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RESUMO

Nesse trabalho investigou-se a sintese e caracterizacdo morfoldgica, estrutural e
magnética de nanoparticulas de oOxido de ferro, recobertas com dextran e
funcionalizadas com grupos amina, Uteis como uma plataforma de agentes de
contraste para imageamento por ressonancia magnética. Para a sintese, foi usado o
método de coprecipitacdo do Fe (lll) e Fe (lII) com hidréxido de amonio. Foram
sintetizados trés lotes de amostras. A andlise de amostras de cada um dos lotes
revelou algumas diferencas quanto a estabilidade frente a aglomeracdo e a
concentracao de ferro (variando de 8 -10 mg/mL). Foi observado por Espalhamento
de Luz Dinamico uma distribuicéo estreita de tamanho das nanoparticulas em todos
0s casos, com um diametro hidrodindmico médio em torno de 5-8 nm, confirmados
pelas imagens de TEM (Microscopia Eletrénica de Transmisséo). Através de andlise
de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Retroespalhamento Rutherford
(RBS) obtivemos uma distribuicdo elementar compativel com a do 6xido de ferro, e
padrdo de decomposicdo térmico dominado pelo recobrimento polimérico
demonstrado nas curvas do andlise termogravimétrica (TGA). Curvas de
magnetizacdo obtidas por um Magnetometro de Gradiente de forca Alternada
(AGFM) confirmaram a caracteristica magnética das particulas e auséncia de
histerese. Medidas de relaxividade magnética nuclear foram feitas diretamente num
equipamento de imagens por ressonancia magnética (MRI) através de um phantom
contendo amostras com diferentes concentracdes das nanoparticulas de 6xido de
ferro (FeNP). O estudo da relaxacdo magnética em objetos teste indicou um efeito
claro de perturbagdo do sinal pelas particulas, com diminuicdes do tempo de
relaxacao longitudinal (T1) e do tempo de relaxacdo transversal (T2) em solucbes
aquosas, confirmando a obtencdo do efeito de contraste desejado, com
relaxividades que variaram entre 41 e 24 mM*s™t para relaxividade (r;) e 2,0 a 1,7
mM?s? para a relaxividade (r;). Concluimos que, o método quimico por
coprecipitacdo de Fe(ll) e Fe(lll) utilizado na sintese de nanoparticulas magnéticas
mostrou-se apropriado para produzir nanoparticulas (NPs) com propriedades

adequadas para uso como agente de contraste em imagens por MRI.

Palavra chave: Nanoparticulas Magnéticas, Agente de Contraste, MRI



ABSTRACT

In this study we investigated the synthesis and characterization (morphological
structural and magnetic) of iron oxide nanoparticles coated with dextran and
functionalized with amino groups, which are useful as contrast agents for magnetic
resonance imaging. For the synthesis we used the method of co-precipitation of Fe
(1l and Fe (1) with ammonium hydroxide. Three batches of samples were
synthesized under identical conditions. The analysis of samples from each batch
revealed some differences in the stability against agglomeration and iron
concentrations (ranging from 10 to 8 mg / mL). A narrow size distribution of the
nanoparticles was observed by DLS (Dynamic Light Scattering) in all cases with a
mean hydrodynamic diameter of about 10 nm. The mean patrticle size was confirmed
by TEM (Transmission Electron Microscopy), images. Elemental analysis by
Rutherford Backscattering Spectrometry (RBS) and Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS) revealed a structure compatible with iron oxide, and a thermal decomposition
pattern dominated by the polymer coating of the particles. The magnetic properties
of the particles were confirmed by Alternating Gradient Force Magnetometer (AGFM)
whit reveals a vanishing hysteresis loop. Measurements of the magnetic nuclear
relaxivity were performed directly in a magnetic resonance imaging (MRI) equipment
Whit an MRI phantom containing samples with different concentrations of the FeNP.
The study of magnetic relaxation with test objects indicated a clear effect of the
FeNP or the MRI signal through the decreases and T1 and T2 in aqueous solutions.
Measured relaxivities obtaining from the curves of the relaxation rate versus FeNP
concentration were between 41 and 24 mM™s™ for r, and 2,0 to 1,7 mM™s™ for r;.
We conclude that the method applied in the synthesis of the FeNP was be very
efficient in producing NPs with suitable properties for use as a contrast agent in MRI

images.

Keyword: Magnetic nanopatrticles , contrast agents, MRI
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1. INTRODUCAO

Imagens médicas vém desempenhando um papel muito importante na pratica
da medicina moderna. Véarias modalidades de imagem podem ser empregadas para
obter informacdes detalhadas sobre estrutura anatémicas e processos metabdlicos
ou funcionais como auxilio para o diagnéstico médico adequado [1, 2]. Dentre esses
métodos temos a tomografia computadorizada, 0 imageamento por ressonancia
magnética (do inglés MRI, magnetic resonance imaging) e imageamento Optico em
infravermelho proximo. Recentes avancos em MRI permitem avaliacdes espaciais
nao invasivas de varios processos biofisicos e bioquimicos nos sistemas vivos [3].
Mas para isto € necessario muitas vezes a utilizacdo de um meio de contraste para
resolver detalhes estruturais da imagem. Por exemplo, o sal de gadolinio, € usado
em varios procedimentos de rotina, administrado por via intravenosa. Existem, no
entanto novos desenvolvimentos em agentes de contraste, tais como as sondas

nanoestruturadas multifuncionais, que € o foco deste trabalho [4, 5].

Dentre os diversos tipos de sistemas nanoestruturados, destacam-se as
nanoparticulas de 6xido de ferro (FeNP). Essas estruturas, além da sua utilizacao
como meio de contraste em imageamento por ressonancia magnética (MRI) também
sao Uuteis em outras aplicacdes medicas como carreamento de drogas para locais
especificos no organismo, indugdo de hipertermia e na separacdo magnética de

células, proteinas, DNA/RNA, bactérias, virus e outras biomoléculas [6 - 9].

No que concerne a sua utilizacdo como agente de contraste em MRI, as
FeNP, em geral, induzem uma diminui¢édo da intensidade do sinal no local onde sé&o
absorvidos, para promover um melhor contraste entre os tecidos saudaveis e
doentes [3, 7]. Para que essas particulas sejam utilizadas como agente de
contraste, no entanto, € necessario que a metodologia desenvolvida e utilizada em

sua producdo possa conferi-las certas caracteristicas fisico-quimicas. Dentre elas,
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temos: estabilidade, superparamagnetismo, elevada absor¢cdo na regidao de
interesse e cinética favoravel, facil eliminacédo do corpo e biocompatibilidade. Esses

fatores devem ser controlados através da metodologia utilizada na sua sintese [4, 8].

O objetivo deste trabalho é a sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de
oxido de ferro multifuncionais que atuem como agente de contraste para
imageamento por ressonancia magnética. Tais nanoparticulas tém como centro
sinalizador um caroco superparamagnético (que por tanto induz um contraste via
alteracdo nas propriedades de relaxacdo magnética do meio) e um recobrimento

com polissacarideo com terminagdo amina (NH).

Este trabalho esta estruturado como segue. O capitulo 1 traz a introducéo do
trabalho e o capitulo 2, os objetivos gerais e especificos. O capitulo 3 traz os
embasamentos tedricos pertinentes a analise dos resultados. O capitulo 4 descreve
as metodologias utilizadas na conducao dos experimentos, bem como materiais e
métodos. O capitulo 5 apresenta e discute os resultados obtidos. As conclusdes
sobre os temas dessa dissertacdo estdo apresentados no capitulo 6. Ao final o

capitulo 7 apresenta as sugestdbes e as propostas para trabalhos futuros.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi o desenvolvimento de sondas
nanoestruturadas superparamagnéticas que possam ser utilizadas como agente de

contraste multifuncional em sistemas de ressonancia magnética.

2.1. Objetivos Especificos

Mais especificamente procurou-se alcancar as seguintes metas:

e Sintetizar nanoparticulas de oOxido de ferro pelo método de
coprecipitacao.

e Caracterizar morfolégica e estruturalmente as NPs.

e Determinar a relaxividade magnética das sondas em buffer salinos

diretamente em um equipamento clinico de Ressonancia Magnética.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

O presente capitulo é dedicado a discussdo dos principais temas que

embasam essa dissertagao.
3.1. Nanoestruturas

O prefixo “nano” vem do grego antigo e significa “ando”, usado para designar
a bilionésima parte de uma unidade. Por conseguinte, € utilizado para classificar
uma nova classe de materiais ou dispositivos que, na sua composi¢ao, inclua
estruturas com pelo menos uma das suas dimensdes menores que 100nm [7, 10].
Um dos idealizadores desta nova area de conhecimento foi um dos maiores fisicos
do século XX: Richard P. Feynmann. Ainda antes dos cientistas desenvolverem
instrumentos para caracterizacdo e manipulacdo de atomos individualmente, ele ja
havia levantado questfes sobre o que aconteceria se pudéssemos construir novos
materiais, manipulando atomo a atomo diretamente [11,12].

Atualmente  materiais nanoestruturados estdo sendo amplamente
investigados em fungdo da possibilidade de obtenc&o de novas propriedades fisicas
e quimicas, determinadas pelo reduzido tamanho de suas fases (confinamento
espacial) e pelo aumento da razédo superficie/volume (efeitos de superficie) [5, 12].
Dessa maneira, diversos tipos de materiais nanoestruturados tém sido objeto de
intensa pesquisa, envolvendo metais e ligas metdlicas, ceramicas em geral,
polimeros, oxidos e matéria organica [13]. Dentre esses materiais, nanoparticulas de
oxido de ferro tém sido amplamente investigadas devido ao seu diversificado campo
de aplicacbes, como por exemplo, em dispositivos de armazenamento de dados, em
sistema de entrega de farmacos, como agente de catalise e como contraste para
imagens por ressonancia magnética [5, 13, 14]. Esse ultimo tOpico € o objeto de

estudo dessa dissertacao.



22

Existem varios tipos de outras nanoestruturas que tem sido utilizadas ou
testadas para o diagnostico e a terapia na medicina, como por exemplo, as
nanoparticulas inorganicas (nanoparticulas de ouro, nanoparticulas magnéticas),
nanoparticulas poliméricas (micelas, quitosana) [13,15], nanoparticulas lipidicas
sélidas, lipossomas, nanotubos de carbono [16], assim como estruturas conjugadas
envolvendo essas nanoparticulas [17]. A utilizacdo de cada uma delas em estudos

envolvendo diagnostico ou terapia € escolhida de acordo com as propriedades

especificas das nanoparticulas e os objetivos pretendidos [18].
3.1.1. Propriedades Magnéticas dos Materiais

As propriedades de nanomateriais magnéticos resultam tanto de
caracteristicas intrinsecas quanto das interacBes entre particulas. Assim, as
propriedades macroscopicas das “nanoparticulas” magnéticas sao largamente
afetadas pela sua estrutura microscépica [19]. A existéncia do momento magnético
em atomos, moléculas e sdlidos € explicada pela estrutura eletrénica do material. Os
movimentos dos elétrons que originam 0 momento magnético sdo o movimento do
elétron em torno do nucleo, dado pelo momento angular orbital e pelo momento de
spin dos elétrons [20, 21]. A caracteriza¢do das respostas magnéticas dos materiais

pode ser dada em termos dos dipolos magnéticos e da susceptibilidade magnética

Xm,» que € a grandeza que caracteriza a resposta do material ao campo magnético
aplicado:
Onde M é a magnetizagdo do material e H é o campo aplicado. Assim,

dependendo da sua susceptibilidade magnética, materiais em geral podem ser

caracterizados em diferentes tipos. Um material é dito diamagnético, quando

susceptibilidade for pequena e negativa (x,, < 0) de modo que a magnetizacéo

induzida é contraria e proporcional ao campo aplicado. Um material é classificado

como paramagnético quando for caracterizado por uma pequena susceptibilidade
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positiva (x,, > 0) e consequentemente uma magnetizacdo na direcdo do campo

aplicado. Podemos observar, conforme figura 3.1, os arranjos dos dipolos

magneéticos para essas situacoes [20, 22, 23].
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Figura 3.1: llustrac&@o dos arranjos dos momentos magnéticos nos fendmenos de diamagnetismo e

Paramagnetismo, (a) sem campo e (b) com campo aplicado [24].

Os materiais ditos ferromagnéticos sédo caracterizados pela existéncia

de uma magnetizacdo espontanea, tal que esta persiste mesmo na auséncia de um

campo magnético externo e x,,>> 0. Os processos de magnetizacdo em materiais

ferromagnéticos estédo intimamente ligados a estrutura magnética que existe dentro
do material. Entende-se por estrutura magnética a descricdo da forma como a
magnetizagdo esta distribuida pelo volume do material. Nos materiais
ferromagnéticos ideais a magnetizacdo espontanea varia com a temperatura e
atinge um valor maximo a T=0K e tende a zero a uma temperatura T¢, denominada

temperatura de Curie ferromagnética [25, 26].

Na classe de materiais antiferromagnéticos, a interacdo de troca forca

atomos vizinhos a assumir orientagdes de “momentos antiparalelos”. Por exemplo,
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COmoO O gue ocorre em muitos compostos de materiais de transi¢cdo, tais como:
MnO,, FeO, FeCl, e muitos outros compostos organicos. Tais materiais apresentam,
dessa forma, um magnetismo efetivo nulo e quando aquecidos suficientemente
tornam-se paramagnéticos. A temperatura em que um material sofre a transicdo de
fase de antiferromagnético para paramagnético é denominada de temperatura de
Néel [20, 27].

Por fim, as substancias ferrimagnéticas possuem tipos diferentes de
redes magnéticos, como por exemplo, na ferrita de niquel, onde os dois ions séo
Ni** e Fe**. Nesses materiais, existe também uma interacdo antiferromagnética de
troca, que orienta os momentos de dipolos magnéticos “antiparalelamente”, porém,
como existem redes de dois tipos, com modulos diferentes de momento de dipolo
magneético, a magnetizacao resultante ndo € nula. Os efeitos magnéticos externos
resultantes sdo intermediarios entre o ferromagnetismo e o antiferromagnetismo, e
neste caso também a interacdo de troca desaparece se o material for aquecido

acima de certa temperatura caracteristica [26 - 28].

Ferromagnetismo

- —— —— -
- —— —— ——

Antiferromagnetismo
—— —— —— —
—_— —— ——
Ferrimagnetismo
- S ——
> — o> —

Figura 3.2: llustracdo dos arranjos dos dipolos magnéticos para o fenébmeno de

ferromagnetismo, antiferromagnetismo e ferrimagnetismo [24]

A curva de histerese (figura 3.3) resume as propriedades magnéticas de
materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos. Supomos inicialmente que o0s
momentos desses materiais estdo randomicamente orientados por todo o material e

se cancelam, resultando em uma magnetizacdo minima ou nula. Aplicando-se um



25

campo magneético externo H suficientemente grande, os momentos magnéticos em
cada dominio giram até se alinharem na direcdo do campo aplicado. A
magnetizacdo aumenta até atingir um valor maximo que € a magnetizacdo de
saturacdo (Ms)[26].

Figura 3.3: Curva de histerese magnética, H é o campo externo aplicado e M a magnetizacao do

material [5]

Quando o campo magnético é reduzido, se a magnetizagcdo ndo acompanha
a curva de magnetizacao inicial, o material apresenta histerese. Diminuindo o campo
a partir do valor de magnetizacdo de saturacdo, obtém-se um valor residual de
magnetizacdo: a magnetizacdo remanente Mg, para o campo magnético nulo H = 0.
Aplicando o campo no sentido contrario, a magnetizacao passa por zero, sendo o
campo necessario para se atingir esse valor de magnetizacdo denominado campo
coercivo Hc. Variando novamente o modulo, chega-se a uma regido de saturacéo e
repetindo-se o ciclo no sentido inverso, obtém-se a curva fechada, que é o ciclo de
histerese [13, 20, 29].

Os processos envolvidos na varredura de M em funcdo de H sdo os
movimentos das paredes de dominios e ou a rotagdo dos momentos. Os
movimentos das paredes ocorrem através do aumento das regibes que tém as
direcbes de magnetizacdo alinhadas com o campo magnético aplicado. Quando
este mecanismo ndo é mais possivel, ocorre rotacdo dos momentos magnéticos que
se alinham com o campo aplicado. [29, 22].

A forma da curva é determinada, em parte, pelo tamanho da particula. Para

particulas grandes, multidominios, a energia necessaria para mover as paredes de
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dominio é pequena, o que faz com que a curva histerese seja larga. Ja as particulas
pequenas, monodominio, necessitam de uma energia mais alta para girar 0s
momentos na dire¢cdo do campo aplicado, portanto exibem uma curva de histerese
estreita [20].

A estrutura local, e as propriedades magnéticas de materiais de tamanhos
nanomeétricos sao significativamente diferentes daqueles que correspondem ao
“bulk”. Por exemplo, os precipitados nanométricos de Fe, Co e Ni passam a ter
comportamento superparamagnético, ao invés de ferromagnético, como o
correspondente em “bulk” [24, 30]. O superparamagnetismo é uma propriedade
exclusiva das nanoparticulas magnéticas, caracterizadado por uma susceptibilidade
tipica de materiais ferromagnéticos e uma magnetizacdo reversivel como a dos
materiais paramagnéticos [5, 31].

Esta propriedade decorre da influéncia das flutuagbes térmicas sobre o
momento magnético quando as nanoparticulas monodominio tem um diametro
menor que o chamado didmetro critico, D.. Nesta faixa de tamanho, a energia
associada a anisotropia diminui até que a energia térmica seja suficiente para
superar a orientacao preferencial do momento da particula [7, 32, 33].

Em um sistema de monodominio, a reversdo da magnetizacdo se dara pela
rotacdo coerente dos spins e ndo pelo movimento das paredes de dominio que ndo
mais existirdo [33, 34]. Quando o tamanho das particulas for menor que a parede de
o dominio magnético de um material ferromagnético comum, a particula se

comporta como um unico atomo em um monodominio magnético como mostra a

NS
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tA) Multidominio D>D« (B) Monodominio D < Dg

Figura 3.4 - llustragdo de comportamento magnético de um multidominio em (A) e monodominio em

(B).
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Uma particula superparamagnética alcanca o equilibrio de magnetizacéo a
temperaturas experimentais em um periodo de tempo relativamente curto. A
competicdo entre as energias térmica e magnética determina o estado no qual o
material se encontra que pode ser o estado superparamagnético ou o estado
bloqueado [29]. Abaixo da temperatura de blogueio Tg 0S momentos magnéticos
encontram-se blogueados. Acima de Tg, 0 material sai do estado bloqueado e pode
comportar-se como um paramagneto. Nas particulas superparmagnéticas, 0s
momentos magnéticos atbmicos estdo alinhados paralelamente numa s6 direcédo e
ndo ha histerese, assim a magnetizacao residual (M;) e o campo coercivo (H.) sdo
nulos (figura 3.5). Esses materiais tém susceptibilidade magnética entre a dos
materiais ferromagnéticos e paramagnéticos e seu comportamento pode ser afetado

por fatores anisotropicos [20,35].

SPM

@)
OO

Figura 3.5: Curva de histerese magnética de um material superparamagnético [35].

3.1.2. Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de Ferro

As nanoparticulas magnéticas (NPM) sdo constituidas de um nudcleo de um
metal ou de um Oxido metdlico altamente magnético (superparamagnético ou
ferromagnético) [36]. No caso das NP de 6xido de ferro, elas podem ser divididas
em dois grupos basicos, de acordo com o tamanho e a distribuicdo de tamanho. Os
oxidos de ferro superparamagnéticos, cujas nanoparticulas tém tamanhos maiores
que 50nm, incluindo o0 revestimento sdo classificados como SPIOs
(superparamagnetic iron oxide), enquanto que o6xidos menores que 50nm sao

denominados USPIOs (ultrasmall superparamagnetic iron oxide) [37, 38].
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3.1.2.1. Magnetita

A magnetita € um 6xido de ferro magnético de valéncia mista com estrutura
cubica de espinélio inverso. Sua formula quimica & melhor representada por
FeO.Fe,03. A estrutura do tipo espinélio tem formula geral dada por (A)[B].O4. Cada
célula unitaria é constituida pela formula AgB1,03, e apresenta os ions oxigénio
regularmente distribuidos em posicdes cubicas (figura 3.6). Os cations divalentes,
no caso da magnetita Fe®*, e os cations Fe®" ocupam os espacos entre os fons
oxigénio, sendo estes espacos de dois tipos: 0s sitios tetraédricos e 0s octaédricos.
O sitio tetraédrico ou sitio (A) é assim chamado porque o cation encontra-se no
centro do tetraedro que tem como veértices os ions oxigénio. O sitio octaédrico tem
0S oxigénios ocupando os vértices de um octaedro e os cations ocupando 0S
espacos entre eles. A magnetita apresenta metade dos ions Fe®*" coordenados
tetraedricamente, a outra metade ocupa o0s sitios octaédricos juntamente com 0s
jons Fe?* [25, 39].

N

A nmmyee 0
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(+) Sitin A

2 Oxigénio

Figura 3.6: Representacdo da estrutura cristalina da magnetita. Fonte: (Treble and

Craick, 1969; Harris, 2002) [40]

A magnetita exibe magnetizacdo espontanea devido a sua estrutura de espinélio
inverso. Existe uma forte interacdo de troca entre os cations tetraédricos e

octaédricos devido a geometria dos orbitais envolvidos, que podem ser interagfes
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do tipo A-O-B ou intera¢des B-O-B. Interacdes do tipo A-O- B com angulos proximos
de 135° sdo dominantes na estrutura de espinélio inverso, levando a uma
magnetizacdo de saturacdo, na temperatura OK. Esta magnetizacdo depende
somente dos fons Fe?", ja que os spins dos cations Fe* coordenados
octaedricamente se cancelam com os spins do Fe®" do sitio tetraédrico por serem
antiparalelos. Cada elétron desemparelhado dos ions Fe®* produz um momento

magnético, resultando na magnetizacao de saturacgéo [20]:

Bnpg
Mg = ”

(3.2)

Onde n € o numero de momentos magnéticos por célula unitaria e V € o volume da
célula unitaria. A constante de anisotropia cristalina K é 1,4 x 10° erg/cm3 eo
tamanho critico da particula abaixo do qual ela apresenta superparamagnetismo,
estimado de KV ~ 25KkT , é aproximadamente 25nm, tamanho menor que 128nm
que é o tamanho obtido para o monodominio [29,41]. Algumas constantes
importantes da magnetita relacionadas com suas propriedades magnéticas e

cristalinas sdo mostradas na Quadro 3.1.

Quadro 3.1: Propriedades fisicas da magnetita

Parametro de rede (a) 8,393 - 8,3963 A
Magnetizacdo de saturacdo (Ms) 92 emulg

Constantes de anisotropia magnetocristalina | Ki=-1,35 x 10° erg/cm®
a Kz = -0,44 x 10° erglcm®
300 K

Temperatura de Curie (6¢) 847 K

A superficie da magnetita tem atomos de ferro que ndo estdo ligados aos
atomos de oxigénio e podem agir como acidos de Lewis, coordenando as moléculas
gue podem doar par de elétrons (bases de Lewis). Em sistemas aquosos, 0s atomos
de ferro coordenam-se com moléculas de agua, que se dissociam deixando a
superficie do oxido de ferro funcionalizada com grupos hidroxila, que podem reagir

com &cidos ou bases, devido seu carater anfotero [42]. A superficie da magnetita
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pode ser, positiva ou negativa em dispersdes aquosas dependendo do pH da
solucdo. O pH no qual a superficie tem o0 mesmo numero de cargas positivas e
negativas € o chamado ponto isoelétrico, que é 6.8, para a magnetita [43]. A
magnetita nanoparticulada pode ser estabilizada por estabilizacdo estérica ou por
modificagdo do ponto isoelétrico com revestimentos diversos como, por exemplo, a
silica. A estabilizacdo é necesséria para a obtencao de ferrofluidos estaveis contra

agregacao na presenca de campo magnético [16].

3.1.2.2. Aplicagbes biomédicas

Em aplicacdes biomédicas, as nanoparticulas magnéticas sdo encapsuladas
por um revestimento polimérico ou inorganico que pode funcionar como suporte de
biomoléculas e que torna a nanoparticula biocompativel e estavel [36]. O sistema
basico para liberacdo magneticamente direcionada de farmacos consiste de um
ndcleo magnético revestido por um material biocompativel, no qual a droga
encontra-se imobilizada [31]. O ndcleo magnético normalmente € um éxido de ferro,
como a magnetita. O revestimento tem a funcdo de proteger a nanoparticula
magnética do meio e acoplar a droga citotéxica ou anticorpos especificos a tal
particula. Este acoplamento pode ocorrer através de ligacées da droga com grupos
funcionais localizados na superficie do revestimento, ou ainda por imobilizacdo da
droga no interior dos poros do material. E necessario que os materiais do
revestimento sejam biocompativeis, sendo comum a utilizacdo de polimeros como
PVA ou dextran (polissacarideo sintético), além de materiais inorganicos como a
silica [8, 18, 44].

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como carregadores de farmacos
visa a reducdo de muitos problemas relacionados a administracao sistémica de
farmacos. Esses problemas incluem a biodistribuicdo insatisfatoria de farmaco no
corpo, a falta de especificidade para aumento na regido de interesse, a necessidade
de grandes doses para alcancar altas concentracées locais e outros efeitos
colaterais derivados de altas doses de farmaco [45, 46]. O sistema de liberacdo
controlada de farmacos magneticamente direcionada produz inUmeras vantagens,
guando comparados a outros de dosagem convencional. As vantagens da utilizacao
desses sistemas incluem a maior eficacia terapéutica, reducdo significativa da

toxidez e maior tempo de permanéncia na circulacdo; administracdo segura (sem



31

reacOes inflamatérias locais) e conveniente (menor numero de doses);
direcionamento a alvos especificos; incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas

quanto lipofilicas [18, 45].

3.1.3. Principios béasicos de imageamento por ressonancia magnética

Imagens por Ressonancia Magnética (MRI) sdo baseadas na interacdo de um
campo magnético com o0s ndcleos de atomos que possuem spins nucleares nao
nulos [47]. As amostras sdo expostas a um campo magnético forte e uniforme Bo ha
direcdo z, que orienta 0s spins (ou 0s momentos magnéticos) nucleares e induz em
uma magnetizacao nuclear liquida Mo. Além disso, 0s spins precessionam em torno

de Bo com uma frequéncia caracteristica chamada de frequéncia de Larmor:

wy = ¥ By (3.3)

Durante as medidas, uma bobina de RF emite um pulso de radiofrequéncia
ressonante na frequéncia de Larmor wy. A acdo do campo de RF faz com que
alguns ou todos os prétons spin up absorvam energia tornando-se entdo excitados.
Isso afeta o valor de Mz (magnetizacdo longitudinal) que pode ser reduzido,
desaparecer, ou até mesmo reverter, dependendo da duracdo e intensidade do
pulso de RF. Para um pulso de 90°, o Mz é rebatido ao plano transversal ao campo
Bo (0 plano xy) [47, 48].

O MRI convencional envolve a aplicagdo de uma série de pulsos de 90°,
repetidos em intervalo de tempo TR (tempo de repeticdo). Ao terminar o pulso de
90° o vetor magnético M,y continua girando no plano transversal XY durante algum
tempo. Isso induz na bobina de RF (que agora atua como receptor) uma voltagem
alternada que é adquirida e digitalizada. Depois de ser processada por um
computador, a amplitude é usada para controlar o nivel de cinza do pixel na imagem
de RM [47, 49].

Do ponto de vista classico, apos o pulso de excitagdo, a componente My, da

magnetizagcdo perde a coeréncia e diminui de intensidade, enquanto a componente
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longitudinal M, cresce recuperando seu valor inicial ou de equilibrio. O decaimento
de M,y e a recuperacdo de M, ocorrem devido a dois mecanismos de relaxagéo: a
relaxacao spin-rede ou relaxacdo T1 e a relaxagao spin-spin ou relaxacéo T2 [49].
Na relaxacdo T1l também chamada de relaxacdo longitudinal, os protons
excitados cedem energia para a rede molecular, voltando para o estado
fundamental. M, aumenta com um crescimento exponencial, caracterizado por uma

constante de tempo T1:

M(t) = M, (1 — e'%}) + Mz(nje‘%} (3.4)

A relaxacdo T2 modula o desaparecimento do sinal. Os dipolos magnéticos
progressivamente se defasam, pois alguns giram mais rapidamente ou mais
lentamente que outros. M,y diminui ou decai exponencialmente com constante de

tempo T2:

M., (6) = M, (0)e(72) (35)

T2 é o tempo para que o sinal de MR caia para 37% de seu valor maximo. [18, 47,
49]. A densidade dos prétons no tecido e o tempo de relaxagdo magnética Tl e T2
sdo 0s principais responsaveis pelo contraste na imagem. Como a densidade de
prétons, T1 e T2 sao diferentes para cada tecido, cada tecido produz um sinal com

diferente intensidade como resposta ao pulso excitatorio de radiofrequéncia [38, 51].
3.1.3.1. Agentes de contraste

O uso de nanoparticulas magnéticas como agente de contraste em
imageamento por ressonancia magnética (MRI) tem sido bastante pesquisado nos
altimos anos [4, 7, 13-18, 34, 35, 37, 38, 44, 46, 50, 52, 53]. O interesse na
aplicacdo de nanoparticulas magnéticas, principalmente os 6xidos de ferro, como
agentes de contraste tem aumentado nos Ultimos anos devido as vantagens
apresentadas por estes materiais em relacdo a outros agentes de contraste. O
controle da intensidade do sinal é obtido quando sdo usadas nanoparticulas

magneéticas devido a reducdo dos tempos de relaxacdo T; e T, na regido aonde as
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nanoparticulas se localizam. Em geral o efeito de T2 predomina e as regiées com
nanoparticulas tendem a ficar escuras (contraste negativo) na imagem [51, 52].

Esse efeito de reducdo do tempo de relaxagcdo pode ser explicado por dois
provaveis mecanismos [47]. O processo de reducdo de T; exige uma interacao
proxima entre os prétons e agentes T, porém a interacdo pode ser impedida pela
espessura do revestimento da nanoparticula. O efeito na reducdo de T, deve-se a
grande diferenca de susceptibilidade que existe entre as particulas magnéticas e a
vizinhanca, levando a um gradiente de campo magnético microscopico. A difuséo
dos protons através deste gradiente de campo magnético resulta em uma perda
irreversivel da coeréncia de fase, diminuindo o T,. Sendo assim, os tecidos que
contém oOxidos de ferro aparecem na imagem de MRI relativamente mais escuros

gue os tecidos vizinhos [35, 49].

3.2. Métodos de Sintese

As nanoparticulas de oOxido de ferro podem ser preparadas por diversas
técnicas fisicas e quimicas, ou uma mistura das duas. As rotas fisicas incluem a
reducdo de tamanho por meio de moagem de particulas micrométricas e a
deposicao por vapor. Entre os métodos quimicos destacam-se a coprecipitacdo por
meio de hidrélise alcalina em meio aquoso, micro emulsdo e micelas reversas e o
método sol-gel [34].

As propriedades magnéticas das nanoparticulas sdo diretamente afetadas por
alguns parametros fisicos como o tamanho, a morfologia e uniformidade dos gréos
que devem ser controlados durante a sintese. A determinacdo de condicdes
experimentais que levem a obtencdo de particulas com um controle dos parametros
citados ndo é tdo simples e tem sido um desafio para pesquisadores de

nanoparticulas magnéticas [54- 55].

O método de coprecipitacdo é mais bem discutido a seguir, ja que foi utilizado

para realizar a sintese de nanoparticulas magnéticas no presente trabalho.
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3.2.1. Processo de coprecipitacao

A sintese por coprecipitagdo consiste basicamente da mistura de sais de ferro
em solucdo aquosa e posterior precipitacdo com hidroxido. E um método
relativamente simples e eficiente para obter particulas dentro de um largo espectro
de tamanho de 5-180 nm [56, 57]. O processo de coprecipitacdo apresenta um
grande namero de vantagens como homogeneidade quimica, baixas temperaturas
de reacdo, obtencdo de particulas finas, produtos com boa reatividade e
uniformidade, tempo de reacéo relativamente pequeno, baixo custo e possibilidade
de processamento em grande escala [56, 57].

O crescimento do cristal € determinado por fatores cinéticos que dificultam o
controle da distribuicdo de tamanho. O processo ocorre em duas etapas: a
nucleacdo e o subsequente crescimento das particulas. A nuclea¢do € um processo
rapido que ocorre quando a concentracdo dos ions alcanca uma supersaturacao
critica. Posteriormente, ocorre o crescimento lento por difusdo na superficie dos
cristais. As taxas relativas de nucleacdo e crescimento das particulas controlam o
tamanho e a polidispersdo das particulas. Quando o processo de nucleacao
predomina séo obtidas particulas pequenas em grande quantidade, porém, se o
processo de crescimento for predominante, ser4 obtido um pequeno numero de
particulas com grande tamanho [18, 58].

Propriedades como natureza, homogeneidade, tamanho, comportamento
magnético e energia superficial das particulas sdo afetadas pelas condicbes nas
quais as particulas sado formadas, sendo necessario o controle de alguns
parametros da sintese. Esses parametros incluem o pH final da solugdo de
precipitacéo, forca idbnica do meio, ordem de adicdo dos reagentes, concentragcao e
raz8o molar dos ions, temperaturas de precipitacdo e velocidade de agitacao [18,
53, 59, 60].

A obtenc&o de magnetita com alto grau de pureza € diretamente influenciada
pela razdo estequiométrica dos fons Fe®* e Fe®. A férmula da magnetita
FeO.Fe,03; mostra que sédo necessarios 2 moles de ions Fe® para cada mol de ion
Fe?", porém a alta instabilidade dos ions Fe? diminui a concentracdo deste durante
o processo de sintese. Jolivet et al. estudaram a influéncia da razdo Fe** / Fe*" e
obtiveram magnetita estequiométrica com particulas homogéneas em tamanho e

composi¢cdo quando esta razao foi igual a 0,5 [54, 59]. Quando esta razdo ficou em
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torno de 0,3 foram obtidas duas fases distintas uma de oxihidroxido e outra
constituida de magnetita ndo estequiométrica. Ja pequenos valores da razéo Fe®" |
Fe*" levaram a formacdo de goetita [62]. Alguns autores sugerem 0 uso de uma
guantidade maior de Fe? para manter a estequiometria final. Quando sintese é
realizada em meio livre de oxigénio, melhores resultados sdo obtidos mantendo a
razdo dos fons Fe?" / Fe** = 0,5 [60].
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo abordard a metodologia aplicada no presente trabalho,
enfocando a sintese das nanoparticulas e os métodos de caracterizacao fisica e

quimica.

4.1. Procedimento Experimental da Sintese das Nanoparticulas

4.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados na sintese das nanoparticulas estao listados na tabela 4.1.

Tabela 4.1- Reagentes usados para a sintese.

Reagente Formula molecular

Dextran H(CeH1005)xOH

Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado FeClz; 6H,0

Cloreto de ferro (Il) tetrahidratado FeCl24H20

Hidréxido de amonio NH,OH

Epicloridrina CH,CI-CH(O)CH.

Citrato de sédio NasCeHsO7

Cloreto de sédio NaCl

Agua H,0



http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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4.1.2. Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro via coprecipitacao

A reacdo de sintese das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro por
coprecipitacdo do Fe (Ill) e Fe (Il) com hidroxido de aménio € representado pela

equacgao 4.1:
Fe % (aq) + 2 Fe®* (ag) + 8 OH (aq) — Fe304 (s) + 4 H,0 () (4.1)

O procedimento de sintese foi baseado nas referencias [56, 57, 59, 62].
Trata-se de uma rota de sintese bastante simples, jA que ndo exige a utilizacdo de
instrumentacdo cara, porém exige bastante cuidado, principalmente no que se diz
respeito ao controle das variaveis envolvidas nas diferentes etapas da reacao, o que
pode levar a problemas de reprodutibilidade. Varidveis tais como a temperatura,
velocidade de agitacdo e velocidade de gotejamento, aliadas a concentracdo inicial
dos reagentes, tém um papel importante na estabilidade e concentracao final do
coloide. Tais parametros determinam a probabilidade de colisdo e agregacdo dos
atomos de ferro formados e a nucleacdo das nanoparticulas, cujo tamanho é
também limitado, por essas mesmas variaveis [62].

A sintese foi realizada utilizando um arranjo experimental (figura 4.1)
composto por um baldo de trés bocas, um agitador magnético, uma barra
magnética, uma manta aquecedora, um condensador e um termémetro, linha de
vacuo e de nitrogénio e um borbulhador. A montagem foi feita de forma a assegurar

gue a mistura reacional ficasse sob atmosfera de gas inerte, no caso, nitrogénio.
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Figura 4.1: Arranjo experimental para a sintese das nanoparticulas. (1) baldo de reagédo, (2) agitador
magnético, (3) rolha para vedacéo, (4)seringa para adicao dos reagentes, (5) termdmetro, (6) manta
aguecedora, (7) condensador, (8) fluxo de agua para resfriar o condensador (9) linhar de vacuo/

nitrogénio

O processo, representado no fluxograma da figura 4.2, inicia-se com a
dissolucéo do dextran em agua (qualidade miliQ), e a dissolucéo de cloreto de ferro
(Il hexahidratado e cloreto de ferro (llI) tetrahidratado. Essas solucBes foram
misturadas no reator (baldo de trés bocas) em banho de gelo, sob agitacdo e numa
atmosfera de nitrogénio. Apds aproximadamente 30 min, uma solugdo aquosa de
hidroxido de amonio foi adicionada gota a gota ainda sobre o banho de gelo. Em
seguida, a mistura reacional foi entdo aquecida a 90° C sob agitagdo por alguns
minutos em atmosfera inerte, seguido por uma reducéo de temperatura por algumas
horas.

A solugédo contendo as nanoparticulas de oOxido de ferro revestidas com
dextran foi centrifugada para remover excesso de Dextran, retirando o filtrado e
colocando agua milig para a lavagem, completando o volume do tubo Falcon.

A solucao aquosa filtrada foi colocada novamente no reator e adicionada uma
solucdo aquosa de hidroxido de sodio e de epicloridrina (agente de reticulacado do

dextran). O sistema foi mantido em agitagcdo durante a noite. Para aminagao da
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solugdo contendo as nanoparticulas, adicionou-se NH,OH que permaneceu em
agitacao por 24 horas. Posteriormente foi feita a didlise para a retirada do excesso
de amobnia. Para a dialise, a solugdo reacional final foi colocada numa membrana,
grampeada nas duas extremidades e introduzida num becker com agua destilada
sob agitacdo. Durante a dialise, a agua foi trocada de 30 em 30 minutos. A solucao
final foi recolhida e colocada em tubo Falcon pra ser centrifugada com o objetivo
de remover o excesso de agua. Para que ndo houvesse tendéncia a aglomeracao
das nanoparticulas, adicionamos uma solucdo tampédo de pH de aproximadamente
7.

Solugdode Solugdode Solugdode
Dextran FeCl,4H,0 FeCl;6H,0

=y

Mistura das solucdes
no banhode gelo

>

Formacdodo
precipitado

"

Aquecimento
75-85°C

~>
Centrifugacao Cﬁ

—

{} Adicio de Agua miliQ

Adi¢dode NH,OH

Descarte do filtrado Retido pelo filtro ﬁ
Adicdode NaOH e J\ Reticulacdo Adicdode NH,OH
Epicloridrina —l/ sob agitagao apos 8h

Dialise i\
Adicdode dgua
4 ; destilada
Retirada dadgua da Solugéovfinalna Iﬁ

dialise membrana

~

Centrifugggﬁo para
retirada de excesso Estabilizacdo
de dgua

Figura 4.2: Fluxograma dos procedimentos experimental da sintese.
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4.2. Caracterizacao Fisico-Quimica

Este subitem abordara, numa forma resumida, as técnicas de caracterizacao
utilizadas no presente trabalho. A caracterizacdo das suspensdes engloba a
avaliacdo morfolégica e estrutural, a composicdo elementar, a distribuicdo de
tamanho de particula, as curvas de magnetizacdo e as medidas dos tempos de

relaxacdo Tl e T2.

4.2.1. Espectroscopia UV-Visivel

A espectrofotometria visivel e ultravioleta € um dos métodos analiticos mais
usados em diversas areas, principalmente para a determinacdo quantitativa de
compostos contendo grupos cromoforos absorventes [63]. A espectrofotometria
utiliza fétons na faixa do ultravioleta (UV: 200 < A <400 nm) e do visivel (Vis: 400 nm
< A < 780 nm), podendo chegar ao IR proximo. Os fotons nessa faixa de energia
interagem com as moléculas provocando transicdes moleculares vibro-eletrénicas
[64].

De um ponto de vista pratico, o aspecto mais importante € a determinacéo
da absorcéo de luz pela amostra. Isto é descrito pela lei de Beer- Lambert, que da a
relacdo entre a intensidade da luz incidindo na solucao (lp), e a intensidade da luz

saindo da solucgao (I).

Log(X2) = 4=
og 7 = A= zcx (4.2)

onde A é a absorbancia, ¢ a absorvidade molar ou coeficiente de extingédo, c a
concentragdo do material absorvedor e x € a espessura da amostra atraves da qual
a luz passa. Os espectrofotdmetros em geral, contém cinco componentes principais:
fontes de radiacdo eletromagnética (luz), um conjunto de componentes Opticos que

levam esta radiacdo até a amostra incluindo o monocromador, um compartimento
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de amostra, um ou mais detectores que medem a intensidade de radiacdo e
indicadores de sinal [63,65, 66].

As medidas de absorcdo Optica foram feitas no Espectrofotobmetro UV-Vis
modelo Lambda 35, fabricado pela Perkin Elmer, localizado no Centro de
Microscopia e Microanalises (CEMM) da PUCRS. Esse espectrofotdbmetro pode
realizar medidas de absorcdo Optica na faixa entre 190 e 1100 nm. Além disso, 0
equipamento utiliza dois feixes, um de referéncia e outro para anélise das amostras.
Nesse trabalho, utilizamos cubetas descartaveis poliméricas, de caminho 6ptico de
10 mm.

As medidas de absorbancia UV-Vis foram utilizadas para quantificar o
conteudo de Fe das nanoparticulas. Para tanto, inicialmente preparou-se 9 solu¢des
padrdo, em baldes volumétrico de 50 mL de capacidade, a partir de solugéo
certificada de 1,0 e 10,0 mg/mL de ferro. Em cada baldo volumétrico preparou-se
aliquotas de 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/mL de Ferro.

Em cada cubeta adicionou-se a seguinte sequéncia de reagentes: 10uL da
solucédo padrdo com concentracao variando entre 0,1 a 10,0mg/mL, 10uL de H»0;
3% e 980uL de &cido cloridrico 6M, totalizando 1,0 mL em cada cubeta. Foi usado
como branco agua deionizada. Homogeneizou-se a solucédo e aguardou-se cerca de
30 minutos para realizar a leitura no espectrometro.

Para leitura das absorbancias de cada cubeta foi usado o comprimento de
onda A= 410nm. Em seguida, construimos uma curva de calibragdo com estes
valores de absorbéncia com as suas respectivas concentracdes ja conhecidas.

Para a determinacdo da concentracdo da amostra da solucdo contendo as
nanoparticulas, pipetamos 10uL para a cubeta e seguiu-se a adicdo dos reagentes
conforme a preparacdo das amostras padrdo. Realizou-se a leitura da absorbancia
no mesmo comprimento de onda e a concentracao foi obtida por interpolagdo na

curva de calibracéo.

4.2.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV/EDS)

O microscopio eletrbnico de varredura é um equipamento capaz de produzir

imagens de alta ampliacdo e resolucédo [63, 64]. No MEV, um feixe de elétrons
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emitidos por um filamento é acelerado por uma alta voltagem, (comumente na faixa
de 1 a 30 kV) e direcionado a uma coluna 6tica eletrdnica, consistindo de duas ou
trés lentes magnéticas. Essas lentes produzem um feixe fino de elétrons e o dirige
sobre a superficie da amostra. Dois pares de placas de deflexdo, colocados antes
das lentes finais, fazem com que o feixe de elétrons colimado rastreie toda a
superficie da amostra. Esse feixe produz na amostra varios fenémenos, dos quais a
emissao de elétrons secundarios € o0 mais comumente usado. Informacdes
importantes também podem ser obtidas dos elétrons retroespalhados e dos raios-X
produzido durante processo de freamento dos elétrons incidente [68 - 70].

A Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) € um acessoério no estudo de
caracterizacdo microscopica de materiais. Quando o feixe de elétrons incide sobre
um material, os elétrons mais internos dos atomos constituintes do material sdo
excitados, deixando lacunas nos orbitais internos. Os 4tomos ao retornarem para
seu estado de equilibrio inicial liberam a energia adquirida, a qual € emitida em
comprimento de onda no espectro de raios X. Um detector instalado na camara de
vacuo do microscépio mede a energia associada a esses fotons [67, 71].

Como os elétrons de um determinado atomo possuem energias distintas, €
possivel, determinar quais 0s elementos quimicos estdo presentes no ponto de
incidéncia do feixe. O diametro reduzido do feixe permite a determinacdo da
composicdo de amostras de tamanhos muito reduzidos (<5um). A técnica de EDS, é
semi-quantitativa e foi usada para obter uma informacdo global da composi¢cao
elementar dos materiais [70, 71].

A preparacdo das amostras para o MEV obedeceu ao seguinte critério.
Primeiramente foi realizada a sonificagdo da solugcé&o coloidal por 10 minutos na
frequéncia de 60kHz para que haja uma boa homogeneidade antes de coletar a
amostra representativa da solu¢cdo. Em seguida 10 pL da solucdo primaria foi diluida
em 2mL de alcool isopropilico e sonificada por 10 minutos para ser homogeneizada.

Uma gota dessa solucao foi depositada num substrato de silicio, previamente
clivado e limpo com jatos de nitrogénio. O excesso de liquido foi absorvido, com um
material absorvente e a amostra foi seca no ar ambiente. As amostras foram
recobertas com ouro ou carbono a fim de evitar o seu carregamento. As micrografias
foram obtidas no equipamento MEV/EDS, marca PHILIPS, modelo XL30,
pertencente ao Centro de Microscopia e Microanalises (CEMM) da PUCRS, no

modo de elétrons secundarios.
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4.2.3. Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

A microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM, do inglés Transmission
Electron Microscopy) € a mais poderosa, dentre as técnicas atuais para a
observacédo direta de estrutura de materiais a nivel atdbmico. O TEM também pode
gerar padrbes de difragdo que contém informagOes da estrutura cristalina. O
microscopio consiste de um feixe de elétrons e um conjunto de lentes
eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma coluna evacuada. A
figura 4.5 mostra um diagrama esquematico de uma configuracéo tipica de um TEM
[71 - 73].

Um feixe de elétrons é produzido e acelerado no canhao eletrdnico, sofrendo
uma primeira focalizagdo na sua saida, denominada “crossover” do canhdo. A
seguir, o feixe passa por duas lentes magnéticas, C1 e C2 (figura 4.5), que séo
ajustadas para iluminar a amostra com um feixe de elétrons, geralmente paralelos e
com uma seccdo de alguns micrometros. Ainda nesse trecho existe uma abertura
(diafragma) que controla a coeréncia, intensidade e paralelismo do feixe. A este
conjunto que conduz os elétrons do canhédo até a amostra da-se o nome de sistema
de iluminagéo [72, 74].

Os elétrons saem da amostra pela superficie inferior com uma distribuicdo de
intensidade e direcdo controladas principalmente pelas leis de difracdo impostas
pelo arranjo cristalino dos atomos na amostra. Em seguida, um conjunto de lentes
magneéticas objetivas captura o feixe espalhado que atravessou a amostra, em
especial na direcéo direta, e trabalha-o para conseguir a formacéo de uma imagem
nitida e ampliada dessa distribuicdo angular dos feixes eletrénicos difratados. Apos
este processo importantissimo da lente objetiva, as lentes restantes séao
posicionadas para controle de intensidade e contraste, para aumentar a imagem ou
diagrama de difracdo para futura observagdo na tela fosforescente ou na chapa
fotografica [74, 75].
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Figura 4.5 . Diagrama esquematico de uma configuracao tipica de um TEM [75].

Devido a maneira de operacdo do TEM, sinais secundarios podem ser
obtidos como, por exemplo, elétrons Auger e raios-X. Com isto, geralmente os TEMs
possuem paralelamente equipamentos para detectar tais elétrons ou raios-X, que
ajudam na sondagem da composi¢ado quimica, cristalografia e imagens da superficie
da amostra em analise [71].

Apesar de ser uma técnica microscopica poderosa, ela também apresenta
algumas limitacdes. A primeira € a amostragem, paga-se um alto pre¢co por uma
imagem de alta resolucdo, onde se vé somente uma parte muito pequena da
amostra. Em geral, quanto maior a resolu¢cdo, menor a amostragem. A segunda é a
projecdo em imagens 2D; a imagem € uma média através da espessura da amostra.
Portanto, é necessario tomar cuidado na interpretacdo da imagem, pois ela &
bidimensional, enquanto a amostra estd em trés dimensbes. Por fim, danos

causados pelo feixe de elétrons é outro aspecto limitador. O feixe de elétrons
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funciona como uma radiag&o ionizante, danificando a amostra, especialmente se ela
for ceramica ou materiais organicos. A Ultima vantagem é preparacdo de amostras.
As amostras devem ser suficientemente finas, na ordem de micrometros ou menos,
para que a intensidade de feixe que a atravessa consiga gerar uma imagem
interpretavel. O processo para preparar tais amostras pode afetar sua estrutura e

composicao [73].

4.2.3.1. Preparacao das amostras para o TEM

Para a preparacdo das amostras, para a observacdo no microscopio
eletronico de transmissao foi seguido 0 mesmo processo de diluicdo apresentado na
secado anterior. Algumas gotas da disperséo fora depositadas sobre um suporte (grid
de holey carbon ou formvar de 200 mesh). O excesso de solucéo foi absorvido com
material absorvente. Em seguida, o grid contendo a amostra seguiu o procedimento
padrao de Microscopia Eletronica de Transmisséo. As micrografias foram obtidas no
microscopio Eletrénico de Transmissdo, modelo EM 208S da PHILIPS pertencente

ao Centro de Microscopia Eletrdnica e Microanalises (CMM) da ULBRA.

4.2.4. Microscopia de forga atomica (AFM)

O microscopio de forca atdbmica, citado na maioria das literaturas como AFM
(Atomic Force Microscopy) tem um principio de funcionamento relativamente
simples e a sua melhor propriedade € a visdo da superficie dos objetos em trés
dimensbes com capacidade para resolugdo atémica [76, 77].

Um AFM é composto basicamente por uma haste com uma ponta muito fina
que varre a superficie da amostra em estudo. Mede-se a forca de interagdo entre os
atomos da ponta e os da superficie e, utilizando recursos computacionais, 0s
resultados sao transformados em imagens da amostra [76, 78]. Essas forcas séo de
varios tipos, mas fundamentalmente resumem-se a forcas atrativas de Van Der
Waals — de origem quimica — que agem a distancias entre 100 e algumas unidades

de nanbmetros e forcas repulsivas que provém do principio de exclusédo de Pauli e
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que agem quando a ponta aproxima-se muito da superficie e os atomos da sonda e
da amostra estéo tdo préximos que comecam a se repelir [76, 79].

No AFM convencional, conforme ilustragdo da figura 4.6, um detector capta a
deflexdo da haste iluminada por um laser. Quando a haste se move, devido a
mudancas na topografia da amostra, a luz que ele reflete se move sobre um
fotodetector sensivel a posi¢cdo. O quanto o cantilever se moveu pode ser calculado
a partir da diferenga na intensidade de luz nos setores do fotodetector [68, 72]. As
mudancas na saida do fotodetector sdo também utilizadas para realimentacéo, isto
€, para ajustar uma ceramica piezoelétrica na direcdo vertical z, cujo valor é
registrado em funcdo das coordenadas (x,y), para depois ser traduzido em
topografia, z(x,y). As coordenadas X,y também sao monitoradas através de
voltagens aplicadas a ceramicas piezelétricas colocadas nos drives X,y do scanner,
assim como em z. O controle de movimentos em distancias tdo pequenas é possivel

gracas ao uso dessas ceramicas piezelétricas [80, 81].

Detector de Posigdo

(Fotodiodo) t—— Laser

Balango (Cantilever)

—— Amostra

Controle Z)

Scanner
s s— Piczoclétrico

Controle xy ﬁ

Figura 4.6 : llustracdo dos componentes principais de um AFM [78].

A preparacdo das amostras para o AFM obedeceu aos mesmos critérios, das
amostras do MEV, mas sem a deposic¢ao do filme condutor.

As imagens de AFM foram obtidas no equipamento NANOSCOPE llla da
Digital Instruments (Laboratério de Magnetismo do Instituto de Fisica, UFRGS) no
modo de contacto intermitente (tapping mode). As pontas utilizadas foram de silicio

(Nanosensores) com raio de curvatura nominal de 10 nm. As varreduras utilizadas
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foram entre 2,00 — 0,50 um. As imagens foram adquiridas com set point de 1,5 —
3,0V e taxa de varredura de 1,00 — 2,00Hz e amplitude de oscilacéo entre 1,5 - 3,0V.

4.2.5. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A técnica de espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS)
€ utilizada para medir tamanho de particulas de dimensdes menores que alguns
micrometros. O equipamento usa a ideia que pequenas particulas em suspensao se
movimentam aleatoriamente. Este movimento aleatério dessas pequenas particulas
em um fluido é consequéncia dos choques das moléculas do fluido nas particulas,
definido como “Movimento Browniano” e que modula o sinal de luz espalhada [82].
As flutuagdes de intensidade da luz espalhada num dado angulo sé&o convertidas em
pulsos elétricos, os quais sdo alimentados a um correlacionador digital. Este gera
uma funcéo de autocorrelagéo, a qual se relaciona com o coeficiente de difusdo das
particulas, e este, por sua vez, com o0 tamanho das particulas. Na figura 4.7 é
mostrado um esquema de um instrumento convencional de espalhamento dindmico
de luz [82 - 84].

Lente
focal Particula em
Laser . N dispersae
T ———
- R S
- Luz
: espalhada

Opticos [

alinhados
Detector
Correlacionador de féton

Figura 4.7 - Esquema do processo de espalhamento dindmico de luz aplicado na
determinacéo de tamanho médio de particulas [86].
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A caracteristica importante do movimento Browniano para o DLS é que
particula pequena move-se mais rapidamente que as particulas maiores. Ou seja,
particulas maiores se movem mais lentamente e espalham menos o laser. A relacdo
entre o tamanho da particula e sua velocidade devido ao movimento Browniano €

definida pela equacao de Stokes-Einstein (eq. 4.2)

D = kT
H_EmﬂD

(4.3)

Em que Dy é o diametro hidrodinamico, k a constante de Boltzmann, T é a
temperatura absoluta e D o coeficiente de difuséo translacional. A velocidade do
movimento Browniano medida, € chamada de coeficiente de difuséo translacional D.
Este coeficiente de difusdo pode ser convertido para diametro hidrodinamico (Dy)
usando a equacéao de Stokes-Einstein [86].

Os resultados de um experimento de DLS podem ser apresentados como
uma distribuicdo de intensidade de espalhamento, do nimero de particulas ou do
volume fracional das particulas em fungéo do didmetro (ou raio) das particulas [84].
O DLS convencionalmente utiliza um feixe de laser monocromatico coerente de He-
Ne com um comprimento de onda de 633nm como fonte de luz, o qual converge
para um centro focal na amostra por uso de focalizacdo. A luz é espalhada pelas
particulas em todos os angulos, porém, um instrumento de espalhamento dindmico
de luz com um detector somente detecta este espalhamento para um angulo fixo,

comumente é usado 90°.

4.2.5.1. Detalhamento das medidas para o DLS

O diametro meédio efetivo das particulas e sua distribuicdo foram
determinados através da técnica de espalhamento dinamico de luz em um aparelho
ZetaPlus (Brookhaven Inst. Corp.,Instituto de Quimica, UFRGS), a um angulo de
deteccdo da luz espalhada fixo em 90°, na temperatura de 33°C, usando laser de
estado sélido (12,21 mW, | = 633 nm) e um sistema Peltier para controle de
temperatura.

Nas medidas, para que haja um decaimento da funcdo de autocorrelacdo, as

dispersbes tem de ser muito diluidas, uma vez que a técnica mede a flutuacdo na
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intensidade de luz espalhada com o tempo, e verifica se o espalhamento em um
tempo t esta correlacionado a um espalhamento no tempo t + dt (tempo em que a
particula se moveu em frente do detector). Por este motivo, trabalhamos com
aliquotas de 200 uL de suspensdes de 8mg/mL em agua deionizada, que foram

diluidos a 3 mL para leitura na cubeta.
4.2.6. Espectrometria por Retroespalhamento Rutherford (RBS)

A técnica de Retroespalhamento Rutherford (RBS) consiste em medir a
energia de um feixe de ions monoenergético que sofreram colisbes com os atomos
do alvo que queremos analisar e que foram retroespalhadas (Backscattering) [88]. A
reducdo de energia da particula espalhada depende das massas da particula
incidente e do a4tomo alvo. Medindo-se a energia dos ions apdés o espalhamento,
portanto, é possivel identificar a massa dos atomos presentes no alvo e o elemento
quimico correspondente [87, 88]. A analise de RBS permite-nos determinar a
composicdo quimica elementar de um material.

Para as medidas por RBS, as amostras foram preparadas a partir da solugéao
concentrada das nanoparticulas, que foi depositada no substrato de silicio. Em
seguida as amostras foram colocadas em estufa a 60°C por 2 minutos para
secagem, formando um filme sobre o substrato. As amostras foram analisadas com
feixe de He+ com 2,2 MeV num angulo de deteccéo de 170° em relacédo a direcao
do feixe incidente. As medidas de espectrometria por RBS foram realizadas no
acelerador eletrostatico Tandetron de 3 MV do Laboratério de Implantacéo I6nica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Inicialmente foi obtida uma curva de calibracdo do multicanal, utilizando um

filme de bismuto e feixe primario de diferentes energias (figura 4.8).
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Figura 4.8: Espectro de RBS de filme de Bi usado para calibracdo do detector, com a

energia do feixe primario de He variando de 1.6 a 2.2 MeV.

A partir dos dados do grafico da figura 4.8 construimos uma curva de energia
versus canal (figura 4.9) para obter a relagdo (linear) de canal com energia. Essa
curva serve de base para a identificacdo da massa dos elementos detectados na

amostra.
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Figura 4.9: Curva de energia dos ions de He retroespalhados versus canal.
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4.2.7. DSC — TGA Simultaneo (SDT)

O analisador simultaneo SDT Q-600 realiza, a0 mesmo tempo, analise
térmica diferencial (DTA), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise
termogravimétrica (TGA). As curvas TGA e sua derivada DTG sdo semelhantes as
curvas obtidas em analisadores termogravimétricos convencionais. A analise TGA
acompanha a variacdo de massa com a temperatura ou tempo e a analise DTG ¢é a
sua derivada primeira. Dessa forma, essa técnica é bastante utilizada para analise
de materiais, visando determinar, por exemplo, a composicdo e a estabilidade
térmica [89- 93].

Os ensaios foram realizados utilizando o Analisador Térmico SDT-Q600 TA
Instruments com o software TA Advantage 5008 do Laboratério Multiusuario de
Andlise Térmica (LAMAT) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Através da analise térmica simultdnea de TGA/DTA/DSC, em atmosfera inerte
(nitrogénio puro, <5ppm H,0), da temperatura ambiente até 800°C, a uma vazao do
gas de 50 mL.min™*, com razdo de aguecimento de 10°C.min™ a fim de acompanhar
o comportamento da decomposi¢do térmica das amostras e assim, determinar a
perda de massa. A massa de amostra inicial utilizada nas analises foi de
aproximadamente 10 mg. As amostras foram analisadas em porta-amostras de

alumina de 90ul (sem tampa).

4.2.8. Magnetémetro de Gradiente de Forca Alternada

O Magnetometro de Gradiente de forca Alternada (do ingés, Alternating
Gradient Force Magnetometer AGFM), € um dispositivo capaz de medir variagcdes no
momento magnético com alta sensibilidade (~1O'9Am2). Através dele é possivel
realizar medidas de magnetizagcdo em filmes com espessuras da ordem de 1nm ou
de nanoparticulas. O AGFM é um equipamento muito mais sensivel que um VSM
(Magnetrometro de Amostra Vibrante) convencional, e pode tracar curvas de
histerese mais rapidamente que um sistema SQUID (do inglés superconducting

quantum interference device). Seu principio de funcionamento baseia-se na forca
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sofrida por um momento magnético quando submetido a um gradiente de campo
magnético [20].

O AGFM utilizado na caracterizacdo magnética das amostras estudadas, ndo
€ um equipamento comercial, tendo sido produzido no Laboratério de Magnetismo
(LAM) do Instituto de FisicaylUFRGS. A figura 4.10 mostra esquematicamente a
configuracdo do equipamento. Ele é constituido basicamente por uma haste, uma
capsula protetora, um eletroimd e pequenas bobinas de gradiente. A haste é
formada por um tubo capilar de vidro. Em uma das suas extremidades encontra-se
um pedaco retangular de vidro, que serve como porta amostra, enquanto na outra
temos um elemento de material piezoelétrico colado a um suporte plastico.
Pequenos fios de cobre sdo soldados ao piezoelétrico e o conectam ao suporte
plastico, onde se encontram coletores para a leitura do sinal elétrico [94].

Para que a medida seja realizada, colocamos uma amostra das
nanoparticulas magnética na extremidade da haste, onde se encontra o suporte de
vidro, fixando-a com graxa. A amostra € entdo magnetizada por um campo

magnético DC, Hpc, produzido pelas bobinas do eletroima.
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Figura 4.10: Configuracdo esquematica do AGFM [94]
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Simultaneamente, a amostra é submetida a um campo alternado, proveniente
das bobinas de gradiente. Essas pequenas bobinas configuram-se de forma a
produzirem campos em sentidos opostos, h’, produzindo um gradiente de campo
magneético. A aplicacdo de tal gradiente alternado gera uma forca F,, na amostra,
também alternada, que causa uma deflexado da haste e, consequentemente, produz
uma diferenca de potencial no piezoelétrico. O sinal elétrico produzido sera
proporcional a magnitude do gradiente de campo e a componente da magnetizacéo
da amostra m na direcdo do campo Hpc. Conhecendo o valor do gradiente
alternado, podemos obter informacéo sobre a magnetizacdo da amostra. Procura-se
aplicar o gradiente de campo na mesma freqiéncia da ressonéancia mecanica do
sistema (piezoelétrico, haste, porta-amostra), aumentando a amplitude de oscilacao
da haste, e maximizando o sinal de saida. Pode-se, assim, tracar as curvas de
histerese magnética, bastando apenas variar Hpc, responsavel pela magnetizacéao
da amostra. E importante notar que o equipamento ndo fornece uma medida
absoluta de magnetizacao, apenas um sinal elétrico proporcional a esta quantidade
[94, 95].

Para a medida, colocamos uma pequena quantidade da amostra da solucéo
de nanoparticulas concentrada na extremidade fechada de um tubo capilar e fixada
com graxa na haste de suporte de vidro. Coletou-se as curvas de magnetizacdo com
um passo 200 Oe para campos altos e um passo menor, de 20 Oe para H

pequenos, as medidas foram realizadas até um H Maximo de 4000 Oe.

4.2.9. Medidas de relaxacdo magnética nuclear

As medidas dos tempos de relaxacdo magnéticas nuclear T1 e T2 foram
efetuadas usando o equipamento de Ressonancia Magnética SIGNA XDXT de 3T
(G&E) no Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) da PUCRS. Para a
medicéo foram preparadas varias diluicbes da solucao final das nanoparticulas com
concentracfes de Cp; Co/2 Co/50; Co/100; Co/200; Co/500; Co/500; Co/2000 onde Cq
€ a concentragdo inicial. Essas amostras diluidas foram colocadas em seringas e
dispostas num cilindro de espuma (phantom), com um recipiente com agua ao

centro que serviu de referéncia, como esta representado na figura 4.11.
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Figura 4.11: Esquema representativo do phantom construido para as medidas de
relaxometria.

As medidas foram efetuadas com bobina de cranio em trés fatias do phantom
usando sequéncias de spin eco rapidas (FSE) para obter mapas de T1 e T2 do
phantom. Para a obtencdo dos mapas T2 foram usadas as seguintes condicdes:
eco train de 7; TR de 1000ms, uma matriz de 512x512 pixels variando o tempo de
eco TE em: 7,5; 10,0; 14,0; 18,0; 25; 35; 50; 75; 100; 150; 200 e 250ms. Para
aquisicao dos mapas T1 adotamos as seguintes condi¢des: sequéncia fast spin eco
IR com matriz 512x512pixels, TE de 20ms, TR de 3000ms variando o tempo de
inverséo (TI) entre 50 e 2500ms.

A partir dessas estas medidas, determinamos T1 e T2 que foi utilizado para

calcular a relaxividade da dispersao de nanopatrticulas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados referentes aos
estudos das amostras sintetizadas, das caracterizacdes fisico-quimicas e da acao

de contraste das NPs em solucdes salinas.

5.1. Sintese

Trés sinteses foram realizadas, usando condi¢Bes similares de temperatura,
guantidade e concentracao inicial dos reagentes e seguindo o mesmo protocolo
metodoldgico de modo a testar a reprodutibilidade do processo proposto. O
processo mostrou ser sensivel a pequenas variagées nas condi¢cdes da reacdo com
e isto, houve algumas diferencas no produto final. Essas diferencas sao
relacionadas a algumas perturba¢des durante a sintese.

A primeira sintese foi a que apresentou melhores resultados em termos da
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e da estabilidade frente a aglomeracao.
Na segunda sintese, verificaram-se algumas anomalias quanto ao comportamento
da dispersdo de nanoparticulas, as quais apresentaram uma tendéncia a
aglomeracdo e formagdo de gel quando diluidas. Uma das hipoteses de nao
conformidade com os parametros estabelecidos poderia estar relacionada a um
pequeno aumento de forma acidental da temperatura na primeira etapa da sintese,
ou ao excesso de dextran remanescente na solucao.

J& na terceira sintese, houve flutuacdes de temperatura (por ndo dispormos
de um sistema de controle e manutencdo da temperatura da manta aquecedora) e
agitacao deficiente, o que resultou numa aparente gelificagdo da solucao reacional.
Isso pode ser atribuido, ao formato da barra magnética, que por ndo ser oval, saiu
do centro do baldo contendo a solugéo reacional; ou deficiéncia, ndo constatada

previamente, no agitador magnético.
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Apesar dessas dificuldades, o método quimico por co-precipitacdo de Fe(ll) e
Fe(lll) utilizada na sintese de nanoparticulas magnéticas mostrou-se ser eficaz
tendo em conta os resultados que obtivemos das caracterizac¢des fisico-quimicas da
solucéao final obtida e nas medidas por MRI, discutidas nas sec¢des seguintes.

Condicbes como concentragdo inicial dos reagentes, da velocidade de
agitacdo, da temperatura, da velocidade de adicdo de hidroxido de amdnia para a
precipitacéo e do tempo de reagdo mostraram-se adequadas, visto que, nos levaram

a obtencao de particulas com os parametros desejados.

5.2. Analise quantitativa do conteudo de ferro

A determinacdo da concentracdo de ferro presente na solucédo coloidal das
nanoparticulas € um parametro fundamental para a avaliagdo do desempenho de
contraste no MRI. Para isto, utilizamos a técnica de espectrometria por UV-Vis para
determinamos a concentracdo de ferro na solucéo final contendo as nanoparticulas.

Primeiramente, foram feitas as leituras das absorbancias no comprimento de
onda de 410nm dos padrdes de ferro de concentracédo conhecidas com esses dados
construimos uma curva de calibragdo absorbancia versus concentracao (figura 5.1).
A determinacdo da concentracdo de ferro foi também realizada para as outras duas

sinteses.

12 T T T T T T

[Fe] (mgmL)

Figura 5.1: Curva de absorbancia (A) versus concentracao do padréo de ferro.
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Com a equacgéao da reta e as absorbancias nas amostras de solugcdo aguosa
das nanoparticulas determinamos a concentracdo da solucéo final de cada sintese,
dispostas na tabela 5.1. Através dos dados da Tabela 5.1 verificamos que a
concentracdo de ferro na solucéo final ficou em 10,4 mg/mL na sintese I; 8,2 mg/mL

na sintese Il e 7,3 mg/mL na sintese IlI.

Tabela 5.1: Concentracao de Ferro [Fe] das amostras obtidas nas diferentes sinteses e determinada

através da absorbancia (A) em A=410nm.

Amostra Média das Equacéao da Concentracdo da Concentracéo da
Absorbancias curva amostra diluida solucédo (mg/mL)
(mg/mL)
Sintese | 1,105 [Fe]= 4,691*A 5,183 10,4
Sintese Il 0,561 [Fe] = 7,389*A 4,068 8,2
Sintese Il 0,649 [Fe] = 5,641*A 3,664 7,3

5.3. Morfologia e Tamanho das nanoparticulas

A morfologia e a distribuicdo do tamanho das nanoparticulas foram estudadas
com auxilio de microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo, microscopia
de forca atdmica e espalhamento dinamico de luz.

Os gréficos da figura 5.2 e 5.3 apresentam a distribuicdo de tamanho das
particulas em numero, volume e intensidade, obtidas por empalhamento dinamico
de luz (DLS) para as sinteses | e Il. Os dados obtidos dessas distribuicbes estédo

representados de forma resumida na tabela 5.2.
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Figura 5.2: Distribuicdo de tamanho das particulas fungdo de ndmero, volume e intensidade

obtidas por DLS para a sintese I.
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Figura 5.3: Distribuicdo de tamanho das particulas funcdo de nimero, volume e intensidade

obtidas por DLS para a sintese Il.
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Tabela 5.2: Diametro médio e o desvio padrdo em namero, volume e intensidade das nanoparticulas

Amostra d Numero (nm) d Volume (nm) d Intemsidade (nm)
Sintese | 7,80 £ 0,06 10,0+04 65+1
Sintese Il 4,10 £ 0,02 7,703 39+2
Sintese lll - - -

Verificamos que, em todos 0s casos, as nanoparticulas tém distribuicdo de
tamanho relativamente estreito. O tamanho médio das particulas varia dependendo
da ponderacéo utilizada: nimero, volume ou mesmo intensidade. O tamanho médio
medido pela ponderacdo em numero das particulas estd na proporcao de (1:1),
enquanto que no caso da ponderacdo em volume € 1000 vezes maior numa
proporcao de (1:1000). Isto ocorre, porque o volume de uma esfera € igual a 4/31r3.
Mais ainda para a ponderacdo do tamanho médio pela intensidade que € 1000000
vezes maior, mesmo no caso de quantidade muito pequena de particulas grandes
pode ser impulsionado para valores elevados. Isto porque as particulas grandes
dispersam muito mais luz do que pequenas particulas (a intensidade de disperséo
de uma particula é proporcional a sexta poténcia do seu diametro). Quanto a
terceira sintese, ndo foi possivel efetuar as medidas. Aparentemente, isso se deve a
presenca de particulas com tamanhos que espalham muito a luz, impossibilitando as
medidas. O instrumento permite analisar particulas de tamanho inferior a 1um.

A figura 5.4 mostra uma micrografia de TEM de uma amostra da solu¢édo das
nanoparticulas diluida em alcool iso-propilico e dispersa em grid formvar de 200
mesh. Esta imagem é uma ampliagdo de uma micrografia de 63000 vezes de

aumento.
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Figura 5.4: Micrografia de TEM (aumento de 63000 X) de uma amostra da sintesel.

Através da analise da figura verificamos que as nhanoparticulas Fe3O4
aparecem na imagem como pontos cinza escuros. As imagens do TEM revelaram
particulas individuais e algumas aglomeradas; o valor médio estimado dos seus
diametros € de aproximadamente 7,5 nm. Quanto a morfologia, fica claro que elas
ndo sao esféricas: apresentam formato irregular e em alguns casos aglomeracoes.
Os valores obtidos por TEM mostraram-se em boa concordancia com os valores
dados pela distribuicdo de tamanho medido por DLS.

Houve certa dificuldade em encontrar um método de preparacdo da amostra
que revelasse particulas isoladas na andlise por microscopia de forca atémica.
Contudo fizemos algumas micrografias utilizando substrato de mica com uma
grande diluicdo da solucao de nanoparticulas com o alcool iso-propilico nas quais se
pode observar algumas protuberancias na superficie da mica que aparentam ser as
nanoparticulas (figura 5.5). A figura 5.6 mostra um perfil ao longo de uma das
particulas da Fig 5.5, e ilustra 0 método usado para medir 0 seu tamanho. A analise
da distribuicdo de tamanho foi feita utilizando o software do microscopio, tomando
30 pontos analisados na imagem. Através de um estudo de distribuicdo de tamanho
das protuberancias verificamos que as mesmas possuem em media um diametro de
10,8 nm com um desvio padrao de 0,7 nm. Esses valores s&o um pouco maiores
dos que observados por DLS e TEM. Devemos levar em consideracdo que 0s
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formatos das estruturas observadas estdo muito ligados ao tamanho das pontas

utilizadas na varredura, que podem influenciar nas medidas.

50 nm

5.0 yum

25 nm

0 nm
0 5.0 um

Figura 5.5: Imagem de AFM de uma amostra de solu¢do de nanoparticulas dispersa num
substrato de mica.
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Figura 5.6: Medida de tamanho através de corte transversal ao longo da linha AA’ na
micrografia da figura 5.5.
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A tabela 5.3 resume os valores dos didmetros médios obtidos utilizando

as varias técnicas de caracterizacao que dispunhamos.

Tabela 5.3: Tamanho médio de particula determinado por diferentes técnicas

Amostra Tamanho médio (nm)
DLS AFM TEM
Sintese | 7,8 10,8 7,5
Sintese Il 4,1 - -
Sinese Il - - -

5.4. Composicado quimica das amostras de solucdo das nanoparticulas

A composicdo quimica das dispersfes contendo nanoparticulas foi estudada
usando de técnicas de RBS e EDS. A figura 5.7 mostra uma micrografia de
microscopia eletrénica de uma gota da solucdo de nanoparticulas depositada sobre
0 substrato de silicio. Tal solucdo continha o buffer salino, e no processo de
secagem formam-se pequenos cristais de sal na superficie contendo as particulas
de Fe30,4. A andlise EDS focando num desses cristais (regido A na figura 5.7) esta

representado na figura 5.8.
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Figura 5.7: Micrografia de amostra da sintese | com aumento de 40000X
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Figura 5.8: Analise EDS da regido ‘A’ na figura 5.4.

Verificou-se, como esperado, a presenca de Ferro (Fe) e Oxigénio (O)
correspondente as nanoparticulas. Também foram detectados outros elementos
como sodio (Na), e cloro (Cl) oriundos da solucdo salina para estabilizacado, silicio
(substrato de deposicao) e o ouro, que foi o elemento de recobrimento da amostra.
Os resultados de EDS foram confirmados com as analises por RBS, conforme os

espectros de analise das amostras da solucao coloidal, representados na figura 5.9.
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Figura 5.9 Espectro RBS de amostras secas de NPs depositadas sobre Si. Foi utilizado feixe de He+

2,2 MeV e angulo deteccdo de 170°. Amostra da sintese |.

O espectro da figura 5.9 apresenta um pico proximo ao canal 338 que
corresponde a energia dos atomos de He retroespalhado por a&tomos de Fe da
superficie da amostra. Em torno do canal 280, temos o sinal de retroespalhamento
por &tomos de Cl. Em seguida, temos retroespalhamento dos &tomos de Si proximo
ao canal 250 que corresponde ao substrato. E, por dltimo, temos o
retroespalhamento dos atomos de Na e O préximos aos canais 210 e 150,
respectivamente.

Foram realizadas analises de TGA para as sinteses | e Il, conforme mostram
as figura 5.10 e 5.11. Verificou-se nas curvas de TGA uma perda de massa
acentuada de mais de 90% até a temperatura proxima de 100°C devido a perda de
agua. Na figura 5.12, dois outros eventos assinalados na figura 5.10 como, Il e llI
foram ampliados para melhor visualizagdo. Observamos que existe uma perda de
massa de cerca de 1 a 2 % da massa inicial na temperatura de 280 até 350°C,
sinalizado por um pico na curva da derivada proximo dos 300°C. Isso pode ser
atribuido & degradagcdo do material organico (dextran) usado no recobrimento do
Fe304. Uma terceira perda de massa entre 630 e 700°C é atribuida a uma segunda
etapa de degradacdo do material orgéanico, caracterizado por um pico 660°C na

curva da derivada.
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Figura 5.10: Gréfico do peso (em%) em funcdo da temperatura na analise TGA da amostra da

sintese I. Os simbolos I, Il e Il indicam diferentes estagios de perda de massa.
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Figura 5.11: Gréfico do peso (em%) em funcao da temperatura na analise TGA da amostra da sintese
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Figura 5.12: Amplia¢do da curva de TGA da amostra da sintese |.

5.5. Propriedades magnéticas e de relaxacéao

As figuras 5.13 e 5.14 apresentam medidas da magnetizacdo em funcao do

campo magnético externo para as amostras da solugcdo coloidal contendo as
nanoparticulas obtidas nas sinteses | e Il.
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Figura 5.13: Curva magnetizacdo obtida por AGFM da amostra das NPs na temperatura ambiente

para a sintese |.
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Figura 5.14: Curva de magnetizacao obtida por AGFM da amostra das NP na temperatura ambiente

para sintese Il.
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Observa-se que as nhanoparticulas nas duas sinteses ndo apresentaram
nenhum magnetismo residual quando este campo foi removido. Isso pode ser
verificado pela auséncia de histerese na curva de magnetizacdo. Na sintese | foi
observada pequena histerese o que indica a presenca também de particulas de
caracteristicas ferromagnéticas, com tamanhos maiores que o raio critico. Contudo,
tal medida ainda ndo pode ser tomada como prova definitiva de
superparamagnetismo, ja que no estado liguido os momentos magnéticos podem

girar livremente. Os dados indicam a caracteristica magnética do sistema.

5.5.1. Medidas de relaxividade

As medidas de relaxividade foram obtidas com o uso de um phantom
descrito da secdo 4. A figura 5.15, mostra um esquema representando como foram
dispostas as seringas com concentracao variando do CO (solucdo concentrada) até
a diluicdo de 2000 vezes. As imagens de MRI da figura 5.16 mostram as fatias do
phantom contendo as seis seringas com solucbes de NPs de concentracdes
diferentes. Os circulos menores correspondem as sec¢des transversais das seringas.
O circulo central refere-se ao recipiente com agua pura. Para a aquisicdo dessas
imagens foi utilizado: um TR de 1000 ms, uma matriz de 512x512 pixels e um tempo
de eco TE de 6, 25, 75 e 200ms.

Figura 5.15: Esquema do posicionamento das seringas com as respectivas concentracées

utilizadas na obtencdo da imagem a seguir.
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Figura 5.16: Imagem de MRI do phantom com um TR de 1000ms e tempo de eco de 6ms(a),
25ms(b), 75ms(c), 200ms(d). A escala de cinza tem ajuste automatico para realcar as intensidades

envolvidas em cada imagem, e por isso, sédo diferentes em cada quadro.

Pode-se verificar através das imagens, que existem diferencas no contraste
(variacdo do nivel de intensidade) com a variacdo da concentracao de oxido de ferro
presente na solucdo, diminuindo a intensidade do menos concentrado para 0 mais
concentrado. Com o0 aumento do tempo de eco também existe uma diminui¢cdo no
sinal, como esperado.

Para a obtencao dos tempos de relaxagao T2 foram adquiridas imagens com
sequencia de eco de spin rapido em diferentes tempos de aquisicdo TE. A
intensidade do sinal em cada secéo transversal foi medida e utlizada para a
obtencdo da curva de sinal em funcdo do tempo. Para cada concentracdo da
solucdo de nanoparticulas disposta no phantom foi construida uma curva de
intensidade de pixel em funcéo de tempo de eco, como esta representado no grafico
da figura 5.17.
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Figura 5.17: Curvas de intensidade do pixel em fun¢céo de TE para as diferentes concentracées de

NPs e a agua.

Através das curvas pode-se afirmar que existe um rapido decaimento do sinal

com o aumento de tempo de eco, e este decaimento € mais acentuado para

concentracfes maiores. Usando como modelo de ajuste, a equacao 5.1, chegamos

aos valores de T2 e R2 para cada concentragédo das solu¢coes de NPs preparada.

[ =M, (1) = M, (0)e 72

(5.1)
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— =R2 (5.2)

Os valores de R2 obtidos da regressdo dos pontos da curva para cada
concentracdo estao representados na tabela 5.4, juntamente com os valores tempo

de relaxacéo transversal T2, obtidos através do inverso dos valores de R2.

Tabela 5.4: Valores da taxa de relaxacéo R2 e dos tempos T2 em func¢do da concentragéo de ferro.

[Fe] (mg/mL) R2 (Hz) T2 (ms)
0,204 0,370 +0.02 2,74
0,102 0,22 +0.02 4,51
0,051 0,084 £ 0.004 11,92
0,0204 0,039 £ 0,003 25,71
0,0102 0,023 £ 0.002 43,07
0,0051 0,0121 £ 0.002 82,66

H20 0,0016 +0,0003 628,10

Pode-se verificar através da tabela 5.4 que o tempo de relaxagéo transversal
T2 diminui fortemente com o aumento da concentracdo de nanoparticulas
demonstrando boa caracteristica de contraste para as NPs. Tomando a agua pura
como referéncia observa-se que o seu tempo de relaxacdo e bem maior que as
solugBes contendo as nanoparticulas. Esta comparacéo é feita por a dgua ser usada
como padréo de relaxacdo e as imagens obtidas através do MRI sdo geradas pelos
sinais provenientes dos prétons da agua presente no corpo do individuo.

Os procedimentos anteriores foram realizados para as duas outras sinteses e
representados de forma resumida na tabela 5.5 através dos valores de R2 de cada
sintese, com as suas respectivas concentragcdes. Com esses valores foi elaborado

um grafico com as curvas de R2 em funcéo de concentracdo de Fe (figura 5.18).
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Tabela 5.5: Valores da concentragédo e os respectivos R2 para cada sintese

[Fe] (mg/mL) R2 (Hz) | R2 (Hz) Il R2 (Hz) 1l
Co/50 0,370 £0.02 0.254 £ 0,005 0.232 £0,003

Co/100 0,22 +0.02 0.105 £ 0,006 0.1038 = 0,0008
Co/200 0,084 £ 0.004 0.0528 = 0,0003 0.0513 = 0,0003
Co/500 0,039 £ 0,003 0.0223 % 0,0006 0.0177 %= 0,0005
Co/1000 0,023 £ 0.002 0.0114 = 0,0004 0.0089 = 0,0004
Co/2000 0,0121 £ 0.002 0.0061 % 0,0003 0.0042 = 0,0001
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Figura 5.18: Grafico de R2 em fun¢do da concentracéo de ferro para as sintese |, Il e lll.

Pode-se observar que cada reta possui uma declividade que representa a
relaxividade (r,), parametro fisico-quimico importante para a classificacdo do agente
de contraste desenvolvido. Esta eficiéncia baseia-se na sua habilidade para reduzir

seletivamente o tempo de relaxacdo dos prétons da agua nos tecidos biologicos.
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Um procedimento similar foi realizado para determinacdo dos tempos de
relaxacdo T1, mudando a sequéncia de aquisicdo para recuperacdo da inversao
(fast spin eco IR). Na figura 5.19 estédo representadas imagens do MRI de fatias do
phantom, obtidas com essa sequéncia, utilizando um TR de 100ms, matriz de
512x512, e tempo de inverséo (TlI) em 50, 150, 800, 2000ms. Os valores de
intensidade do sinal em funcdo de Tl estdo dispostos na figura 5.20 para diferentes

concentracOes de NPs.

Figura 5.19: Imagens de recuperadas da inversdo do phantom com solu¢es de NPs, com um TR de
1000ms e tempo de inversdo de 50ms(a), 150ms(b), 800ms(c), 2000ms(d). O circulo central grande é

a amostra de H20. Os circulos menores séo as solucfes de NPs.

Procedimentos similares como os realizados para a obtengdo de R2 foram
feitos para obtencdo do R1 através da regressdo dos pontos das curvas (figura

5.20), usando como modelo de ajuste a equacgéo 5.3:
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(5.3)

(5.4)

Figura 5.20: Intensidade do pixel em funcdo de Tl para diferentes concentracdes de NPs e para a

agua.
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Os valores de T1 obtidos da regressdo dos pontos das curvas de

recuperacao das diferentes concentracdes estédo dispostos na tabela 5.6.

Tabela 5.6: Valores dos tempos T1 e das taxas de relaxacdo R1 para diferentes concentragées de

nanoparticulas.

Concentracéo R1 (Hz) T1 (ms)

0.102 0.0066 151 +13
0.051 0.0040 248 +6
0.0204 0.0021 485 +9
0.0102 0.0012 817 42
0.0051 0.0007 1330 *101
H,O 0,0002 4091 +869

Os procedimentos anteriores foram realizados para as duas outras sinteses e

os valores de R1 de cada sintese com as suas respectivas concentracdes estao

representados de forma resumida na tabela 5.7. Com esses valores foi elaborado

um gréfico com as curvas de R1 em funcéo de concentracéo de Fe (figura 5.21).

Tabela 5.7: Valores de R1 para cada sintese em fun¢éo da concentracao de ferro.

[Fe] (mg/mL) R1 (Hz) | R1 (Hz) Il R1 (Hz) 1l

Co/100 0.0066 +0,0007 0.0079 *=0,0003 0.0075 =*0,0002
Co/200 0.0040 +0,0002 0.0047 +0,0008 0.0040 =+ 0,0006
Co/500 0.0020 +0,0001 0.0021 +0,0005 0.0018 =+ 0,0001
Co/1000 0.0012 +0,0002 0.0011 +0,0007 0.0009 =+ 0,0003
Co/2000 0.0007 +0,0009 0.0006 +0,0003 0.0004 =+0,0008
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Figura 5.21: Gréfico da taxa de relaxagdo R1 em funcéo da concentracéo para cada sintese.

Como descrito para a relaxividade r2, cada reta possui uma declividade que
representa a relaxividade (r;). Os valores de relaxividade r; e r, efetuadas no campo
magneético de 3T para cada sintese, estédo representados na tabela 5.8. r; variou de
de 41- 24 mM'ster,de 2,0 -1,7 mM™'s™,
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Tabela 5.8: Valores da relaxividade de cada uma das sinteses.

Relaxividade

Amostras

r, (mL/mg.s) r,(mM.s)™* r1(mL/mg.s) ry(mM.s)™*
Sintese | 2,32 +0,09 41 =5 0.094 + 0,007 1,7 £0,4
Sintese Il 1.48 +0,05 26 =3 0.111 £0,005 2,0 £0,3
Sintese |l 1.37 £0,03 24 £2 0.103 £ 0,002 1,8 £0,1

A eficacia de um agente de contraste de MRI é geralmente avaliada em
termos da sua relaxividade r; e r,. com base nisso, definiram-se duas classes de
agentes de contraste para a RM. Os contrastes ditos positivos tém uma relacao de
ro/r; baixo, e fornecem uma imagem mais brilhante onde o contraste esta
acumulado. Substancias como o Gadolinio — Gd, Manganésio — Mn e seus ions
aguosos fazem parte desse grupo. Por outro lado, os agentes de contraste com uma
relacdo r,/r; elevada sdo chamados de negativos, pois geram um realce de contraste
diminuindo o sinal nas imagens. Este agentes de contraste sdo geralmente
baseados em oxido de ferro [96]. A proporcdo entre as relaxividades ro/r; foi
calculada para cada sintese e deu valores entre 24 e 13 o que esta proximo, mas
levemente superior aos valores encontrados para substancias comerciais como o

Feridex e Resovist que estdo no intervalo de 7 — 17 [96-98].
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6. CONCLUSOES

O método quimico de sintese das nanoparticulas magnéticas por co-
precipitacdo de Fe(ll) e fe(lll), mostrou-se ser eficiente tendo em conta os resultado
que obtivemos das caracterizacfes fisico-quimicas da solucao final e nas medidas
por MRI. As andlises das amostras de cada um dos lotes revelaram algumas
diferencas frente a estabilidade e a concentracdo de ferro (variando de 8 -10
mg/mL), demonstrando a sensibilidade do processo, a pequenas variacbes nas
condi¢Bes de sintese. Atraves de analise de EDS e RBS obtivemos uma distribui¢cdo
elementar compativel com a do 6xido de ferro, e padrdo de decomposi¢ao térmico
dominado pelo recobrimento polimérico demonstrado nas curvas do TGA. Dados de
DLS indicam uma distribuicdo estreita de tamanho para a primeira e segunda
sintese, com um didametro hidrodinamico médio entre 5-8 nm, confirmadas pelas
imagens do TEM. Estudo da relaxacdo magnética em objetos teste indicou um efeito
claro de perturbacéo do sinal, com diminuicbes de T1 e T2 em solu¢des aquosas,
confirmando a obtencdo do efeito de contraste desejado, com relaxividades que
variaram entre 41 e 24 mM™s™ parar, € 2,0 a 1,7 mM's™ para r;. A relagdo r./r,
que foi de 24 e 13 indicando que elas, depois de estabilizadas podem ser um bom

agente de contrate de T2.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a melhoria do processo desenvolvido durante o trabalho ficam duas
sugestdes maior sistematica de analise das particulas e estudo dos parametros que
influenciam na variacéo das condicdes de sintese.

Além disso, em funcdo do grande campo de acdo e de aplicacdo dessas
nanoparticulas, podemos indicar uma vasta gama de temas como sugestbes de
pesquisa para trabalhos futuros:

e Conjugar as nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas com dextran
com corantes para obtencdo de uma sonda de contraste para
infravermelho proximo.

e Determinacédo do efeito das etapas de conjugacédo no tamanho médio e
na distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas.

e Determinar o comportamento das nanoparticulas (cinética de absorcéo
e localizacao) in vitro em cultura de células.

e Determinar a relaxividade magnética das sondas em soro sanguineo.

e Determinar cinética de absorcédo e meia-vida das nanoparticulas in vivo
em animais modelo.

e Estudar o nivel de toxicidade das NPs.
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