a temperatura (entre 60 e 500 °C) e pressdo controladas. A fase em solucdo
mantida durante a sintese funciona como meio para o transporte de massa, promovendo
cinética rapida de transformacdo de fase. O coeficiente de difusdo da fase em solucéo, o qual
representa um papel importante na formacdo de particulas, é da ordem de 10° a 10® m?/s,
maior do que o coeficiente de difusdo para reacGes de estado sélido, o qual é da ordem de
10* m?/s. Em condigBes de temperatura e pressdo controladas, a energia livre necesséria para
estabilizar as fases em equilibrio € minima, como é demonstrado o equipamento hidrotermal

assistido por microondas, ilustradas nas Figuras 26 a 28.

Figura 26: Acessorios do micro-ondas.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 27: Equipamento hidrotermal micro-ondas que atinge 150°C.

Fonte: Proprio autor.

Figura 28: As figuras referentes (a) Solucdo resultante apos centrifugacao; (b) lavagem das

nanoparticulas; (c) secagem das nanoparticulas; (d) obtencdo das nanoparticulas.

Fonte: Préprio autor.

3.1.1 Preparo das Solugbes

A soluco estoque de citrato de aluminio (AICsHsO7) previamente preparada adicionou-
se citrato de ferro amoniacal (FeCsHsO7.NH4OH). Ja o nitrato de itrio hidratado
[Y(NO3)3.6H20] foi solubilizado em &gua com ajuda de gotas de &cido nitrico (HNO3z) sob
aquecimento, uma vez que este nitrato ndo é solivel em agua, mas sim em &cido nitrico
concentrado. As duas solucdes foram misturadas resultando em uma solucéo final com pH 3.
Esta solucdo final foi colocada no micro-ondas a 140 [JC por 15, 30 e 60 min. Apos este
tempo, foi retirada a solugdo, conforme demonstra a Figura 28 (a), e por 3 vezes foi
centrifugada, a fim de separar a fase sélida da liquida, sendo usado o ultrassom e descartada
apos final dessa etapa. Foi colocado o sélido na estufa (c), onde permaneceu por 48 horas, em
uma temperatura de 100°C, e posteriormente encaminhado para as caracterizacoes.
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A Tabela 2 demonstra os reagentes realizados e as condicbes de sintese das
nanoparticulas. Os pds,foram resfriados dentro do forno, com o intuito de atingir uma
estrutura bem homogénea. Depois as amostras foram lavadas em agua destilada e secas em
estufa por 24 horas. Um esquema ilustrativo do processo de sintese dos pds esta representado

na Figura 29.

Tabela 2: Reagentes utilizados para a sintese das nanoparticulas Y1G-Al.

Reagentes Grau de Pureza Fornecedor Formula
(%0)

Nitrato de Itria 000 Aldrich Y(INO3)s - 6 H2O
Hidratado

Citrato de Ferro 005 Merck FeCsgHsO7 - NHyOH
Amoniacal
Citrato de 000 Aldrich AlICsHs0O5
Aluminio

Fonte: Proprio autor.

3.2 SEQUENCIA DOS POS.

Figura 29: Sequéncia do processo de sintese dos pos.

e Gl
sumids W e Amonteed
Aty (Patyts 0. M)
y N Gotas de Acido Nitrico (HNO,)  + .
et Tt Wbt :

Aguecimento . .
Bliacisiaiiesns s sntice >

Microondas
{t= 15,30 e 60 min)

pH=3

Fonte: Proprio autor.
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA A SINTESE DO MATERIAL DE
REVESTIMENTO.

Para o sistema epoxi escolhido, as propriedades finais também podem ser modificadas
variando parametros de processo. Os principais parametros incluem a selecéo do agente de
cura, a proporgéo entre a resina e o agente de cura, 0 tempo e a temperatura de cura. Todas
essas variaveis afetam de modo global a estrutura macromolecular formada (F. GONZALEZ-
GARCIA, 2005). Para a preparacdo correta da estequiometria e/a =1, entre a resina epoxi e 0
agente de cura, faz-se necessario a determinacdo de equivalente epoxi da resina, por titulacdo

potenciométrica.

3.3.1 Determinacdo do equivalente epoxi da resina DGEBA por titulacdo

potenciométrica

O peso equivalente da resina foi determinado pelo método volumétrico usando acido
bromidrico gerado “in situ”, segundo a norma ASTM 1652 (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS, 1997). A resina epdxi foi dissolvida num solvente adequado
e a solucdo resultante titulada por &cido bromidrico.

Em um béquer de 150 ml uma quantidade de resina pré-fixada foi pesada com precisdo
de *+ 10%g. Posteriormente, neste mesmo béquer com a resina foram colocados,
aproximadamente 20 ml de cloreto de metileno e 10 ml de brometo de tetraetilamdnio e 6
gotas de cristal violeta como indicador. A solucdo depois de homogeneizada foi titulada com
uma solucdo padronizada de &cido perclérico (0,1610 M). Imediatamente apds a solucdo
passar do azul para verde, foi anotado o volume adicionado (25 ml £ 0,1 ml) do &cido. Os
resultados da titulacdo estdo apresentados na tabela 3.

Para o célculo do peso equivalente de epoxi foram utilizadas as Equagdes (2 e 3).

E=43V.N/W )

WEEW = 43.100/E (3)

Onde V é o volume de acido perclorico utilizado (ml), N é a concentracdo de acido
perclérico (0,1610 M), W é o peso de resina utilizada (g), E é o percentual de grupos

epoxidicos na resina (%) e W é o equivalente epdxi da resina. Na Tabela 3 sdo apresentados
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ores da titulagdo potenciométrica da resina epoxi DGEBA, assim como o percentual de

e 0 equivalente epdxi calculado a partir das equacdes 2 e 3 e respectivamente. Os

resultados sdo a média de seis determinagdes. O equivalente epdxi utilizado nas formulacgdes

foi 186 gramas de resina que contém um equivalente de grupos epéxi (EEW em g eq). Estes

resultados encontrados sdo comparaveis com os reportados na literatura, 182-192 g eq?
(SHELL CHEMICAL, 1995).

>

>

Tabela 3: Resultados da Titulagcdo da Resina Epoxi-DGEBA.

DER  Massa da resina Vulnme de acido Percentual Equw:lente
331 epoxidica (g 0xi g
1 {},43{}[} 13,9 21,9 184.6
2 0,4009 13,7 231 186.1
3 0.4051 13,5 23,0 187.0
4 0.4047 15,5 231 186.1
5 0.4081 13.6 23,0 186.1
(i 0,4009 13,7 231 186.1
Media 2276 £ 0.1 185 1.0

Fonte: Proprio autor.

Abaixo estdo discriminadas as formulacdes da tabela 4, usadas neste estudo:

Eter Diglicidilico do Bisfenol A (DGEBA, DER 331, Dow Quimica do Brasil) com
185,5 g eq* de grupos epdxi, que foi determinado por titulagéo acida. Este mondmero
epoxi foi cuidadosamente desidratado a vacuo, a 80 °C antes de sua utilizagdo;
Diluente reativo Eter Diglicidilico de 1,4-Butanodiol (DGEBD, Sigma-Aldrich, 60%),
com uma massa equivalente de grupos epdxi, conforme determinado por titulacéo
acida de 123,4 eq™.

Como agentes de cura, foram utilizadas as aminas ciclo-aliféticas:

Agente de cura 5-amino-1,3,3-trimetilciclohexanoamina ou Isoforona diamina (IPD),
usado como recebido.

Agente de cura; 4,4’-diamino-3,3'-dimetil-diciclohexilmetano (3DCM, Sigma-Aldrich,
99%), usado como recebido.

Agente de cura 4-metilpiperidina (4MPip), usado como recebido.

As aminas IPD e 3DCM com uma massa equivalente de grupos hidrogénio-amina de

42,6 e 59,6 g eq?, respectivamente, determinado por titulagdo potenciométrica em meio
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aquoso (GARCIA, F. G. et al., 2007). A estrutura quimica, fornecedor, pureza e massa

molecular dos varios produtos utilizados estdo listadas na Tabela 4.

Tabela 4: Estrutura quimica e caracteristicas dos monémeros e aminas utilizadas.

DGEBD g \—J Aldrich 60%

IPD e~ Aldrich 99%
» é , ~ 1705
H,

. . 0
4 MPip HN/_>—CH. Aldrich 96% ~08.17
- .

i 0,
3DCM Aldrich 99% ~ 23841
HM N,
CI-I!

Fonte: Préprio autor.

3.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As formulacdes contendo 3DCM e IPD foram modificadas pela adicdo de diluente
reativo, éter diglicidilico do butanodiol (DGEBD), ao mondmero epoxidico, usando uma
concentracdo de 30 phr (30g de DGEBD para cada 100g de DGEBA), enquanto que para a
formulacdo 4MPip foi usada uma concentragdo de 5 phr (5 g de DGEBD para cada 100 g de
DGEBA). Estas diferentes formulacgdes, foram em funcdo da viscosidade de cada agente de
cura, quanto maior a massa molar do endurecedor, maior a viscosidade da mistura. Logo, para
a formulagdo 4MPip, com uma massa molar de 98,17 gmol™, foi usada uma concentragéo de
apenas 5 phr do DGEBD. O endurecedor 3DCM e IPD, com uma massa molar igual a 238,41
g mol? e 170,5 g mol™, respectivamente, foram usadas uma concentragio maior do DGEBD,
de 30 phr. Os diluentes tém por objetivo principal reduzir a viscosidade e melhorar as

caracteristicas de manipulacdo das formulacbes. Os diluentes reativos além de reduzir a
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viscosidade do meio reacional aceleram a velocidade de cura e o grau de cura. Todas as
formulacGes foram preparadas por pesagem do monémero modificado e do agente de cura,
em proporcdo estequiométrica (grupos epoxi/hidrogénio amina e/a = 1).

As formulages estdo representadas na Tabela 5 abaixo:

Tabela 5: Formulagdes epoxidicas estudadas.

Monimero Proporgio Nome da formulacio
DGEBA IPD 30 phr DGEBA/TPD-30 phr
DGEBA 3-DCM 30 phr DGEBA/ADCM-30 phr
DGEBA 4-Mpip 5 phr DGEBA-4 MPip 5 phr

Fonte: Proprio autor.

Todas as formulacGes foram cuidadosamente submetidas a agitacdo, durante 5 min a
temperatura ambiente (25 [1C) para assegurar uma mistura homogénea. Em seguida, as
misturas liquidas foram desgaseificadas a vacuo, por 10 min, a temperatura ambiente (25 °C),
depois vertida em moldes de poli (etileno) (cilindricos) e submetida a 60 [JC durante 4 h. Para
a etapa de pos-cura, cada amostra com uma cura incompleta nos moldes de poli (etileno)
foram removidas para moldes de vidro (cilindricos). A etapa de pds-cura das formulacGes a
base de 3DCM e IPD foi de 180 °C e 160 °C, durante 2 h, respectivamente. Para a formulacao
a base 4MPip foi utilizado um programa de cura em duas etapas, a primeira a 60 °C, durante
30 min, e a segunda a 120 °C, durante 6 h. Terminada a etapa de pds-cura as amostras foram

deixadas arrefecer lentamente, até atingir a temperatura ambiente.

3.4.1 Silanizagéo das ceramicas

Nesta pesquisa, nanoparticulas de composicdo Y1G-Al, foram funcionalizadas com 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), para posterior revestimento com a matriz epoxi a base
do DGEBA. Em um reator de 500 ml, sob aquecimento, equipado com condensador de
refluxo foi adicionado aproximadamente 2 gramas das nanoparticulas YIG-Al com
estequiometria desejada, as que foram dispersas em 300 ml de etanol 95% de pureza por

agitacdo mecénica, usando uma velocidade da haste de 1000 rpm. Anteriormente a adi¢do das
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nanoparticulas, o pH da solucéo foi ajustado com o auxilio de um pH-metro, a um valor de 6
pela adicdo de gotas de &cido acético. Quando a mistura atingiu 50°C, foi adicionada a
dispersdo uma gquantidade de 0,57 mmol de 3-aminopropiltrimetédxisilano (APTMS) (d= 1,027
g/ml e 97%, de pureza da Sigma-Aldrich). Estas condi¢des foram mantidas durante 4 horas.
As NPMs foram lavadas com agua destilada e finalmente, com etanol 95% a fim de eliminar
residuos de APTMS, depois filtradas e secadas.

3.4.2 Revestimento das ceramicas

Em um reator de 500 ml, equipado com condensador de refluxo, contendo 400 mL de
agua destilada (pH= 6) a 50°C, sob agitacdo mecéanica a 400 rpm foi adicionado 1 grama de
lauril sulfato de sodio. Depois da dissolucdo do surfactante, foi adicionado 1 grama das
nanoparticulas de YIG-Al, ja silanizadas com APTMS, as que ficaram dispersas no meio
reacional, sob agitacdo mecénica, durante 10 min. A formulagdo DGEBA/IPD foi escolhida
para o revestimento, pois esta formulacdo evidenciou que, o programa de cura utilizado, foi o
gue mais alcancou a conversdo e também apresentou melhores propriedades bioldgicas. Em
seguida, foi adicionado o mondémero DGEBA em solucéo de diclorometano (CH2Cly), (volatil
e ndo soltvel em agua, sendo evaporado durante o processo). A massa do agente de cura, IPD,
foi adicionada, separadamente, de acordo com a estequiometria e/a=1, dissolvidos em etanol
absoluto por separado, mantendo a agitacdo durante 15 min. Com o aumento da temperatura
para 80°C, foram mantidas sob agitacdo a 800 rpm durante 4 horas. Ao término da reacdo, as
nanoesferas, foram lavadas com &gua destilada, para a retirada do agente de suspenséo, e com
etanol, para a retirada de mondmeros residuais, filtradas e, posteriormente secas em estufa, a
50 °C, por 72 horas.
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4 TECNICAS DE CARACTERIZACOES

Para determinar a temperatura de transi¢do vitrea dos polimeros, empregou-se a técnica
de (DSC), o equipamento utilizado foi o STA 8000 — Simultaneous Thermal Analyser - da
Perkin Elmer (UNESP — Faculdade de Engenharia de Guaratinguetd). A espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR) permitiu
identificar as ligacbes e contaminantes presentes nos compostos inorganicos e organicos
presentes nessa pesquisa. Neste trabalho a espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) foi realizada empregando um
espectrometro da Perken Elmer, modelo Spectrum 100 do DFQ da UNESP no Campus de
Guaratingueta. A andlise foi realizada em temperatura ambiente, com o material na forma de
po e usando o modo de refletancia difusa. Para caracterizacdo de DRX, informacdes obtidas
sobre a cristalinidade, fases, e planos de orientacdo a longa distancia dos materiais na forma
de pds, foi utilizado um difratdbmetro Rigaku®, (modelo RINT2000, realizando varredura
angular em 260 de 20 a 80°, em feixe monocromatico de raios X por radiagdo Ka de cobre (50
kV, 120 mA) sobre o material, com incrementos A20 = 0,02°. Os difratogramas obtidos foram
analisados e o célculo de refinamento de Rietveld, uma coleta especial de dados foi
necessaria. Os ensaios foram realizados na FEG-UNESP. As medidas de espectroscopia de
espalhamento Raman das amostras foram realizadas em temperatura ambiente com o auxilio
de um espectrdmetro modelo Synapse 65 (HORIBA Jobin Yvon) acoplado com um
microscopio Optico modelo BX41 (Olympus) e equipado com um laser de Nd-YAG (A =
514,5nm) operado em 10mW na UFSCAR.

Microscopia eletronica de varredura com canhdo de emissdo por campo foram
realizadas por um equipamento da FEG-MEV da marca Carl Zeis, modelo supra 35-VP,
operado com feixe de elétrons incidentes de 6KV. A microscopia eletrdnica de transmissao
permite atingir a faixa atdmica. O equipamento utilizado foi Philips CM-20-EPFL Lausanne.
A resolucéo é da ordem de 0,2nm e observa-se a estrutura cristalina dos materiais com todos
os detalhes. Empregou-se um feixe idnico (lon, Bal-Tec, Modelo Res 10) em ambos os lados
da amostra, angulo de incidéncia de 10° e a tensdo de corrente nos canhdes de 3,5 KV e 1,5
mA.

A técnica mais comum para medidas da magnetizacdo, na temperatura ambiente € o
magnetémetro de amostra vibrante (MAV). O MAYV utilizado foi da Quantum Design PPMS
Dyna Cool, do grupo do Prof. Dr Michael Farle, na Universidade Duisburg-Essen, na

Alemanha, durante a realizacdo do projeto BEPE. Este equipamento pode operar com %9
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Tesla e temperaturas de 1,8-1000 K. Esta técnica foi utilizada para obter-se curvas de
histerese magnética com 3 T em varias temperaturas (5-300K), curva ZFC/FC, e curva de
magnetizacdo vs. temperatura com 0,02 T de 5K a 600K. A curva de histerese magnética
também foi medida no MAV da marca Lake Shore, modelo 1707 do Departamento de Fisica e
Quimica (DFQ) da UNIFEI em temperatura ambiente.

As medidas de capacitancia foram realizadas em funcdo da temperatura em amostras
compactadas e lixadas, paralelas entre as faces e depositadas eletrodos de ouro nas faces
paralelas utilizando de um sputtering Baltec SCD. Medidas de permissividade dielétrica (),
foram realizadas em um impendancimetro HP4192A LF Mountain View (5Hz a 13 MHz),
acoplado a um forno Flyever, com controle de temperatura FES0RP que atinge 800°C, em
uma frequéncia de 100 KHz.

O espectro Mdssbauer foi obtido no Espectrofotometro Mdssbauer comercial, com fonte
de °’Co dispersa em matriz de Rh e as amostras prensadas entre dois discos de lucite. Os
espectros Mossbauer do composto Y1G-Al foi medido a 300K.

4.1 TOXICIDADE DOS REAGENTES

4.1.1 Manuseio de reagentes

Os procedimentos de manipulacdo de Oxidos metélicos incluem estocagem a
temperatura ambiente, em deposito fechado, e com boa ventilacdo. Para peneirar, diluir, ou
pesar os 6xidos, deve ser usado ; os Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) adequados;
Os EPIs necessarios para 0 manuseio, dos pés sdo: luvas, botas, avental de PVC; 6culos de
seguranca; e mascara do tipo Niosh, contra pos e gases, com filtro de p6 misto. Evitar a
formacdo de poeira, e abrir o frasco e manusear com cuidado. Em caso de contato com 0s

olhos, lavar abundantemente com &gua e procurar auxilio médico.

4.1.2 Descarte e tratamento de residuos

Os 6Oxidos metélicos sdo poluentes e prejudiciais ao meio ambiente (&4gua, solo e ar), por
serem muito toxicos para fauna e flora. Todos os residuos de 6xidos metalicos e materiais
contaminados devem ser descartados em local especifico apropriado para lixo perigoso, e
devem ser destruidos, em incineradores quimicos adequados, sob altas temperaturas. Deve-se

evitar que os residuos escoem para cursos de agua e os efluentes industriais e esgotos devem
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ser tratados antes de serem despejados nos rios. Muitas vezes é necessario precipitar cations e
anions toxicos, para facilitar o descarte. Os cations e anions podem ser divididos em ions de

alta periculosidade.

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 Ensaios Bioldgicos in Vitro

4.2.1.1 Estudos da Citotoxicidades in vitro

A caracterizacdo da citotoxicidade in vitro € uma pratica comum na avaliacdo bioldgica
de produtos para a saude, e fundamental para a andlise inicial da biocompatibilidade dos
mesmos. Pela exposi¢do de uma cultura celular a determinado biomaterial de interesse, é
possivel caracterizar reacGes adversas de citotoxicidade resultantes. Segundo a norma ISO
10993-5(2009) (1) ha trés categorias de ensaios de citotoxicidade, a saber: contato direto, por
extrato e difusdo em &gar, os quais diferem quanto a forma pela qual as células sdo expostas
ao material em analise. Além disso, enquanto 0s ensaios de contato direto e por extrato
possibilitam a avaliacdo qualitativa e quantitativa da presenca e severidade de efeito
citotoxico, o teste de contato indireto permite apenas a avaliacdo qualitativa da citotoxicidade

apos ensaio.

Figura 30: Organograma Ensaios Bioldgicos.

Ensaios Biologicos

e Adsorgio de Adesho de plaguetas
Tromboresisténcia proteinas e ativagho Citotoxicidade

Fonte: Proprio autor.
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No teste de citotoxicidade utilizam-se extratos dos materiais a serem testados em
contato com uma cultura de células de mamiferos, em microplacas para cultura celular, de 96
pocos, e a avaliacdo da citotoxicidade pode ser realizada utilizando-se o método de
incorporacdo do corante vital vermelho neutro. O ensaio de incorporacao do vermelho neutro
é um teste in vitro eficaz, de baixo custo, reprodutivel e quantitativo para selecionar
substancias potencialmente toxicas. Esta baseado no fato de que o vermelho neutro é um
corante solUvel em agua e que passa através da membrana plasmatica e se concentra nos
lisossomas de células vivas onde se fixa por ligacdes eletrostaticas nos sitios aniénicos da
matriz lisossoma. Muitas substancias danificam as membranas celulares e lisossomais
resultando no decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro. Portanto é possivel
distinguir entre células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor final (Avaliacdo da
Citotoxicidade de Bioceramicas Desenvolvidas para uso em Sistemas de Implantes
(DAGUANOL, SANTOS, ROGER).

Neste ensaio temos Varios resultados, aonde é dada a morte celular programada que é
definida como apoptose ou morte celular, ¢ um tipo de “autodestrui¢do celular”, requer
energia e sintese proteica para a sua execucao. Relacionado com a homeostase na regulacédo
fisiologica do tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose.
Fisiologicamente falando, o suicidio celular ocorre no desenvolvimento embrionario, na
organogénese, na renovacao de células epiteliais e hematopoiéticas, na involugdo ciclica dos
Orgdos reprodutivos da mulher, na atrofia induzida pela remocédo de fatores de crescimentos
ou horménios, na involucdo de alguns 6rgdos e ainda na regressdo de tumores. Portanto
consiste em um tipo de morte programada, desejavel e necessaria que participa na formacao
dos 6rgdos e que persiste em alguns sistemas adultos como a pele e o sistema imunoldgico. A
necrose difere da apoptose por representar um fendmeno degenerativo irreversivel, causado
por agressdo intensa. Trata-se pois, da degraOdacdo progressiva das estruturas celulares
sempre que existem agressdes ambientais severas. E interessante salientar que o mesmo
agente etiologico pode provocar tanto necrose quanto apoptose; sendo que a severidade da
agressdo parece ser o fator determinante do tipo de morte celular. Varios agentes etioldgicos
ja foram confirmados como indutores de apoptose, entre eles diversas viroses, isquemia,
hipertermia e varias toxinas. Neste tipo e ensaio biologico foram utilizadas as células MG-63
osteoblasticas, células de osteosar como a de humano (European Collection of cell cultures-
ECCACC), enriquecida com 10% de soro letal bovino inativado (SFB) e 1% de antibidtico
(penicilina- streptomicina) (todos da Bioclom A,G) em estufa a 37°C E 5% de CO2 e em

trocas de meio de cultura a cada 2 dias.
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4.3 TROMBORRESISTENCIA

A tromborresisténcia das superficies dos materiais foi avaliada pelo método adaptado da
cinética do tempo de coagulacdo. O sangue é coletado de um voluntario saudavel, 0,5ml de
sangue, sendo adicionado na superficie de cada material. Em um tempo predeterminado, de
5,10,20,30,40,50 e 60 min, os materiais transferidos para placas de Petri contendo 20ml de
PBS pH 7,4 e incubou-se durante 5 min. As células vermelhas do sangue, que ndo foram
aderidas na superficie do material, hemolisadas e a hemoglobina livre foram dispersas na
agua. A concentracdo de hemoglobina livre em agua foi espectro fotometricamente medida
por monitoramento da absorbancia a 540 nm. Os valores de absorbancia foram representados
graficamente em funcdo do tempo de contato com o sangue. O valor médio é calculado, pela

soma de 3 medidas.

4.4 ADSORCAO DE PROTEINAS

A adsorcdo de proteinas de um fluido biolégico em uma superficie solida é um
problema de interesse em varios processos bioldgicos, médicos e tecnoldgicos. Este fendmeno
é um dos primeiros eventos que ocorre quando materiais sintéticos sdo colocados em contato
com um sistema biolégico. Em menos de 1 segundo apds o contato do material sintético,
proteinas, sdo observadas nas superficies do mesmo. As células entram em contato com a
camada de proteina ao invés da superficie do biomaterial. Em questdo de minutos uma
monocamada de proteina adsorve na maioria das superficies. Portanto, o desempenho desses
materiais dependera primeiro da camada de proteina adsorvida, pois essa camada de proteina
interage diretamente com os componentes do sistema bioldgico. As células entram em contato
com a camada de proteina ao invés da superficie do biomaterial. Como essas células
respondem especificamente a proteinas, a formacédo do filme interfacial de proteina pode ser o
evento que controla posteriores biorreatores a materiais sintéticos. A adsorgdo de proteinas em
materiais sintéticos localizados na corrente sanguinea ocorre sob condi¢Bes que sdo
complexas, visto que o plasma é constituido por uma variedade de proteinas diferentes. Cada

proteina esta presente no plasma em uma concentragéo caracteristica.
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4.5 ADSORCAO DE PLAQUETAS

Para esse estudo, o sangue é coletado de doadores saudaveis de acordo com a
declaracdo Helsinki e aprovado pelo comité de ética local. A compatibilidade das formulacdes
DGEBA com o sangue foi avaliada pelo ensaio de adesdo plaquetaria aberto-estatico com
sangue humano. O inicio do procedimento experimental, consistiu em mistura de solucédo de

substancias, obtendo com isso 5 gramas de amostra com a utilizagdo de micro-onda.

4.6 PREPARO E MARCACAO DO COMPLEXO *MTC-YIG

Inicialmente, foram pesadas 20mg das NPs de YIG:Al as quais foram dispersas em 10
ml de agua ultrapura com auxilio de um ultrassom de alta frequéncia (CPX 500, Cole-Palmer
Instruments, Vernon Hills, EUA), durante 30 minutos e em banho de gelo. A amostra
preparada foi colocada no banho de ultrassom por 20 minutos para desaglomeracdo e logo
apos, o tubo foi deixado em repouso durante 10 minutos para a decantacdo das nanoparticulas
maiores. Para a radiomarcagdo, uma aliquota de 100ul da amostra apds a decantagdo foi
colocada em um frasco. Foram adicionados 200ul da solugdo de cloreto estanoso em HCI
0,25M (1mg/l). O pH foi ajustado para 7,0 com solugdo de hidroxido de sodio 1,0M. O frasco
foi lacrado e realizou-se vacuo. Em seguida, foram adicionados 100uL de pertecnetato de
sodio (*®"TcOs). A mistura reagente foi mantida em temperatura ambiente por 15 min. O
conteudo foi transferido para um tubo Eppendorf®, o frasco foi lavado com 500ul de cloreto
de sodio (NaCl 0,9% p/v) e, em seguida, centrifugado a 10000 rpm/min durante 10 min, para
purificacdo da amostra. O sobrenadante foi separado do sélido formado, coletado e transferido
para outro tubo Eppendorf®. Foram adicionados 500ul de salina no tubo Eppendorf®,
contendo o sélido, o qual foi levado ao banho de ultrassom para completa ressuspensdo da
amostra. As reacdes envolvidas no preparo do complexo *"Tc-YIG-Al estdo descritas a

sequir, (equacdes 4 e 5).
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4.6.1 Reacdo de complexacéo

Etapa I:

Na**"TcOs+SnCl> He  9mTe4*4 SnOy+ NaCl +H * (4)
Etapa ll:
H*+ OH+%"Tc*+Y IG ¥MTCc-YIG+H20 (5)

4.6.2 Pureza radioquimica

Para a determinacdo do rendimento da marcacdo, foi utilizado o método de
cromatografia de camada delgada (CCD). Uma pequena aliquota da suspensdo preparada,
conforme descrito no item anterior, foi aplicada a 1cm da base da placa cromatografica de
papel Whatman® 3 (fase estacionaria) e arrastada pela fase mdvel (metiletilcetona) para
determinacéo de tecnécio livre (*"TcO™). O o6xido de tecnécio (**™TcO,) foi removido da
preparacdo por centrifugacdo, em 10.000 x g por 10 minutos. Apds secagem, as fitas foram
cortadas na metade e a porcentagem da pureza foi obtida por meio do célculo de porcentagem
de impureza radioquimica (equacbes 6 e 7). A radioatividade presente nas tiras de
cromatografia foi determinada por um contador gama (Wallac Wizard 1470-020 Gamma

Counter, Perkins Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, EUA).

%*°*"TcO4 =Radioatividade da regifo superior da tira de papel x 100 (6)

Radioatividade da regido inferior da tira de papel
%%°MTcO,= Radioatividade sobrenadante - %%°™TcO4 (7)
Para a determinaco da pureza radioquimica foi calculado o teor de®*™TcO* formado
ap0s a marcagao e, o teor de®*™TcO,, apds o processo de centrifugacéo, utilizando a Equacdes

6e’.

4.6.3 Estabilidade da radiomarcacdo em plasma in vitro
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Para obtencdo do plasma, foi coletado um volume (aproximadamente 1mL) de sangue
de camundongos Balb/C sadios e colocado em um tubo Eppendorf® contendo anticoagulante.
Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min para que houvesse a separacdo do
plasma dos demais elementos sanguineos. Para cada 1mL de plasma foram adicionados 100
UL da amostra contendo %MTc-YIG. A amostra foi mantida sob agitagdo, a 37°C. Foram
retiradas aliquotas nos tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 horas e aplicadas na placa de CCD, para

avaliacdo da pureza radioquimica, conforme descrito anteriormente.

4.6.4 Estudos em animais

Todos os experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da UFMG (CEUA). Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com
peso corporeo entre 20 a 25g, adquiridos e mantidos no biotério da Faculdade de Farmécia
(FaFar) da UFMG, com livre acesso a agua e comida, sob ciclo claro-escuro de 12 h (inicio as
7:00 h) e temperatura controlada (24 = 2°C).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO PROSPECTIVA DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Visando caracterizar a formagdo da estrutura cristalina tipo granada, a difratometria de
raios X, foi realizada para nanop6s de YIG modificados com Al variando-se o tempo de
sintese no reator hidrotermal assistido por micro-ondas de 15, 30 e 60 minutos. O
difratograma da Figura 31, para as amostras tratadas a temperatura de 140°C, mostra que
houve a formacéo de fase cristalina para todos os tempos utilizados, comparando o resultado
aos dados encontrados na literatura, nota-se que os picos de Bragg sdo coincidentes, ndo
havendo picos referentes a presenca de uma segunda fase. Logo, independentemente do
tempo de cristalizacdo todas as amostras obtidas sdo monofasicas. Pode-se observar que o
padrdo apresenta picos bem estreitos, isto indica que o material esta bem organizado a longa

distancia interatbmica.

Figura 31: DRX, par as amostras tratadas termicamente a 140°C, em tempos de (a) 15, (b) 30

e (c) 60 min, através do micro-onda hidrotermal, método de sintese.
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Fonte: Proprio autor.

Né&o foram identificadas fases secundarias embora o refinamento de Rietveld mostrou
que existem alguns picos residuais devido as tensdes geradas na cristalizacdo da fase pelo
microondas (MUSA, et al., 2018). Todos os picos da fase da ferrita de itrio dopada com
aluminio foram encontrados e indexados. Nota-se uma deficiéncia dos elementos, com

excecao do ferro. O valor do parametro de rede € um pouco acima do apresentado para o YIG
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dopado com Al, sendo que se esperava uma diminui¢do do parametro de rede com a adi¢do do
aluminio. Isto foi observado no material cuja composicdo estd apresentada com menor
concentracdo de aluminio. Esta divergéncia pode ser atribuida ao fato de que a técnica de
refinamento tem suas limitacfes quando se trata de medidas quantitativas e, como mostra a
Figura 32, existem alguns picos de baixa cristalinidade. A baixa quantidade de aluminio
presente na amostra refinada pode ter impacto na temperatura de Curie do sistema. Em
relacdo a estrutura e 0 grupo espacial, estes eram esperados para estrutura do tipo granada. A

estrutura obtida estd demonstrada no canto direito da Figura 32.

Figura 32: Padrdo obtido por meio do Refinamento Rietveld para a amostra de ferrita de itrio
dopado com aluminio obtida pelo método HAM. Ao lado observa-se uma representacao da
célula unitaria obtida também com o refinamento. Os 4&tomos azuis sdo de itrio, laranja séo

ferro, os beges aluminio e, os vermelhos sdo oxigénio, conforme figura abaixo.
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Fonte: Préprio autor.

O tamanho do cristalito foi determinado utilizando a equacdo de Debye Scherrer a qual
mostra a relagdo do tamanho do cristalito com o angulo de difragdo (©), a largura da meia
altura (B), fator de forma (k), comprimento de onda da radiagdo (equacdo 8). Na equagdo 9,
utilizou-se para o célculo do pardmetro de rede, a disténcia interplanar (d) e, os indices de
miller (h k I). O tamanho de cristalito e o pardmetro de rede calculados foram 3215 e

1,22+0.02 nm, respectivamente.:

kA
D= Beozg (8)

A=dVRZ+EkZ+ 12 (9)
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Tabela 6: Parametros estruturais encontrados por Refinamento Rietveld do material obtido
pelo Método HAM.

Composicdo Pardametro de | Volume da Estrutura Grupo
Rede célula Espacial
unitara
Iz-3d

¥z, rFes sl 1100 90 1,251 nm 1,956 nm? Cubica

Fonte: Proprio autor.

O espectro Raman ilustrado na Figura 33, revela algumas mudangas evidentes na
frequéncia de vibracdo de moléculas a medida que o tempo de cristalizagdo aumenta. Nove
modos associados a vibracdo interna do grupo molecular FeO4, foram evidenciados. Abaixo
de 300 cm™, esses modos s&o caracterizados como translacional(T) de Y3*[FeOg]® e os modos
acima de 300 cm™ sdo atribuidos aos modos vibracionais internos correspondentes a Tg, Eg €
Ayg. As principais diferencas nos espectros observados sdo evidenciadas entre 400-600 cm™
com uma reducdo na intensidade relativa desses modos em relagdo ao modo Eg da banda
620cm-t. Com o emprego da deconvolucdo gaussiana, evidenciou a sobreposi¢cdo dos modos
Aug, Eg e Tog. A medida que o tempo de cristalizagdo aumenta os modos Eg e Tzg, $30 mais
evidentes e 0 modo Alg é suprimido. Com essa demonstracdo a estrutura da rede sofreu uma
distorcdo em eixo simétrico em relacdo ao eixo Alg, e houve uma flexdo na rede cristalina
distorcida na forma bidimensional (Eg) e tridimensional (T2g). O maior tempo de cristalizacdo
proporciona maior energia, enfim causa anisotropia no crescimento estrutural, a curta
distancia causando certo grau de desordem na rede cristalina. Outro fato observado € o
deslocamento dos ions aluminio no sitio do ferro a medida que o tempo de cristalizacdo
aumenta. No cristal YIG, existem 16 redes. Uma octaédrica com 6 ions de oxigénio
coordenados e 24 redes tetraédrica, cada uma com 4 ions de oxigénio coordenados. O
deslocamento de ions Fe®* pode ocorrer, em qualquer dessas redes. Como os modos
vibracionais induzidos por AI**, geram intensidades de modo mais alto, sinais espectrais
remanescentes podem, portanto, ser atribuidos aquela rede nas quais 6 fons Al® * ainda ndo
estdo deslocados. O ligeiro aumento de magnitude do modo translacional para a amostra
cristalizada a 30 minutos indica que os ions Fe coexistem em dois sitios na rede da estrutura

granada conforme posteriormente observado por espectroscopia Mossbauer.
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Figura 33: Espectros Raman de p6s de YIG-Al sintetizados a 140°C por: (a) 15, (b) 30 e (¢)
60 min.
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Fonte: Proprio autor.

O espectro de infravermelho (FT-IR), ilustrado na Figura 34, refere-se as bandas de
absorcgdo para todos os tempos de cristalizagdo. A banda larga a 3000-3600 cm™ é o resultado
do alongamento antissimétrico e simétrico dos grupos de ligagdo H.O e OH, enquanto uma
bandaa 1630 cm™ corresponde as vibragoes de flexdo de H,O. Especificamente, bandas de
absorcéo fortes a 400-600 cm™ sdo atribuidas & vibracdo de estiramento e flexdo da ligacéo
Fe-O que é caracteristica dos grupos octaédricos de FeOe. A formacdo de uma estrutura
cristalina pode ser confirmada pela presenca da banda de metal-oxigénio. A &gua residual e 0s
grupos hidroxi sdo usualmente detectados nas amostras cultivadas e é necessario tratamento
térmico adicional para a sua eliminacio (pela evaporacdo, por exemplo). E bem conhecido
que a hidroxilacdo de ions metalicos e a desprotonacdo podem ser aceleradas aumentando a
temperatura ou a pressdo da solucdo. No processamento de microondas hidrotermal, a
radiacdo eletromagnética de alta frequéncia interage com o dipolo permanente do liquido
(H20) que inicia o aquecimento rapido a partir da rotagdo molecular resultante, e dipolos
permanentes ou induzidos na fase dispersa causam aquecimento rapido das particulas, o que
resulta em uma temperatura de reacao superior a temperatura de superaquecimento localizada
no liquido envolvente. Das duas bandas, a banda de alta frequéncia (v1) ¢ atribuida a ligagao
tetraedrica metal-oxigénio e a segunda frequéncia (v2) a ligacdo octaédrica metal-0Xigénio
correspondente a: (1) vibracdo de alongamento Mer-O-Meo 600-550 cm™ (2) Meo«—O

vibragdo de estiramento 450-385 cm™ aqui O é oxigénio, Meo € metal no sitio octaédrico e
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Mer no sitio tetraédrico. As bandas de absorcdo de metal-oxigénio (1) e (2) sdo pronunciadas
para todas as estruturas de espinélio e essencialmente para ferritas, que também séo vistas
nestas amostras. Os dados espectrais de FT-IR revelam duas bandas entre
578-564 cm™* e 472-443 cm* que estdo de acordo com o valor relatado. Bandas caracteristicas
de tracos de carbonato podem ser atribuidas a 4gua adsorvida devido ao contato da amostra
com o ambiente proximo de 1500 cm™ conforme (Figura 34).

Figura 34: FT-IR Infravermelho- Espectros de pds de YIG-Al sintetizados a 140°C por: (a)
15, (b) 30 e (c) 60 min.
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Fonte: Préprio autor.

Foi avaliado a morfologia das particulas utilizando Micrografia Eletrénica de
Varredura, (FEG-SEM) conforme ilustra a Figura 35. As amostras preparadas através da
sintese hidrotérmica de micro-ondas, com diferentes tempos de cristalizacdo a 15, 30 e 60 min
revelam que com o aumento do tempo no reator ndo levou a particulas de forma irregular. Os
tamanhos dos cristais aumentam com o tempo de sintese e, consequentemente, a energia de
superficie dos cristais. O tamanho das particulas varia de 20 a 60 nm com alguns
aglomerados. Esses aglomerados surgem devido ao tratamento hidrotérmico em meio aquoso
devido as forcas de Van der Waals que agem nas particulas devido aos grupos OH. A
morfologia das particulas ocorre na forma de placas. Durante a cristalizagdo hidrotérmica,
varios fatores influenciaram a formacéo de particulas como tempo de sintese, temperatura de
cristalizacdo. As condigcdes de temperatura e pressdo s&o mantidas durante o processo

hidrotérmico ndo sendo observado uma segunda fase e, no entanto, o processo de dissolucao e
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cristalizacdo continuou no fluido supersaturado, que o sistema auto estabiliza impedindo a
formacédo de complexos i6nicos e limitando o crescimento de cristalitos da estrutura granada a

tamanhos nanométricos.

Figura 35: Micrografia Eletronica de Varredura por emissdo de campo (FEG-SEM) dos pds
de YIG- Al sintetizados a 140°C por: (a) 15, (b) 30 e (c) 60 min.

Fonte: Proprio autor.

A Figura 36, mostra a micrografias do material obtido por 30 minutos em duas regides
distintas e com ampliacfes de 50.000 e 100.000 X. A micrografia é utilizada para determinar
0 tamanho médio de particulas e morfologia. Pode-se observar que algumas particulas
apresentam forma circular, mas a morfologia ndo esta muito clara devido ao alto nivel de
aglomerados. Na ampliagdo mais baixa, nota-se a formacéo de placas. Estes resultados sao

condizentes com os apresentados anteriormente para explicar a morfologia e aglomerados.
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Figura 36: Micrografias da amostra Y1G-Al com ampliac6es de (A) e (C) 100.000 X e (B) e
(D) 50.000 X, em duas regides diferentes.

Regido 1

Fonte: Proprio autor.

A distribuicdo do tamanho de particulas para a amostra em questdo esta representada na
Figura 37. O tamanho médio das particulas é de 57+ 14 nm. E importante notar que o
tamanho de particula encontrado neste caso é proximo do valor apresentado na literatura, e
que estes valores sdo, aproximadamente, o dobro do tamanho de cristalito calculado a partir

dos dados de raios X, isto significa que uma particula é um aglomerado de cristalitos.



74

Figura 37: Distribuigdo do tamanho médio das particulas no HAM a 30 minutos.
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Fonte: Proprio autor.

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdao (MET), foram utilizadas para
avaliar a forma e o tamanho das particulas cristalinas de YIG-Al para os tempos de 15, 30, e
60 min no reator de micro-ondas. Nota-se que as cerdmicas obtidas sdo compostas de
particulas de forma regulares, sendo que a morfologia é semelhante para todas os tempos de
sintese. Nestas micrografias, sdo observadas nanoparticulas com dimensdes que variam de 40
a 70 nm. Conclui-se que com estes resultados que, as nanoparticulas sdo cristalinas e
consistentes com os resultados de difracdo de raios-x, levando a afirmar que ndo existe
qualquer estado intermediario entre 0 amorfo e o cristalino. O pequeno tamanho das particulas
sintetizadas em um menor tempo de sintese pode ser explicado da seguinte forma: muitos
nacleos sdo formados na solucdo no inicio da reacdo, prossegue em uma solucdo muito
diluida, ndo ha reagente suficiente para o crescimento das particulas e como consequéncia, as
particulas ndo crescem além de 40 nm. A medida que o tempo de sintese, chega a 60 min, os
grandes aglomerados desaparecem e se tornam menores e isométricos, assim o tamanho de

particulas maximo, aumentou o valor para 70 nm conforme a Figura 38.
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Figura 38: Micrografia eletronica de transmissao de pds de YIG-Al sintetizados a 140°C por:
(@) 15, (b) 30 e (c) 60 min.

Fonte: Proprio autor.

A histerese magnética M-H medida a temperatura ambiente para as nanoparticulas
cristalizadas em diferentes tempos de sintese, estdo ilustradas na Figura 39. As amostras
apresentaram “loops” de saturag@o independente do tempo de cristalizagdo. O comportamento
da curva magnética sugere que a distribuicdo do Al e Fe na rede em diferentes concentracbes
podem estar atribuidas a diferenca na morfologia, densidade de defeitos e composi¢do de fase.
Inicialmente, os fons Fe3* ocupam o tetraedro (d) e o octaedro (a), sitios antiferromagnéticos,
por conseguinte, 0 momento magnético é uma resposta a interacdo negativa na supertroca dos
fons Fe®* nos sitios a e d. No inicio da dopagem, os ions AI®* substituem de preferéncia os
fons Fe3* no sitio d, em pequenas quantidades, e tendem a ocupar o octaedro quando a
concentragdo de ions AI** aumenta. Os ions Fe3* sdo substituidos pelos ions ndo magnéticos
AIP* nos sitios (d) e (a) e a interacdo da supertroca dos ions de ferro na rede sdo reduzidas,
consequentemente reduzindo a magnetizacdo, pela baixa relacdo Fe/Al. Como €é bem
conhecido, o sitio tetraédrico € menor do que o sitio octaédrico, logo, o ion menor
persistentemente procura uma menor local. No entanto, menos energia é convertida em calor
como a diminuicdo da relacdo Fe/Al, uma vez que a magnetizacdo de saturagdo da
magnetizacio é proporcional a presenca de ions Fe®* no composto. O comportamento
magnético para maiores tempos de sintese pode estar relacionado ao pequeno volume do
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cristal e ao efeito do alto campo interno das amostras. O campo interno pode ser gerado pela
distribuicdo assimétrica das vacdncias de oxigénio carregadas. Este efeito induz ao
alinhamento dos dipolos complexos e distribuicdo assimétrica de vacancias de oxigénio
carregadas, i.e.; vacancias de oxigénio duplamente ionizadas e aprisionamento dos elétrons
proximos das interfaces entre particulas. Embora a magnetizacdo remanescente seja maior
para os pods cristalizados a 60 minutos, o elevado tempo no micro-ondas (60 minutos) pode
com o tempo causar danos ao magnetron o que pode acarretar no mal funcionamento do
sistema de sintese. Portanto, 30 minutos mostra-se como promissor para obtencdo desta fase

complexa.

Figura 39: Curvas de M de Y1G-Al sintetizadas a 140°C através do método de sintese

hidrotérmica de micro-onda com tempos de cristalizacdo de 15 (a) 30 (b) e (c) 60 min.

60 min

30 min

15 min

.
\

Magnetizagao (emu/g)

— T —T ——TT T
-15000 -10000 -5000 0 5000 10000 15000

Campo Elétrico Aplicado (G)

Fonte: Proprio autor.

Curvas de histerese magnética em diferentes temperaturas (5K, 10K, 25K, 50K, 100K,
150K, 200K, 250K, 300K) foram medidas para a amostra cristalizada a 30 minutos. Na Figura
40, as curvas de histerese nas temperaturas de 300K, 200K e 5K, estdo representadas. Essas
trés temperaturas resumem as principais diferencas que ocorrem quando ha alteracdo na
temperatura. A 5K, uma histerese aberta é observada para a amostra, mas muito pequena. O
campo coercitivo (HoHc) é 18 mT, mas quando a temperatura € aumentada 0 campo coercitivo
se torna menor, chegando a 1 mT quando o ensaio foi feito a 300 K. Por esta razdo, este
material pode ser chamado de levemente magnético. Quando um campo magnético é aplicado
até a saturacdo de magnetizacdo e entdo, retorna para um campo nulo, a magnetizacdo néo é
completamente cancelada, entdo existe uma magnetizacdo remanescente. O campo coercitivo

é aplicado na direcdo oposta para anular esta magnetizacéo residual, tornando-se zero. Dessa
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forma, um campo coercitivo estreito significa que este processo é facilitado. Coercitividades
pequenas podem ser vantajosas para aplicages como modulo de mudanca de fase (HUANG
C.C. et all 2014). A magnetizacdo remanescente (M;) encontrada foi de 1,08 emu/g. Como
descrito por Musa (2018), quando o conteldo de aluminio na amostra é aumentando a Mr
diminui, até que com Al = 1,8, a estrutura granada se torna paramagnética. Isto é um efeito da
substituicdo de ions de Fe** por ions de AI**, os quais possuem M, nula (MUSA, et al, 2018.
A magnetizacdo de saturacdo (Ms) encontrada foi de 10,60 emu/g. Esses valores sdo maiores
do que esperados, considerando-se uma concentracao de aluminio igual a 1,65, isto pode ser
explicado por que, provavelmente, a concentracdo de aluminio real na amostra € menor do
que os valores calculados na sintese. Esperam-se menores valores de magnetizacdo de
saturacdo quanto mais ions AI®* estdo presentes na amostra, devido a sua natureza
paramagneética que reduz a interacdo de super troca entre os sitios a- e d- do material
(ANUPAMA, et al, 2017)(MUSA, et al, 2018).

Figura 40: Curvas de histerese magnética de nanoparticulas de Y1G-Al nas temperaturas de

300 K, 200 K e 5 K, como inset esta 0 zoom da regido de histerese.
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Fonte: Proprio autor.

A relacdo entre a magnetizacgdo e a temperatura depois do resfriamento a campo nulo e
depois do resfriamento a um campo aplicado esta mostrado na Figura 41. Esse formato da
curva ZFC/FC pode ser associado a um comportamento ferromagnético, o qual também foi

observado na curva de histerese. Também, pode-se notar que a temperatura de Curie é maior
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do que 400 K. E conhecido que para a ferrita de itrio pura, a temperatura de Curie é de
aproximadamente 555 K (GRASSET, MORNET) por isso, assume-se que a curva iria
colapsar caso a temperatura fosse aumentada. Com a diminuicdo da temperatura, a
magnetizacdo na parte FC (Mrc) aumenta consideravelmente, enquanto a magnetizagdo na
parte ZFC (Mrc) diminui com uma taxa menor. Na temperatura de 390 K, a irreversibilidade

comega a ser observada, pois nesse ponto Mzrc > Mrc, e 0 maximo valor da Mzrc é atingido.

Figura 41: Curva ZFC/FC a 5 mT para a amostra de ferrita de itro dopada com aluminio.
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Fonte: Proprio autor.

TransicBes de fase mudam as propriedades em um sistema termodindmico e, isto
acontece perto de uma regido critica. Essas transi¢cbes de fase podem ser de primeira ou
segunda ordem. Uma transicdo de primeira ordem, geralmente, esta relacionada com o calor
latente (fusdo, evaporacdo), enquanto uma transicao de segunda ordem, é uma transicdo de
fase continua (susceptibilidade, calor especifico ou mudangas no comprimento). No segundo
caso, 0 parametro de ordem tem um comportamento continuo, até um ponto critico, e pode-se
observar que o fendmeno segue a lei de poténcias (MAGNETISM MATO -1-26). Um
exemplo de transicdo de fase de segunda ordem € a transicdo do ferromagnetismo para o
paramagnetismo, na qual aumentando-se a temperatura, em uma temperatura critica o
comportamento magnético é alterado (SCHOOL OF PHYSICAL SCIENCE): Neste caso, 0
parametro de ordem esta relacionado com a magnetizacdo espontanea. Esse parametro é uma
guantidade adimensional e pode ser zero para a fase paramagnético ou ndo-nula para o

comportamento ferromagnético. Esse fenbmeno é descrito de acordo com a lei de poténcia, e
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a teoria de campo médio. A lei de poténcia para uma transicdo de fase de segunda ordem é
descrita na equagéo 10, abaixo (MAGNETISM -MATO -1-26):

M(T) T->1c = Mof8 (10)

Na qual, M é magnetizacdo, T é temperatura, Tc é temperatura critica, e § ¢ o expoente
critico. O expoente critico € um fator importante para o estudo da transicdo de fase porque
representa um valor universal, ou seja, que nao € dependente de detalhes microscopicos. Na
qual, M é magnetizacdo, T é temperatura, Tc é temperatura critica, ¢ p ¢ o expoente critico. O
expoente critico é um fator importante para o estudo da transicdo de fase porque representa
um valor universal, ou seja, que nao é dependente de detalhes microscopicos (MAGNETISM-
MATO 1-26). A lei de poténcia apresentada na equacdo foi usada para ajustar a curva
Magnetizacdo vs. Temperatura obtida, esta curva esta representada na Figura 42. A partir do
ajuste foi possivel encontrar a temperatura de Curie (Tc) da amostra, que € igual a (481,16 +
0,21) K. Quanto maior o conteido de aluminio na amostra, é esperado uma menor Tc, assim
como a magnetizacdo. Por isso, dependendo da aplicacdo desejada pode-se utilizar uma
quantidade de aluminio para alcancar a Tc ideal. Quando cétions ndo magnéticos sao
introduzidos em um sistema magnético, a constante de troca entre os cations nos sitios (J) d é
reduzida, entdo o nimero de interacdes magnéticas principais por ions magnético diminui.
Contudo, para a composi¢cdo com a concentracdo de aluminio (x) dentro de 1,5 <x <18 ¢
esperado que a Tc seja proxima a temperatura ambiente (GRASSET F. et al 2010)
(ORTEGA,.RAMIREZ, et al, 2014). Para uma composi¢do com x = 2,5, foi reportado que a
Tc era igual a 110 K. O valor obtido de Tc para a amostra neste trabalho mostra que, menos
aluminio do que o necessario para chegar-se a temperatura ambiente foi fornecido, esperava-
se a atingir uma composicao de YIG-Al, mas o valor de Tc obtido indica que a quantidade de
aluminio na amostra deve ser no maximo x = 0,5, ( GRASSET F.et al 2001) a qual estaria de
acordo com a composicdo encontrada pela analise de EDX, pois convertendo-se 1,7 at-% em

porcentagem atbmica para nimero de mols, chegamos a x = 0,34 mol.
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Figura 42: Curva de Magnetizacao vs. Temperatura utilizada para o calculo da temperatura de

Curie.
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Fonte: Proprio autor.

A dependéncia da temperatura da permissividade dielétrica € mostrada na Figura 43. As
permissividades medidas a 10 kHz sdo 14300, 11600 e 4660, respectivamente. As transicdes
de fase ocorrem em torno de 53, 47 e 37 °C. Uma transicdo de fase estrutural corresponde ao
estado de transi¢do ndo polar para o estado polar a Te. A permissividade dielétrica aumenta
gradualmente com um aumento na temperatura acima da temperatura de transicdo (Tc) ou
ponto Curie e entdo diminui. Além disso, a permissividade dielétrica maxima e a temperatura
méaxima correspondente (Tm), dependem do tempo. A magnitude da permissividade dielétrica
diminui para os tempos de 15, 30 e 60 min respectivamente, e a T decali, indicando que a
polarizagdo dielétrica é um tipo de relaxacdo natural. A regido em torno do pico dielétrico €
ampla devido a uma desordem no arranjo dos cations em um ou mais sitios cristalograficos da
estrutura. A reducio da permissividade dielétrica indica que ions AI** migram para os cristais
YIG, eles preenchem gradualmente os tetraedros e octaedros e substituem o Fe** como ion
central. O aumento da organizacao reflete em maior quantidade de aluminio conduzindo a
menor temperatura de Curie. Portanto, no estudo do tempo de sinterizacdo, valores de Tc
estdo proximos a temperatura ambiente. O pequeno desvio comprado a medida realizada na
curva da Figura 44 pode estar relacionado a diferenca no tamanho de particula do material na
forma de pos ou na forma de bulk, como determinado por espectroscopia dielétrica. Os
espectros de Mossbauer da granada estudada obtidos em 30 min sdo mostrados como inset.



81

Os resultados indicam que os ions Ferro se apresentam somente como Fe (Ill) devido a
presenca de doublets os quais foram reduzidos e s&o iguais em largura e intensidade.

Figura 43: Permissividade dos pos de Y1G-Al, em funcdo da temperatura a 140°C, obtida
através de sintese hidrotermal de micro-ondas com tempos de imersao 15, 30 e 60 min. O
espectro Mossbauer dos pds com o tempo de imersdo de 30 min, atribuido a Fe3*.
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Fonte: Proprio autor.

5.2 RESULTADOS OBTIDOS NA SINTESE DO MATERIAL DE REVESTIMENTO

O material de revestimento base do DGEBA, foi caracterizado por Espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (FTIR), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Os
ensaios bioldgicos realizados foram a tromborresisténcia, adsor¢do de proteinas, adesdo de

plaquetas, ensaios de citotoxidade in vitro e viabilidade celular por microscopia de luz.

5.2.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR das amostras ap0s a cura sdo mostrados na Figura 44. Nestes
espectros aparecem as bandas de adsorcdo tipicas divulgadas na literatura para o Eter
Diglicidilico do Bisfenol A (DGEBA) ligado a compostos com grupos amina alifatica
(DONALD et al., 2009) como:
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a) Bandas de adsor¢do em 3390 cm atribuidas a vibragdo do grupo hidroxila —OH, e bandas
de adsorcdo em 2911 e 2865 cm™ associadas as vibragdes de estiramento de ligagdes C-H do
tipo sp?, atribuidas a compostos alifaticos.
b) Banda associada com o anel cicloalifatico em 1451 cm™.
¢) Bandas de adsorgdo em 1605, 1580 e 1508 cm™ e 827 cm™ atribuidas com o anel aromatico
e a substituicdo 1,4.
d) Bandas de adsorc&o entre 1290 e 1450 cm™ associadas aos grupos metilo e metileno.
e) Bandas associadas ao grupo éter C-O-C em 1031 cm™.

Observa-se que ndo aparece a banda de adsor¢do em 915 cm™ que corresponde & banda
de vibracéo fundamental do grupo epéxi.

Os espectros FTIR sugerem que todas as formulacGes chegaram a uma alta converséo, e
que ndo ha diferencas significativas nas bandas de adsorcdo para os trés materiais
poliméricos. O resumo das principais atribuicBes das bandas de absorcdo para 0 DGEBA,

conforme tabela 7.

Tabela 7: Resumo das principais atribui¢fes das bandas de absor¢do para o DGEBA, ligado a

compostos com grupos amina alifatica.

Frequéncia vibracional (cm™) Atribuicbes
3390 Deformagio angular do grupo -OH
2011-2865 Estiramento C-H do carbono SP3
1451 Anel gicloalifatico
1605-1508-827 Substituigio 1.4 do anel aromatico
1290-1450 Grupos metilo e metileno
1031 Ligagio éter: C-0-C

Fonte: Préprio autor.
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Figura 44: Espectros FTIR dos polimeros epoxi: DGEBA/3DCM (-----), DGEBA/IPD ( )
e DGEBA/4MPip (-----).
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Fonte: Proprio autor.

5.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Este ensaio consiste em medira quantidade de energia necessaria para estabelecer
o equilibrio térmico entre uma amostra e um material inerte de referéncia. E necessario varrer
uma faixa de temperatura na qual se espera encontrar um fendbmeno interesse que é a transicao
vitrea. A temperatura de transicdo vitrea Tg, € frequentemente expressa como a temperatura
do movimento cooperativo das cadeias poliméricas é atingido, fazendo com que o material
passe de solido rigido para borrachoso. Isso permite que as cadeias deslizem umas sobre as
outras quando uma forca é aplicada. Antes do inicio da transicdo vitrea, a capacidade
térmica do material varia linearmente; ao longo da faixa de temperatura em que ocorre a
transicdo, varia de modo a formar uma curva; e apds a transicdo, volta a variar linearmente,
mas com coeficiente angular diferente. Neste contexto, a Tg é a temperatura que corresponde
ao ponto de interseccdo dos dois segmentos de reta. As curvas de DSC do material
DGEBA/3DCM sdo apresentadas na Figura 45. Depois da primeira, e segunda varredura foi
obtido o mesmo valor da temperatura vitrea de 125 °C, para a formulagdo DGEBA3DCM.

Resultados semelhantes foram encontrados para cada uma das outras formulagées, e nenhum
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calor residual ([1H) foi observado. Esses resultados sugerem que a cura alcangada foi total, ou
melhor, que a Tg do material alcangou seu valor maximo.

Os sistemas onde foi utilizado o agente de cura 3DCM e IPD apresentam maiores
valores de Tg, devido ao fato de que estes promovem formacao de redes poliméricas mais
rigidas. Baixos valores de Tg refletem a baixa densidade de reticulagéo (J. P. PASCAULT, et.
al., 2002), destes polimeros.

Figura 45: Curvas de DSC para o polimero DGEBA/3DCM apds o programa de cura.
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Fonte: Proprio autor.

A Tg obtida para os outros materiais estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Temperatura de transicao vitrea dos materiais determinada por DSC, ap6s 0

programa de cura.

Formulacoes 12 varredura (T °C) 22 varredura (T "C)
epoxidicas
DGEBA/4MPip 55,5 553
DGEBA/TFD 100,2 100,3
DGEBA/3ADCM 1250 125,1

Fonte: Proprio autor.

5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.3.1 Adesédo de plaquetas e ativacdo pela microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As morfologias das plaguetas observadas nas imagens obtidas por (MEV) usando
ampliacBes de 1000x e 3000x sdo apresentadas nas Figuras 46 e 47. A superficie de vidro
(Figura 46 A e B) mostrou o maior numero de plaquetas ativadas deixando evidente uma
maior agregagdo de plaquetas, grande nimero de malha de fibrina e formagdo de trombos
quando comparada as superficies dos polimeros. Este resultado era esperado, pois o vidro foi
utilizado como controle nestas experiéncias, devido a sua propriedade trombogénica bem
conhecida (RUCKENSTEIN, et al., 1976; PACKHAM, et al., 1969).
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Figura 46: (A e B) Microscopia eletronica de varredura do vidro depois de um tempo de

incubacéo de 180 s com o sangue.

Fonte: Proprio autor.

A microscopia eletronica de varredura da superficie do material DGEBA/IPD, apds o
contato com o sangue apresentou propriedades mais adequadas de hemocompatibilidade,
considerando que exibe um maior nimero de plaquetas aderidas com morfologia arredondada,

mostrado nas Figuras 47 (C e D).

Figura 47: (C e D) Microscopia eletronica de varredura das superficies do polimero

DGEBAV/IPD depois de um tempo de incubacéo de 180 s com o sangue.

Fonte: Proprio autor.
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Nas superficies dos materiais poliméricos DGEBA/3DCM (Figura 47 A e B) foi
evidente um menor numero de plaquetas aderidas também com morfologia arredondada, o
que sugere em todos os materiais estudados as plaguetas foram menos ativadas. Pois antes da
ativacdo, as plaquetas do sangue humano sao discoides, e ap0s a ativacdo, exibem uma
progressdo de morfologias de discOides para esféricas, e para dendriticas inteiramente
espalhadas como relatado na literatura (ALLEN, et al 1979; ALVES,2003).

Figura 48: (A e B) Microscopia eletronica de varredura das superficies dos polimeros
DGEBA/3DCM depois de um tempo de incubagéo de 180 s com o sangue.

Fonte: Proprio autor.

Figura 49: (C e D) Microscopia eletrénica de varredura das superficies do polimero
DGEBA/4MPip depois de um tempo de incubacdo de 180 s com 0 sangue.

Fonte: Proprio autor.



88

Nas superficies dos materiais poliméricos DGEBA/4AMPip, (Figura 49 C e D) também
se observa um menor numero de plaquetas aderidas também com morfologia arredondada,
sugerindo que também ndo houve ativacédo de plaquetas.

A Figura 50 mostra a porcentagem de plaquetas aderidas com morfologia
discoides/esféricas que sao mais desejaveis do ponto de vista de maior hemocompatibilidade
para uma superficie sintética com o sangue (WEISENBERG, MOORADIAN, 2002). O
numero total de plaquetas em cada imagem foi obtido pela soma do nimero de plaquetas com
esta morfologia, e os valores calculados séo o resultado da média de mais de duas imagens da
superficie de cada material polimérico. Observou-se que a porcentagem de plaquetas com esta
morfologia foi de 82% para o material DGEBA/IPD, o que sugere que dos materiais

estudados este apresenta a maior potencialidade de compatibilidade com o sangue.

Figura 50: Porcentagem de plaquetas aderidas na superficie dos polimeros com morfologia
arredondada depois do contato com o sangue.
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Fonte: Proprio autor.

A adesdo de plaquetas na superficie dos materiais conforme, Figura 51, foi também
avaliada pela atividade do lactato desidrogenase (LDH) (TAMADA, KULIK, IKADA, 1995),
com o objetivo de investigar o potencial das superficies dos materiais poliméricos para
capturar e ativar plaquetas, (teste feito por adesdo celular) (Figura 51). Niveis elevados de
LDH estdo associados a adesdo de plaquetas e agregados (BAGHERI-KHOULENJANI,
MIRZADEH, 2012).
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Figura 51: Adeséo de plaquetas humanas nas superficies dos polimeros, determinado pelo
ensaio LDH.
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Fonte: Proprio autor.

A resposta da superficie dos materiais poliméricos determinada pelo ensaio LDH
revelou uma maior adsorcao de plaquetas em ordem crescente para 0s materiais polimeéricos
DGEBA/4MPip, DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM o que pode estar relacionado a topografia
superficial,(NAIR, 2009) e as caracteristicas intrinsecas tais como; composicdo quimica,
cristalinidade, hidrofobicidade e energia livre superficial.

5.3.2 Tromborresisténcia

A Figura 52 mostra o comportamento da coagulacdo do sangue para as superficies dos
polimeros e do vidro. A absorbancia da solu¢do de hemoglobina hemolisada diminui com o
tempo, e quanto maior o valor de absorbancia lida, maior a quantidade de hemoglobina na
solucdo, indicando que menores quantidades de células vermelhas do sangue foram aderidas
ao material, implicando em menor formacao de trombos. Neste ensaio, o vidro foi utilizado
como referéncia, uma vez que esta superficie é altamente trombogénica. A absorbancia das
superficies dos materiais DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM, resultam maiores que a absorbancia
da superficie do material DGEBA/4MPip, indicando que a coagulacdo destes dois materiais
poliméricos resulta mais lenta e, portanto, estes materiais séo menos trombogénicos.
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Figura 52: Formac&o de trombos versus tempo nas superficies dos materiais polimeros e o

vidro.
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5.3.3 Adsorcao de proteinas
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Fonte: Proprio autor.

A adsorcdo das proteinas HSA e HFb na superficie dos materiais poliméricos foram

estudadas com o objetivo de examinar a extensdo da interacdo das superficies com as

proteinas em solucdo fisioldgica (PBS, pH 7,4). Os resultados sdo mostrados na Figura 53.

Quando uma superficie de material sintético é colocada em contato com o sangue, 0 primeiro

evento a ocorrer é a adsorcao das proteinas do plasma sob a superficie, seguido de adesédo de
plaquetas e ativacdo (RATNER, 2000; BRASH, 2000).
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Figura 53: Quantidade de HSA e HFb adsorvida para os materiais DGEBA/IPD,
DGEBA/3DCM e DGEBA/4MPip.

20 Er
— E
E = # HFb 12 &
B I HSA E
3 16 =
r=1 o ﬁ
TR ] T
I
T 42 ¥ B
= L]
5 o
s o
£ s "¢ 5
o 0
o
g & ha E
3
2 I g
S 3 | bz =
c
= &
a0 3
= o
o PO 3DCM 4AMPip

Fonte: Proprio autor.

Na superficie do material DGEBA/IPD foi observada uma maior adsor¢do de HSA
quando comparada a adsorcdo de HFb, o que sugere um comportamento ndo trombogénico
(XU LI-CHONG, et al., 1999). A superficie do material DGEBA/3DCM mostrou também
uma adsorcdo de HSA equivalente a adsorcdo de HFb, o que sugere um menor
comportamento ndo trombogénico. O material DGEBA/4MPip exibe baixa adsor¢cdo de HSA
e maior adsor¢éo de HFb, indicando um comportamento mais trombogénico entre os materiais
estudados.

Sabe-se que o tipo e quantidade de proteinas do sangue adsorvidas na interface
biomaterial/sangue dita em grande parte a ativacdo das plaquetas induzidas pela superficie.
Nesse sentido, a adsorcdo de fibrinogénio (HFb) nas superficies de materiais sintéticos é
conhecida por acelerar a adeséo e ativacdo de plaquetas, no entanto, a adsorcao de albumina
(HSA) pode inibir a ativacdo de plaquetas e, portanto, ndo promover a formacéo de codgulos
(RATNER, 2000; WOLF, ANDWRAON, 2012). Assim, a relativa maior adsorcdo de HSA
quando comparada a adsorcdo de HFb dos materiais epoxidicos pode ser um bom indicativo
de baixa adesdo e ativacdo de plaquetas por estas superficies poliméricas. Desde que a
viabilidade celular da amostra de referéncia seja de 100%, a viabilidade superior a 80% foi
atribuida a auséncia de citotoxicidade, viabilidade entre 80% e 60% a uma ligeira
citotoxicidade, viabilidade entre 60 e 50% a moderada citotoxicidade e se a sobrevivéncia
celular for menor que 50%, a citotoxicidade da amostra foi designada como grave, conforme

Figura 55.
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6 ESTUDO DE CITOTOXICIDADE

O objetivo dos estudos de citotoxicidade realizados nesse estudo foi avaliar o potencial
toxico das NPs sintetizadas no reator microondas e encapsuladas no copolimero adequado.
Células em processo de necrose apresentam permeabilidade celular alterada o que favorece a
difusdo do corante para o seu meio intracelular e consequentemente a maior taxa de ligagdo as
aminas intracelulares de células em processo de morte celular do que de células viaveis
impermedveis. Células em processo de morte celular apresentam intensidade de fluorescéncia
de 2-3 ordens de grandeza maior, em comparacdo as celulas viaveis. A interacdo das NPs com
células dos diferentes tecidos de organismos vivos é diretamente influenciada pelas suas
propriedades fisicas e quimicas, tais como, composi¢do, estrutura cristalina, tamanho, carga
superficial, propriedades elétricas, pKa, grau de ionizacdo, dentro outras (NAJAFI-HAJIVAR
et al. 2016). Uma vez presente na circulacdo sanguinea de mamiferos, essas NPs podem
interagir com varias macromoléculas presentes no plasma sanguineo, como proteinas
plasmaticas, por exemplo, e também com macromoléculas constituintes das células, tais como
receptores, DNA, dentre outros. Adicionalmente, a interacdo entre NPs e essas
macromoléculas depende de fatores relacionados ao organismo, dentre 0s quais, espécie,
fatores genéticos, fatores imunoldgicos, estado nutricional, sexo, estado hormonal, idade,
massa corpérea, estado emocional, estado patologico (JOHNSTON et al. 2009). Dessa forma,
os estudos de citotoxicidade, in vitro, em diferentes linhagens celulares podem apresentar
resultados ndo conclusivos, uma vez que as células cultivadas isoladamente ndo apresentam o
mesmo metabolismo, mecanismos de defesa e as mesmas interacbes do que aquelas
apresentadas dentro de um sistema vivo (WILLIAMS, 2008), portanto, a realizagdo de ensaios
in vitro ndo exclui a necessidade de ensaios de citotoxicidade in vivo para a avaliacdo
adequada do potencial téxico de NPs com potencial para aplicacdes em quimica medicinal
(DUBEY,2015).
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Figura 54: Teste de citotoxicidade (teste de contato, cultura 24 hs) com células MG63:
DGEBA/IPD, DGEBA/4AMPip, DGEBA/3DCM.
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados indicam que as amostra DGEBA/ IPD, foi sem efeito citotoxico, onde as
viabilidades celulares atingiram mais de 90%. A amostra com formulacdo DGEBA/3DCM
induziu citotoxicidade moderada (53%) contra células MG63. A formulacdo 4MPip exibe
viabilidade celular de 28% e sugere citotoxicidade grave apos a exposi¢cdo do DGEBA com

células MG63 in vitro.

6.1 FUNCIONALIZACAO DA NANOPARTICULA E INICIO DO ESTUDO DO
ENCAPSULADO

Um dos processos de silanizacdo conhecidos trata-se de uma reacdo entre um
alcoxissilano (R-Si(OR’)z) e um material sélido ndo envolve um Unico mecanismo, e muitos
intermediarios diferentes sdo possiveis. Nesta etapa da pesquisa, um procedimento de
silanizacdo acida de etanol foi usado para depositar aminopropilalcoxisilano (NH.-
(CH2)3Si(OCHs3)3) na superficie das nanoparticulas. O mecanismo, como mostra a Figura 55,
a seguir, consiste em, primeiramente, colocar o organossilano em solugdo alcodlica (etanol)
de &cido, que atuara como catalisador. Assim, apos hidrélise, ocorre condensagéo para formar
0 polimero de silano. Na hidrolise, os grupos alcoxido (-OCHs) sdo substituidos por
hidroxilas (-OH) para formar grupos reativos de silanol, que se condensam com outros grupos
silanol para produzir ligacdes siloxano (Si-O-Si). Como subprodutos dessa etapa, tem-se

alcool e agua formados. Além disso, ocorre desidratacdo e adsor¢do de polimeros de silano
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para 0 material ceramico. E importante salientar que na segunda etapa, o polimero se associa
as nanoparticulas formando uma ligacdo covalente com os grupos OH, como ilustra a Figura

55, fica evidenciado que o processo de funcionalizacdo do substrato ceramico foi alcancado.

Figura 55: Mecanismo para ocorrer a silanizagéo.
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Fonte: Proprio autor.

A espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (Figura 56) permitiu mostrar
0s eventos que ocorreram apoés silanizacdo dos pds de YIG modificados com Al cristalinos
derivados da reacdo hidrotérmica no tempo de cristalizacdo de 30 minutos. A interacdo entre o
polimero e superficie das nanoparticulas foi confirmada pelas bandas identificadas como:
bandas de 3610 cm™ a 3670 cm™ atribuidas ao grupo hidroxila —OH. Bandas de 2926 cm™ e
2850 cm™* associadas as vibracdes de estiramento das ligagcdes C-H. Banda associada ao anel
cicloalifatico a 1400 cm™. O espectro exibe trés bandas de 1513 cm™, 1500 cm™ e 1640 cm™
atribuidas ao anel aromatico. Bandas a 1470 cm™, 2850 cm™ e 2960 cm™ associadas aos
grupos metilo e metileno. Uma banda associada ao grupo de éter C-O-C a 1084 cm™ e uma

banda a 1210 cm correspondendo a éter alifatico.
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Figura 56: FTIR da YIG modificada com Al apos silanizacao.
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Fonte: Proprio autor.

A microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (Figura 57) foi utilizada
para analisar a morfologia de pds com estrutura tipo granada cristalinos ap6s revestimento
com matriz epéxi\amina. A amostra apresenta tamanho de particula esférica com dimensao de
20 a 80 nm. Esse resultado sugere que as nanoparticulas, apos o revestimento com o polimero
epoxi, ficaram com o formato esférico, sendo uma morfologia desejada para aplicacdo em
magneto hipertermia.
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Figura 57: Microscopia Eletronica de Varredura (FEG-SEM) das nanoparticulas
encapsuladas. O sistema apresenta boa disperséo, ainda que possa existir locais com

aglomeracao.

Fonte: Proprio autor.

6.2 ESTABILIDADE DA RADIOMARCACAO IN VITRO

Para a obtencdo de resultados robustos a partir do uso de complexos radiomarcados, em
pesquisa ou em diagnostico, é desejavel que os compostos radiomarcados sejam estaveis nos
veiculos utilizados antes da administracdo nos animais, assim como nos fluidos bioldgicos. A
Figura 58 representa os resultados de estabilidade da radiomarcacéo, in vitro, por intermédio
da analise da pureza radioquimica do *™Tc- YIG em solucio de cloreto de s6dio 0,9% (p/v) e
em plasma de camundongo, durante 24 horas. Observou-se que 0s complexos radiomarcados
de®MTc-YIG sdo estaveis em solucdo de NaCl 0,9% e em plasma de camundongo, por até 24
horas, uma vez que em todos os tempos de analise, as amostras apresentaram pureza
radioquimica superior a 90%. ApoOs 24 horas do processo de radiomarcacdo o complexo
¥MTc-YIG permaneceu estavel nos dois meios testados, com valores de pureza radioquimica
de 96,9% * 1,6 e de 97,1% + 1,5, em solucdo de NaCl e em plasma de camundongo,
respectivamente. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores médios
de pureza radioquimica apresentados nos diferentes meios testados, o que sugere a formagéo
de um sistema com excelente estabilidade, por até 24 horas. Nanoparticulas radiomarcardas
constituem uma nova classe de materiais que despertam o interesse de varios pesquisadores

devido ao seu potencial para aplicacfes em técnicas de diagnostico de imagem baseadas em
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cintilografia, devido a sua estabilidade em meio bioldgico e ao seu longo tempo de circulacéo
(DE BARROS et al. 2012). Nesse trabalho, demonstrou-se pela primeira vez que NPs de YIG
originam complexos estaveis com o radiois6topo®®Mecnécio em dois meios de interesse,

solucéo fisioldgica de cloreto de sodio (0,9%) e plasma de camundongo, por até 24 horas.

Figura 58: Estabilidade de radiomarcagdo do complexo **™Tc-YIG em fungdo do tempo.
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Fonte: Proprio autor.

As imagens cintilograficas obtidas nesse trabalho estdo representadas na Figura 59,
sendo possivel observar o perfil de captagcdo do complexo de *™Tc-YIG pelos 6rgéos e
tecidos analisados. Nota-se que o estbmago e a tireoide ndo obtiveram uma captagédo
significativa, indicando baixo teor de impurezas radioguimicas, 0 que ndo compromete a
qualidade da imagem com radiacdes de fundo ao redor dos tecidos e do sangue. As imagens
ilustram a maior captacdo do complexo radiomarcado pelo figado, baco e pulmdes, devido ao
seu acimulo nos 6rgdos ricos em células fagocitéarias. As imagens cintilograficas (Fig. 59)
demonstraram a presenca de grande quantidade do complexo na bexiga, realcando a
participacdo do sistema renal na eliminacdo das NPs sintetizadas nesse trabalho, com tamanho
menor que 5nm. Outros estudos também reiteram a importancia do tamanho médio de
particula no perfil de eliminacdo das NPs da circulagédo. Elgrabli e cols. (2015) demonstraram
ampla captacdo de NPs de TiO. pelo figado, baco e pulmdes, realcando a importéncia das
células fagocitarias desses tecidos na remocdo de NPs da circulagdo, mas também
demonstraram a eliminagédo dessas NPs pela via renal (ELGRABLI et al. 2015). Yang e cols.
(2015) também avaliaram a influéncia do tamanho das NPs no perfil de distribui¢do, de forma

gue NPs de FeO menores que 10 nm foram rapidamente absorvidas pelos rins e pelo figado,
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enquanto doses maiores de NPs com tamanho superior a 40 nm foram absorvidas pelo baco
(YANG et al. 2015). Em outro estudo, Yang e cols. (2014) observaram baixa absorcéo de NPs
de quantum dots de ZnO funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) pelos rins, e

demonstraram a importancia da via hepatica-intestinal para a eliminagdo dessas NPs.

Figura 59: Imagens cintilograficas obtidas apds a administracdo endovenosa do ®MTc-YIG

em camundongos sadios.
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Fonte: Proprio autor.

A estabilidade de complexos radiomarcados implica em robustez dos experimentos
conduzidos em longos periodos de tempo, visto que se houver degradacdo das amostras
radiomarcadas durante a realizacdo dos ensaios, in vivo, a quantidade de radiacdo detectada
pelos cintilografos serd alterada pela presenca impurezas, tais como®*™"TcOse**"TcO,, e,
portanto, os resultados ndo serdo confiaveis. Dessa maneira, os resultados aqui apresentados
sugerem que o complexo®"Tc- YIG possibilitara a realizacdo de ensaios robustos de
biodistribuicdo, in vivo (DE BARROS et al. 2012). Todos os processos farmacocinéticos de
substancias quimicas em organismos vivos dependem da sua eficiéncia em atravessar as
membranas bioldgicas, portanto, as propriedades fisico-quimicas da membrana e das
substancias de interesse definem o seu comportamento durante esses processos. Dentre 0s
fatores que contribuem para a evolucdo dos processos farmacocinéticos, destacam-se a
composicao, a solubilidade, o grau de ionizacéo, a lipossolubilidade, o tamanho, a forma, a
carga residual da superficie (potencial zeta) e a taxa de ligagdo das substancias de interesse as
proteinas plasmaticas (BUXTON, 2010). Além disso, o processo de distribuicdo de
substancias em organismos vivos depende de fatores fisiologicos do animal, tais como, o
fluxo sanguineo e linfatico que alcanca os 6rgdos, os quais, por sua vez, dependem do débito
cardiaco, do fluxo sanguineo regional, da permeabilidade capilar e do volume tecidual (YU;

ZHENG, 2015). A primeira etapa do estudo do comportamento farmacocinético abrange a
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avaliacdo do tempo de permanéncia do material em estudo na circulagdo sanguinea,
denominado tempo de meia vida. Na primeira fase da meia vida biol6gica, 6rgdos que
recebem maior volume de sangue, como figado, rins, cérebro, pulmdes e outros, receberdo a
maior dose da substancia estudada. Por conseguinte, a segunda fase de distribuicdo das
substancias, in vivo, é representada pela sua chegada até os tecidos menos irrigados, tais
como, pele, tecido adiposo, musculos e a maioria dos 6rgdos (ERNSTING, et al. 2013).

Além do volume de sangue que os érgdos recebem, outro fator fisiologico que limita a
distribuicdo de nanoparticulas pelos tecidos é a permeabilidade capilar, que pode ser
entendida como 0 espago existente entre as células endoteliais que compdem a parede dos
vasos sanguineos. Tecidos como o figado, o baco e a medula éssea, mesmo em condicdes
fisioldgicas, apresentam maior permeabilidade vascular, devido a importantes funcGes
fisioldgicas realizadas por esses tecidos, dentre as quais reconhecimento e remocdo de
substancias estranhas ao organismo, denominadas xenobidticos (GONZALEZ, TUKEY,
2010). Para a remocéo de NPs da circulacdo na primeira fase da depuracdo plasmatica, o baco
e o figado sdo os 6rgdos mais ativos (DONG et al., 2014).

Para aplicacdes em quimica medicinal, especialmente para favorecer a ocorréncia do
efeito EPR, é desejavel que as NPs apresentem um longo tempo de circulagdo. Alguns
trabalhos associam o tamanho médio de nanoparticulas a sua taxa de depuracéo (LIU, MORI,
HUANG, 1992). Os tamanhos dos poros ou fenestras dos capilares de alguns 6rgaos séo
fatores limitantes do processo de difusdo de NPs para o seu interior, de forma que NPs com
tamanho menor que 5nm sédo rapidamente eliminadas pelos rins, aquelas com tamanho menor
que 50nm atravessam passivamente as fenestras vasculares hepéticas e por fim NPs com
diametro médio entre 400 e 500nm alcancam o bago. As fenestras vasculares dos tumores, por
sua vez, variam de 400 a 600 nm até microns. Dessa forma, NPs de interesse para aplicacdes
em ter diagndstico do cancer devem apresentar um tamanho médio superior a 50 nm e inferior
a 400 nm, visando um maior tempo de circulacdo (CHOI, et al., 2007). O processo de
organizacdo é uma das barreiras biologicas mais importantes nas aplicacfes biomedicas de
nanoparticulas, pois as proteinas opsoninas presentes no soro sanguineo podem se ligar
rapidamente a nanoparticulas, permitindo que os macréfagos as reconhecam e removam da
corrente sanguinea.

A Figura 60 ilustra as imagens cintilograficas obtidas apds 1, 8, 12 e 24 horas de
administracdo endovenosa de ®™Tc- YIG em camundongos BALB/c portadores de tumor de
Ehrlich. As imagens cintilograficas revelaram um perfil semelhante aquele apresentado para o

perfil de biodistribuicdo do radiofarmaco para animais sadios (Figura 60), 0 que sugere que a
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presenca do tumor n&o altera a distribuicio da suspensdo de **™Tc-YIG em camundongos
BALB/ c portadores de tumor de Ehrlich. As imagens obtidas também demonstraram a maior
captacdo do complexo pelo tumor em relagdo ao musculo contralateral (controle negativo).
Nesse interim, os estudos de biodistribuicdo aqui apresentados revelam que NPs de®*MTc-YIG
podem ser Uteis na identificacdo de tumor de Ehrlich e, provavelmente, de outros tipos de
tumores solidos. Portanto, demonstrou-se que o complexo ®*™Tc-YIG apresentou excelente
estabilidade em solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) e em plasma; as NPs de®*™Tc- YIG foram
rapidamente absorvidos por varios 6rgéos, inclusive pelo tecido tumoral, apresentando assim
um tempo de meia-vida bifasico caracterizado pela rapida reducdo dos niveis plasméticos na
primeira fase. Demonstrou-se também que, provavelmente, as NPs de®"Tc-YIG sdo
eliminadas principalmente pela via renal; apresentaram longo tempo de circulacdo plasmatica
e apresentaram efeito EPR significativo. Dessa forma, observa-se que as nanoparticulas
oferecem seguranca para aplicagdes como radiofarmaco em estudos envolvendo animais
contendo o tumor de Ehrlich, contudo algumas modificagdes em sua superficie podem ser
Uteis para reduzir a sua fagocitose pelas células de defesa localizadas no bago, pulméo e
figado. A baixa seletividade das drogas antitumorais disponiveis na clinica é um problema
impactante durante a condug@o da quimioterapia de pacientes com cancer, visto que muitas
drogas sdo potencialmente citotoxicas e podem ocasionar danos irreversiveis nos tecidos
sadios (CHABNER et al. 2010). A proposta do uso de NPs em terandstico do cancer surgiu
como uma expectativa para resolver esse problema, contudo, assim como foi demonstrado
nesse estudo, muitos trabalhos também revelam que NPs ndo sdo exclusivamente absorvidas
pelo tecido tumoral. Com o intuito de aumentar o tempo de circulagdo plasmatica de NPs
candidatas a aplicacdes em pesquisa e ter diagnéstico do cancer, algumas estratégias foram
propostas no intuito de melhorar a seletividade de NPs, tais como a injecdo intratumoral e a
funcionalizacdo da superficie das NPs com moléculas inertes ao meio bioldgico. Atualmente a
estratégia mais aceita é a funcionalizacdo da superficie de NPs com moléculas, geralmente
hidrossoluveis, que alteram algumas propriedades das NPs. Estudos revelam que a
funcionalizacdo é capaz de promover mudangas nos valores do potencial zeta das NPs,
tornando-os neutros (= 10mV), de promover o aumento do tamanho médio hidrodindmico e a
diminuicdo da ligacdo de proteinas plasmaticas, tais como as opsoninas, de forma que essas
mudancas reduzem de maneira expressiva a fagocitose das NPs por células fagocitarias do
figado, baco e pulmdes, consequentemente ocorre 0 aumento da biodisponibilidade e do
tempo de circulacdo permitindo que doses maiores das NPs sejam absorvidas pelo tecido

tumoral.
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Figura 60: Imagens cintilografica obtidas apds a administragdo endovenosa de 99m Tc-YIG
A: 1 hora, B: 8 horas, C: 12 horas e D: 24 horas apds a administracdo endovenosa; as setas

indicam o tumor.

Fonte: Proprio autor.
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7 CONCLUSOES

o O método de sintese hidrotérmica assistida por micro-ondas permitiu a obtengdo de
p6s com estrutura granada a 140°C utilizando-se de pH &cido para todos os tempos de
cristalizacéo.

o O tempo de sintese no reator hidrotermal tem papel fundamental na rede cristalina,
alterando o tamanho dos nanocristais e as propriedades magnéticas.

o A espectroscopia de espalhamento Raman, mostra variagdes evidentes das frequéncias
de vibragdes nas moléculas devido a substituicio dos ions Fe3*, pelos ions AI%*,

o Os espectros de FTIR, mostra que para todas as estequiometrias estudadas, os modos
vibracionais sdo semelhantes, e indicam auséncia de contaminantes provenientes da
cristalizagdo no microondas.

o Independentemente do tempo de sintese nota-se a presenca de particulas aglomeradas
com tamanho variando de 20-60 nm e comportamento levemente ferromagnético.

o A T. depende dos tempos de cristalizacdo indicando que a polarizacédo dielétrica € um
tipo de relaxacio natural. A reducio da permissividade dielétrica indica que fons AI** migram
para os cristais YIG, eles preenchem gradualmente os tetraedros e octaedros e substituem o
Fe3* como ion central.

o Medidas de FC/ZFC levaram a temperatura de Curie (Tc) em torno de (481,16 + 0,21)
K para a amostra cristalizada a 30 minutos devido a baixa concentracdo de Al obtida pelo
refinamento estrutural.

o As matrizes DGEBA/IPD e DGEBA/3DCM mostraram resultados das interacdes
bioldgicas in vitro entre a superficie dos materiais com o sangue, como: alta adsorcdo de
albumina e baixa adsorcdo de fibrinogénio, assim como a por (aumento da ativacdo de
plaquetas), atividade do lactato desidrogenase (LDH) e boas propriedades de trombo
resisténcia para 0s materiais, indicando que estes materiais Sd0 promissores para
encapsulamento das nanoparticulas ferromagnéticas.

o Na Caracterizagdo, por FTIR, para a matriz polimérica das variantes DGEBA, nos
revela, alta conversdo, em ambos casos, ndo havendo diferencas significativas nas bandas de
absorcéo isso se confirma na andlise por DSC, que 0 processo nessa pesquisa foi de alta
conversao no sentido de programa de cura realizado.

o Os resultados das interacGes biologicas, entre a superficie dos materiais com o sangue,

sendo baixa adsor¢do de fibrinogénio e alta adsor¢do de albumina e aumento da ativagédo de
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plaquetas, e o LDH (atividade do lactato desidrogene, demonstrou que o material é de grande
aplicabilidade).

o Estudos de viabilidade celular de nanoparticulas com estrutura granada em linhagem
de células normais de rim humano, foi demonstrada a biocompatibilidade dessas NPs através
do mecanismo de morte celular utilizando a técnica de citometria de fluxo. Com base nos
resultados aqui apresentados sugere-se que as NPs de YIG obtidas através do meétodo
hidrotermal assistido por micro-ondas podem ser utilizadas com seguranga em estudos
conduzidos in vivo.

o Adicionalmente, o presente trabalho demonstrou a capacidade de bioacumulacdo das
nanoparticulas com estrutura granada no tumor de Ehrlich induzido em camundongos Balb/C.
Em conjunto, esses resultados apoiam a hipdtese de que nanoparticulas com estrutura granada
sdo importantes candidatas para aplicacfes em sistemas multifuncionais para ter diagnostico

do cancer.
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8 SUGESTOES PARA ATIVIDADES FUTURAS

Com o objetivo de se aprimorar os estudos para utilizacdo das nanoparticulas revestidas
(NPR) com matriz epdxi na medicina oncologica utilizando hipertermia magnética e liberacéo
de quimioterapico simultaneamente, faz-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre o
processo de sintese e seu comportamento em condi¢@es in vitro e in vivo. Espera-se que esta
Tese forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento de NPR versateis quanto a sua
atuacdo na medicina oncologica. Sendo assim, as perspectivas futuras desse trabalho sao:

i) Aperfeicoar e padronizar as condi¢cbes de sintese das NPMs, buscando uma
estequiometria que satisfaca 0 comportamento magnético desejavel; Determinar o
comportamento magnético e a distribuicdo do tamanho de particula apos silanizacdo e
encapsulamento;

ii) Analisar de forma mais completa 0 comportamento biocompativel das NPR, com o
objetivo de se investigar a biocompatibilidade e sua hemocompatibilidade in vitro e in vivo;

iii) Avaliar de modo mais completo a eficacia in vitro e in vivo das nanoparticulas
através de testes de hipertermia e liberacdo de calor utilizando modelo de experimentacao
animal;

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

v) Estudo da liberacdo controlada in vitro de fArmaco anticancerigeno.
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