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Resumo

A nanotecnologia é uma area em crescente desenvolvimento nos dias de hoje e cuja importancia &
Obvia para diversas areas cientificas como a fisica, a quimica e a biologia. A capacidade de
manipular atomos e moléculas e a sua interagdo com as moléculas biolégicas torna a
nanotecnologia numa area de grande interesse na medicina.

As nanoparticulas s&o, por definicdo, particulas cujas 3 dimensdes se encontram a escala nano
(nano-escala). Dentro destas, as nanoparticulas magnéticas (mNPs) constituem uma importante
classe devido as suas propriedades Unicas.

As nanoparticulas magnéticas sdo geralmente constituidas por um elemento metélico e podem ser
manipuladas utilizando um campo magnético externo. Estas propriedades tornam-nas
extremamente vantajosas para a sua aplicagdo em medicina, tanto no diagnéstico como na
terapéutica.

O presente trabalho visou o Desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas para tratamento de
cancro: estudo da sintese e estabilizagdo das solugbes coloidais de Fe;0,. De forma particular, o
objetivo principal deste projeto foi a produgédo de nanoparticulas de 6xido de ferro, em particular de
magnetite, através do método da precipitagdo quimica, focando-se no estudo da estabilidade de
varias solugbes de mNPs, utilizando trés tipos de surfactantes (acido oleico, citrato de sdédio e
triton X-100), em diversas concentracdes.

A fim de verificar qual a concentragdo que torna a solugdo de mNPs estavel por um periodo de
tempo superior, realizou-se um estudo sobre a variagao do espectro de absorvancia, recorrendo a
técnica de espectroscopia UV-VIS.

Estas mNPs foram caracterizadas em termos composicionais e estruturais recorrendo a outras
técnicas: SEM, TEM, FTIR, DLS e DRX. Avaliou-se ainda a sua estabilidade em solugéo por um
periodo de 2 meses.

No final deste projeto concluiu-se que a espectroscopia UV-VIS é um método pratico, simples e
rapido de avaliar a estabilidade das mNPs e que dos surfactantes utilizados, o citrato de sédio é

aquele que mantém as NPs mais tempo em suspensao.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, magnetite, precipitagdo quimica,

surfactantes, espectroscopia UV-VIS, estabilidade de suspensdes.
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Abstract

Nanotechnology is currently a developing area and its importance is obvious to many scientific
fields such as physics, chemistry and biology. The ability to manipulate atoms and molecules and
their interaction with biological molecules makes nanotechnology an area of interest in medicine.
By definition, nanoparticles are particles whose three dimensions are at the nanoscale. Within
these, the magnetic nanoparticles (mNPs) are an important class because of their unique
properties.

Magnetic nanoparticles are composed of a metallic nucleus and can be manipulated using an
external magnetic field. These properties render them great advantages for application in medicine,
both in diagnosis and therapy.

The aim of this work was the development of magnetic nanoparticles envisaging cancer treatment:
studying of the synthesis and stabilization of Fe;O, colloidal solutions. In particular, the main
objective of this project was the production of iron oxide nanoparticles, especially magnetite,
through the method of chemical precipitation, focusing on stability studies of various mNPs
solutions, using three types of surfactants (oleic acid, sodium citrate and triton X-100) at different
concentrations.

In order to determine the concentration in which the mNPs are stable as a colloid for a long time, it
was carried out a study about the changes of transmission spectra in the wavelength range
corresponding to the absorption of mNPs using the UV-VIS spectroscopy technique.

The structure and composition of these mNPs were characterized using other techniques: SEM,
TEM, FTIR, DLS and XRD. The stability test for a long period was also performed.

From the obtained results it was concluded that the UV-VIS is a practical, simple and quick method
to evaluate the stability of mMNPs and evaluate the effect of different surfactants. Thus of the three

surfactants used, sodium citrate is one that maintains the NPs in suspension longer.

Keywords: magnetic nanoparticles of iron oxide, magnetite, chemical precipitation, surfactants,

UV-VIS, stability of suspensions
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1. Introducao

Neste capitulo faz-se uma abordagem as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro explicando
em que consistem, quais as suas principais caracteristicas e propriedades magnéticas, e quais as
suas principais aplicagdes, focando este ultimo ponto no tratamento do cancro. Da-se uma nogao

das caracteristicas e vantagens deste tipo de nanoparticulas no tratamento do cancro.

1.1. Nanoparticulas magnéticas

A nanotecnologia tem evoluido para um campo multidisciplinar, revolucionando as ciéncias
basicas (fisica aplicada, quimica, mecanica, engenharia bioldgica e elétrica, robdtica e medicina) e
as suas respetivas aplicagdes M As particulas a nano-escala tém vindo a atrair cada vez mais
atengdes e tém sido utilizadas nos campos da biociéncia e da medicina desde os anos 70 2

A dimensao das nanoparticulas torna-as candidatas ideais para a nanoengenharia de superficies e
produgao de nanoestruturas funcionais Bl Devido as suas caracteristicas Unicas, ndo presentes
em outros materiais, as NPs podem ser utilizadas quase exclusivamente em algumas técnicas
médicas .

De entre os diferentes tipos de NPs, as mNPs sdo uma classe importante, devido as suas
caracteristicas unicas . As propriedades magnéticas das NPs surgem devido a uma combinagao
da sua composi¢ao atémica, da sua estrutura cristalina e do efeito do seu tamanho [ As mNPs
sdo compostas por elementos magnéticos, como ferro, niquel, cobalto e seus 6xidos, entre outros.
Podem ser manipuladas através de um campo magnético externo, o que apresenta uma grande
vantagem, uma vez que evita técnicas de diagndstico e terapéutica invasivas M,

As NPs de 6xido de ferro sao superiores quando comparadas com NPs de outro metal, devido a
sua biocompatibilidade e estabilidade ™ além da biodegrabilidade, o que tem contribuido para a
sua vasta utilizagdo em aplicacdes biomédicas .

Uma propriedade interessante das NPs de 6xido de ferro € a sua capacidade para gerar calor
quando submetidas a um campo magnético alternado. Este fendmeno térmico pode ser devido a
perda de energia durante o processo de desmagnetizagdo. Esta propriedade € crucial para as

aplicacdes na hipertermia ©

, Nas quais é necessaria a aplicacdo de calor numa determinada zona
do organismo.

Devido a estas propriedades, as nanoparticulas de 6xido de ferro (também conhecidas como
SPIONs ou nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro) sdo as mais utilizadas em

[l As SPIONs consistem em nucleos de o6xido de ferro, que, quando

aplicagbes biomédicas
injetadas no organismo, podem atingir uma determinada “zona-alvo” através da aplicacdo de

campos magnéticos externos. Apresentam propriedades interessantes como por exemplo, além do
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superparamagnetismo, elevado campo de saturagdo. Estas propriedades s&o responsaveis pela
auséncia da interagdo magnética quando o campo magnético é retirado. Tipicamente, as SPIONs
apresentam duas configuragdes estruturais: i) um nucleo usualmente de magnetite (Fe;O4) ou
magmite (y-Fe,O3), revestido por um polimero biocompativel; ii) um polimero biocompativel
poroso, no qual as SPIONs precipitam dentro dos poros !,

Existe um enorme potencial para utilizar as SPIONs em aplicagdes biomédicas para a libertagcao
controlada de farmacos, hipertermia, diagndstico por ressonancia magnética de imagem, terapia

génica e medicina regenerativa © (figura 1.1), em particular as NPs de magnetite ©.

Engenharia de tecidos

Hipertermia

IRM
(‘% Campo magnético
Aguecimento 3

—_— A

e -

Matriz 30

Células tumorais

Rastreamento de células
Entrega de genes

Figura 1.1 — Aplicagdes biomédicas das nanoparticulas magnéticas (retirado de [6]).

A tabela seguinte ilustra algumas SPIONs atualmente comercializadas, que s&o utilizadas em

diferentes técnicas de diagnéstico e terapéutica.




Tabela 1.1 — SPIONs comercializadas atualmente (adaptado de

[3])_
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Companhia Aplicagoes Referéncia
Stemcell Technologies Separacéo automatizada de células imunogénicas [9]
Micromod Entrega de.fia'rma_cos, sleparagéo bigmagnética, [10]

purificagdo de acidos nucleicos
Chemicell Sistemas de bioseparagao e detecao [11]
Magnisense Bioensaios para diagnoéstico hunlano gnimal, seguranca [12]
alimentar e protecao animal
Diagnostics Biosensors Biosensores de diagndstico [13]
D%fhrn,\gi)%?sgc Separacgéo biomagnética [14]
Ocean Nanotech Sintese e producédo de mNPs [15]
Imego Diagndstico médico [16]
Integrated Engineering Software de analise eletromagnético, eletromecénico e [17]
Software eletrotérmico
EMD chemicals Desenvolvimento de imunoensaios e imunoreagentes [18]
Magsense Bioseparagao, diagngstico, jmunoensaio e medi¢des [19]
ioanaliticas
TurboBeads Separagdo magnética eficiente [20]
European Institute of Science Hipertermia [21]
Magnabeat Inc. Separacgéo de diversas e diferentes bio-substéncias [22]
nanoTherics Ltd. Transfecdo génica magnética [23]
SEPMAG Technologies Grandes volumes de sistemas de separacdo magnéticos [24]
Magforce Hipertermia [25]
AMAG Pharmaceuticals Agentes de contraste de IRM, diagnéstico de doenga [26]
(Advanced Magnetics) cardiovascular e cancro
Estapor Aplicagdo de microesferas magnéticas em imunoensaios [27]
Desenvolvimento de reagentes e instrumentos para uso
Miltenyl Biotec em imunologia, biologia celular e molecular, [28]
bioinformatica e tecnologia de células estaminais

Invitrogen and Dynal Biotech Diagndstico in vitro, puriZc:gi?az separacgao de proteinas [29]

Dentro das diversas aplicagbes biomédicas, as mNPs sdo utilizadas como agentes de contraste
para a Imagem de Ressonéncia Magnética (IRM), vetores na distribuicdo controlada de farmacos

ou agentes para a terapia por hipertermia

. As mNPs podem, assim, ser utilizadas para a terapia
de cancro e, simultaneamente, como diagndstico (figura 1.2). As mNPs tém preferéncia para se
acumular no tecido tumoral tanto pelas suas dimensdes reduzidas como pela possibilidade de
serem funcionalizadas com marcadores celulares especificos. Estas particulas podem ser usadas
como ferramenta no diagndstico de cancro, pela IRM e terapia de cancro, pela hipertermia. Esta
capacidade de diagnosticar e tratar doengas em simultdneo € um conceito emergente e é

denominada teragnéstico (terapia + diagndstico) °%.
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Figura 1.2 — Esquema da estratégia terapéutica utilizando mNPs que podem diagnosticar (IRM) e
tratar cancro (hipertermia) simultaneamente (retirado de [31]).

A biodistribuicao das mNPs, in vivo, é fortemente afetada pelas propriedades da superficie de
revestimento e sob influéncia de um campo magnético externo ©.
Apds a sua introdugdo no organismo, as SPIONs devem ser capazes de escapar ao RES (sistema

reticuloendotelial), apresentar baixa adsorgdo proteica ©*?

, serem estaveis em agua a pH neutro e
salinidade fisiolégica. Esta estabilidade coloidal depende das dimensdes das particulas, que
devem ser suficientemente pequenas para que a precipitagdo, devida a forga gravitacional, seja
evitada. Outro fator importante é a carga e a superficie quimica das particulas, o que conduz as

3

repulsdes estéricas e colédmbicas 1. As SPIONs podem ainda ligar-se a uma variedade de

farmacos, proteinas, enzimas, anticorpos ou outros alvos moleculares. O modo como as particulas

8 Para controlar as

sdo produzidas influencia as caracteristicas mencionadas anteriormente [
propriedades da superficie das SPIONs, elas sao revestidas por um polimero biocompativel
durante ou apds o processo de sintese, para prevenir a formacdo de grandes agregados,
alteragdes da estrutura original e a biodegradagcédo quando sao expostas ao sistema biolégico B,

A biocompatibilidade e a n&o toxicidade das SPIONs sao outros critérios igualmente importantes
quando se trata de aplicagcbes biomédicas. Os parametros que determinam a biocompatibilidade e
a toxicidade sdo da natureza do componente magnético responsavel (ferro, niquel, cobalto...) e do
tamanho final das particulas, incluindo o seu nucleo e revestimento. Idealmente devem apresentar
elevada magnetizagao para que o seu movimento, no sangue, possa ser controlado por um campo

magnético e para que possam ser imobilizadas perto do “tecido patolégico alvo” Bl

. Para que as
mNPs possam ser biocompativeis e ndo téxicas devem ser revestidas com uma camada de

superficie, como por exemplo, com um polimero biocompativel como o quitosano.
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A aplicagdo bem sucedida das SPIONs, no campo da saude, esta fortemente dependente das
suas caracteristicas estruturais, tais como a capacidade de controlar o tamanho e a distribuigdo do
tamanho, a forma uniforme, a forte suscetibilidade magnética e uma superficie quimica desejada
81

As mNPs produzidas ao longo deste trabalho visam a aplicagdo posterior em tratamento de

cancro.

1.2. Magnetite

De todos os Oxidos de ferro, a magnetite (Fe;O,4), que apresenta coloragdo preta, possui as

propriedades mais interessantes, devido a presenca de catides de ferro em dois estados de

valéncia, Fe** e Fe*, em estrutura de espinela inversa .

Figura 1.3 — Estrutura da magnetite (obtida de [33]).

Na magnetite, a magnetizagdo decorre entre o movimento eletrénico dos ides Fe’* e Fe** que
coexistem nos sitios octaédricos .

A magnetite ¢ um material ferromagnético devido a jungao anti-ferromagnética entre o Fe**, na sua
estrutura de espinela inversa. Contudo, a nano-escala (<20 nm), as NPs de 6xido de ferro sédo
superparamagnéticas (a temperatura ambiente), ou seja, devido a redugdo do seu tamanho, a
particula comporta-se como um unico dipolo magnético, possuindo assim um elevado momento
magnético. Em consequéncia, estas NPs sao facilmente magnetizaveis sob a aplicagcdo de um
campo magnético externo e ndo se magnetizam quando esse campo € removido @ podendo,

portanto, evitar a aglomeragéo das particulas e a formacgédo de émbolos nos capilares 32

1.3. Aplicagdes das mNPs no tratamento de cancro

O cancro é caracterizado por uma diminuicdo ou perda de controlo celular e os mecanismos de

maturagcdo normais. As suas caracteristicas incluem crescimento excessivo de células, células e
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tecidos indiferenciados, e a capacidade de metastase. A escolha de tratamento inclui a remocéao
completa do tecido tumoral e, possivelmente, parte dos tecidos adjacentes, a quimioterapia,
imunoterapia, radioterapia, e uma combinagdo destes. Uma vez que a completa erradicagao de
células de cancro é imprescindivel para o sucesso do tratamento, a ablagéo total € o tratamento
de escolha, se aplicavel. No entanto, dependendo da localizagdo e do envolvimento do tumor com
os tecidos circundantes, a cirurgia pode nao ser sempre possivel. Sob tais circunstancias, torna-se
necessario recorrer & radioterapia ou quimioterapia .

No entanto, tém vindo a ser relatadas complicagdes graves com estes tratamentos. Portanto, o
desenvolvimento de técnicas que podem destruir as células tumorais, sem a destruigao
concomitante dos tecidos saudaveis do organismo, € atualmente uma das areas mais ativas de

pesquisa do cancro 4.

1.3.1. Libertacao de farmacos

Sabe-se que a quimioterapia € uma forma eficaz de tratamento contra células tumorais, mas, uma
vez que é administrada via intravenosa, todos os 6rgéos estao sujeitos aos seus efeitos nefastos
e, portanto, os efeitos toxicos sdo frequentemente graves e devastadores para o paciente 35

A ideia de libertagdo controlada de substancias biologicamente ativas comecgou a ser utilizada na
década de 50. As vantagens de sistemas de libertagdo controlada incluem: libertagdo localizada
de farmacos num compartimento particular do corpo, diminuindo, dessa forma, o nivel sistémico
do farmaco; manutengéo de niveis constantes de medicamento no organismo, implicando numa
eficiéncia maior na utilizagdo do agente (ou seja, € necessario menor teor de medicamento para
produzir o mesmo efeito que os sistemas convencionais); preservacao dos medicamentos que sédo
rapidamente destruidos pelo corpo (isso €& particularmente importante para moléculas
biologicamente sensiveis, tais como proteinas) e, menor frequéncia de administragdo do agente
ativo, aumentando o conforto do paciente e a eficacia do tratamento °.

A utilizacdo de mNPs como agentes de libertagdo de farmacos € uma abordagem de tratamento
promissora, principalmente para farmacos quimioterapéuticos. Os principais problemas associados
aos farmacos quimioterapéuticos sao a sua nado-especificidade e resisténcia celular. Com um
transportador de farmaco é possivel superar esses problemas. Neste caso, o tamanho, carga e
superficie quimica das mNPs sao particularmente importantes, uma vez que afetam o tempo de
circulagdo no sangue e a biodisponibilidade das mNPs 2%,

Nesta aplicagdo, a mNP é revestida e fornece o medicamento a locais especificos do corpo. Na
pratica, o farmaco incorporado na nanoparticula é transportada para o local especifico do corpo
humano através da aplicagdo de um campo magnético externo. A forga fisica criada pelo campo
magnetico externo ajuda a transportar as particulas através da parede vascular, posicionando e

retendo o farmaco junto das células tumorais (figura 1.4). Isto permite que doses maiores do
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medicamento anticancerigeno sejam entregues as células tumorais, mantendo o medicamento no

local por longos periodos de tempo 2.

Tecido
Manoparticulas .
L ] @ Maonéticas Vaso sanguineo
. -
- P
: f— .
Tecido G iy
Campo —_—
e = * = . magnético R
m‘m'\
Superficie corporal '

| Magneto ( | )

Figura 1.4 — Esquema representativo de um sistema de libertacdo de farmacos através de mNPs
[Lg;ilizando um campo magnético externo para direcionar as mNPs para o local do tumor (obtida de

])_

Do ponto de vista do transporte de farmacos no organismo, nao existe nenhuma limitagdo pratica
quando o didmetro de NPs tipicas tem uma dimensao menor do que o didmetro da seg¢ao cruzada
do capilar mais estreito (que é cerca de 2 uym). Na realidade, para um transporte eficiente, as
nanoparticulas devem ser menores que 300 nm %,

A entrega de farmacos com recurso a mNPs pode melhorar o resultado da quimioterapia, uma vez
que permite que uma fragdo maxima de medicamento interaja exclusivamente com as células
tumorais sem efeitos adversos para as células normais, e uma vez que permite a distribuicao

preferencial do medicamento para as células cancerigenas =%

1.3.2. Ressonancia Magnética de Imagem

A Imagem de Ressonancia Magnética (IRM) é uma técnica ndo invasiva de diagndstico, utilizada
no estudo de tumores, lesbes de tecidos ou na identificacdo de tipos especificos de células do
corpo " diferenciando tecido normal e patologico através das propriedades de relaxagdo dos
atomos de hidrogénio na agua Bl Para facilitar o processo de diferenciacdo entre os tecidos, foi
necessario o desenvolvimento de agentes que aumentassem o contraste %,

As mNPs ja sdo utilizadas como agentes de contraste em IRM, para detegdo de cancro,

diagnostico e monitorizacgo do tratamento

e provam ser um bom substituto para o complexo de
gadolinio (agente de contraste tipicamente utilizado em IRM) . As nanoparticulas de dxido de

ferro tém sido utilizadas como agentes de contraste em IRM devido as suas propriedades de
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encurtamento de T2 (tempo de relaxagao transversal, spin-spin, referente a componente do vetor
magnetizagdo, perpendicular ao campo magnético aplicado) e T2* (curto tempo de relaxagéo
transversal) ¢,

A aplicagdo de mNPs em IRM depende do seu tamanho. As particulas com didmetros superiores a
50 nm sao capturadas pelo RES assim que s&o injetadas no organismo, o que as torna adequadas
para a imagiologia do figado ou baco ®. A magnetite revestida com dextrano, por exemplo, tem
um tamanho médio de 80 nm e tem sido clinicamente provado que é um agente de contraste
especifico para o figado. Estas particulas apresentam tempo de meia-vida curto, que é o tempo
caracteristico para a eliminagdo de material estranho no sangue pelo RES B As particulas com
didmetros inferiores a 50 nm tém um tempo de meia-vida longo (superior a 2 horas) e
permanecem na circulagdo sanguinea tempo suficiente para serem usadas como agentes de
contraste na angiografia por ressonancia magnética .

A administracao intravenosa é o método mais efetivo para libertar agentes de contraste, pois todas
as células vitais recebem os agentes através da circulagdo sanguinea. Além disso, permite a
libertacdo controlada de um farmaco adequado ao tratamento de érgaos doentes num local
especifico. Para marcagéo de tumores com mNPs, um aspeto importante que tem de se levar em
conta é a limitagdo de tamanho das NPs para sistemas injetaveis. A maioria dos locais € acessivel
através da microcirculagao pelos capilares sanguineos ou através de poros presentes em varias
superficies e membranas. A maioria das aberturas é de tamanho nanométrico, logo, com o uso de
NPs, & possivel alcancar o nivel subcelular .

As mNPs permanecem no tecido por periodos mais longos em comparagdo com agentes de
contraste comuns. Isto traz o beneficio de reduzir a quantidade de agentes de contraste a ser
administrada ao paciente, minimizando, assim, os efeitos toxicos adversos. Além disso, as mNPs
sdo0 mais seletivas e mais especificas do que outros agentes de contraste, o que melhora os
resultados de IRM ¥ e proporcionam uma melhor diferenciagéo entre tecido saudavel e patolégico
[30]

Devido ao seu revestimento, as mNPs possuem mais tempo de circulagdo no sangue, o que
melhora a eficacia na detecdo de células tumorais. Além disso, possibilidade de adicionar grupos
funcionais bioativos na superficie dessas particulas (como anticorpos, enzimas, etc.) permite que

as mNPs tenham uma célula alvo especifica no organismo !,

1.3.3. Hipertermia

As SPIONs desempenham um papel importante no desenvolvimento da hipertermia para o
tratamento de tumores 7.

A hipertermia é um procedimento terapéutico usado para aumentar a temperatura de uma regiao
do corpo afetado por um tumor maligno (cancro). E uma técnica antiga, experimentada pela
primeira vez por Hipocrates (460-370 a.C.), pai da medicina, propondo que se tratassem tumores

superficiais por cauterizagdo com ferro quente 0] Hipocrates acreditava que qualquer doenca
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poderia ser curada pelo aquecimento do corpo do paciente. Dentro desta filosofia, desde 1957 a
hipertermia, uma modalidade de tratamento de cancro com elevagéo de temperatura entre 41 e
45°C com um tempo de tratamento de no minimo 30 minutos, tem ganho consideravel atengao
devido a sua eficacia clinica, tal como para minimizar efeitos locais clinicos e a eventual
possibilidade de destruir seletivamente tumores malignos localizados ou profundamente
enraizados . A utilizagdo da hipertermia no tratamento de tumores tem como base o facto de a

uma temperatura entre 42°C a 45°C as células tumorais morrerem &2

. A esta temperatura, as
células tumorais morrem, preferencialmente, porque sao células que vivem em condicbes de
hipoxia, ou seja, com baixa quantidade de oxigénio. Quando a temperatura € aumentada, estas
células ndo tém a capacidade de manter um pH adequado a sua sobrevivéncia (porque este ja é
naturalmente acido devido a falta de oxigénio) e, portanto, morrem preferencialmente.

Além disso, os tumores sdo mais facilmente aquecidos do que os tecidos normais vizinhos. Desta
forma, a hipertermia é um tratamento de cancro util com poucos efeitos secundarios locais %, A
combinagao de hipertermia com métodos especificos para a detegcdo de células tumorais é
bastante vantajosa para tumores inoperaveis, pois, nestes casos, as opg¢des de tratamento séo
limitadas. Neste tipo de tumores, a utilizacdo de hipertermia magnética através das NPs
magnéticas pode produzir um resultado mais eficaz e trazer menos efeitos secundarios @

Outra vantagem da hipertermia magnética € o facto de o aquecimento ser restrito somente a
regidao do tumor. De mencionar também que o potencial de aquecimento, nesta terapia, esta
fortemente relacionado com o tamanho e forma das NPs .

O Instituto Nacional de Cancro, nos EUA P% reconhece trés tipos diferentes de hipertermia: i)
hipertermia local, em que o calor é aplicado numa pequena area, como um tumor, recorrendo a
diversas técnicas de distribuicdo de energia (como micro-ondas, radiofrequéncias e ultrassons),
que aquecem o tumor; ii) hipertermia regional, em que o calor é aplicado a grandes superficies de
tecido; iii) hipertermia por todo o corpo, que é aplicada para tratar cancro espalhado por todo o
corpo P9,

A hipertermia dos fluidos magnéticos envolve a dispersdo de particulas magnéticas através do
“tecido-alvo”. As NPs magnéticas s&o colocadas dentro do tumor através de uma injecéo direta ou
através de um anticorpo tumoral especifico, depois de o tumor ser exposto a um campo magnético
alternado com forga e frequéncia suficientes para causar aquecimento das particulas. Este campo
magnético faz com que as particulas gerem calor através dos mecanismos de relaxagéo
magnéticos P%.

A aplicacédo clinica da hipertermia ainda n&o esta estabelecida como um tratamento isolado, mas
como uma forma de melhorar os resultados da quimioterapia e radioterapia, quando aplicada
repetidamente em curtos intervalos. Atualmente, a hipertermia esta aprovada para cancros em
estados avangados (cancro rectal recorrente, cancro na préstata, no utero, no pescogo e cabega,

nos pulmdes e na mama) em conjugacio com quimioterapia e radioterapia P
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2. Métodos de sintese de mNPs

Métodos fisicos, como deposicdo de fase gasosa e litografia por feixe de eletrbes, sao
procedimentos elaborados e que sofrem de incapacidade de controlar o tamanho das particulas na
gama de tamanho nanométrico. Os procedimentos quimicos de sintese de nanoparticulas
magnéticas sdo mais simples e mais eficientes no controlo de tamanho, composicao e, por vezes,
forma das nanoparticulas ',

Segundo um estudo realizado por Mahmoudi e os seus colegas, em 2011 Bl cerca de 90% das
mNPs sao sintetizadas através de procedimentos quimicos. Estes procedimentos tém merecido
particular atengdo uma vez que permitem a sintese de particulas de tamanho e forma quase
uniformes. Este objetivo tem sido atingido por varios métodos de sintese de nanoparticulas de
oxido de ferro, sendo os mais utilizados a precipitagdo quimica, a microemulsdo, a sintese
hidrotermal e a decomposi¢cao térmica. A magnetite (Fe;O,), magmite (Y-Fe,O3;) e hematite (a-
Fe,03) sdo os trés principais 6xidos de ferro que compdem a categoria das SPIONs Bl mas este
trabalho focou-se, somente, na produgdo de magnetite, devido as suas vantagens nas aplicagdes
biomédicas em comparagao com os outros 2 6xidos de ferro.

Neste capitulo abordam-se os conceitos tedricos dos métodos de sintese das mNPs.

2.1. Precipitagdo Quimica

O método da precipitagdo quimica é o caminho quimico mais simples, rapido e barato para a
obtengao de mNPs. A coprecipitagao dos sais de Fe” e Fe* com uma solucao alcalina é a mais
comum, devido a baixa temperatura de reacdo necessaria € as propriedades hidrofilicas da
superficie das particulas resultantes . O controlo do tamanho, forma e composicdo das NPs
depende do tipo de sais utilizados (cloretos, sulfatos, nitratos, percloratos, etc.), da razédo entre

Fe?* e Fe*, do pH, da forga i6nica do meio ™, do tipo de agente precipitante

1

e da forga da base
usada “°. O controlo destes pardmetros permite a formagdo de nanoparticulas com uma
distribuicdo de tamanho grande (maior que 30% do tamanho médio de particula) e
aproximadamente esféricas. A concentragcao dos sais de Fe’" e Fe** presentes na mistura inicial
da reacdo tem o maior efeito sobre o tamanho global das NPs. Baixas concentragbes resultam
num crescimento das particulas limitado, embora as particulas resultantes sejam, geralmente,
mais uniformes em tamanho. Quando a concentragdo dos sais € aumentada, existe um aumento
do crescimento das particulas, com uma subsequente perda de uniformidade de tamanho *°.

A primeira sintese de NPs magnéticas utilizando a técnica da precipitacao alcalina foi realizada por

Massart “%. O processo de Massart descreve a coprecipitagdo de cloretos de Fe?* e Fe*" numa
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solugao alcalina. Apds o trabalho pioneiro de Massart, 0 método da coprecipitagdo foi amplamente
estudado para a sintese de NPs de magnetite, devido as suas extraordinarias vantagens. De facto,
hoje em dia praticamente todas as NPs de magnetite utilizadas em pesquisas clinicas séo
preparadas pelo método da coprecipitagdo, devido ao facto da sua superficie se poder modificar
facilmente para hidrofilica, o que é adequado para aplicagdes biomédicas *".

Em 1992, Jolivet e equipa demonstram que a razdo entre Fe** e Fe* influencia o resultado final
das NPs. Valores baixos desta razédo (<0.3) formavam goethite (FeO(OH)); para propor¢des entre
0.3 e 0.5 surgiam duas fases, constituidas por particulas de menor (4 nm) e maior dimenséo. No
entanto, a razdo de 0.5 correspondeu a magnetite estequiométrica, sendo as particulas resultantes
homogéneas em tamanho e composigéo 42 weij e colegas demonstram que a razao molar entre
Fe?* e Fe* deveria ser mantida em 1:2 pois assim obtém-se particulas de magnetite com
qualidade mais elevada **!. Também Babes e a sua equipa, em 1999, investigaram diferentes
propriedades tais como a concentracdo dos sais de ferro, temperatura e oxigénio, salientando que
0 paradmetro mais importante era a razdo molar entre Fe” e Fe*. Uma razdo elevada produzia
particulas maiores, sugerindo que somente razdes entre 0.4 e 0.6 produziam particulas
monodispersas, adequadas para utilizar como agentes de contraste em imagem de ressonancia
magnética 4.

Em 2010, Lodhia e a sua equipa concluiram que o tamanho das NPs esta relacionado com o pH
elou a razéo entre Fe?* e Fe** ' Kim e investigadores comprovaram que, com um intervalo de pH
entre 1 e 4,0 Fe* poderia condensar como goethite (FeO(OH)) e que a magnetite (Fe;0,4) deveria
ser obtida com um pH entre 9 e 14 *°]

Em 2006, Sun e seus colaboradores provaram que a temperatura de reacgao influencia o tamanho
final das mNPs. Segundo estes investigadores, as nanoparticulas de Fe;O, reduziam o seu
tamanho com o aumento da temperatura, quando a temperatura de reagéo era inferior a 50°C, e
aumentavam o seu tamanho com o aumento da temperatura, quando esta era superior a 50°C *°.
Em relacdo ao método experimental, convencionalmente, a magnetite é preparada adicionando
uma base a mistura aquosa de cloretos de Fe?* e Fe**, numa razio molar de 1:2 ©® e com um pH
entre 9 e 14 ", O precipitado de magnetite surge com uma coloragao preta.

A reacao global pode ser descrita da seguinte forma:

Fe® + 2Fe® + 80H — Fe;0,+ 4H,0 (Equacao 1)
De acordo com a termodinamica desta reacdo, era esperada uma precipitagdo completa de Fe;04
num pH entre 9 e 14, mantendo uma razado molar de Fe?* e Fe** de 1:2 sobre um ambiente ndo

oxidante e livre de oxigénio. Contudo, Fe;O4 pode oxidar, como descrito na reagéo seguinte 2.

Fes0, + 0.250, +4.5 H,0 — 3Fe(OH); (Equacéo 2)
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Os ides podem ser oxidados antes da precipitagdo, afetando as propriedades fisicas e quimicas
das mNPs " A reagdo deve, portanto, ser realizada sob um ambiente anaeroébio, por forma a
eliminar o oxigénio. Borbulhar um gas inerte através da solugao néo s6 protege a oxidagao critica
da magnetite, mas também reduz o tamanho da particula, quando comparado com os métodos
que nao removem O oxigénio @ De realcar que ndo se consegue evitar completamente a oxidagéo
das mNPs, durante a sua sintese ¥, mas pode ser limitada.

No caso da magnetite, a oxidagdo, normalmente, significa a formagdo de magmite . A
transformagcdo de magnetite para magmite pode representar um problema sério. Os dois diferem
entre si na estrutura cristalografica: na magnetite, os ides de ferro ocupam posicdes
maioritariamente octaédricas (no octaedro, os espagos estdo todos preenchidos pelos ides de
ferro); na magmite, existem vazios iénicos na posi¢gado octaédrica (no octaedro, existem espacgos
vazios, que podem ser preenchidos por catibes). Esta estrutura cristalina resulta numa
magnetizacdo espontanea diferente para as particulas de ferro: a 300K, 92 emu/g para a
magnetite e 78 emu/g para a magmite '".

A principal vantagem das reagdes de precipitagdo quimica € que podem ser sintetizadas grandes

quantidades de nanoparticulas

. No entanto, apesar do método da coprecipitagdo ser o mais
simples e a via quimica a mais eficiente para obter NPs magnéticas, também apresenta
desvantagens oA reagcdo de precipitacdo, em meio aquoso, para sintetizar NPs de Fe;O, ja é
investigada ha mais de 20 anos, mas as dificuldades que surgem na sintese com este método
ainda permanecem, incluindo o controlo do tamanho da particula, a distribuicdo do tamanho, a

[41]

fase resultante ", a baixa cristalinidade e a agregagéo i, Segundo Kim e os seus colaboradores,

a agregacao das particulas pode ser justificada pela existéncia de interagbes van der Waals entre

[47]

as mesmas ". Contudo, Maity e a sua equipa sugerem que o principal motivo de agregacao das

particulas € a interagdo magnetostatica, como resultado da interagdo dipolo-dipolo 2.

2.2. Microemulsao

Desde a sua introdugdo, em 1943 por Hoar e Schulman, as microemulsdes tém atraido
consideravel atengdo com vista do seu uso em muitos produtos, tais como substitutos de sangue
ou solventes de farmacos hidrofébicos. Neste Ultimo ramo, elas atuam incrementando a
solubilizagéo, dissolugdo e biodisponibilidade de farmacos .

O termo de emulsao é aplicado a uma mistura de pelo menos trés componentes: uma fase de
Oleo, uma fase aquosa e uma superficie de espécies ativas, designadas surfactantes. Por vezes,
um quarto componente também esta presente, designado co-surfactante %,

As diferencas entre microemulsées e emulsdes sdo mais do que simples semantica, apesar de
recentemente se utilizarem estes termos alternadamente. Na tabela seguinte encontram-se as

principais diferengas entre uma microemulsdo e uma emulsao.
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Tabela 2.1 — Comparagao entre microemulsdes e emulsoes (adaptado de [49]).
Microemulsao Emulsao
Tamanho das goticulas
dispersas 10 — 300 nm 1-10 um
Aparéncia Transparente e translucida Turva e leitosa
Estabilidade Termodinamicamente estavel Termodinamicamente instavel
Tenséo interfacial Muito baixa Alta
Quantidade de surfactante Alta Baixa

A tensao interfacial de uma microemulsdo é muito baixa quando comparada com a tensao
interfacial de uma emulsdo. Isso pode levar a formacédo espontidnea das microemulsdes e,
consequentemente, a um pequeno tamanho das goticulas (tamanho a nano-escala). As emulsdes
sao dispersdes opticamente turvas e leitosas e, normalmente, s6 podem ser obtidas por agitagao
mecanica devido a sua instabilidade termodinédmica. Também devido ao pequeno tamanho das
goticulas, ao contrario das emulsdes, as microemulsées sdo termodinamicamente estaveis. O
tamanho da goticula de microemulsdo é muito reduzido, tipicamente entre 10-300 nm,
aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho médio das goticulas de emulsdes, que é
em torno de 1-10 ym. Por essa razéo, as microemulsdes sao relativamente translucidas, ou seja,
opticamente limpidas, o que se justifica pelo fato de o didmetro médio das goticulas ser menor do
que Y2 do comprimento de onda da luz incidente. Com isso, as mesmas nao espalham luz e o
sistema fica transparente 9!,

Para a formacdao de uma microemulsdo, € necessario que ocorra a mistura de dois liquidos
imisciveis. Inicialmente, quando estes dois liquidos sdo agitados mecanicamente, um deles é
disperso no interior do outro. Se um surfactante for adicionado ao sistema, o mesmo tende a
estabilizar-se, formando um sistema homogéneo com a formacao de uma fase interna, dispersa ou
descontinua. Sem a adicdo do surfactante, o sistema tende a separar as fases e & possivel
visualizar novamente os dois liquidos separados ““.

O método da microemulsdo pode ser dividido em duas categorias, baseado na utilizagdo de uma
fase continua organica ou aquosa. No método de fase continua organica, as moléculas
hidrossoluveis estao localizadas no interior de reduzidas goticulas esféricas de agua e envolvidas
por moléculas de surfactante num meio continuo de 6leo. A fase aquosa € a interna, dispersa ou
descontinua, ao passo que o 6leo compde a fase externa, dispersante ou continua. Nesses casos,
o sistema é conhecido como A/O 9. Apesar de este método ter sido um dos primeiros a ser
utilizado para a produgcao de NPs, tem tido pouca importancia, pois requer a utilizagdo de
solventes organicos toxicos e surfactantes, os quais sdo subsequentemente eliminados das NPs

(51,5253 |nversamente, quando moléculas lipossoltveis estdo localizadas no interior de reduzidas
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goticulas esféricas de 6leo e envolvidas por moléculas de surfactante num meio continuo de agua,
esse sistema é conhecido como O/A *%!. Este tipo de formulagao é especialmente vantajoso para a
administragdo de farmacos lipossoliveis (por exemplo, vitaminas, hormonas, etc.) por via

intravenosa.
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Figura 2.1 — Tipos de microemulsées esquematizadas pela fase oleosa (cinza), fase aquosa
fgganca) e filme interfacial de surfactante; a) Microemulsdao O/A; b) Microemulsdao A/O (retirado de

)

As microemulsdes ‘agua-em-6leo’ (designadas por A/O, que significa agua em o6leo) séo
transparentes, isotropicas e termodinamicamente estaveis em meios liquidos 7 Nas
microemulsdes A/O, a fase aquosa € dispersa como microgoticulas (tipicamente de 1-50 nm)
rodeadas por uma monocamada de surfactantes, numa fase continua de hidrocarbonetos 2
Quando um sal de metal soluvel é incorporado na fase aquosa da microemulsao, este permanece
nas microgoticulas aquosas, rodeado por 6leo. Estas microgoticulas vao colidir continuamente,
unir-se e voltar a quebrar ®*. Conceptualmente, quando os reagentes A e B sao dissolvidos em
duas microemulsdes A/O idénticas, vao formar um precipitado AB, numa mistura. O precipitado

(21

final produzido pode ser extraido dos surfactantes As microemulsbées A/O tém sido

apresentadas como sendo um método adequado, versatil e simples de preparar nanoparticulas e
estas séo as caracteristicas que podem tornar este método util tanto para aplicagbes in vivo como
in vitro .

Recentemente, recorreu-se a microemulsao A/O para sintetizar mNPs, com tamanho inferior a 15

(8]

nm ', com propriedades fisicas e quimicas uniformes @ Pérez e equipa produziram NPs com

tamanho inferior a 15 nm ', Gupta e seus colaboradores sintetizaram NPs com tamanhos médios

entre 10 e 15 nm de diametro °®

[57]

e Pileni e equipa produziram NPs com tamanhos médios que
variavam de 4 a 12 nm

(8]

Com o método da microemulsdo, podem produzir-se SPIONs homogéneas -, como se ilustra na

figura seguinte:
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Microemuls3o A
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Microemulsio B
contendo OH-
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Colisdo, fusao e colapso

Microemulsido contendo
nanoparticulas de Fesl:

Figura 2.2- Esquema ilustrativo da coprecipitagdo de nanoparticulas de Fe304 via microemulsido
A/O (adaptado de [8]).

Porém, por vezes, podem surgir camadas n&do desejaveis nas microemulsdes, camadas nao
magnéticas. Pérez e colegas atribuiram a existéncia destas camadas a dois fatores: i) dentro das
microgotas da solugdo de agua, na microemulséo, existe uma distribuicdo ndo homogénea do pH
e da constante dielétrica (aspeto que pode ter grande influéncia sobre a formagao das particulas
que conduzem a fases amorfas); ii) a elevada razao superficie/volume das NPs obtidas, devido ao
seu pequeno tamanho, favorece a presenga de quantidades importantes de fases com grau de

cristalinidade baixo nas suas superficies ©°

. Ja Lee e colaboradores justificaram a presenca
destas camadas devido a inclinagao dos spins de superficie, uma camada anisotropica espessa,
ou perda da ordem de longo alcance na camada superficial %,

As moléculas de surfactante presentes na microemulsao proporcionam um efeito de confinamento
que limita a nucleagédo da particula, o seu crescimento e a sua aglomeragao 9 Nesta técnica,
geralmente utilizam-se surfactantes de baixo peso molecular B9 O primeiro e também o mais
utilizado sistema de surfactantes usado na sintese de NPs magnéticas foi o Aerossol OT ou AOT
(dioctilsulfocinato de sédio). Outros sistemas, como CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), SDS
(dodecilsulfato de sodio) e polietoxilatos (Igepal, Brij, Tween, C4,E5) também tém sido utilizados.
Além destes, ainda outros estdo a ser desenvolvidos no sentido de otimizar os parametros
morfolégicos e quimicos. Muitas das reagdes levadas a cabo em micelas sdo bastante
semelhantes as que ocorrem nas reagdes aquosas, porém com um maior controlo no que respeita
a agregacao das particulas, devido ao sistema de surfactantes °.

Uma vez que as moléculas de surfactantes possuem duas partes com capacidades de
solubilizagdo opostas, vao apresentar caracteristicas unicas como por exemplo a tendéncia para

ser adsorvidas nas superficies e interfaces, resultando numa diminuigdo da tensao superficial e na
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formacado de agregados dentro das solugdes (formagdo de microemulsdes). Tais agregados
podem solubilizar o 6leo numa fase aquosa (micelas) ou a agua numa fase de 6leo (micelas
reversas) %,

As micelas podem formar-se na presenga ou auséncia de agua. No caso das micelas reversas
compostas por hidrocarbonetos, a agua pode ser solubilizada B3 Neste caso, a coprecipitagao
ocorre em pequenas goticulas de agua (chamadas water pools ou “piscinas de agua”) °%
rodeadas por surfactante, distribuidas de forma homogénea numa fase de 6leo. Estas water pools
atuam como micro-reatores na formagao de nanoparticulas e sdo termodinamicamente definidas

pela razdo molar agua-surfactante %

. Segundo estudos levados a cabo por Liang e seus
investigadores, o tamanho do nucleo de agua é dependente da razdo agua/surfactante, R. Caso R
se mantenha constante, o tamanho do nucleo de agua mantém-se inalteravel; se R aumentar,
verifica-se um aumento do tamanho desse nucleo de agua. Para R=3, as particulas apresentam
tamanho médio de 10 nm, com bastante aglomeracgéo; para R=5, as NPs tém tamanho médio de
20 nm e apresentam aglomeracgao local; para R=6, as NPs tém tamanho médio de 22 nm e os
nacleos de agua estdo dispersos uniformemente; para R=7, as NPs formadas agregam-se
esfericamente e ha interagdes entre os nucleos de agua “vizinhos” (aumentam muito de tamanho,
diminuindo, desta forma, o espaco livre entre os nucleos de agua, aumentando, portanto, este tipo
de interagdes) 9 As primeiras NPs magnéticas formadas a partir da microemulsao inversa foram
obtidas a partir da oxidagdo de sais de Fe?* " para formar Fe;O4 e y-Fe,O;. Esta reagéo foi
levada a cabo por um sistema AOT-isooctano e formou NPs esféricas com pequena dispersao de
dimensao *°. Lee e colegas demonstraram que o tamanho das particulas de Fe;O, era controlado
pela variagdo da temperatura e esses estudos foram confirmados por outros investigadores 51,
Segundo um estudo realizado por Liang, em 2010, a fim de verificar a influéncia da temperatura
nas NPs formadas, a 30°C as particulas apresentavam-se bem dispersas e com tamanho
uniforme, entre 10-20 nm. A 60°C, as particulas denotavam alguma aglomeracao e, a 80°C as
particulas encontravam-se bastante aglomeradas. Os autores explicam a agregagcdo como sendo
devida a sobre-elevada temperatura, o que leva as nanoparticulas de Fe;O, a aumentar de
tamanho, conduzindo a uma aglomeragdo das mesmas B0 1 eee equipa investigaram também o
papel da concentragdo dos surfactantes na morfologia das NPs obtidas. Verificaram que, variando
a razao entre o solvente polar utilizado e o surfactante em estudo, o tamanho final das NPs
também varia. Neste caso particular, a medida que esta razdo aumentava, o tamanho das NPs
produzidas aumentava também. Para razdes de 3.6, 5.8, 6.5 e 8.1 obtiveram nanoparticulas de 3

nm, 5 nm, 7 nm e 9 nm, respetivamente ®"

. Segundo um estudo levado a cabo por Mori e seus
investigadores, o tamanho da particula também ¢é influenciado pelo tipo de solvente utilizado.
Segundo este investigador, as particulas produzidas em ciclohexano apresentavam-se mais
pequenas do que as produzidas num sistema de octano, concluindo, assim, que a alteragao no
crescimento depende do comprimento da cadeia das moléculas do solvente. Com o aumento do

comprimento da cadeia, as moléculas alcanas tornam-se cada vez mais enroladas, € a sua

17



Desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas para tratamento de cancro: estudo da sintese e estabilizacdo das solugdes coloidais de Fe304

penetracdo na camada de surfactante torna-se mais dificil. Desta forma, a interacdo entre o
surfactante e a molécula de solvente diminui com o aumento do comprimento da cadeia das
moléculas alcanas 2.

Atualmente, estudos sugerem que mNPs sintetizadas pelas micelas inversas podem ser utilizadas
em aplicagdes de imagem de ressonéncia magnética )

Comparando com o método simples da co-precipitacdo aquosa, o método da microemulsao
apresenta algumas vantagens, devido ao tamanho reduzido das microemulsdes (alguns
nanémetros), atuando como um nanoreactor, confinando nucleagdo das nanoparticulas e
crescimento. Este método produz particulas de 6xido de ferro monodispersas, com um melhor

(58]

controlo na distribuicdo do seu tamanho Bl mais pequenas e mais uniformes ~>. Tang e seus

colaboradores demonstraram que as particulas mais pequenas e mais uniformes eram preparadas
pela precipitagdo da magnetite a baixas temperaturas, na presenca de azoto gasoso (figura

seguinte) %

1) Adicio de sais de Fe® e
Fe* com NaQH a uma
solugio de micelas reversas
de AOQTin-hexano

2) Agitacdo a 4°C durante 4h
em ambiente sem oxigénio

para a formacdo das
nanoparticulas

Evaporacio do solvente
sob baixa presséo

\

~ — ~ —~

1) Dissolucio numa mistura
de acetona/metanol (razdo
9:1) para separar as
nanoparticulas do AQT

-

2) Dispersdo em agua

Figura 2.3- Estratégia de preparacdo de SPIONs monodispersas dentro de gotas de microemulsao
AJO. Os sais de ferro sao dissolvidos dentro dos nucleos aquosos das micelas e precipitam através
da solugao alcalina, para obter particulas com o tamanho desejado (adaptado de [2]).

Porém, a microemulsdo também apresenta algumas desvantagens. A sua desvantagem principal
€ a toxicidade dos solventes orgéanicos, sendo prejudicial para as aplicagdes biomédicas. Para

além disso, é muito dificil dimensionar-se, devido a enorme quantidade de 6leo requerida (fase

8]

organica) e a dificuldade em remover os surfactantes que aderem as particulas Bl e as NPs

magnéticas sintetizadas pela microemulsdo apresentam uma baixa cristalinidade **.
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2.3. Sintese hidrotermal

O termo hidrotermal é puramente de origem geoldgica e geralmente refere-se a qualquer reagao
heterogénea na presenca de solventes aquosos, sob alta pressao e sob condi¢des de temperatura
que dissolvem e recristalizam materiais que, em condigdes normais, sao relativamente insoluveis.
O gedlogo britdnico Roderick Murchison (1792-1871) usou este termo para descrever a agao da
agua, a elevada temperatura e pressao, que fez alteragbes na crosta terrestre e conduziu a
formacao de varios minerais. A versatilidade do processo hidrotérmico, devido principalmente ao
papel da mineralizagdo da agua, é bastante evidente na forma como origina diversos minerais com
variedade estrutural consideravel .

Nos ultimos anos, o método hidrotermal tem sido desenvolvido para sintetizar nanoparticulas por
se tratar de um método simples de fabricar nanocristais a partir de solugbes aquosas a elevadas

7] & elevadas pressées °® (mais de algumas atmosferas) ©".

temperaturas @ (mais de 100°C)
Estudos anteriores sugerem que, se se trabalhar com temperaturas superiores a 160°C, é possivel
obter particulas com um tamanho mais elevado. A temperaturas inferiores, como 80°C ou 120°C,
ha tendéncia a obter particulas com um tamanho menor ", Além disso, a duragdo do processo de
aquecimento também desempenha um papel importante na producéao de nanoparticulas de Fe;0,.
Mao e equipa sintetizaram NPs de Fe;04 a 180°C durante 24h e os seus resultados indicam que
as nanoparticulas produzidas apresentavam uma forma de cristal, bem definida, e eram maiores,
devido a recristalizacdo . Por outro lado, Haw e colegas sintetizaram NPs de Fe;O, a 200°C
durante 1h e os seus resultados indicam a obtengcdo de NPs de Fe;O, esféricas e com um
diametro médio de 17,22 +5 nm ®”1. A durag&o do processo de aquecimento atua também ao nivel
da cristalinidade das nanoparticulas. Mizutani e equipa demonstraram que, aumentando o periodo
de aquecimento, a cristalinidade das nanoparticulas, bem como o seu tamanho, aumentam
também ©4,

Um dos par&metros mais importantes na sintese hidrotermal é a razdo molar entre os sais de
ferro. Mizutani e equipa comprovaram que, quando esta razdo € de 0,5, as NPs produzidas
apresentam tamanho inferior e uma baixa cristalinidade. Por outro lado, quando a razdo molar é
superior a 1, o tamanho das NPs, assim como a sua cristalinidade, aumentam .

Outro aspeto importante do método hidrotermal é a obtengdo dos reagentes que, de outro modo,
sao dificeis de dissolver numa solugéo sob agéo de solventes ou mineralizantes. Isto &€ semelhante
as reacgbes quimicas de transporte, o que levou a definigdo de reagdes hidrotérmicas como um
caso particular das reagdes quimicas de transporte ©°.

A sintese hidrotermal envolve a agua quer como um catalisador quer, ocasionalmente, como um
componente de fases solidas na sintese °®. Muitas das propriedades fisicas da agua, tais como

fugacidade, constante dielétrica, densidade, etc., sofrem alteragcdes consideraveis ao longo do
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processo hidrotermal devido as elevadas temperaturas . A agua funciona como um reagente
nestas condigbes supercriticas, acelerando a cinética da hidrélise da agua.

Este método utiliza autoclaves ou reatores de alta presséo, onde a pressédo pode ser mais de 2000
psi e a temperatura superior a 200°C . A autoclave é um cilindro de aco de paredes espessas
selado hermeticamente com o intuito de resistir a elevadas temperaturas e pressdes, por periodos
prolongados de tempo.

A vantagem do método hidrotermal, quando comparado com os restantes, inclui a capacidade
para criar fases cristalinas que nao sao estaveis no ponto de fusdo e criar materiais que tém uma
alta presséo de vapor perto dos seus pontos de fusdo. Além disso, com esta técnica consegue-se
controlar o tamanho, a forma, a composicdo quimica e a estequiometria das particulas °®. O
dominio do tamanho e da morfologia das particulas, neste método, deve-se a um controlo do
tempo e da temperatura B Outras vantagens passam pelo facto de, com este método, reagentes
organicos sao dispensados, elevado rendimento de produtos, relatividade custo-beneficio,
excelente cristalinidade das particulas com tamanho controlavel e boa morfologia das mesmas.

Além disso, ndo necessita de nenhum tratamento pds-aquecimento ©7.

24, Decomposicao térmica

O método da decomposicdo térmica € um método bastante promissor para sintetizar mNPs

o que ¢ altamente desejavel para o controlo das

[8]

monodispersas e de elevada qualidade
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas Este método utiliza varios tipos de ibes
precursores, como Fe(acac); (acetilacetonato de ferro Ill), Fe(Co)s (pentacarbonil de ferro) e

8 Para obter um controlo preciso do

complexos de Fe(oleato)s;, sob elevadas temperaturas [
tamanho das NPs de Fe;O, formadas é necessario utilizar grandes quantidades de precursores
téxicos e de surfactantes no solvente organico, portanto, antes de serem utilizadas em aplicagdes
biomédicas, as NPs necessitam de um tratamento de purificagdo "%

Tipicamente, o método da decomposi¢cdo térmica envolve a decomposicdo de Fe(acac); num
solvente com elevado ponto de ebulicdo, na presenca de surfactantes como acido oleico e
oleilamina . E importante que a superficie das NPs seja funcionalizavel, para facilitar a
conjugacao com o farmaco e encapsula-lo com o polimero, de modo a formar um sistema de
transporte do farmaco com a circulagdo, no sistema fisioldgico. A ligagdo da oleilamina a

M Lee e

superficie, que é adicionada durante a sintese quimica das NPs, torna-as hidrofébicas
equipa sintetizaram NPs de magnetite hidrofébicas com uma camada de acido oleico e oleilamina,
obtendo nanoparticulas com aproximadamente 11.7+1.5 nm de didmetro, esféricas e uniformes
2 Contudo, a superficie hidrofobica das particulas obtidas limita as aplicagdes biomédicas, que
requerem dispersdo em agua e biocompatibilidade. A modificagdo da superficie de tais particulas

hidrofobicas continua um desafio ®. Zhen e equipa produziram SPIONs dispersiveis em agua, a
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elevada temperatura, usando 2-pirridona como agente de revestimento e como meio 3 Woo e
colaboradores modificaram a superficie das SPIONs (de 11 nm) de hidrofébica para hidrofilica
através da ligagdo covalente Fe-S com o bifuncional MPA (acido 3-mercatoprénico), e,
posteriormente, o grupo terminal ‘acido carboxilico’ foi esterificado de modo a melhorar a
biocompatibilidade .

O controlo do tamanho e forma das SPIONs produzidas pelo método da decomposi¢ao térmica
dependem de parametros como concentracdo de sais de ferro, a duragdo de toda a reacgéo e o
surfactante escolhido, todos testados por Chin e colegas, em 2011. Esta equipa de investigadores
sintetizou NPs de magnetite utilizando Fe(acac); como precursor. Verificaram que, a medida que a
concentracéo deste precursor aumentava, o tamanho das nanoparticulas de magnetite aumentava
também, sendo estas particulas de forma irregular e ndo-esféricas. Os mesmos investigadores
sintetizaram NPs de magnetite com PEO e verificaram que aumentando o volume deste
surfactante, as particulas obtidas apresentava, tamanho sucessivamente menor. O PEO atuou
como surfactante e preveniu a aglomeragdo dos NPs de magnetite, e obtiveram particulas menos
esféricas. Segundo estes investigadores, este facto pode dever-se a fraca interagdo do Fe(acac);
com as cadeias do PEO, uma vez que o PEO ndo possui nenhum grupo ‘acido carboxilico’ (-
COOH) para se ligar covalentemente ao Fe(acac)s. Estes investigadores testaram também a
influéncia do acido oleico e verificaram que, com este surfactante, as nanoparticulas eram mais
esféricas. Isto deve-se a presenga de um grupo de ‘acido carboxilico’ (-COOH) no acido oleico,
que vai permitir que se ligue covalentemente aos atomos do ferro. Porém, o tamanho das NPs,
com a variagéo de concentragdo do acido oleico, permaneceu igual, o que levou Chin e colegas a
concluir que a concentragdo deste surfactante nao tem efeito no tamanho médio das NPs
formadas. Em relacdo a duracdo da reacgéao, estes investigadores concluiram que, quanto maior o
tempo de reagdo maiores e mais aglomeradas as particulas sdo. Para tempos de reagao de 1h e

2h obtiveram NPs de 4 nm e 6 nm, respetivamente "%,

2.5. Caracterizagcao das mNPs

As propriedades magnéticas das mNPs dependem do seu tamanho, da sua forma, e da sua
microestrutura. Ha varias técnicas que sao usadas para determinar o tamanho, a composigao
quimica e as propriedades da superficie magnética das NPs, tanto em suspensdo como em
estado seco. No entanto, € o tamanho em suspensado que é importante para as suas aplicagoes,
uma vez que o tamanho em estado seco nao inclui a camada de solvatagdo em torno das mNPs.
Além disso, o processo de secagem pode ter um efeito na agregacgéo das particulas 3,

Entre as técnicas usadas para determinar o tamanho das particulas, existe o SEM (Microscopia

Eletrénica de Varrimento), TEM (Microscopia Eletronica de Transmissédo), DLS (Dispersao
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Dinamica de Luz), que determinam o tamanho das NPs, e o DRX (Difragdo de Raios-X), que
permite determinar as fases presentes e o tamanho da cristalite no seu estado seco 31,

O SEM fornece informagao acerca da estrutura da superficie das particulas, assim como da sua
forma e tamanho. O TEM é a técnica mais poderosa para determinar o tamanho e a morfologia

M reportando o tamanho total da NP e

das particulas ©!, do nucleo e das monocamadas
fornecendo detalhes acerca da sua distribuicdo de tamanho e forma 32 Em ambas as técnicas de
microscopia eletrénica referidas, ha a possibilidade de obter uma informagdao quimica das
nanoparticulas observadas, através da técnica de EDS (Espectroscopia por Dispersdo em
Energia).

A técnica de DLS fornece informacgédo acerca do tamanho médio das particulas, baseado no
volume e intensidade de distribuicao Bl E uma técnica util, pois permite obter informagao acerca

do tamanho e distribuicdo do tamanho em menos tempo e com menor custo ¥

, quando
comparada com as técnicas anteriores, fazendo-o com as particulas em suspenséao.

A difracdo de raios-X permite obter informagao acerca da estrutura cristalina das particulas e
determinar o tamanho das particulas. O tamanho do cristal é calculado a partir da férmula de

Scherrer 32

T= K2 E g0 3
= 5 cos0 (Equagéo 3)
Onde K é a constante de forma, A é o comprimento de onda da radiagdo (em nm), 3 é a largura a

meia altura do pico (em radianos) e 8 é o angulo de difragdo (em radianos).

Na tabela seguinte € apresentado um resumo da aplicabilidade relativa das varias técnicas de

caracterizagao.

Tabela 2.2 — Resumo das principais técnicas de caracterizagdao das NPs com indicagcdo da
informacao fornecida. X’ indica que a técnica fornece informag¢oées incertas ou incompletas para
uma vasta gama de materiais; ‘xx’ indica que a técnica fornece informagao intermédia; ‘xxx’ indica
que a técnica é amplamente (mas nao universal) aplicavel e muitas vezes da informagdes bastante

fiaveis (adaptado de [35]).
SEM/TEM DLS DRX
Tamanho XXX XX XX
Morfologia XXX
Identificagao de fase XX XX
Ocupacao local X
Composigcao quimica XXX
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A técnica de FTIR (Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier) € uma técnica
simples e rapida que permite obter informagdes acerca do tipo de ligagdes quimicas existentes
num composto. O espectro de infravermelho mostra a frequéncia de vibragdo dos grupos
funcionais que estdo presentes na amostra em analise .

A espectroscopia UV-VIS, de onde se retira muita informagao acerca do tamanho e forma das NPs
78] ‘& uma técnica util para caracterizar a absorgao e transmissao de uma variedade de materiais e
solucdes e a faixa espectral situa-se, aproximadamente, entre 190 a 900 nm. Com esta técnica é
possivel determinar se ha formacédo de particulas e se estas formam agregados ou ndo. Além
disso, a interagdo da luz com comprimento de onda da ordem da dimensao da particula da origem
a ressonancia de plasmon, absorgdo ou dispersdo da luz, podendo observar-se esse efeito
através de transmitancia ou absorvancia. Estes sao influenciados pelo tamanho, forma, interagdes
interparticulas, densidade de eletrao livre e meio circundante, o que indica que é uma ferramenta

eficiente para obter informag&o da geometria das NPs, e monitorar a sua agregacéo "\,
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3. Revestimento das mNPs

As mNPs tendem a agregar e perdem as suas propriedades superparamagnéticas intrinsecas em

B Por si s6, as mNPs ndo sdo muito estaveis nem sollveis em agua. A

solugédo bioldgica
solubilizagdo das mNPs é essencial para prevenir a sua agregagao e oxidagao M,

Na auséncia de qualquer revestimento, as mNPs apresentam superficies hidrofébicas com uma
grande area superficial em relacdo ao volume. Devido as interagbes hidrofdbicas entre as
particulas, estas vao unir-se e formar grandes aglomerados, resultando no aumento do tamanho
da particula. Estes aglomerados exibem forte atragdo magnética dipolo-dipolo entre eles. Quando
dois grandes aglomerados se aproximam, cada um deles entra no campo magnético do vizinho.
Além das forgas de atragéo entre as particulas, cada particula esta no campo magnético vizinho e
torna-se mais magnetizada. A adesdo de particulas magnéticas remanescentes provoca
magnetizagdo mutua, resultando num aumento da agregagéo.

Uma vez que as particulas sdo atraidas magneticamente, para além da floculagdo usual devido as
forcas de van der Waals, a modificagdo da superficie das particulas & muitas vezes indispensavel.
Para a efetiva estabilizacdo das NPs de éxido de ferro, € aconselhavel revestir as mesmas @ As
moléculas ideais para a estabilizagdo das mNPs devem ser biocompativeis e biodegradaveis.
Contudo, as moléculas mais comumente utilizadas s3o os surfactantes, tais como acido oleico &,
citrato de sadio e triton X-100, entre outros.

Os surfactantes sdo moléculas com pelo menos duas regides, uma parte soluvel em solventes
polares (parte hidrofilica) e outra insolivel em solventes polares (parte hidrofébica). A parte polar
designa-se por “cabeg¢a” e a parte ndo polar designa-se por “cauda” da molécula de surfactante.
Dependendo da natureza destas moléculas, os surfactantes podem ser categorizados em nao-
iénicos, aniénicos, catidnicos e anfotéricos (Zwiterionicos) °°1,

As moléculas de surfactante podem evitar a nucleagéo das particulas, o seu crescimento e a sua

aglomeracgo %

. Tém natureza anfifilica e desempenham um papel importante na interface das
mNPs e do solvente .

Para serem utilizadas com segurangca e nas aplicagbes biomédicas, as mNPs devem ser
revestidas por materiais que satisfagam o0s seguintes requisitos: prevenir a opsonizagdo das
mNPs, que conduz a uma mais rapida remogao das particulas do sangue pelo RES; evitar a
aglomeracdo das mNPs no meio biolégico; atingir a carga de superficie das mNPs desejada;
assegurar a biocompatibilidade das mNPs 2.

O revestimento das mNPs protege o nucleo de ferro e também proporciona um caminho para a
conjugagao de precursores moleculares, o que confere uma componente funcional biocompativel
para as particulas. As NPs de magnetite podem ser revestidas com uma camada de superficie,

geralmente material organico, o que proporciona uma interface entre o nucleo e o ambiente
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circundante. Esta camada superficial pode ainda ser usada para dirigir as NPs a um “local-alvo”. A
monocamada pode servir dois propositos. Em primeiro lugar, para agir como uma barreira entre o
nucleo de NPs e o ambiente, para proteger e estabilizar o nucleo. Alguns materiais utilizados
parao nucleo tais comooxidos de ferro,por si s6,ndao sdo estaveis, e sao
prontamente oxidados, alterando as propriedades valiosas das nanoparticulas. Em segundo lugar,
a natureza quimica das monocamadas dita a reatividade, solubilidade e interagbes interfaciais e
pode também determinar o manuseamento biolégico das NPs. A maior parte dos nucleos
inorganicos n&o sao soluveis em ambientes aquosos, e a monocamada serve para superar este
problema, particularmente para aplicagdes in vivo. O nucleo inorganico, quando utilizado sozinho,
nao tem um alvo especifico. No entanto, se a monocamada € uma molécula precursora ou se esta
conjugada a uma molécula especifica, pode dirigir a particula a uma area de interesse i,

Ha diversas formas das mNPs alcangarem a solubilidade e estabilidade em agua. Alguns desses
métodos incluem o revestimento com carboxilatos (como &cido citrico, citrato de sédio e acido
oleico), com polimeros sintéticos (como PEG, PVA, PEO e triton X-100) e com polissacarideos
naturais (como dextrano e quitosano). O revestimento é algo essencial para o uso in vivo das
mNPs pois aumenta a biocompatibilidade !,

Este trabalho experimental focou-se na utilizagdo de 4 surfactantes: acido oleico, citrato de sddio,

triton X-100 e quitosano.

3.1. Acido oleico

O acido oleico é usado para prevenir a aglomeragcdo das NPs e ajuda a manter a sua forma

| [78]

esférica original '®. E frequentemente utilizado como surfactante para modificar a superficie das

mNPs, uma vez que possui maior afinidade com a superficie da magnetite quando comparado
com outros surfactantes .

O &cido oleico € um acido gordo que ocorre naturalmente em varias gorduras animais e vegetais e
em oleos. E um ¢6leo inodoro e incolor, apesar de apresentar uma coloracdo amarelada em
algumas amostras comerciais. Trata-se de um acido carboxilico, pois possui um grupo funcional
COOH. E um 4&cido gordo de cadeia longa, possuindo 18 carbonos na sua estrutura. Por
apresentar uma dupla ligacdo entre os carbonos, € muitas vezes chamado de acido gordo

insaturado.
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O

= OH

Figura 3.1 — Estrutura do acido oleico (obtida de [801).

O acido oleico é um acido gordo essencial (dmega 9), o qual participa no nosso metabolismo,

desempenhando um papel fundamental na sintese das hormonas .

3.2. Citrato de sédio

O citrato de sddio é um surfactante bastante utilizado na sintese de NPs de prata, devido a sua

facil solubilidade em varios solventes "}

[81]

, € uma vez que estabiliza estas particulas através da

repulsdo de carga ", na sintese de NPs de ouro, através de uma reacgao de redugcdo do acido

citrico e na sintese de particulas de alumina 2.

O citrato de sédio é um sal do acido citrico, que possui um sabor salino.

O OH O

3 Na®
0 o°

0~ o

Figura 3.2 — Estrutura do citrato de sédio (obtida de

[83])_

3.3. Triton X-100

O triton X-100 é um surfactante ndo iénico que possui uma cadeia PEO hidrofilica e um grupo

aromatico hidrofébico.
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H3C—C-Chy CH,CH,O}-H
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CHy CH;

Figura 3.3 — Estrutura do triton X-100 (obtida de [84]).

Trata-se de um surfactante compativel com outros surfactantes nao-iénicos, aniénicos e
catiénicos, sendo amplamente utilizado na produgdo de detergentes, emulsionantes, agentes

solubilizantes e dispersantes !,

3.4. Quitosano

O quitosano é particularmente interessante para a sintese de NPs devido a sua interagdo com os
ibes metalicos e com as NP de 6xidos de metais. O quitosano € um bom dispersante para uma

B8] Tem sido considerado um bom biomaterial

variedade de nanoparticulas, incluindo as mNPs
para aplicacdes biomédicas, devido as suas importantes propriedades bioldgicas e quimicas 4. O
quitosano tem propriedades antibacterianas, antifungicas, ndo é toxico, &€ biocompativel e
biodegradavel .. O revestimento das NPs de magnetite por quitosano devera aumentar a
compatibilidade entre a nanoparticula e 0 meio aquoso, prevenir a oxidagao das particulas, reduzir
a toxicidade e agregac3o e facilitar o transporte 2.

O quitosano € um mucopolissacarideo natural de origem marinha, com caracteristicas estruturais
semelhantes aos glucosaminoglicanos presentes no exosqueleto dos crustaceos, artropodes e
fungos. Trata-se de um polimero de N-acetil-glucosamina parcialmente desacetilado, obtido
através da desacetilagdo alcalina da quitina, o segundo biopolimero mais abundante a seguir a
celulose P%. Desta forma, o quitosano é um nome coletivo que representa uma familia de quitinas
N-acetiladas, com diferentes graus de desacetilagdo. No geral, quando o numero de unidades de
N-acetil-glucosamina é superior a 50%, o biopolimero é denominado quitina. Por outro lado,
quando o numero de unidades de N-glucosamina é mais elevada, é utilizado o termo quitosano [54]
(figura 3.4).

O termo quitosano refere-se a um grupo de polimeros com diferentes graus de desacetilagao,
definidos em termos de percentagem de grupos amina no polimero base e com diferentes pesos
moleculares.

O quitosano é carregado positivamente, aderindo, assim, a superficies carregadas negativamente.

Além disso, é soluvel em diversos &cidos e interage com poli-anides para formar complexos 1301,
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HO
NH,
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Figura 3.4- Estrutura do quitosano (obtida de [901).
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4. Procedimento experimental

Neste capitulo descrevem-se, sumariamente, os materiais e procedimento utilizado, bem como as
técnicas de caracterizagdo usadas. Ao longo deste trabalho foi utilizada a técnica da precipitagao

quimica para a sintese das mNPs de 6xido de ferro.

4.1. Sintese das nanoparticulas de Fe;0,

A sintese de mNPs realizou-se segundo o procedimento que se descreve a seguir e utilizando os
materiais em baixo indicados. Variaram-se alguns parametros inerentes a sintese quimica como o

tempo de agitagao, t, com o objetivo de verificar a sua influéncia no tamanho final das particulas.

4.1.1. Materiais

Cloreto de ferro hexahidratado, FeCl;6H,O (Merck), cloreto de ferro tetrahidratado, FeCl,4H,O
(Sigma Aldrich), NH,OH aquosa 25% (Scharlau) e agua Millipore (Milli-Q).

4.1.2. Procedimento

As nanoparticulas de magnetite foram produzidas adaptando o método j& descrito por
Gnanaprakash e sua equipa B As nanoparticulas foram obtidas através da precipitagao de sais
de ferro em meio alcalino.

As solugbes de sais de ferro foram preparadas previamente, FeCl; 6H,0 (5 mmol; 1M), FeCl,4H,0
(2.5 mmol; 1M), em meio aquoso. Estas solugbes apresentavam uma razdo molar de 1:2
(Fe2+:Fe3+) e foram misturadas, sob constante agitagdo magnética (1200 rpm). A mistura
adicionou-se a amonia aquosa 25%, 10 ml, permanecendo em agitacdo um certo periodo de
tempo, t (t= 22, 40, 120, 300, 900, 1800 ou 3600 segundos). O procedimento foi realizado em
atmosfera de azoto, a fim de evitar a oxidacdo das particulas. Apds o tempo de agitagéo, t,
adicionou-se agua Milli-Q a solugéo e, passados alguns minutos, eliminou-se a camada superficial.
A solucao foi a centrifugar 10 minutos (4000 rpm), a fim de separar as particulas formadas da

mistura aquosa. Por fim, procedeu-se as lavagens das NPs, trés vezes, com agua Milli-Q.
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4.2. Influéncia de surfactantes

A introdugdo de surfactantes nas solugbes coloidais tem como principal objetivo manter as
particulas dispersas e em suspensdo, a fim de ser possivel funcionaliza-las tendo em vista a
aplicacdo final no tratamento de cancro. Nesse sentido foram testados o acido oleico, o citrato
de sédio e o triton X-100 como surfactantes. Variou-se o tempo de agitacado, t, com o intuito de
analisar a sua influéncia no tamanho final das particulas em suspensao e concluir sobre qual o
melhor surfactante e respetiva concentragdo que permita obter mais nanoparticulas em suspenséo

e durante mais tempo.

4.2.1. Materiais

Cloreto de ferro hexahidratado, FeCl;6H,O (Merck), cloreto de ferro tetrahidratado, FeCl,4H,0
(Sigma Aldrich), NH,OH aquosa 25% (Scharlau), acido oleico (Fisher Scientific), citrato de sodio

(Prolab), triton X-100 (Seagate technology inc.) e agua Millipore (Milli-Q).

4.2.2. Procedimento

As nanoparticulas sintetizadas de acordo com o procedimento referido em 4.1.2, apés 5 minutos
de agitagdo magnética adicionou-se o surfactante (0,064M de acido oleico- solugéo 1, ou 0,01M
de citrato de sddio- solugédo 2, ou triton X-100-solugédo 3) a solugdo anterior. Apos a adigdo do
surfactante, a solugdo permaneceu em agitagdo mecanica durante 1 hora. O procedimento foi
igualmente realizado em atmosfera de azoto e foi realizada também a etapa de centrifugagéo e
secagem das nanoparticulas.

4.3. Funcionalizagcao com quitosano

Considerando ainda o objetivo final para a aplicagdo das nanoparticulas magnéticas: tratamento
de cancro, tentou-se a funcionalizagao direta das nanoparticulas com quitosano. Para tal, utilizou-
se a técnica da gelificagao ionotrépica.
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4.3.1. Materiais

Acido acético (Fisher Scientific), quitosano baixo peso molecular (Cognis), tripolifosfato de sédio
(Sigma Aldrich) e agua Millipore (Milli-Q).

4.3.2. Procedimento

Na técnica da gelificacdo ionotrépica, descrita pela primeira vez por Calvo, em 1997 ®2 o
mecanismo de formagido das nanoparticulas revestidas com quitosano baseia-se na interagéo
eletrostatica entre o grupo amina do quitosano e a carga negativa do poli-anido, como o
tripolifosfato (TPP) . Essa interagdo pode ser controlada pela densidade de carga do
tripolifosfato e do quitosano, o que esta dependente do pH da solugdo. O TPP é usado na
preparacdo das NPs revestidas de quitosano, uma vez que é n&o toxico e multivalente ¥, O
método da gelificagéo ionotrépica oferece uma preparagédo simples das nanoparticulas, num meio
aquoso. Inicialmente, dissolve-se o quitosano em &acido acético, na presenga ou auséncia do
agente estabilizante (este pode ser adicionado a solugao de quitosano antes ou depois da adigao
do poli-anido). O poli-anido, ou polimeros anidnicos, sdo posteriormente adicionados e as NPs sao
formadas espontaneamente, sob agitacdo mecénica e a temperatura ambiente. O tamanho e
carga da superficie das particulas podem ser modificados, alterando a razao entre o quitosano e o
estabilizante .

Neste trabalho, para a realizagao da técnica referida anteriormente, retirou-se 5 ml da solugao de
mNPs previamente preparada (método anterior) e colocou-se numa seringa, juntamente com 15
ml da solucéo de quitosano (1mg/ml em acido acético 2%). Num gobelé, a parte, preparou-se uma
solucao de ftripolifosfato de sédio (4 mg/ml). Por fim, fez-se a montagem, como representado na

figura 4.1.
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5 ml sol. MNP

= Solucio TPP

Volume =20 ml L
Velocidade= 10 mlh

Figura 4.1 — Técnica de montagem da gelificagao ionotropica.

4.4. Caracterizagcao das mNPs

4.41. Absorgao UV-VIS

Apds a sintese das mNPs, a solugéo foi ao sonicador durante 1 minuto. A estabilidade da solugao
foi seguida através de espectroscopia UV-VIS (PG Instruments modelo T90+). Os espectros foram
feitos apds 0, 15, 30 minutos, 1, 2, 6, 8 e 24 horas do tempo de sonicagao.

Mediu-se a solugao coloidal diluida, uma vez que, devido a sua elevada intensidade, ndo podia ser
medida no espectrofotometro. Tinha-se uma diluicdo da solugdo coloidal com agua Millipore, na
propor¢ao de 1:100 (no caso das nanoparticulas de magnetite, e com acido oleico e citrato de
sédio) e de 1:200 (no caso de utilizar triton X-100). Colocou-se a amostra a analisar numa cuvette
de quartzo, prépria para observacdo em espectroscopia UV-VIS. Fez-se passar o feixe de luz pela
cuvette com a amostra nos varios tempos acima mencionados. A amostra a medir permaneceu
sempre na mesma cuvette durante todas as medi¢des, de forma a obter resultados o mais préximo

possivel do comportamento real da solugao coloidal.
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4.4.2. Analise da morfologia por SEM

A avaliagdo da morfologia e tamanho das nanoparticulas de magnetite foi obtida por microscopia
eletronica de varrimento de alta resolugdo (SEM, modelo Zeiss DSM-962). Para se observar a
amostra no SEM, esta requereu uma preparagao cuidadosa. Desta forma, uma pequena gota da
amostra foi colocada num suporte proprio, sobre fita de carbono, deixando evaporar todo o
solvente da amostra. Posteriormente, o porta-amostras foi inserido na cAmara de observagao do

equipamento, sob vacuo, seguindo-se a observagao da amostra.

4.4.3. Diametro hidrodinamico das mNPs (DLS)

O didmetro hidrodindmico das nanoparticulas de magnetite foi medido recorrendo ao aparelho de
DLS AvidNano. Inicialmente, a amostra foi diluida (1:100) e filtrada com um filtro de seringa de 200

nm. Posteriormente colocou-se uma pequena gota da amostra na Bladecell® e fez-se a medigao.
4.4.4. Difragao de raios-X (DRX)

As mNPs foram analisadas recorrendo ao aparelho de difracdo de raios-x (difractometro X'Pert
PRO da PANAlytical). A amostra, depois de bem seca, foi montada num substrato de Si “O-
background”, apesar de nenhum movimento ter sido aplicado, uma vez que a area irradiada nao
era uniforme. Foi utilizado um tamanho de passo de 0,033° (20) numa gama 26 entre 15 e 80°, e

uma radiagdo proveniente de uma ampola de cobre.

4.4.5. Técnica de FTIR

As nanoparticulas de magnetite foram analisadas pela técnica de FTIR, com o intuito de identificar
as espécies quimicas que estavam presentes nas particulas produzidas. Esta técnica foi realizada
no espectrofotémetro FTIR Nicolet 6700 — Thermo Electron Corporation. Inicialmente, prepararam-
se as “pastilhas” a observar no aparelho. Fez-se uma mistura das nanoparticulas de magnetite
bem secas e KBr (2%) e, apds essa mistura estar homogénea, colocou-se num molde SPECAC
de 3 mm de didmetro que foi a prensar durante 30 minutos. Fez-se o0 mesmo somente com KBr.
Para a visualizagdo do espectro no equipamento, inicialmente foi tragcada a linha de base (a
“pastilha” s6 de KBr), colocando no suporte a “pastilha” de KBr. Seguidamente colocou-se a
“pastilha” das nanoparticulas no suporte que, absorvendo de forma seletiva algumas frequéncias,
apresentou uma variagcdo da transmitancia em fungdo do nimero de onda da radiagao que incidiu
na amostra. Esta variagdo, registada na forma de grafico, correspondeu ao espectro de

infravermelho da amostra %,
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4.4.6. Analise da morfologia por TEM

A avaliagdo da morfologia e tamanho das nanoparticulas de magnetite foi obtida através da
microscopia eletronica de transmissao (TEM, Hitachi H-8100 Il, com emissao termionica, LaB6, e
resolugéo ponto a ponto de 2,7 A, do Instituto Superior Técnico). Para se observaram as amostras
no TEM, estas requereram cuidado na sua preparagao. Inicialmente fez-se uma diluicdo das
amostras a analisar (de 1:100, no caso da solugdo de mNPs com citrato de sddio e revestidas com
quitosano, e de 1:200 no caso da solugdo de mNPs com triton X-100). Depois, uma pequena gota
da suspensao foi colocada numa rede proépria (rede de carbono), até evaporar todo o solvente.
Posteriormente, o porta-amostras, com as duas amostras, foi inserido na cAmara de observagéo

do equipamento, seguindo-se a observagédo das amostras.
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5. Resultados e discussao de resultados

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos ao longo deste

trabalho.

5.1. Sintese de nanoparticulas de Fe;O,

As nanoparticulas magnetite sintetizadas sem adi¢do de surfactantes mostraram terem um grau
de agregacado muito elevado. Decorrido pouco tempo da sintese, verificou-se total sedimentagéo

das nanoparticulas, como se pode observar na figura 5.1.

Figura 5.1 — NPs de magnetite ap6s a sua sintese (a)), apés 15 minutos da sua sintese (b)) e apés
secas (c))-

Esta conclusao é reforcada pela evolugao dos espectros de absorvancia da solugdo de mNPs ao

longo do tempo, apresentada na figura 5.2.

37



Desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas para tratamento de cancro: estudo da sintese e estabilizacdo das solugdes coloidais de Fe304

0,35 4
—— Imediato ——15 min
——30 min —1h

0,3 4
—2h —6h

8h
0,25

0,2

0,15

Absorvancia[u. a.]

0.1

0,05

200 300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda [nm]

Figura 5.2 — Espectro das NPs de Fe304 ao longo do tempo.

Como se pode verificar na figura 5.2, as nanoparticulas de magnetite ndo apresentam um pico de
absorvancia caracteristico. A absorvancia da solugédo coloidal de nanoparticulas de magnetite foi
medida apds sonicagao (imediatamente apds e passados 15, 30 minutos apds, 1, 2, 6, 8 e 24 h).
O grafico evidencia a diminuigdo da absorvancia ao longo do tempo. Esta provavelmente estara
relacionada com a sedimentacdo das nanoparticulas no fundo da cuvette levando a que a
suspensao fique mais transparente. Conclui-se, assim, que as mNPs agregam, sedimentam e nao
apresentam as caracteristicas desejadas.

O tempo de agitagdo nao influencia o tamanho das mNPs, neste caso, uma vez que as mNPs
sedimentam qualquer que seja o tempo durante o qual a solugéo esta a agitar.

O tamanho e distribuicdo do tamanho das mNPs obtidas foram avaliados por SEM e DLS.
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Figura 5.3 - Imagem de SEM das mNPs de Fe3;04 e a respetiva distribuicdo de didmetros obtida por
DLS.

A figura 5.3. representa uma imagem de SEM das particulas de Fe;0,4. Estas apresentam forma
esférica e alguma aglomeragédo. Na avaliagdo em DLS, sdo visiveis 2 picos bem definidos, um
com um didmetro médio de aproximadamente 12 nm e outro com aproximadamente 85 nm. O pico
menos intenso corresponde as particulas que se encontram isoladas das suas vizinhas
(assinaladas na imagem com a seta amarela). O pico mais intenso corresponde as particulas que
agregaram (assinaladas na imagem com a seta vermelha). Para a analise DLS foi utilizado um
filtro de 200 nm, pelo que os agregados maiores, visiveis na imagem SEM, ndo constam da

analise DLS.

Para avaliar a estrutura cristalina das particulas e determinar o tamanho das mesmas, recorreu-se

a técnica DRX. Na figura seguinte pode observar-se o difratograma obtido.

311

220 | 440

o imand \,,J

10 20 30 40 S50 &0 70 a0
28 (2-Theta)

Figura 5.4 — Difratograma de DRX das nanoparticulas de Fe30a.
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A figura 5.4. representa o difratograma de DRX das nanoparticulas de Fe;O4. Observam-se uma
série de picos caracteristicos da magnetite ®*® "1 nomeadamente para 26 = 30.2, 35.5, 43.1, 53.4,
57 e 62.6. Os picos mais estreitos representam a estrutura cristalina da amostra. Estes picos sdo
consistentes com a folha padrao (cédigo de referéncia: ICSD 98-001-2128), com uma estrutura em
espinela inversa.

O tamanho médio da cristalite, 7,0btido para o pico mais intenso correspondente ao plano (311), é

calculado usando a férmula de Scherrer:

K2
= B cosf

Onde K é constante de forma (K= 0,94), A € o comprimento de onda do raio-X utilizado (A=
0,15418 nm), B é a largura a meia altura do pico ($=0,02334 rad) e 6 é o angulo de difragdo
(17,79°). O tamanho de cristalite das mNPs obtido através desta formula é de aproximadamente
12,74 nm.

Devido a sua elevada area de superficie, as NPs podem apresentar varios defeitos a superficie.
Além disso, a elevada tenséo interfacial entre as particulas pode causar distor¢gdes que provocam
uma ampliacao da reflexdo da difragdo. Juntando isto ao facto de as nanoparticulas poderem ser
cristalinas, amorfas ou quasi-cristalinas, pode dizer-se que os calculos do tamanho das particulas
a partir da técnica DRX (através da formula de Scherrer) ndo sdo muito precisos, justificando a
pequena diferenga entre o tamanho de cristalite calculado pela férmula de Scherrer e o tamanho
de particula calculado pelo DLS e TEM % Isto significa que o nucleo da nanoparticula se
comporta como um unico dipolo magnético, apresentando, desta forma, um elevado momento
magnético. Desta forma, pode afirmar-se que as nanoparticulas de magnetite sintetizadas por este
método tém potencial para serem superparamagnéticas. Contudo, para uma correta avaliagdo
acerca do comportamento magnético destas particulas, deveria ser feita a sua caracterizagédo
magnéetica.

Com a adigcdo de um surfactante, por exemplo triton X-100, os picos caracteristicos da magnetite

nao sofrem alteragao (figura 5.5), mantendo, desta forma, a estrutura cristalina das NPs de Fe;0;,.
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Figura 5.5 Difratograma das nanoparticulas de Fe3O4 com triton X-100.

O espectro de FTIR da imagem seguinte é usado para caracterizar os tipos de ligagbes presentes

nas nanoparticulas de Fe;0,4. Observam-se os picos caracteristicos a aproximadamente 580 cm™,

1600 cm™ e 3400 cm™'. A banda a cerca de 580 cm™ corresponde a vibragéo da ligagdo Fe-0O, o

que confirma a presenca de um oxido de ferro % ! (pelos dados obtidos em DRX, sabe-se que

esse Oxido de ferro corresponde a magnetite). Durante a preparacdo das nanoparticulas de

magnetite pelo método da precipitagdo quimica, as suas superficies sao revestidas por grupos

hidroxilo, em ambiente aquoso. Assim, as bandas caracteristicas dos grupos hidroxilo (-OH),
aproximadamente 1600 cm™ e 3400 cm™, aparecem no espectro FTIR "?. Surge também um pico

na banda a cerca de 1068 cm’ que corresponde a vibragao da ligagdo O—H da molécula da agua.

Transmitancia [%]

Comprimento de onda [em-1]
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1.500

300

Figura 5.6 — Espectro de FTIR das nanoparticulas de Fe;O4.
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5.2. Influéncia dos surfactantes

Como referido anteriormente os surfactantes estudados, por serem mais biocompativeis, foram o
acido oleico, o citrato de sédio e o triton X-100. O efeito destes na dispersdo das mNPs esta

indicado a seguir.

5.2.1. Acido oleico

O pH ideal da solugao das mNPs deve ser aproximadamente neutro. Para tal, procederam-se a
varias lavagens das particulas com etanol, com o objetivo de remover o excesso de aménia.
Contudo, com as continuas lavagens, verificou-se sedimentagdo das particulas, isto porque,
juntamente com o excesso de amoénia, também o surfactante foi eliminado da solugédo (removeu-
se, desta forma, o efeito do surfactante, evitar a aglomeragao das particulas). Quando as mNPs
com acido oleico sao lavadas utilizando muito etanol, pode ocorrer uma dessorgao significante do
surfactante. Se houver dessor¢cdo demais, pode ocorrer agregacéo irreversivel, devido as forgas
de atracdo van der Waals entre as particulas . Para ir de encontro a este problema, decidiu
fazer-se somente 3 lavagens das nanoparticulas, corrigindo, posteriormente, o pH com a adi¢ao
de algumas gotas de HCI diluido.

Para avaliar o tamanho e a distribuicdo do tamanho das mNPs, observaram-se as mesmas no
SEM (microscépio eletrénico de varrimento).

Com a analise das imagens, concluiu-se que o melhor tempo de agitacao, t, era de 300 segundos
(5 minutos), pois formou particulas com dimensdes menores. De seguida sdo apresentadas

imagens obtidas no SEM, relativas a este tempo de agitagao.

.
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Figura 5.7- Imagem das mNPs obtida no SEM, com acido oleico e 5 minutos de agitacao.
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Na figura 5.7 a) é visivel a agregacdo das particulas, porém, mesmo assim conseguem-se
observar particulas com tamanho bastante reduzido, figura 5.7 b). Neste caso, as particulas
obtidas apresentam tamanho que varia entre 19 e 44 nm, aproximadamente e uma superficie

rugosa.

5.2.2. Citrato de sodio

Tal como para o acido oleico, no caso do citrato de sédio procedeu-se somente a 3 lavagens das
particulas evitando, desta forma, a elimina¢cdo no surfactante em questdo. No final, corrigiu-se o
pH adicionando algumas gotas de HCI diluido.

As imagens da morfologia das mNPs obtida por SEM estdo representadas na figura 5.8. Das
imagens de SEM, concluiu-se que o melhor tempo de agitagdo, t, era de 300 segundos (5

minutos), pois formou particulas com dimensdes menores.
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Figura 5.8 — Imagem das mNPs obtida no SEM, com citrato de séddio e 5 minutos de agitacao.

Na figura anterior observa-se bastante agregagdo das particulas (figura 5.8.a)) porém estas
apresentam tamanhos semelhantes ao observado para o caso do acido oleico, entre 19 e 44 nm,

aproximadamente, figura 5.8 b).

Tanto para o acido oleico como para o citrato de sédio, concluiu-se que o tempo de agitagcdo que
da origem a mNPs mais pequenas era de 300 segundos (5 minutos), este € também referenciado

na literatura ©"

. Com os restantes tempos de agitagdo, obtiveram-se mNPs com dimensdes
superiores.
Contudo, concluiu-se que, tal como é evidente nas imagens anteriores, ambos os surfactantes nas

concentragbes usadas ndo impediram a agregagao das particulas. Assim, resolveu-se estudar a
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influéncia da concentragdo do surfactante na dispersdo das mNPs. Nesse estudo incluiu-se,
também, o triton X-100.

5.3. Influéncia da concentracao dos surfactantes

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo do surfactante, introduziram-se diferentes
concentragdes de acido oleico, citrato de sédio ou triton X-100 nas solugbes aquosas de mNPs, e
analisou-se a variagdo provocada no espectro de absorvancia de forma a encontrar a melhor

concentracdo de cada surfactante, aquela que mantém a solugao coloidal estavel por mais tempo.

Apds a sintese das mNPs com os surfactantes, recorreu-se ao TEM para avaliar o tamanho e
distribuicdo do tamanho das particulas. Os resultados encontram-se representados nas figuras
seguintes.
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Figura 5.9 — Imagem de TEM e respetiva distribuicdo de tamanho das mNPs com citrato de sédio
(0,00125M).

A figura 5.9. representa uma imagem de TEM das particulas de Fe;O, sintetizadas com citrato de
sodio. A maior parte das nanoparticulas encontra-se separada das suas vizinhas devido ao
surfactante existente a superficie das mesmas. As mNPs apresentam forma esférica, com
didmetros médios entre 6 € 16 nm (a distribuicdo de tamanho é determinada medindo varios
didmetros no software ImageJ). Apesar de exibirem boa dispersdo, as particulas apresentam
alguma aglomeracao devido a elevada area de superficie e as interagdes magnéticas dipolo-dipolo
entre particulas.
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Figura 5.10 - Imagem de TEM e respetiva distribuicdo de tamanho das mNPs com triton X-100
(0,026M).

A figura 5.10. representa uma imagem de TEM das particulas de Fe;O, sintetizadas com triton X-
100. A maior parte das nanoparticulas encontram-se separadas das suas vizinhas devido ao
surfactante existente a superficie das mesmas. Apds a modificagao de superficie das mNPs com
triton X-100, estas apresentam forma esférica, com didmetros entre 6 e 20 nm (a distribuicdo de
tamanho é determinada medindo varios didametros no software ImageJ). Apesar de exibirem boa
dispersao, as particulas apresentam alguma aglomeragao devido a elevada area de superficie e
as interacbes magnéticas dipolo-dipolo entre particulas.

5.3.1. Acido oleico

Existem varios fatores que influenciam a estabilidade de uma solugéo coloidal: irradiagdo com
radiagdo eletromagnética, flutuacdes de temperatura, etc. A estabilidade de uma solugao coloidal
resulta de uma barreira de potencial que se desenvolve como resultado de uma competicado entre
as forcas de atragdo van der Waals e as forcas de repulsdo de Coulomb. Em solugdo, as
nanoparticulas podem ser estabilizadas selecionando as condi¢gdes otimas de formacdo da
solugéo, o que impede a agregacao das particulas 7.

Neste trabalho investigou-se a estabilidade das solugdes, com varios surfactantes e diversas
concentragbes dos mesmos, ao longo do tempo.

A influéncia da concentragdo de acido oleico na disperséo e estabilizagao das solugdes de mNPs

esta representada nos graficos da figura 5.11.
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Figura 5.11 - Medicoes efetuadas imediatamente e 24h apés a sintese de mNPs com &cido oleico
em varias concentragdes: a) 0,008M; b) 0,016M; c) 0,032M; d) 0,064M; e) 0,128M; f) 0,192M.
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A figura 5.11 representa os espectros de UV-VIS para as amostras com acido oleico em diferentes
concentragbes comparando o espectro imediato com 24h apds a sonicagao. Além disso, em cada
espectro estd também representado o pico correspondente ao acido oleico (na mesma
concentracao utilizada).

Considerando que, quanto maior a intensidade do pico (aumento da absorvancia), maior a
quantidade de particulas em suspensao 8] pode considerar-se que a concentragao C= 0,064M é
a mais adequada, dentro do intervalo testado. Isto porque, nos 220 nm é onde o pico € mais
intenso. Verifica-se ainda a presenga de uma bossa nos 280 nm, o que podera estar relacionado
com as particulas de maior dimensao, ou seja, os agregados.

Com o aumento da concentragdo de acido oleico, os picos mais intensos tornam-se mais
definidos, devido a saturagdo do meio. O oposto se verifica quando a concentragao de surfactante
€ demasiado elevada, o que torna os picos menos definidos. Ou seja, dentro do intervalo testado
parece existir uma concentragdo 6tima de acido oleico de forma a promover a estabilidade das
nanoparticulas.

Por ultimo, verifica-se que apds as 24h ocorre sedimentagdo em todos os casos, pois a
intensidade do pico diminui. No entanto, a posigdo do pico mantém-se estavel, o que leva a

concluir que ndo ha formacgdo de novos agregados de particulas

, apenas sedimentacdo dos
agregados de particulas ja formados. Desta forma podemos supor que os agregados se formaram
antes da adi¢ao do surfactante.

Como ja foi referido, as NPs de magnetite ndo apresentam um pico caracteristico. O pico que se
verifica para comprimentos de onda inferiores corresponde ao pico caracteristico do respetivo
surfactante. Existe uma diferenca significativa nas intensidades dos picos do espectro do
surfactante e do espectro das NPs com surfactante, o pode ser explicado pela presenca de
nanoparticulas em suspensao, que contribuem para um aumento da intensidade do pico.

Na figura 5.12 apresenta-se a variagdo da intensidade do pico em fungédo da concentragdo de
acido oleico. A baixas concentragbes de surfactante, as NPs de magnetite sedimentam. Na
concentracdo C=0,064M atinge-se um patamar ideal, no qual a quantidade de particulas em
suspensao € maxima. Apos esse patamar, a quantidade de NPs em suspensdo decresce um
pouco, tornando-se praticamente estavel. Confirma-se, assim, que a concentragao C=0,064M ¢é a

melhor concentragédo de acido oleico, dentro das concentragdes testadas.
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Figura 5.12 — Comparagao do valor da absorvancia nas diferentes concentragées de acido oleico,
no pico de maior intensidade (224 nm).

Na figura 5.13 encontra-se representado o comportamento da solugdo de C=0,064M, ao longo
do tempo, com evidéncia no pico de maior intensidade. Pode observar-se que, ao longo do
tempo, existe sedimentagdo das nanoparticulas, apesar de, mesmo assim, ser a concentragao
que mantém mais particulas em suspensdo (mesmo apds 24 horas). As suspensdes de
nanoparticulas sdo estaveis por mais tempo quando existem cargas positivas na superficie das
NPs que anulam as cargas negativas da superficie do surfactante, provocando estabilizagdo da
solugdo coloidal, uma vez que previne as particulas da agregacédo devido a forte repulsédo

coldmbica "

. Uma vez que, neste caso, ndo se obtém uma estabilizacdo total da solugao,
pode concluir-se que, na superficie das mNPs se encontrem também cargas negativas. No
entanto, para uma melhor conclusdo acerca da carga de superficie das nanoparticulas de
magnetite, deveria ser medido o seu potencial zeta. A sedimentagédo ao longo do tempo
também pode ser justificada pelas forgas de van der Waals, que se tornam dominantes, o que

resulta na formagao de aglomerados """,
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Figura 5.13 — Comportamento da solugcao de acido oleico C=0,064M ao longo do tempo, no pico de
maior intensidade.

As imagens anteriores dizem respeito a um estudo de estabilidade a curto prazo, um estudo de
estabilidade para 24 horas, no maximo. A imagem seguinte representa um estudo de estabilidade
a longo prazo, feito para um periodo maximo de 8 semanas.

Na figura 5.14 encontra-se representada a percentagem de massa de NPs com &cido oleico que

se mantém em suspensao ao longo de 8 semanas.
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Figura 5.14 - Percentagem de massa em suspenséo, ao longo do tempo, das mNPs de Fe;sO4 com
diferentes concentragoes de acido oleico (pontos correspondem a um valor médio, com n=3).

Tabela 5.1 - Valor médio de cada ponto e respetivo desvio-padrao (em %).

Tempo [semanas]

Concentragao
de acido 1 2 3 4 5 6 7 8
oleico [M]
0,008 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,28 £ 0,96 + 0,71 0,51 0,21 +
0,016 0.66 0.37 0.36 0.46 037 0,00 0,00 0,00
0,032 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25,29 + 11,82 9,84 + 5,98 + 3,38 + 1,95 + 0,95 +
0,064 16,45 524 465 158 090 040 0,23 0.00
18,97 + 9,54 + 4,62+ 1,70 £ 1,18 £ 0,81+ 0,45 +
0,128 1,60 0,74 1,00 0,83 0,13 0,14 0,18 0,00
52,91+ 28,47 9,36 + 2,32+ 1,62 + 0,90 + 0,46 +
hles 10,12 5,54 1,61 0,74 0,72 0,68 0,13 Giee

A concentragdo de 0,064M mantém-se em suspensdo durante mais tempo (até 6 semanas sem
sedimentar), o que esta de acordo com os resultados obtidos com a espectroscopia UV-VIS. As

mNPs com concentragdes mais baixas de acido oleico sdo as que sedimentam mais rapidamente
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(a quantidade de surfactante pode ndo ser suficiente, ndo revestindo as particulas, o que leva a

uma agregagao das mesmas e posterior sedimentagao).

5.3.2. Citrato de sodio

A figura 5.15 representa os espectros de UV-VIS para as amostras com citrato de sédio em
diferentes concentragdes comparando o espectro imediato com 24h apds a sonicagéo. Além disso,
em cada espectro esta também representado o pico correspondente ao citrato de sédio (na
mesma concentragao).

Tal como no caso anterior, considera-se que, quanto maior a intensidade do pico (aumento da
absorvancia), maior a quantidade de particulas em suspenséao %8 Sendo assim, pode considerar-
se que a concentragao C= 0,005M é a mais adequada, dentro do intervalo testado. Entre os 290 e
390 nm verifica-se a presenga de uma bossa, o que podera estar relacionado com a existéncia de
particulas mais agregadas.

Analisando os graficos da figura 5.15, verifica-se que apds as 24h ocorre sedimentagdo em todos
0s casos (apesar de nao ocorrer tanta sedimentagdo como com o surfactante anterior), pois a
intensidade do pico diminui. No entanto, a posigdo do pico mantém-se estavel, o que leva a

concluir que n3o ha formacdo de novas particulas °®

, apenas alguma sedimentagao das particulas
ja formadas.

Como ja foi referido, as NPs de magnetite ndo apresentam um pico caracteristico. O pico que se
verifica para comprimentos de onda inferiores corresponde ao pico caracteristico do citrato de
sodio. A diferenga da intensidade entre o espectro do surfactante e do espectro das particulas com
surfactante pode ser justificada pela presenca de nanoparticulas em suspensio, que contribuem

para um aumento da intensidade do pico.
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Figura 5.15 - Medi¢oes efetuadas imediatamente e 24h apds a sintese de mNPs com citrato de
sodio em varias concentragoes: a) 0,00125M; b) 0,0025M; c) 0,005M; d) 0,01M; e) 0,02M; f) 0,03M.
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Na figura 5.16 apresenta-se a variagdo da intensidade do pico em fungdo da concentragdo de

citrato de sodio. Na concentragdo mais baixa de surfactante, as NPs de magnetite sedimentam

(existe uma grande diferenga de intensidades passadas 24 horas). Na concentragdo C=0,005M
atinge-se um patamar ideal, no qual a quantidade de particulas em suspensdao é maxima. Apds
esse patamar, a quantidade de NPs em suspenséao diminui significativamente, o que leva confirma

que a concentracdo C=0,0056M ¢é a melhor concentracdo de citrato de sdédio, dentro das
concentracgoes testadas.
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Figura 5.16 — Comparagcao do valor da absorvancia nas diferentes concentragoes de citrato de
sodio no pico de maior intensidade (300 nm).

Na figura seguinte encontra-se representado o comportamento da solugdo de C=0,005M, ao longo
do tempo, com evidéncia no pico de maior intensidade. Pode observar-se que, ao longo do tempo,
a sedimentagdo das NPs é bastante inferior a sedimentagdo verificada nas solugbes de
nanoparticulas com acido oleico. Como ja foi referido, as suspensdes de nanoparticulas séo
estaveis por mais tempo quando existem cargas positivas na superficie das NPs que anulam as
cargas negativas da superficie do surfactante, provocando estabilizacdo da solu¢do coloidal, uma
vez que previne as particulas da agregacgéo devido a forte repulsdo colémbica oA agregacéo é,
desta forma, evitada, conseguindo uma estabilizagao quase total da solugéo.
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Figura 5.17 — Comportamento da solugao de citrato de sédio C=0,005M ao longo do tempo, no pico
de maior intensidade.

As imagens anteriores dizem respeito a um estudo de estabilidade a curto prazo, um estudo de
estabilidade para 24 horas, no maximo. A imagem seguinte representa um estudo de estabilidade
a longo prazo, feito para um periodo maximo de 8 semanas.

Na figura 5.18 encontra-se representada a percentagem de massa de NPs com citrato de sddio
que se mantém em suspensao, ao longo de 8 semanas.
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Figura 5.18 - Percentagem de massa em suspenséo, ao longo do tempo, das mNPs de Fe;O4 com
varias concentragdes de citrato de sédio (pontos correspondem a um valor médio, com n=3).

Tabela 5.2 - Valor médio de cada ponto e respetivo desvio-padrao (em %).

Tempo [semanas]

Concentragao
de citrato de 1 2 3 4 5 6 7 8
s6dio [M]
9753+ 2628+ 611+ 399+ 134+ 005
0,00125 251 1308 6,11 3.05 0,61 0,08 0,00 0,00
98,12+ 5545+ 1698+ 306+ 193+ 105+ 038+
e 0.85 1428 1142 088 0.57 0,32 0.19 0,00
98,85+ 5183+ 6154 431+ 296+ 184+ 0524
0,0050 0.53 2460  7.89 5.46 3.77 243 0,70 0,00
0.0100 8690+ 5526+ 4311+ 4003+ 3713+ 3447+ 3147+ 2955%
, 1405 2732 1398 1382 1236 1193 1033 1032
0.0200 9503+ 5319+ 4488+ 4199+ 4024+ 3855+ 3688+ 3527+
, 487 575 3.66 0.84 0.78 0.95 127 235
0.0300 96,56+ 6369+ 4762+ 4453+ 4230+ 4046+ 3862+ 37,68+
, 242 1286 7.04 6.04 577 5,52 578 5.67

A concentragdo de 0,030M mantém-se em suspensdo durante mais tempo (até 8 semanas sem
sedimentar). A concentragdo de 0,0050M (melhor concentragcdo de surfactante obtida pela
espectroscopia UV-VIS) sedimenta totalmente passadas 7 semanas. Conclui-se que esta
concentracdo € a melhor para uma estabilizacdo da solugdo a curto prazo (apdés uma semana
ainda mantém cerca de 99% das particulas em suspenséo), ndo sendo, porém, a melhor para uma
estabilizagdo para um periodo de tempo muito longo. Para uma estabilizagdo deste tipo, a
concentracao de 0,030M é a melhor.
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5.3.3. Triton X-100
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Figura 5.19 - Medi¢oes efetuadas imediatamente e 24h apds a sintese de mNPs com triton X-100
em varias concentragdes: a) 0,017M, b) 0,026M, c) 0,034M, d) 0,043M, e) 0,052M, f) 0,061M.
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A figura anterior representa os espectros de UV-VIS para as amostras com triton X-100 em
diferentes concentragdes comparando o espectro imediato com 24h apds a sonicagao. Além disso,
em cada espectro esta também representado o pico correspondente ao acido oleico (na mesma
concentracgdo).

Considerando que, quanto maior a intensidade do pico (aumento da absorvancia), maior a
quantidade de particulas em suspensao 8] pode considerar-se que a concentragao C= 0,061M ¢é
a mais adequada, dentro do intervalo testado, uma vez que existe um pico mais intenso nos 222
nm. Verifica-se ainda a presenga de outro pico nos 276 nm, o que podera estar relacionado com
as particulas de maior dimenséo, ou seja, os agregados.

Por ultimo, verifica-se que apds as 24h ocorre sedimentagdo em todos os casos, pois a
intensidade do pico diminui. No entanto, a posigdo do pico mantém-se estavel, o que leva a

concluir que ndo ha formacgdo de novas particulas °®

, apenas sedimentacdo das particulas ja
formadas.

Como ja foi referido, as NPs de magnetite ndo apresentam um pico caracteristico. O pico que se
verifica para comprimentos de onda inferiores corresponde ao pico caracteristico do respetivo
surfactante. Existe uma diferenga significativa na intensidade do espectro do surfactante e do
espectro das NPs com surfactante, o pode ser explicado pela presenga de nanoparticulas em
suspensao, que contribuem para um aumento da intensidade do pico.

Na figura 5.18 apresenta-se a variagdo da intensidade dos picos em fungdo da concentragio de
triton X-100. Com o aumento da concentragao de triton X-100, os picos tornam-se mais intensos,
sendo que, dentro do intervalo testado, a concentracao C=0,061M é a melhor. Contudo, como a
intensidade dos picos ainda n&o diminuiu, pode concluir-se que esta ndo é a concentragao ideal

para este surfactante (deveriam ser testadas concentragées superiores).
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Figura 5.20 - Comparacao do valor da absorvéancia nas diferentes concentragdes de triton X-100,
nos picos de maior intensidade (222 nm e 276 nm).
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Figura 5.21 - Comportamento da solugao de triton X-100 C=0,061M ao longo do tempo, nos picos
de maior intensidade.

Na figura anterior encontra-se representado o comportamento da solugdo de C=0,061M, ao longo
do tempo, com evidéncia nos picos de maior intensidade. Como ja foi referido, as suspensdes de
nanoparticulas sdo estaveis por mais tempo quando existem cargas positivas na superficie das
NPs que anulam as cargas negativas da superficie do surfactante, provocando estabilizagdo da
solucdo coloidal, uma vez que previne as particulas da agregacdo devido a forte repulsdo

coldmbica "

. Neste caso, nao se obteve uma solugao totalmente estavel, talvez por se tratar de
um surfactante nao idnico.

As imagens anteriores dizem respeito a um estudo de estabilidade a curto prazo, um estudo de
estabilidade para 24 horas, no maximo. A imagem seguinte representa um estudo de estabilidade
a longo prazo, feito para um periodo maximo de 8 semanas.

Na figura 5.22 encontra-se representada a percentagem de massa de NPs com triton X-100 que

se mantém em suspenséo, ao longo de 8 semanas.
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Como se observa na figura, passadas 6 semanas todas as solu¢des sedimentam completamente.
Porém, a concentracdo de 0,061M é aquela que contém mais particulas em suspensido na

primeira semana (o que confirma os resultados obtidos inicialmente).

100

Triton X-100

——0,017 M
—8-0,026 M
—4—0,034 M
— 0,043 M
—*—0,052 M
—©-0,061 M

80 A

40 -

% Massa em suspensao

~N B
© B

0 1 2 3 4 5 6
Tempo [semanas]

Figura 5.22 - Percentagem de massa em suspenséo, ao longo do tempo, das mNPs de Fe3O; com
varias concentragdes de triton X-100 (pontos correspondem a um valor médio, com n=3).

Tabela 5.3 — Valor médio de cada ponto e respetivo desvio-padrao (em %).
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Para uma estabilizagdo a curto prazo (maximo de 24 horas), a melhor concentracdo de acido
oleico é C=0,064 M, de citrato de sodio € de C=0,005 M e de triton X-100 é de C=0,061 M.

Para uma estabilizagdo a longo prazo (maximo de 8 semanas), a melhor concentragdo de acido
oleico é de C=0,064 M (tal como a curto prazo), de citrato de sédio é de C=0,030 M (mais elevada
que a curto prazo) e de triton X-100 é de C=0,061 M (tal como a curto prazo). Assim, o citrato de
sédio é também o melhor surfactante a longo prazo, dentro dos trés testados, uma vez que

mantém uma maior quantidade de nanoparticulas em suspensao durante mais tempo.

5.4. Funcionalizagao com quitosano

—_—
WO W N Mes

Figura 5.23 - Imagem de TEM e respetiva distribuicdo de tamanho das mNPs com quitosano (o
quitosano esta assinalado com as setas vermelhas).

Na figura 5.23 esta representa uma imagem de TEM das particulas de Fe;0,4 sintetizadas com
quitosano. A imagem mostra que o quitosano, sendo um polimero de elevado peso molecular,
forma uma rede na qual grupos de nanoparticulas sdo encapsulados. Assim, em vez de existirem

nanoparticulas individualmente revestidas com quitosano, tem-se grupos de nanoparticulas,
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tornando a técnica utilizada ineficaz para o revestimento das nanoparticulas individuais com
quitosano. As particulas, tal com observado nas figuras de TEM anterior, apresentam forma
esférica e tém tamanhos médios semelhantes com didmetros entre 6 e 20 nm (a distribuicdo de
tamanho é determinada medindo varios didmetros no software ImageJ). Deste modo tera de ser
aprofundado o estudo do revestimento das mNPs por quitosano a fim de poderem ser utilizadas no

tratamento de cancro.
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6. Conclusoes e perspetivas futuras

O trabalho desenvolvido teve como principal objetivo a sintese de nanoparticulas de 6xido de
ferro, em particular de magnetite, e o estudo da estabilidade destas em solugdes coloidais.

Estas nanoparticulas foram produzidas pela técnica da precipitagdo quimica. Esta deve ser
realizada a temperatura ambiente e em atmosfera de azoto e ter uma razdo molar entre Fe”":Fe*
de 1:2 com pH entre 9-14.

As nanoparticulas produzidas tém uma tendéncia natural para agregarem. Assim, na auséncia de
qualquer surfactante, as particulas em solugdo tendem a sedimentar dificultando a sua
funcionalizagdo, necessaria tendo em vista as aplicagbes pretendidas. As mNPs sintetizadas tém
uma composigao (determinada pela anadlise de DRX) tipica da magnetite e, portanto, possuem
potencialmente propriedades superparamagnéticas.

De modo a conseguir ter particulas de Fe;0, individualizadas e em suspensdo durante um periodo
de tempo alargado foram utilizados trés surfactantes (acido oleico, citrato de sdédio e triton X-100).
Para cada um dos surfactantes foram utilizadas varias concentragbes a fim de verificar qual a que
tornava a solucédo coloidal estavel por um periodo de tempo maior. O método utilizado para
verificar a estabilidade das nanoparticulas foi a medida da variagao do espectro de absorvancia no
UV-VIS. Das concentragdes estudadas de acido oleico, citrato de sodio e triton X-100 as que
estabilizavam as mNPs, a curto prazo (24 horas), foram as C=0,064M, C=0,005M e C=0,061M,
respetivamente. No caso do triton X-100, uma vez que a intensidade dos picos de absorvancia, em
fungao da concentragao deste surfactante, esteve sempre a aumentar, pode concluir-se que ainda
ndo se atingiu a concentracdo ideal para o triton X-100. Desta forma, é necessério testar
concentragdes superiores a C=0,061M, a fim de encontrar a concentragcdo mais adequada para
este surfactante. Num estudo a longo prazo (2 meses), a melhor concentragdo de acido oleico,
citrato de sdédio e triton X-100 é de C=0,064M, C=0,030M e C=0,061M, respetivamente.

Dentro do grupo de surfactantes testados, o citrato de sddio aparenta ser o melhor surfactante,
uma vez que mantém as nanoparticulas mais tempo em suspensdo. O citrato de sdédio torna a
solugdo de nanoparticulas estavel tanto a curto como a longo prazo. Uma semana apos a sintese
das mNPs revestidas por citrato de sdédio, todas as solugbes apresentam grande parte das
particulas em suspenséo e, oito semanas mais tarde, algumas dessas solugbes ainda se mantém
em suspensao. O citrato de sddio é uma molécula iénica pequena, carregada negativamente pelo
que a carga negativa do citrato de sddio neutraliza a carga das particulas, diminuindo a atragéo
eletrostatica entre elas. Esta circunstancia pode justificar o facto de o citrato de sodio ser o melhor
surfactante, dentro do grupo testado.

Em relagcdo a funcionalizagdo com quitosano, concluiu-se que o método utilizado (método da

gelificagdo ionotrépica) ndo é um método viavel, uma vez que as particulas ndo ficaram
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corretamente revestidas com este polimero. Neste caso, o quitosano formou uma rede na qual
incorporou as particulas, ndo as revestindo uniformemente. Deste modo, sera necessaria mais
investigacao e devera ser aprofundado o estudo do revestimento das mNPs com quitosano, a fim

de poderem ser utilizadas no tratamento de cancro.

Este trabalho mostrou ser inovador quanto ao estudo da estabilidade das mNPs em solugéo.
Embora se trate de um estudo inicial, este trabalho sugere utilizar outros métodos de sintese
(como sintese hidrotermal, decomposicao térmica) para a producdo de NPs monodispersas, bem
como o estudo de outros surfactantes que permitam um controlo ainda melhor das particulas em

suspensao.
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