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RESUMO

Neste trabalho de pesquisa foi obtido um material hibrido a base de
nanoferritas NipsZnosFe;0O4 e CoFe;O, modificada a superficie com agente
silano e funcionalizadas com quitosana visando seu uso como biossensores.
Para este fim, as nanoferritas foram sintetizadas por reacdo de combustio e
silanizadas com o 3-aminopropiltrimetoxissilano. A funcionalizagdo foi realizada
pelo método de evaporacdo do solvente usando o biopolimero quitosana.
Todas as amostras foram caracterizadas por difragdo de raios X,
espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier, espectroscopia
por energia dispersiva de raios X, andlise termogravimétrica, microscopia
eletrénica de varredura, microscopia eletrénica de transmissdo, teste de
sedimentacdo e separacdo magnética, medidas magnéticas e analise in vitro
por citotoxidade. As amostras como sintetizadas apresentaram a formacdo da
fase unica do espinélio em estudo com caracteristica nanométrica e apos a
formagdo do hibrido a estrutura do material foi mantida. Nos espectros de
infravermelho observaram-se bandas de absorcdo caracteristicas das
nanoferritas e bandas referentes a presenca do agente silano e da quitosana.
Por meio das micrografias observou-se a formacdo de aglomerados de aspecto
fragil, e apos silanizagcdo e funcionalizagdo observou-se uma morfologia com
aglomerados de aspecto mais rigido constituidos de nanoparticulas fortemente
ligadas. A analise termogravimeétrica mostrou que as nanoferritas apresentaram
baixa perda de massa e que apos formacdo do hibrido houve um aumento da
perda de massa comprovando assim, a presenca do agente silano e da
quitosana. Quanto ao comportamento magnético, ambas as nanoferritas
apresentaram elevada magnetizacdo de saturacdo tipica de materiais
ferrimagnéticos, este comportamento foi mantido apds formacdo do hibrido
sendo adequado para aplicagbes biotecnoldgicas. A viabilidade celular das
nanoferritas mostrou caracteristica citotoxica para a ferrita NipsZnysFe>O4 €
ndo citotoxica para a ferrita CoFe;O4 a formagdo do hibrido favoreceu
aumento da viabilidade celular em ambas as nanoferritas. Os materiais hibridos
obtidos sdo promissores para o uso na nanobiotecnologia como biossensores
e/ou em tratamento como diagndstico clinico.

Palavras-chaves: nanoferritas, reacdo de combustdo, materiais hibridos,
biossensores.



ABSTRACT

In this research was obtained a hybrid material nanoferrites base
NipsZngsFe>04 and CoFe;O, modified the surface with silane agent and
functionalized chitosan aiming their use as biosensors. To this end, nanoferritas
were synthesized by  combustion and  silanized with 3-
aminopropyltrimethoxysilane. The functionalization was carried out by the
solvent evaporation method using the biopolymer chitosan. All samples were
characterized by X-ray diffraction, infrared spectroscopy by Fourier transform
spectroscopy energy dispersive X-ray, thermal analysis, scanning electron
microscopy, transmission electron microscopy, sedimentation test and magnetic
separation, magnetic measurements and Analysis by in vitro cytotoxicity. The
samples showed synthesized as the formation of spinel single phase with
nanometer feature under study and after the formation of the hybrid structure of
the material has been maintained. In the infrared spectra there were absorption
bands characteristic of nanoferritas and bands related to the presence of the
silane agent and chitosan. Through micrographs showed the formation of
agglomerates frail and after silanization and functionalization was observed with
a morphology more rigid aspect of tightly bound agglomerates of nanopatrticles.
Thermogravimetric analysis showed that the nanoferritas showed low weight
loss and that after hybrid formation was increased mass loss thereby proving
the presence of the silane agent and chitosan. As for the magnetic behavior,
both nanoferritas had high magnetization typical saturation ferrimagnetic
materials, this behavior continued after the hybrid formation is suitable for
biotechnological applications. Cell viability nanoferritas showed characteristic
for cytotoxic and non-cytotoxic ferrite NigsZnosFe-0O4 to CoFe;Oy4 ferrite, the
formation of hybrid favored increased cell viability in both nanoferritas. The
obtained hybrid materials are promising for use in nanobiotechnology as
biosensors and / or treatment and clinical diagnosis.

Keywords: nanoferrites, combustion reaction, hybrid materials, biosensors
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1 INTRODUGCAO

Atualmente, a Nanociéncia e a Nanotecnologia sao consideradas, como
um dos mais fascinantes avancos nas tradicionais areas do conhecimento e
constituem um dos principais focos das atividades de pesquisa,
desenvolvimento e inovacao em todos os paises industrializados. Desta forma,
a pesquisa cientifica tem-se voltado para a obtencdo de materiais como, por
exemplo, as ceramicas magnéticas, conhecidas por ferritas, que fazem parte
de um grande grupo de materiais magnéticos em estudo, e que, devido as suas
propriedades magnéticas e elétricas, despertam o interesse de inumeros
pesquisadores.

Uma das areas de pesquisa que tem demonstrado um progresso
permanente € a nanomedicina, onde nanoparticulas inorganicas (NPs) tém sido
usadas em uma variedade de aplicagdes, sobretudo, no que diz respeito a
imagiologia médica (diagndstico por imagem) e terapia, que tém mostrado um
potencial inigualavel sobre os sensores tradicionais de diagnostico, a exemplo
de corantes organicos (YIN et al., 2011; NAM et al., 2012) e diagnédsticos de
cancer (YANG et al., 2012).

Por outro lado na parte de tratamento clinico o uso destas NPs também
tem emergido consideravelmente, ndo sé em virtude de suas propriedades
Opticas, elétricas, magnéticas e/ou propriedades eletroquimicas, mas
principalmente pela capacidade de conjugacdo com moléculas ligantes que
promovem o direcionamento a células alvo, o que tem atraido grande interesse
para a area de tratamento, especificamente do cancer.

De modo particular, no tratamento do céancer as NPs a exemplo das
ferritas sdo usadas no tratamento de tumores malignos, pois, quando expostas
a elevada frequéncia de campo magnético, as NPs geram calor por meio de
oscilacdo dos seus momentos magnéticos, induzindo a regressao dos tumores
(BARBUCCI et al., 2012). Outro campo em destaque nesta area é o transporte
de farmacos com principios ativos por estas nanoparticulas e que superam os
ja existentes por apresentarem seletividade aos alvos no sistema biolégico
devido a sua funcionalizagdo com antigenos (WOOD, 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Diagn%C3%B3stico_por_imagem
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Como exemplos pode-se citar ainda o setor de diagndésticos clinicos,
onde estas NPs podem ser extremamente viaveis para separagdo de DNA
(MING et. al., 2009), imobilizacdo de glicose (LEE et. al., 2012), biologia
molecular para separagao de acidos nucleicos, biologia celular para separacao
de células alvo e organelas celulares (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003), entre
outros.

Porém, para estas aplicacdes as NPs precisam apresentar alta area de
superficie, baixa aglomeracdo, boa dispersdao em fluidos corpéreos para se
locomover dentro do corpo humano e acima de tudo comportamento magnético
que permita ser facilmente atraida por um ima e desmagnetizem
espontaneamente, comportamento esse que € conhecido pelo fendmeno de
superparamagnetismo. No entanto, a maioria destas NPs é obtida com
caracteristicas ferrimagnéticas por consequéncia do tamanho de particula
acima de 50 nm. Assim para obtencdo de NPs superparamagnéticas, sao
fatores de grande importancia a escolha do método de sintese e das condicbdes
de processamento. Outro problema é que quando as particulas sdo nano, a
area de superficie € muito elevada, o que fornece alta energia superficial que
atua como for¢ca motriz para a aglomeracao das NPs.

Assim, para solucionar ou minimizar estes problemas surge a formacéao
de materiais hibridos que podem ser obtidos com duas matrizes distintas,
inorganica e organica. Desta forma, estes materiais podem apresentar novas
propriedades devido a diferentes contribuigdes de cada um dos compostos em
sua propriedade resultante, aumentando a sua aplicabilidade.

Para obter um material hibrido, estes materiais magnéticos precisam
apresentar grupos funcionais na superficie das nanoparticulas de modo a ter
interagdo com as biomoléculas. Para isto, se faz necesséario a modificagdo da
superficie ou simplesmente a funcionalizagdo das nanoparticulas, com o auxilio
de um agente de acoplamento que pode ser, por exemplo, um silano, tornando
o material compativel as moléculas biolégicas e assim, poder ser utilizado em
processos de imobilizagao.

Como material organico que podem ser utilizados para funcionalizagéao
de nanoparticulas magneticas (NPMs), algumas moléculas poliméricas se
destacam, por exemplo, o poli(dlcool vinilico) (PVAL), dextran,

metilmetracrilato, hidroxipropilmetilcelulose, silanos, carboxilmetilcelulose,
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glutaraldeido e quitosana. Dentre estes, os silanos e a quitosana sao
promissores, pois estas moléculas apresentarem sitios reativos adequados
para modificagdes quimicas da superficie, o que permite a interacdo com
biomoléculas, podendo resultar em aplicacbes biotecnoldgicas e/ou
biomédicas.

As ferritas sdo materiais extremamente viaveis para obtencdo de
hibridos principalmente por suas propriedades magnéticas e capacidade de
conjugacao com materiais organicos ou organometalicos.

Diante deste contexto, este trabalho teve como finalidade sintetizar um
material hibrido a base de nanoferritas Nip5Zng sFe204 € CoFe;04 silanizadas e

funcionalizadas com quitosana visando seu uso como biossensores.

1.1 Objetivo Geral

Obter hibridos de nanoferritas/SiO./quitosana para uso em

biossensores.

1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoferritas dos sistemas: Nips5ZnosFe.04 e CoFexO4 por reagéo
de combustdo com producdo em bateladas de 20g e verificar sua
reprodutibilidade.

e Silanizar as nanoferritas com o agente silano 3-aminopropiltrimetoxissilano
[HoaN(CH2)3Si(OCHa)s] (APTS) e posteriormente funcionaliza-las com o
biopolimero quitosana.

o Caracterizar as amostras por difragcdo de raios X (DRX), espectroscopia na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
por fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDX) e por analise
termogravimétrica (TGA).

e Caracterizar morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura

(MEV) e por microscopia eletrénica de transmissao (MET).
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Caracterizar magneticamente as ferritas por magnetometria de gradiente
alternado (AGM) e testes in vitro de sedimentagcdo e separacao aplicando
um campo magnético externo.

Avaliar in vitro a citotoxicidade das nanoparticulas magnéticas visando seu
uso como biossensores para tratamento e/ou diagnostico clinico.

Realizar testes preliminares de imobilizacao de glicose oxidase (GOX).
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Nanobiotecnologia

A nanotecnologia compreende a ciéncia de materiais para o dominio de
particulas e interfaces com dimensdes extremamente pequenas. Estas
apresentam uma grande area superficial (area de contato) e, frequentemente,
exibem propriedades mecanicas, o6ticas, magnéticas ou quimicas distintas de
particulas e superficies macroscépicas.

Estima-se que de 2010 a 2015, o mercado mundial para materiais,
produtos e processos industriais baseados em nanotecnologia serd de um
trilhdo de délares (NATIONAL NANOTECHNOLOGY, 2004).

O termo nanobiotecnologia refere-se a interface entre a nanotecnologia
com a biologia. Pode significar também qualquer aplicacao da nanotecnologia
em pesquisa biologica, descoberta de farmacos e sua comercializacao,
ferramentas de diagnéstico, remédios ou novos biomateriais (PAULL et al.,
2003). A nanotecnologia € um dominio interdisciplinar onde convergem a fisica,
a quimica, a ciéncia de materiais e a biologia sendo também uma tecnologia de
fabrico, design e aplicacdo de nanomateriais e nanoestruturas (WOOD, 2006).

A nanotecnologia nas ultimas décadas vem atraindo cada vez mais a
atencao dos pesquisadores devido as inumeras aplicacdes. Dentre os
possiveis campos de aplicacdo, pode-se destacar a medicina e a biomedicina.
A associacao da nanotecnologia com a medicina fez surgir um novo campo de
pesquisa, nanomedicina (FIGUEIREDO, 2013) e tem demonstrado um
progresso permanente, onde nanoparticulas inorganicas tém sido usadas em
uma variedade de aplicagdes.

A utilizacdo de nanomateriais na medicina faz com que as
instrumentacdées e metodologias tradicionais de analise sejam melhoradas a
cada nova descoberta (KRANZ et al., 2011). Por isso, a utilizacado de técnicas
de diagnéstico baseadas em nanoparticulas oferece uma alta sensibilidade,
como no caso do diagnéstico de cancer em estagios iniciais (BLANCO et al.,
2011; VENDITTO et al., 2013). As nanoparticulas inorganicas sao a classe de
nanomateriais aplicada a biomedicina e nanomedicina mais conhecida e

estudada, pelas potencialidades que apresentam.
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2.2 Nanoparticulas Magnéticas

As Nanoparticulas Magnéticas (NPMs) vém atraindo cada vez mais o
interesse dos pesquisadores devido a suas propriedades fisicas e quimicas.
Seu tamanho nanométrico, a contribuicdo da superficie e a razdo area
superficial/volume das nanoparticulas modificam fortemente suas propriedades
elétricas e magnéticas, as quais determinam as aplicacées nas mais diversas
areas, tais como pigmentos, aditivos para lubrificantes, sensores, receptores
magnéticos, catélise, absorvedores de radiacao eletromagnética, na biologia e
biomedicina.

O estudo e aplicacao de NPMs utilizadas na nanobiotecnologia € um
campo relativamente novo, porém vem crescendo significativamente. Assim,
para melhor avaliagdo desses estudos foi realizado uma pesquisa de
publicacbes a partir do ano 2011 até novembro de 2014 na plataforma online
Science Direct utilizando como termos “magnetic nanoparticles” e
“nanobiotechnology’.

A distribuicdo dessas publica¢des entre os anos de 2011, 2012, 2013 e
2014 baseado nos dados obtidos até novembro do ano de 2014 encontra-se na
Figura 1, podendo assim atestar o crescimento do nimero de estudos nessa
area.

Figura 1 - Histograma de publicagdes das NPMs em nanobiotecnologia entre
periodo de 2011 a novembro de 2014.
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Pode-se observar que ao passar dos anos o numero de publicacées

sobre as NPMs aplicadas na nanobiotecnologia vem aumentando cada vez
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mais com projecdo para o final de 2014 com maior numero de publicagdo
quando comparado aos anos anteriores.

Dentre as publicacées, variados tépicos sdo abordados sobre as NPMs
aplicadas na nanobiotecnologia tais como: carreadores de farmacos, agentes
de contraste, separagcdo de DNA e células, hipertermia, biossensores, e
engenharia de tecidos, por exemplo.

Devido a grande importancia do uso das NPMs em aplicagdes
nanobiotecnolégicas sera reportado alguns artigos relevante neste tema de
atuacao.

Viswanathan (2011), sintetizou e caracterizou NPMs hibridas com TEOS
e PVP em que os resultados comprovaram que as aplicacbes foram
promissoras na marcagao celular, imobilizagdo de enzimas, terapias contra o
cancer, separacéao celular e agentes de contraste.

Key et al., (2012), avaliaram in vivo a aplicabilidade das nanoparticulas
recobertas com glicol e quitosana como agentes de contraste e observaram
que a utilizagdo das nanoparticulas para tal aplicagéo foi totalmente viavel e
sua utilizacdo promoveu a deteccdo precoce do cancer até em locais mais
profundos do corpo humano.

Marcua et al., (2013), caracterizaram NPMs visando melhorar seu
potencial de liberagdo controlada de farmacos no tratamento do cancer de
mama com o farmaco violamicina B1 (VB1). Observaram que as
nanoparticulas, testadas in vitro, apresentaram uma boa internalizagdo no
citoplasma de células cancerigenas e a atividade anticancer do VB1 puro ndo
foi modificada pela adicdo das nanoparticulas.

Saraswathy et al., (2014), sintetizaram e caracterizaram nanoparticulas
superparamagnéticas de oOxido de ferro estabilizado com dextran para
ressonancia magnética in vivo da fibrose hepatica. Observaram que as
particulas demonstraram elevado grau de compatibilidade com o sangue e
menos citotoxicidade em células do figado, confirmando a sua adequabilidade
ser utilizado como agente de contraste em MRI, além disto, melhorou
significativamente a diferenca de contraste entre o tecido fibrético e o resto do
parénquima hepatico.
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2.3 Aplicacoes Biomédicas das NPMs

De maneira geral, as aplicacées biomédicas das NPMs compreendem
as que envolvem sua administracdo dentro do organismo (in vivo) e as
externas ao organismo (in vitro). As aplicagbes in vivo sdo classificadas em
terapéuticas, como hipertermia e liberagcdo de drogas, além das diagnosticas
como imagens de ressonancia magnética nuclear. Enquanto as aplicagdes in
vitro compreendem essencialmente as diagnosticas, como a biosseparacao
(separarao/selecao celular) (FARAJI et al., 2010).

Embora alguns metais puros possuam valor de magnetizagcdo de
saturacado adequada para aplicacdes biomédicas, estes sao altamente toxicos,
sensiveis a oxidacao, apresentam alta densidade e processamento complexo
para obtencdo de nanoparticulas. Assim, tais NPs ndo sdo relevantes para
aplicagdes biomeédicas.

Contrastando com os metais, os materiais a base de 6xidos de ferro,
como exemplo, os ferroespinélios contendo além de ions de Fe, ions como de
Co e Ni, sdo 6xidos menos sensiveis a oxidacao, estaveis termicamente e
quimicamente, dependendo do processamento sdo nao tdéxicos e, por
conseguinte, apresentam resposta magnética estavel e comparavel aos metais
puros. O uso de NPMs para tratamento e diagnostico vem crescendo nos
ultimos anos.

Estas caracteristicas possibilitam a estes 6xidos a base de ferro
facilidade relativa para funcionalizar — formar pontes de conjuncdo com outras
moléculas, sendo assim, candidatos promissores para aplicacdes biomédicas
(SHARIFI et al., 2012).

2.3.1 Ferrofluidos

Uma parte das aplicacées das NPMs consite em empregala-las na forma
de suspensao coloidal: sdo os chamados fluidos, ou liquidos magnéticos, os
quais sado atraidos por um campo magnético gerado por imas (KNOBEL e
GOYA, 2004), ou simplesmente podem ser definidos como um fluido
magnético, ou ferrofluido, formado por “pequenas” (de cerca de 10 nm)

particulas magnéticas suspensas em um liquido (HOLM e WEIS, 2005).
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Os fluidos magnéticos podem ser aplicados na contencao de derrames
de 6leo no mar como barreiras magnéticas, ou selando vazamentos de
rachaduras em tanques de materiais potencialmente perigosos, na separagao
de diversos tipos de material (lixo e 06leo), no posicionamento de érgaos
durante cirurgia abdominal (KNOBEL e GOYA, 2004), como agente de
rastreamento de células-tronco e monitoramento de transplante (FIGUEROLA
et al., 2010), também podem ser aplicados em transporte de farmacos,
destruicdo de células cancerigenas e ensaios imunoldgicos (SHINDE et al,
2012).

2.3.2 Contraste para Imagem por Ressonancia Magnética

A ressonancia magnética (IRM) € uma técnica nao invasiva que envolve
a alteracdo do alinhamento dos spins nucleares com um forte campo
magnético por um pulso de radio frequéncia e a medicdo do tempo de
realinhamento dos nucleos ao campo magnético apdés o término do pulso
(HORNAK, 2010). A IRM tornou-se uma técnica valiosa na detecgédo do cancer
devido ao seu contraste de tecidos moles de alta resolugcdo espacial e
profundidade de penetracdo (MCCARTHY et al., 2010).

O aperfeicoamento dos contrastes utilizados em imagens de
ressonancia magnética (IRM) tornou-se uma técnica essencial para a imagem
dos tecidos do corpo humano. A tecnologia IRM é baseada nos principios da
ressonancia magnética nuclear (RMN) (CHAUGHULE, et al., 2012), sendo
resultado da diferenca na intensidade do sinal que cada tecido produz em
resposta ao pulso da radiofrequéncia (PANKHURST et al., 2003; TARJAT et

al., 2003).
Primeiramente, um campo magnético forte € usado para polarizar

parcialmente os momentos dos prétons. Um pulso de radio frequéncia (RF) é
entdo aplicado para alterar o estado fundamental dos prétons e durante esse
pulso, alguns dos fétons RF sao absorvidos pelos prétons causando o “flip”
(estado de energia mais alta) para o campo magnético. No final do pulso, os
prétons relaxam voltando para um estado de energia mais baixa produzindo
pequena quantidade de radiagédo eletromagnética e seu sinal é entao registrado

na bobina e convertido numa imagem. Os fatores que governam a técnica de
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IRM s&o basicamente: a densidade do proton e o tempo de relaxagéo
magnética (KNOBEL e GOYA, 2004; HEINTZ, 2004).

Para melhorar a diferenciacdo entre os tecidos, sdo utilizados agentes
de contraste que diminuem os parametros de relaxacao da agua. Usualmente,
metais pesados paramagnéticos tais como gadolinio (Gd) e manganés (Mn)
sdo utilizados para tal aplicacdo, especialmente o Gd, uma vez que ele
apresenta 7 elétrons desemparelhados e tempo de relaxagao eletrénico longo.

Para sanar ou minimizar os inconvenientes do uso de contrastes com
metais pesados, as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro,
como exemplo a magnetita, sdo mais eficientes devidos principalmente a sua
nao toxicidade, dependendo do processamento, alta biocompatibilidade e seu
elevado poder de contraste. Além do mais, estas nanoparticulas podem
aumentar a capacidade de contraste em exames de IRM.

Algum nivel de toxicidade nas NPMs, pode ser sanado pela modificacao
quimica da superficie tornando-as nao toxicas, injetaveis, compativeis com o
corpo humano, capazes de se concentrar em um alto nivel no tecido ou érgao
de destino, e também a sua natureza fortemente magnética, tornando-as
excelentes agentes de contraste (POOJA, 2006). Além disso, outro ponto de
extrema importancia é sua capacidade de integracao fisiolégica. O ferro e seus
oxidos s&o metabolizados e estocados dentro das células na forma de ferritina
e incorporados a hemoglobina (SAKAMOTO, 2010).

As nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnéticas, sao
atualmente mais usadas e tém provado ser altamente Uteis em agentes de
contraste de ressonancia como, por exemplo, Feridex IV, introduzido no
mercado por Advanced Magnetics Inc. para mapear figado ou distlrbio
vesicular (DALT et al., 2011).

2.3.3 Hipertermia Magnética

O tratamento de hipertermia consiste em expor o tumor a uma
temperatura elevada para danificar as células cancerigenas ou para torna-las
mais sensiveis aos efeitos da radiacdo ou de determinados farmacos anti-
cancer. Em particular, a hipertermia magnética, ou magneto hipertermia, esta

baseada na propriedade de geracao de calor das NPMs quando submetidas a
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um campo magnético alternado e é considerado uma técnica promissora para
tratamento de hipertermia in vivo (ZHAO, et al. 2012).

Uma vez detectada a presencga de células tumorais por sua associacao
com as particulas magnéticas (minusculos imas disfarcados de glébulos
vermelhos para enganar o sistema imunologico), pode-se fazer com que estas
particulas comecem a vibrar pela agdo de um campo magnético externo ao
organismo. Essa vibracdo das particulas magnéticas dissipara o calor nas
células tumorais associadas, provocando sua lise e morte, uma vez que estas
sd0 menos resistentes a aumentos bruscos de temperatura do que as células
sadias (FARAJI et al., 2010).

Como o tamanho das particulas magnéticas sao inferiores a 50 nm, elas
passardo através dos capilares e chegardo praticamente a qualquer 6rgéo
interno, fixando-se naqueles comprometidos por células tumorais. Uma vez
fixos, a simples aplicagdo de um campo magnético externo oscilante (de modo
andlogo ao que é feito na técnica de ressonadncia magnética) elevara a
temperatura das células malignas aderidas ao material magnético, acima do
ponto inicial (42 - 46 °C) por cerca de 30 min, matando-as, mas deixando o
restante do tecido normal intacto (KNOBEL e GOYA, 2004; LACAVA e
MORAIS, 2004).

Um pré-requisito importante para a utilizagdo terapéutica da magneto-
hipertermia é que as nanoparticulas devem apresentar baixos niveis de
toxicidade, assim como um elevado momento de saturacdo que permita

minimizar as doses requeridas (CASTRO et al., 2010).

2.3.4 Carreador de Farmacos

O carreamento de farmacos por sistemas nanoparticulados é
considerado uma técnica valiosa para otimizar a liberacao controlada de
farmacos. A miniaturizagdo de um sistema carreador de farmacos até a escala
nanomeétrica permite boa estabilidade, absorcdo e transferéncia quantitativa,
permitindo assim, a atividade farmacodinamica. Além disto, podem ser evitados
os efeitos colaterais e reagdes por corpo estranho, simultaneamente a
obtencgéo de tolerancia local e sistémica (RIBEIRO, 2008).

Esse tipo de sistema terapéutico se da por administracao de farmacos via
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carreadores nanoparticulados. Um nanocarreador de farmacos deve ser capaz
de carregar boa quantidade de farmaco e formar uma solucéao estavel em meio
aquoso. Devem também ser biodegradaveis e/ou biocompativeis. Os farmacos
geralmente sdo encapsulados, conjugados ou adsorvidos na superficie da
nanoparticula e liberadas pela a¢ao do calor, pH ou outros modos de radiagéo
eletromagnética (CHANDRA et al., 2011).

Os sistemas de liberacdo oferecem inumeras vantagens quando
comparados a outros de dosagem convencional, como por exemplo maior
eficacia terapéutica, diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de
permanéncia na circulagdo, natureza e composicdo dos veiculos variada,
administragdo sem reagdes inflamatorias locais € com menor numero de doses
e direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagdo significativa das
espécies bioativas (BEDE, 2010).

A utilizagdo destes sistemas em liberagdo controlada de farmacos
envolve um vasto campo de estudos e tem reunido muitos esforgcos na area de
nanoparticulas. Estes esforcos estdo representados por estratégias para a
veiculacao de ingredientes ativos, os quais incluem aplicagcdes importantes da
ciéncia de polimeros, de solucdes de surfactantes e o preparo de espécies
coloidais, administragdo de vacinas de DNA, além da utilizacdo de técnicas
transdérmicas (DURAN et al., 2008).

2.4 Nanoferritas

As ferritas sdo definidas como a classe mais abundante das ceramicas
magnéticas, caracterizadas por serem 6xidos, contendo o FeoO3 como principal
componente, exibindo também magnetizacdo espontdnea na auséncia de
campo magnético aplicado. Quando obtidas com tamanho de particula em
escala nanométrica (menores que 100 nm) sdo chamadas de nanoferritas.

Desde os primeiros produtos comerciais de ferrita o enfoque principal
deste material tem sido para a fabricacdo de componentes confidveis e cada
vez menores no tamanho do produto. Devido as inUmeras descobertas ao
longo dos anos, as ferritas alcancaram grande importancia industrial que vai
desde a enorme demanda pela fabricacao de dispositivos eletro-eletrénicos do
tipo magnéticos moles (softs) e duros (hards), até aplicacbes como carreadores
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de farmacos (LIU et al, 2013), catalisadores (DANTAS, 2012), pigmentos
(COSTA, 2002; LIMA, 2007), e absorvedores de radiacdo eletromagnética
(SANTOS, 2011; SONG et al., 2014).

Dependendo da composi¢do quimica e da distribuicao cristalografica, as
ferritas sado classificadas em trés tipos: granadas, hexaferritas e espinélios
(CAHN et al., 1993). Dentre essas, as do tipo espinélio sdo as mais utilizadas,
devido a sua grande mobilidade catibnica, que pode oferecer diferentes
propriedades eletromagnéticas para a mesma estequiometria (HENDERSON et
al., 2007).

Por serem materiais cuja origem do magnetismo ocorre por
consequéncia da distribuicdo dos cations na rede cristalina, sdo definidos como
materiais ferrimagnéticos de alta resistividade, derivados na sua grande maioria
de 6xidos de ferro como: a hematita (Fe»**0s%) e a magnetita (Fe**Fe**04?), os
quais constituem em torno de 70% sua composicdo. Os 30% restantes podem
ser constituidos de éxidos de outros metais de transicao interna e/ou externa
divalente e trivalente (RANE, 1999; SANTOS, 2011).

A origem do magnetismo nas ferritas se deve a presenca de elétrons 3d
desemparelhados e distribuidos em numeros nao equivalentes nos sitios
octaédricos e tetraédricos. As caracteristicas dos materiais ferrimagnéticos se
assemelham as dos ferromagnéticos, sendo a magnetizagdo espontanea
resultante da diferengca dos momentos magnéticos entre os sitios tetraédricos A
e o0s octaédricos B (BUENO, 2003).

Na Figura 2 se encontra a estrutura da ferrita espinélio, com as posicoes
octaédricas e tetraédricas. Esses materiais cerdmicos ferrimagnéticos também
sdo conhecidos como materiais magnéticos moles (soff) ou de alta
permeabilidade, e sdo utilizados para criar um alto fluxo magnético a partir de
uma corrente elétrica, ou entdo para induzir uma grande inducdao magnética
devido a um campo externo variavel (REZENDE, 1996). Com excecao tem-se a
ferrita de CoFe,O4 que possui estrutura espinélio inverso e € uma ferrita de
caracteristica de um magneto duro (AMIRI e SHOKROLLAHI, 2013; SANTOS
et al., 2014).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos intersticios tetraédricos (sitios A) e
intersticios octaédricos (sitios B) na estrutura espinélio.

8 Sitios A

16 Sitios B

Fonte: SILVA, 2011.

Para indicar a distribuicao de cations em relacdo aos sitios tetraédricos e
octaédricos, adota-se uma convengdo apresentada na forma [M"{M,"1O,, em
que [ ] representa sitios tetraédricos,{ } representa sitios octaédricos e M
representa o ion metalico bivalente no sitio tetraédrico e ion metalico trivalente
no sitio octaédrico (FAIRWEATHER et al., 1952).

Dependo da estrutura idnica dos cations pode-se classificar a estrutura
como sendo espinélio normal- A(B)20,4 ou (A%*) [B**B**]0,4 e espinélio inverso -
B(AB)Os; ou (B*)[A**B*104 (CULLITY, 1972). Na Tabela 1 encontra-se
apresentada a distribuicdo dos céations nos sitios das estruturas espinélio

normal e inversa.

Tabela 1 - Distribuicdo dos cations nos sitios das estruturas espinélio normal e

inversa.
Tipo de sitio Numero Numero Espinélio Espinélio
disponivel ocupado normal inverso
Tetraédrico (A) 64 8 8NF* 8Fe>
Octaédrico (B) 32 16 16Fe** 8Fe® e 8MFY

Fonte: CULLITY, 1972.

Muitos espinélios de ocorréncia natural tém distribuicdo de cations
intermediaria entre os tipos normal e invertida. A distribuicdo ibnica pode

ocorrer com alguma inversdo 8, nas ferritas com estrutura do espinélio, [M" ;.
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5,M"s] {(M"s M"5>_ 5104, onde & é o grau de inversdo. Para o espinélio normal, & =
0 e para espinélio invertido 6 = 1 (CULLITY, 1972). Quando as ferritas contém
dois ions divalentes diferentes podem ser chamadas de estrutura de espinélio
mista, por exemplo, (Ni,Zn)Fe,O4 (REZENDE,1996).

A distribuicdo dos ions entre os dois tipos de sitios (octaédricos e
tetraédricos) é determinada por um balanco de energia na rede cristalina,
sendo que em altas temperaturas esta distribuicao € aleatéria. Porém, alguns
cations apresentam reconhecidamente certa preferéncia entre os sitios
cristalograficos na temperatura ambiente (BONGERS et al., 1968). A ocupacao
original dos sitios normal e inverso € baseada na valéncia i6nica. Outros
fatores como o tamanho do cation e campo cristalino sdo de fundamental
importancia para a selecéo dos sitios (ROBERT, 1942).

As ferritas que sao facilmente magnetizadas e desmagnetizadas sao
chamadas de ferritas do tipo mole, e as ferritas que tém magnetizacao
permanente e ndo sao facilmente desmagnetizadas sao chamadas ferritas do
tipo dura (ima permanente). Uma das propriedades que é utilizada para separar
esses dois tipos de ferritas é a coercividade, ou seja, 0 campo necessario para
levar a magnetizacao do material a zero. Embora nao exista uma linha diviséria
definida de maneira clara, assume-se que materiais ferromagnéticos ou
ferrimagnéticos que possuem uma coercividade alta sejam duros, e aqueles
que possuem coercividade baixa sejam classificados de moles.Em geral, um
material com uma coercividade maior que 104 A/m (1256,64 Oe) é considerado
duro, e outro que tenha coercividade menor que 500 A/m (6,28 Oe) é
considerado mole (SINNECKER, 2000).

Pode-se citar como material magnético mole os &éxidos magnéticos
macios (ferritas, magnetita e maguemita) (CRUZ, 2013) e como material
magnético duro a ferrita de cobalto (CoFe>O4) que € conhecida dentre as
ferritas com estrutura espinélio cubica, como a unica a ser classificada como
material duro magneticamente (YU et al., 2002). As hexaferritas de bario e
estréncio também sdo exemplos de ferritas duras (PINHO, 2009).

Nanoferritas sdo boas candidatas para fins biomédicos uma vez que
apresentam um elevado momento magnético, sdo quimicamente estaveis e
suas superficies sdo reativas para anexar moléculas biolégicas. Além disso, a

presenca do ion metélico divalente (usualmente um metal) pode melhorar a
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determinacao da biodistribuicdo in vivo de nanoparticulas em sondas de
sangue (SHARIFI et al, 2012).

Atualmente, variados sistemas de O6xidos tem sido reportado em
aplicacOes biologicas. A Tabela 2 apresenta uma lista de diferentes tipos de

nanoferritas que estao atualmente em desenvolvimento para esta aplicagéo.

Tabela 2 - Diferentes sistemas de éxidos reportados em aplicacdes bioldgicas

Nanoparticulas Magnéticas Referéncia
FesO4 Suto et al., 2009; Novotna et al., 2012;
Zhao et al., 2009
y-Feo03 Suto et al., 2009; Novotna et al., 2012.
NPs de Fe dopada com Au Wijaya et al., 2007
Ferrita MnZn Gubbala, et al., 2004; Cai, et al., 2003
y-MnyFeo O3 Prasad et al., 2007
Fe com MgO Chalkidou, et al, 2011
Fe3zO4 com Si Gonzalez-Fernandez et al., 2009
Fe com Fe30q4 Sivasai et al., 2010
Fe304/Fe/SiO» Hu et al., 2008a; Hu et al., 2008b
Fe com SiO; Liu et al., 2008
CoFex0q4 Wu et al., 2010; Yardimci et al., 2012.
Fe(1-x)MnxFe>O4 Bhattacharya, et al., 2011
MFe>O4 (M= Co, Mn, Ni) Mohapatra et al., 2011
NiFe204 Phadatare et al., 2012
CoNiFe-O Chen et al., 2012
Ferrita NiZn Jiang et al, 2011

Dos vérios sistemas de ferritas relatados na Tabela 2, os sistemas da
ferrita mista NipsZnosFe-04 e da ferrita simples CoFe>,O4 sdo uma das mais
promissoras para uso como materiais hibridos em aplicacées na biomedicina
como em diagnésticos clinicos.

As ferritas Ni-Zn apresentam excelentes propriedades, tais como alta
resistividade elétrica (10°-10'° Q.cm), permeabilidade magnética relativa, 10-
1000 (GOLDMAN, 1991), baixa coercitividade magnética, 30e, (SEDLAI et al.,

2000), baixas perdas por histerese e corrente parasita (38 x 10#) na frequéncia
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de 10kHz (ZAHI et al., 2007), dureza mecanica, estabilidade quimica, e alta
resisténcia a corrosdo (TSAY et al, 2000). Estas propriedades séao
dependentes da frequéncia de operagdo, do método e das condi¢cdes de
processamento utilizadas assim como da composicéo intrinseca do material
além da distribuicdo dos céations na rede no espinélio.

Ferritas mistas Ni-Zn tem sido estudada em algumas aplicagbes como,
por exemplo, em processos de separacdo de DNA (NAM et al, 2009),
bioseparacdao em processos biolégicos (OSTER et al., 2001), hipertemia (LEE
et al., 2012), ressonancia magnética (SHEN et al., 2010).

A ferrita CoFe,O4 tem alta coercividade (5400 Oe), magnetizacdo de
saturagdo moderada (cerca de 4.10° J/m®), excelente estabilidade quimica e
elevada dureza mecénica, necessaria para uso como midia de gravagédo de
alta densidade (WU et al., 2010). E um material magnético duro (AMIRI e
SHOKROLLAHI, 2013), apresenta ainda estabilidade quimica, dureza
mecanica, resisténcia ao desgaste, facilidade de sintese e bom isolamento
elétrico.

As ferritas de cobalto tém sido utilizadas em aplicagbes como
catalisador, ferrofluidos, tratamento por hipertermia, ressonéncia magnética, e
biosensor. Tem mostrado serem adequadas para o isolamento e purificagao de
DNA genbmico, separacao de DNA (HORK et al., 2007; PRODELALOVA et al.,
2004) e, especialmente, em tratamento hipertermia (TOMITAKA et al., 2011).
Nanoparticulas de ferrita de cobalto sd&o uma das NPs magnéticas mais
amplamente desenvolvidos para fins médicos (MOHAPATRA et al., 2011).

Segundo Bueno et al. (1997), a célula unitaria da ferrita Ni-Zn mista do
espinélio inverso pode ser representada pela férmula (ZnyFe1x)[Nii-xFe14x]Oa.
Os ions de oxigénio formam um sistema de empacotamento fechado de face
centrada. Os ions metalicos (Fe®*") na rede espinélio podem ocupar as duas
posicoes de simetria diferentes (sitios tetraédricos e octaédricos). Se os ions
de Fe** estiverem distribuidos igualmente em ambos os sitios, seus momentos
magnéticos se cancelam e a magnetizacao total, portanto, deve ser resultante
dos momentos magnéticos dos fons Ni?* (magnético), os quais se encontram
nos sitios octaédricos da rede espinélio. O momento magnético total é

resultante apenas da fase inversa.
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Por outro lado, os ions de Fe** podem n&o estar distribuidos igualmente
nos sitios tetraédricos e octaédricos, o que pode ocorrer devido o aumento do
momento magnético molecular pela adicdo de ferrita com estrutura espinélio
normal, como por exemplo, ZnFe»O4. Neste caso, os fons de Zn?* vao ocupar o
sitio tetraédrico e forcar um nimero igual de fons Fe®* a sairem do sitio
tetraédrico para o octaédrico, 0 que provoca um aumento adicional de
magnetizagado nos sitios octaédricos. Entdo, o momento magnético € resultante
da presenca das fases normal e inversa. Dessa forma, é possivel produzir um
grande numero de ferritas Ni-Zn com magnetizagdo intrinseca, pela
substituicdo adequada dos ions metélicos (COSTA, 2003), o que torna este
material tdo interessante cientifica e tecnologicamente, permitindo portanto,
uma grande variedade de suas propriedades e consequentemente de suas
aplicacées.

Segundo Amiri e Shokrollahi, 2013, a célula unitaria cubica da ferrita
CoFeo,O4 do espinélio inverso pode ser representada pela férmula (CoxFe;.
«)[Co1.xFe1.:x]O4. Do ponto de vista da cristalografia, na ferrita de cobalto os ions
Fe® estdo locados nos sitios A, enquanto os fons Co?* e Fe** se encontram
nos sitios B, estrutura esta referida como inversa. Na estrutura de espinélio
invertido CoFe,0O4, 0 ordenamento anti-paralelo dos spins das duas sub-redes
resulta em cancelamento dos momentos magnéticos do Fe**, de modo que o
ferrimagnetismo da estrutura é atribuido apenas aos fons Co?* (LEONEL,
2010).

Variados métodos tém sido avaliados para obtencdo de ferritas em
escala laboratorial. O método de sintese de ferritas por reacao de combustao
tem permitido a obtencao de ferritas homogéneas puras e nanocristalinas além
de ser um método simples, de baixo custo e rapido, com boa reprodutibilidade
dos produtos e por ser promissor para a fabricagdo de diferentes sistemas
ceramicos em nanoescala (SANTOS et al., 2014).

2.5 Materiais Hibridos

Os materiais hibridos podem ser amplamente definidos como materiais
sintéticos contendo uma mistura intima entre os componentes organicos e

inorganicos. Esta mistura produz uma sinergia que fornece a esses materiais,
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com caracteristicas unicas, uma série de propriedades melhoradas em relagéao
aos precedentes individuais, através da selecao dos componentes organicos e
inorganicos bem como da escolha apropriada das condi¢cdes para a sua
articulacao e transformacao (AZEVEDO et al., 2013).

As propriedades otimizadas que merecem destaque s&o: alta
flexibilidade, facilidade no processamento, resisténcia a alta temperatura,
resisténcia a corrosdo e bom desempenho mecénico, sendo amplamente
utilizada nas areas optica, eletrénica, sensores de separacdo, catalise quimica
e biolégica (MAO et al., 2012).

Os hibridos oferecem a oportunidade de combinar as propriedades
desejaveis do polimero organico, como elasticidade e flexibilidade, com as
propriedades dos soélidos inorganicos, tais como rigidez, resisténcia quimica,
estabilidade térmica e quimica (KURAYAMA et al., 2010).

As mais recentes tecnologias requerem materiais com combinacao de
propriedades que, normalmente, ndao s&o encontradas nos materiais
convencionais. Neste cenario, os materiais hibridos surgem como uma
alternativa para a obtencdo de novos materiais com caracteristicas
multifuncionais e potencialidade para aplicagdes nas mais diversas areas
(MITZI, 2001).

O desenvolvimento na area de materiais hibridos tem se acelerado
desde a década de 1980, com destaque para a preparacao de géis inorganicos
impregnados por polimeros organicos (AIROLDI e FARIAS, 2000). Além de
representarem uma alternativa criativa para a pesquisa de novos materiais,
estes materiais também permitem o desenvolvimento de aplicagdes industriais
inovadoras, tais como: membranas inteligentes, dispositivos de separacao e
fotovoltaicos, células a combustiveis, marcadores biol6gicos (FURTADO,
2013), fotocatalisadores e aplicacoes épticas (ZELAZOWSKA et al., 2011; YAO
e TONG, 2012), catalisadores (BORDOLOI et al., 2008), sensores bioldgicos
(ARAUJO, 2013), cosméticos, materiais para liberagdo controlada de moléculas
ativas (SEKHON e KAMBOJ, 2010), compésitos (SHEN et. al., 2014) que
combinam ceramicas e polimeros, entre outros.

O maior desafio na sintese de combinacbes hibridas é manter ou
acentuar as propriedades mais interessantes e diminuir ou eliminar as
propriedades indesejadas de cada componente (GOMEZ-ROMERO, 2001). As



35

propriedades de um material hibrido ndo s&o apenas um somatoério das
contribuicées individuais de seus constituintes. Este sinergismo também
depende da natureza quimica dos segmentos organicos e inorganicos, do
tamanho e da morfologia dos correspondentes dominios (SILVERIO, 2009).

Para se utilizado nas mais variadas aplicagbes, sobretudo na industria,
medicina e odontologia € importante que se tenha uma conexdo entre os
diferentes materiais inorganicos e organicos. No entanto, devido a diferenca de
natureza da ligagdo quimica nestes materiais, a interagcdo na camada interfacial
€ muito fraca. Este problema pode ser resolvido com a introdugédo de agentes
de acoplamento (LUNG e MATINLINNA, 2012). Os agentes de acoplamento
sao utilizados como agentes promotores, dispersantes, agentes de reticulacao,
e modificadores de superficie do tipo silanos que visa a otimizacado da adesao
na interface (SHARMIN et al., 2012).

2.6 Agentes Silanos

A fim de melhorar o desempenho das NPMs muitos materiais hibridos
tém sido desenvolvidos usando um agente de acoplamento que contém o
grupamento da silica. Estes materiais organometdlicos utilizados no
revestimento das NPMs tém atraido grande interesse devido a sua excelente
biocompatibilidade e facilidade de modificacdo de superficie ou de
bioconjugacao (SOUZA et al., 2008; ICHIYANAGI et al., 2007; ASLAM et al.,
2005; HAO et al, 2010), o que o torna adequado para conjugacdo com
proteinas e aplicagdes in vivo (LIU et al., 2012). Além de ser um bom
revestimento, previne a oxidagéo e a aglomeracao das NPMs (LI et al. 2012).

Para aplicacdes de NPMs em nanobiomedicina as particulas devem ser
funcionalizadas, apresentar tamanho e distribuicdo granulométrica controlada,
além de se manterem estaveis em suspensdo. E necessario também que elas
possuam um elevado valor de magnetizacdo de saturacdo e que sejam
biocompativeis (TAYLOR et al., 2000). Para isso, NPMs em sua forma mais
simples sdo compostas de um nucleo inorganico magnético,geralmente uma
ferrita como Fe3O4 e MFe,O4 (M = Ni, Co, Mn), a qual deve ser pré-revestido
com uma substancia que podem garantir a sua estabilidade,
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biodegradabilidade e ndo toxicidade em meio fisiologico, além de manter a alta
saturagdao magnética e ter uma superficie funcional (PON-ON et al., 2011).

A adesdao interfacial entre os materiais organicos e inorganicos pode ser
melhorada através da formagéo de ligagdes quimicas e fisicas que se formam
através de agentes de acoplamento a exemplo de silanos organofuncionais,
que apresentam propriedades tanto organicas quanto inorganicas e podem
reagir simultaneamente com polimeros e componentes minerais ceramicos,
resultando em um material com melhores propriedades de adesado e
durabilidade (SHARMIN et al., 2012).

Os agentes silanos, também conhecidos como silanos organofuncionais,
pertence a classe de agentes de adesao mais utilizada no tratamento de
superficies de cargas inorganicas, visando melhorar a interacdo destas com os
compostos organicos (LUNG e MATINLINNA, 2012). Podem atuar como
agentes de adesdo ou como co-agentes de reticulacdo, fazendo com que a
matriz orgénica ou inorganica, tenha certa afinidade com biomoléculas, ou
simplesmente quando é necessario promover uma adesdo entre compostos
organicos e inorganicos (BENVENUTTI et al., 2001). Os silanos tém sido
largamente utilizados como modificadores de superficie (PON-ON et al., 2011;
LIU et al., 2012).

A reagédo de silanizacdo tem permitido o ancoramento de diferentes
grupos funcionais em superficies de solidos inorganicos, sendo uma rota
efetiva para obtencdo de materiais hibridos (JOSIK e JIN-HO, 2001). As
diversas superficies que podem ser utilizadas sao: polimeros, como poliéster,
poliamina e celulose, e os materiais inorganicos como silica, zedlito, vidro,
argila, silicato, hidroxiapatita e uma variedade de éxidos metalicos (MCELWEE
et al., 2005; SILVA, 2006; FUCHS et al., 2007).

Entre os tipos de agentes silanos mais utilizados e que tem se mostrado
eficiente na funcionalizagdo de nanoparticulas temos o 3-aminopropil-
trimetoxisilano,3-cloropropil-trimetoxisilano, metacriloxipropiltrimetoxisilano,
tetraetilortosilicato (SAHOO et al., 2014;YANG et al., 2012; KOOTI et al., 2015).

Os agentes silanos apresentam uma formula geral Y (CH2)nSi(OR)s,
onde OR é um grupo silicio-funcional (como —OCH3; ou —OC2Hs), enquanto que
Y é um grupo organo-funcional (como —CH=CH,, -Cl, -NH, ou —-N=C=0). A
presenca de grupos hidroxilas (-OH) na superficie das particulas é
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indispensavel para promover a reagdo com agentes de acoplamento do tipo
silano onde, os grupos (OR)s; se hidrolisam formando grupos silandis (Si-OH)
gue reagem com materiais inorganicos. Por outro lado, seu grupo R é capaz de
reagir com os mondmeros a serem polimerizados formando assim materiais
hibridos organicos inorganicos (DIAZ-BENITO et al. 2010).

Um agente silano quimicamente adsorvido sobre uma superficie
inorganica proporciona uma plataforma de reagbes quimicas adicionais,
através de uma amina ou outro grupo funcional oposto ao silano. Assim,
macromoléculas, como proteinas, enzimas e DNA podem se fixar a esta
plataforma, ligando-se ao grupo funcional (WANG e VAUGHN, 2008).

Sun et al., (2010) relataram a sintese de nanocompésitos multifuncionais
(FesO4 e pontos quanticos) utilizando o tetraetoxisilano (TEOS) como precursor
para sintetizar os nanocompdsitos de silica. Observaram que 0 uso
multifuncional da manipulagdo magnética e as imagens de fluorescéncia era
simultaneamente possivel devido a utilizacdo do TEOS. Concluiram ainda que
uso multifuncional dos nanocompdsitos em estudo ajuda a melhorar a eficacia
nos diagndstico, reduzir os efeitos colaterais da utilizagdo dos medicamentos
além de apresentar potencial para outras aplicacdes biolégicas em que
propriedades magnéticas e O6pticas sao aliadas em carga, controle de
armazenamento e liberagdo de medicamentos, orientando magneticamente e
acompanhando a entrega opticamente.

Liu et al., (2012) prepararam nanocompdsitos Nig5Zng s5Fe204/SiO, pelo
processo citrato gel e investigaram o comportamento da adsor¢do de albumina
de soro bovino (BSA) por espectroscopia UV a temperatura ambiente.
Observaram que o nanocompdsito NipsZnosFe>04/SiO, demonstrou uma
capacidade de adsorcao para BSA melhor quando comprado as nanoparticulas
Niop 5ZNng 5Fe204 puras.

Kanimozhi e  Perinbam (2013) prepararam  nanoparticulas
superparamagnéticas de Fe3Os (magnetita) utilizando o método de co-
precipitacdo quimica e funcionalizaram a superficie da mesma com 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) visando a obtengdo de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas. A lipase purificada a partir de Pseudomonas
fluorescens (Lp1) foi imobilizada na magnetita funcionalizada usando
glutaraldeido como agente acoplamento. Os resultados do estudo de
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caracterizagao revelou a imobilizacdo da lipase com sucesso na magnetita
funcionalizada por meio de ligagdo cruzada (cross linking). A magnetizagcéo de
saturacdo das nanoparticulas magnéticas foi de 28,34 emu/g, enquanto que
para a nanoparticula magnética funcionalizadas foi 17,07 emu/g. A lipase
imobilizada teve maior atividade em 50°C e estabilidade térmica até 70°C. A
magnetita funcionalizada exibiu reutilizacdo excelente para 4 ciclos de
imobilizacdo e estabilidade de armazenamento de até 15 dias através da
retencao de 75% de sua atividade inicial.

Sundar et al, (2014) relataram a sintese de nanoparticulas
superparamagnéticas Fe3O4 sintetizadas por co-precipitacao e revestidos com
APTES em que através do grupo amino ativo em sua estrutura é capaz de
combinar com farmaco anticancer curcumina formando assim transportadores
magnéticos de farmacos. Concluiram que as nanoparticulas de éxido de ferro
revestidas com APTES combinados com Curcumina sdo promissores veiculos
de farmacos magnéticos a ser utilizados magneticamente em sistemas de

distribuicdo de drogas especificas e outras aplicacées biomédicas.

2.7 Quitosana

As NPMs podem ser trabalhadas quimicamente através da modificacdo
de sua superficie com moléculas especificas ou polimeros, o que amplia
enormemente suas aplicagdes, principalmente na biomedicina.

Para atender a essas funcdes de revestimento, um grupo diversificado
de polimeros tém sido investigadas, incluindo polietilenoglicol (PEG), dextran,
ciclodextrina, polietilenoimina (PEI) (VEISEH et al., 2009), poli(alcool vinilico)
(PVAL), metilmetracrilato, hidroxipropilmetilcelulose, carboxilmetilcelulose,
glutaraldeido e quitosana (BANULS et al., 2010; XIA et al., 2011; FURTADO,
2013). Dentre estas, a quitosana € um biopolimero promissor por apresentar
sitios reativos adequados para modificagdes quimicas ds superficie, o que
permite a interacdo com biomoléculas, podendo resultar em aplicacdes
biotecnoldgicas, biomédicas ou farmacéuticas (FURTADO, 2013).

A quitosana é um biopolimero policatibnico obtido pela desacetilagao
alcalina da quitina. Este biopolimero tem sido amplamente empregado para
aplicacbes biomédicas, pois € considerado adequado como um material
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funcional devido a sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade,
antigenicidade e pela n&o-adsorcao de proteinas (PETER et al., 2010; AIDER,
2010). As propriedades fisicas, quimicas e mecanicas da quitosana a torna
ideal para diversas aplicacdes, a saber: aplicagdes farmacéuticas e biomédicas
em hemodidlise, pele artificial, curativos, e sistemas de entrega de farmacos
(SAGNELLA e MAI-NGAM, 2005). As propriedades como a nao toxidade,
propriedades antimicrobiana e hidratante, contribuem para sua aplicacao na
cicatrizacao de feridas (MADHUMATHI et al., 2009; JAYAKUMAR et al., 2011).

A quitosana apresenta caracteristicas unicas e vantajosas responsaveis
por sua ampla utilizagédo, tais como: capacidade de formar filmes resistentes,
flexiveis, de dificil rompimento, além de promover barreira efetiva ao oxigénio
(REIS, 2010), conjugacéo bioldgica, biodegradabilidade, biocompatibilidade e
nao toxicidade (NIDHIN et al., 2012).

A alta hidrofilicidade da quitosana, devido ao grande numero de grupos
hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica, permite sua utilizagao
como biomaterial (MELO, 2010). Este biopolimero é promissor devido sua
grande versatilidade, que consiste na facilidade de tranformacao em hidrogéis,
esponjas, membranas, nanofibras e micro/nanoparticulas (JAYAKUMAR et al.,
2011).

A versatilidade quimica da quitosana resulta principalmente da presenca
dos grupos amina em sua estrutura, os quais oferecem muitas possibilidades
de modificagdes, como: N-acetilacdo, N-alquilacdo, N-carboxilacdo, N-
sulfonacdo e formagdo de bases de Schiff com aldeidos e cetonas
(GONSALVES et al., 2011).

Devido as varias formas de transformacdo da quitosana e por esta ser
um polieletrélito catidnico, que tem seus grupos amina protonados (NH*Y), a
quitosana apresenta diversas aplicagées na area de biomateriais. A presenca
dos grupos amina confere a quitosana a propriedade de conjugacédo, que é a
capacidade de ligar-se a substancias como: o colesterol, gorduras, ions
metalicos, proteinas, células tumorais, entre inimeras outras (OSORIO, 2007).
Também promove sua ligacdo com as proteinas séricas que reconhecem
receptores especificos que estdo presentes em varios tipos de células
cancerosas (BOCA et al., 2011). Desse modo, a quitosana, é também um
polimero de grande interesse em aplicacdes farmacéuticas, pois, pode ser
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conjugada com entidades quimicas diversas, mediante os grupos de aminas
primarias (SLUTTER et al., 2010).

De acordo com Wang et al, (2012) a preparagcdao de filmes
antibacterianos que possam ser aplicados a dispositivos médicos tém-se
mostrado como um grande desafio que decorre principalmente devido a
eficiéncia bactericida e infecgcdes que se apresentam como as complicacoes
mais frequentes da medicina moderna e na area de biomateriais. Neste
sentido, filmes poliméricos hibridos formados a partir de materiais com
propriedades vantajosas como a quitosana e as nanoparticulas de metais, tém
sido utilizados para atuar como agente antimicrobiano e antifungico.

Grumezescu et al., (2013) tiveram como objetivo obtera obtengdo de um
sistema nanoativo para melhorar a atividade antibidtica no controle da liberacao
de certos medicamentos. Eles obtiveram nanomateriais compdsitos
magnéticos, baseados no nucleo de magnetita sintetizada por coprecipitacao e
reticulada com quitosana. Os resultados obtidos neste estudo recomendam
estes materiais para aplicacbes no dominio da prevencao e tratamento de
doencas infecciosas, apresentando potencial significante nas atividades
antibiéticos, tanto contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
oferecendo novas perspectivas para o desenvolvimento de uma estratégia
eficiente na terapia antimicrobiana, reduzindo assim, a quantidade de
antibioticos, mas mantendo a mesma atividade.

Shete et al., (2014) estudaram o efeito de revestimento, através de um
método de ultrassom, do biopolimero quitosana sobre o comportamento dos
nanocristais de magnetita Fe3O4 preparadas por precipitacdo alcalina.
Observaram que o mecanismo provavel de revestimento foi devido a forte
ligacdo de hidrogénio entre o grupo amina (NH,) da quitosana com o oxigénio
da FeszO4, comprovado através do espectro de FTIR. A estrutura do espinélio
FesO, apds serem revestidos com quitosana foi mantida comprovada pelo
DRX, as particulas apresentaram diametro de 21,8 + 5,3 nm e 15,1 £ 5,0 nm
para os sistemas FesOs e Fe304/Quitosana, respectivamente. Os autores
observaram ainda que o revestimento da quitosana na Fe3;O4 ndo afetou a
propriedade de magnetizacao cujos os valores de magnetizacdo de saturacéo
foram de 51,68 e 49,96 emu/g, a temperatura ambiente, para os sistemas
FesOs e FeszO4/Quitosana, respectivamente, enquanto que os valores de
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coercividade e magnetizacdo remanente implicaram em comportamento
superparamagentico. Observaram nos ensaios de viabilidade celular que as
amostras apresentaram baixo efeito citotéxico em linhagens de células L929,
mesmo apds o periodo de 48 horas de incubagao, comprovando assim sua
adequadacao para aplicacbes in vivo. Concluiram que 0s nanocristais
sintetizados pelo método de precipitacao alcalina e revestidos com quitosana
sdo adequados para aplicacbes em biosensores e entrega de farmacos
especificos além de hipertemia.
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3 METODOLOGIA
3.1 Materiais

Os materiais e reagentes utilizados nesta pesquisa foram:
Para a sintese das NPMs:
e Ureia - CO (NHy), - 98% - VETEC;
¢ Nitrato de ferro nonohidratado - Fe(NO3)39H20 - 99% - VETEC,;
¢ Nitrato de zinco hexahidratado - Zn(NQO3)..6H,0 - 99% - VETEC;
¢ Nitrato de niquel hexahidratado - Ni (NOg3), .6H20 - 98% - VETEC;
¢ Nitrato de cobalto Il trihidratado - Co(NO3)2.3H20 - 98% - VETEC;
Para o processo de silanizagao:
e NPMs sintetizadas;
e 3-aminopropiltrimetoxisilano — APTS - [H2N(CH2)3Si(OCHs)s] - 97% -
SIGMA-ALDRICH;
e Tolueno — C7Hg — SIGMA-ALDRICH;
o Alcool etilico — C,HsO — SIGMA-ALDRICH;
Para o processo de funcionalizacao com quitosana:
e NPMs silanizadas;
e quitosana — Qs - (C12H24N20g) - 98% - ALDRICH;
e Acido Acético Glacial (CH3COOH) — SYNTH;
e Hidréxido de Sodio (NaOH) — SYNTH;
Para a preparacao do PBS:
o Fosfato de s6dio monobasico — NaH>,PO4H,O — VETEC;
e Fosfato de potassio dibasico anidro — Ko.HPO4 — VETEC;

3.2 Sintese Quimica das NPMs

As solugbes contendo os reagentes oxidantes e fonte de cétions
metélicos e a ureia (agente redutor) foram obtidas a partir da valéncia total dos
reagentes oxidantes e redutores usando a teoria dos propelentes e explosivos
propostos por Jain et al.(1981), de modo a favorecer a relagdo estequiométrica

oxidante/combustivel, ® = 1.
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A mistura redox dos reagentes oxidantes e redutores preparados de
acordo com a estequiometria pré-estabelecida foi obtida em um recipiente com
capacidade de producédo em bateladas de 20 g e submetidos ao aquecimento
direto em um reator conico com resisténcia elétrica (temperatura aproximada
600 °C) (COSTA e KIMINAMI, 2012) até atingir a auto-ignicao (combustao). Em
seguida o produto da reacéo (flocos porosos) foi desaglomerado em malha 325
(abertura ABNT 45 um) e submetido as caracterizagdes. A Figura 3 ilustra o

fluxograma utilizado para a sintese quimica das NPMs em estudo.

Figura 3 - Fluxograma da sintese quimica das NPMs em estudo.

E Mistura dos Reagentes F

Tempoe
Temperatura de
chama de
combustio

Placa Aquecedora

Liberacdo de Gases — Ignicio — Combustdo

Produto da Reacdo (flocos porosos)

Desaglomeracdo — # 325 — P6 de fernitas Ni-Zn e CoFe,0,

Caracterizagdes

As reagles de sintese de combustao para cada sistema de NPMs foram
realizadas em triplicata, sendo especificada por NZ1, NZ, e NZ3 para as NPMs
de Nips5ZngsFe204 € Coy, Coz e Cos para as NPMs de CoFe Oy, alternando-se
dias e horarios, a fim de avaliar a reprodutibilidade da sintese. Para a média
das reacdes os sistemas foram reportados como NZ e Co, para as NPMs de
Nip 5Zno 5Fe-04 e CoFexOy4, respectivamente
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3.2.1 Temperatura e Tempo

A temperatura da reacdao de combustao foi medida por um pirébmetro de
infravermelho (Raytek, modelo RAYR3I + 2°C). A temperatura de reagao foi
medida em um intervalo de tempo de 5 segundos entre cada medig¢édo de forma
on-line, usando uma média de trés reagdes. O tempo da reagdo de combustao
foi medido por um crondmetro digital, marca Technos.

O inicio da medicdo da temperatura da reacao foi efetuado apds a
dissolucao total dos reagentes, e o final da medi¢cao da temperatura de reagcéo
foi obtida apds atingir a temperatura maxima da chama de combustdo. O
pirdmetro possui precisdo para medir temperatura no intervalo de 250°C a
1700°C e 0 mesmo registra automaticamente a maxima temperatura alcangada
durante a combustéo.

O tempo de chama foi medido por 2 maneiras distintas: por um
cronbmetro digital, marca Technos e também graficamente utilizando-se o
gréfico de temperatura em funcao do tempo de reacéo para cada sistema em
estudo. Graficamente, o tempo de chama teve inicio quando a reacao atingiu a
temperatura de ignicdo da reacao, tempo esse que antecede a temperatura

maxima da reacao, e vai até o momento em que a reacao cessa a chama.

3.3 Silanizacao das NPMs

A modificacdo da superficie das NPMs em estudo foi realizada com o
agente silano de acoplamento, APTS, [H2N(CH2)3Si(OCHj3)s]. Para isso foram
colocados 5g do das NPMs previamente seca em estufa a 100°C com 5mL do
reagente APTS misturados em 50mL de tolueno anidro CgHsC(O)OH em um
baldo de trés bocas e fundo redondo de 500 mL. A mistura foi mantida sob
refluxo a 100°C sob agitacédo por 72 horas.

Apés a reacdo de silanizacdo a solucéo foi transferida para tubos de
ensaios e centrifugados em uma centrifuga FANEM modelo baby com
velocidade 500 rpm durante 30 minutos a fim de promover a sedimentacéo das
NPMs. Posteriormente, iniciou-se o0 processo de lavagem utilizando alcool
etilico CH3CH>OH, repetido o processo por 8 vezes e, em seguida colocados
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para secagem em estufa FANEM Modelo 315 a 150°C por 12 horas. A Figura 4

apresenta o esquema ilustrativo para a silanizacao das NPMs.

Figura 4 - Esquema ilustrativo da silanizagdo das NPMs.

NPMs (5g) +Agente Silano (5mL) + Telueno anidro (50mL)

Refluxo a 110°C sob agitacdo por 72 horas

Sedimentacdo das NPMs em centrifuga

Lavagem da mistura por 8 vezes com ilcool etilico

Secagem do produto em temperatura ambiente por 24 hs

Caracterizacoes

As NPMs apds modificacdo da superficie com o agente silano foram
designadas NZS e CoS, para as NPMs de NipsZnosFeOs e CoFexOy,
respectivamente.

3.4 Funcionalizacao das NPMs

Para funcionalizacdo das NPMs com quitosana procedeu-se da seguinte
maneira: 5g das NPMs silanizadas foram pesadas e adicionadas em 50 mL de
uma solugdo de &cido acético (1% v/v) e 1 g de quitosana, sob agitagao
magneética por um periodo de 2 horas.

A solucédo foi vertida em placas de Petri. As placas de Petri foram
colocadas em estufa, em temperatura em torno de 60°C, por um periodo de 24
horas para evaporagcdo completa do solvente, resultando num produto seco.
Uma solugédo de hidréxido de sédio 1 mol/L foi adicionada ao produto, ainda
dentro das placas de Petri, por um periodo de 2 horas, para completa remocéo
de residuos do acido.

Ap6s a reacdo alcalina, o produto foi imerso em agua destilada,
aproximadamente (1 litro) para eliminacdo do excesso do hidréxido de sddio,

por um periodo de 24 horas. Em seguida, o produto foi seco em temperatura
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ambiente por 24 horas. A Figura 5 apresenta o esquema ilustrativo para a

funcionalizacdo das NPMs.

Figura 5 - Esquema ilustrativo da funcionalizacdo das NPMs.

NPMs Silanizadas (5g) + Acido Acético 1%(50mL) + Quitosana (1g)

Secagem em estufa a 60°C por 24 hs

Hidroxido de Sédio (1 molL) + NPMs com quitosana

Lavagem por imersdo em agua destilada durante 24 hs

Secagem do produto em temperatura ambiente por 24 hs

Caracterizacoes

As NPMs apdés funcionalizagdo com quitosana foram designadas NZQ e
CoQ, para as NPMs de Nips5Zng sFe>-0O4 e CoFesOy4, respectivamente.

3.5 Técnicas de Caracterizacao

3.5.1 Difracao de Raios X - DRX

A determinagdo das fases presentes, cristalinidade e o tamanho de
cristalito das amostras em estudo foram determinados a partir dos dados de
difracdo utilizando um difratbmetro de raios X SHIMADZU (modelo XRD 6000,
radiagéo Cu K).

O tamanho médio de cristalito foi calculado a partir da linha de
alargamento de raios X (ds11) por meio da deconvolugédo da linha de difragcao
secundaria do cério policristalino (usado como padrao) utilizando-se a equacao
de Scherrer (AZAROFF, 1964) (Equacéo 1).

onde: D = tamanho de cristalito,
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A = comprimento de onda dos raios X e
0 ; = representa o angulo de Bragg.

A largura B é o alargamento da linha de difracdo, a mesma é
determinada pela meia altura de sua maxima intensidade, usualmente medida
em radianos e é determinada pela equacao 2:

1
:B:E(zel_zez):el_ez (2)
como 01 e B2 sdo muito proximos de Bg a seguinte aproximacao pode ser feita:

0,+60,=0, (3)

Esse ensaio e os tratamentos dos dados foram realizados no Laboratério
de Engenharia de Materiais da UFCG. Para cada amostra foram realizadas trés
ensaios de DRX, a partir dos quais foram obtidos os calculos do tamanho de
cristalito e cristalinidade médio e seus respectivos desvios padroes.

3.5.2 Espectrometria na Regidao do Infravermelho por Transformada de
Fourier - FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um espectrémetro modelo
400 FT-IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer, entre 4000 e 650 cm™, com
resolucdo de 4cm™ e 20 varreduras.

Os ensaios de FTIR foram realizados no Laboratério de Certificagéo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (Certbio) da Unidade Académica
de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande
(UAEMa/UFCG).

3.5.3 Andlise Quimica por Fluorescéncia de Raios X por Energia
Dispersiva - EDX

A andlise semi-quantitativa dos Oéxidos e elementos presentes nas
amostras foram determinados por espectroscopia de fluorescéncia de raios X
por energia dispersiva, em um equipamento modelo EDX-720, da marca
SHIMADZU. Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Engenharia de
Materiais da UFCG.
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3.5.4 Analise Termogravimétrica - TG

A andlise termogravimétrica das NPMs em estudo foram obtidas por
meio de curvas termogravimétricas, obtidas em uma termobalan¢a, modelo
STA 6000 da marca Perkin Elmer, sob fluxo de N> de 20mL/min. com taxa de
aquecimento de 20°C/min, na faixa de temperatura de 30 até 900°C. A Analise
térmica foi realizada no Laboratério do Departamento de Engenharia Quimica

da Universidade Federal de Recife.

3.5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Os aspectos morfolégicos das amostras resultantes foram analisados
por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para a realizacéo
dessa analise, as amostras foram diretamente depositados sobre uma gota de
tinta de prata em porta-amostra de aluminio, dispersos com ultra-som em
acetona e depositados sobre o porta-amostra previamente polidos com
alumina. O porta-amostra foi recoberto com uma pelicula de ouro, que atuou
como meio condutor.

As amostras foram analisadas em um microscépio eletrbnico de
varredura (MEV), marca Philips, modelo XL30 FEG do laboratério de
Caracterizacao Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia de Materiais

da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.5.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao — MET

O tamanho e a morfologia das particulas e/ou aglomerados das
amostras também foram analisados por microscopia eletrénica de transmissao
(MET). Para a analise foi utilizado um microscopio eletrénico de transmisséao
modelo EM420, marca Philips (voltagem de 120KV) do Laboratério de
Caracterizacao Estrutural (LEC) do Departamento de Engenharia de Materiais

da Universidade Federal de Séo Carlos.
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3.5.7 Caracterizacao Magnética

As caracterizacdes magnéticas das amostras foram feitas por medidas da
curva de histerese de magnetizagdo (M) em fungdo do campo aplicado (H) na
temperatura ambiente, observando-se o0 comportamento das curvas nas
proximidades da origem do plano cartesiano obtendo-se o0s parametros:
coercividade, magnetizacao de saturacdo, magnetizacdo remanente e perdas
por histerese. As perdas por histerese foram determinadas pela area da curva M
x H. Os ciclos de histerese magnética das amostras foram obtidos utilizando um
magnetébmetro de gradiente alternado (AGM) do Departamento de Fisica da

Universidade de Sao Paulo.

3.5.8 Testes Magneéticos In Vitro
3.5.8.1 Preparacao da Solucdo Tampao do PBS

Para a preparacdo da solucdo tampdo do PBS (phosphate buffered
saline) 0,1M com pH 7, seguiu-se as seguintes etapas: preparou-se uma
solugdo 27,69 de NaH.PO4H>O e adicionou-se 1Lde agua deionizada. Depois
se preparou outra solugdo com 28,4g de KoHPO4 e 1Lde 4gua deionizada. Para
obter um pH 7, misturou-se em um baldo volumétrico de capacidade de 200mL,
39mL da solucdo de NaH,POsH.O e 61mL da solucdo de Ky;HPOy,,
completando com 100mL de agua deionizada. Apds a checagem do pH em 7,
acondicionou-se a solugdo de PBS sob refrigeragao.

O comportamento magnético das ferritas em estudo foi realizado quando
em presenga de um im& permanente. Foram realizados os testes de
sedimentacao e de separacgao. Para isso, foram colocadas as amostras dentro
de um recipiente contendo solucao de PBS (phosphate buffered saline) 0,1M
com pH 7, e em seguida, aproximou-se o0 ima do tipo neodimio de formato
circular com diametro de 1,2mm. Foram utilizados registros fotograficos com o
auxilio de uma camera fotogréafica Sony 6.0 e um cronometro digital da marca
Tecnos. O teste magnético in vitro foi realizado no Laboratério de Sintese e

Materiais Ceramicos (LabSMaC) da Universidade Federal de Campina Grande.
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3.5.8.2 Teste de Sedimentacao

Para o teste de sedimentacao, utilizou-se 3mL da solucado tampao PBS e
50mg das NPMs colocados em um recipiente tampado, a qual foi agitada
manualmente em angulo de 180° por 30 segundos. O tempo de sedimentagao
foi determinando a partir do momento em que se cessou a agitacao e até o

momento em que nao mais se visualizou a decantacao das NPMs.

3.5.8.3 Teste de Separacao

Para o teste de separacao, em um becker de 10mL, colocou-se 3mL da
solucdo tampao PBS e 50mg das NPMs. Posteriormente, realizou-se agitacao
manual rotativa com o auxilio de um bastdo de vidro e logo em seguida
colocou-se o sistema becker + solucdo de PBS + NPMs sobre o ima. Apés as
NPMs sedimentarem, descartou-se o liquido e levou-as para secagem em
estufa FANEM modelo 315 a 100°C por 3 horas. Depois de decorrido este
tempo, pesou-se as NPMs.

3.5.9 Citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras foi determinada pela porcentagem de
células que permaneceram viaveis, ap0s a exposi¢cdo da populacao celular a
diversas concentracoes do extrato da substancia teste. Para calcular essa
porcentagem utilizou-se um corante vital e um agente acoplador de elétrons que
ao ser incorporado pela célula produz um composto de coloragédo especifica que
pode ser detectado por um espectrofotbmetro. A intensidade da cor resultante
da incorporacao celular é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis
em cultura. De acordo com ISO 10993-5, uma amostra é considera citotdxica se
a viabilidade celular (V.C.) resultante da exposicao das células ao extrato de
maior concentracao for menor do que 70% (V.C. < 70%).

O teste de citotoxicidade das amostras em estudo foi conduzido de
acordo com as normas ISO 10993-5 (Biological Evaluation of Medical Devices —
part 5 - Tests for in vitro cytotoxicity) e 1ISO 10993-12 — (Biological Evaluation of
Medical Devices — part 12: Sample preparation and reference materials), em que
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para a conducao desse teste utilizou-se células de ovario de hamster chinés da
linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61). Os materiais de referéncia utilizados foram o
PEAD (controle negativo — nao citotéxico) e o latex (controle positivo —
citotdxico).

Para a realizagdo do ensaio pesou-se aproximadamente 800 mg do
controle negativo e do controle positivo. As amostras dos materiais de referéncia
foram utilizados para preparar dois extratos na concentragdao de 200 mg/mL, em
que os mesmos foram preparados de acordo com o POP_TEC_002 -
preparacao dos extratos.

Para aplicacdo e preparacdo da substancia em teste, no caso as
amostras em estudo, pesou-se 1,86 g dos pés, em dois tubos de 15 mL, onde as
amostras em teste foram utilizadas para preparar dois extratos na concentragcédo
de 200 mg/mL, também de acordo com o POP_TEC_002 — preparacdo dos
extratos.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratério Biosintesis P&D do
Brasil LTDA em Sao Paulo — SP de acordo com a parceria estabelecida com a
Empresa JHS Laboratério Quimico LTDA (JHS Biomateriais).

3.5.10 Teste de Imobilizacao da GOx

3.5.10.1 Método Bradford

O método de Bradford é utilizado para quantificar proteinas totais
solubilizadas em meios sem detergentes. Esta técnica utiliza o reagente de
Bradford, cujo principal componente é o corante Coomassie brilliant blue G-
250. A interacdo do corante com as proteinas ocasiona a mudanca de
coloragao da solucdo, sendo o aumento da tonalidade relacionado ao aumento
da concentracédo protéica (BRADFORD, 1976).

A mudanca na coloracdo foi analisada por meio de um
espectrofotdmetro (marca BEL photonics, modelo SP 2000UV) no comprimento
de onda de 595nm. A concentracdo de uma substancia em uma determinada
amostra pode ser determinada através da comparacao da intensidade da cor
obtida nesta amostra com a intensidade da cor produzida em uma solucédo

padrao. Para isso foi realizada uma série de determinacées com concentracoes
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crescentes da solugdo padrao de BSA (albumina de soro bovino) com a
solucdo tampao PBS, medindo as suas respectivas absorbancias, gerando
assim uma curva de calibragcédo a partir dos valores de absorbancia observados
no ensaio a ser realizado. O reagente de Bradford foi adquirido diretamente na
Sigma-Aldrish.

3.5.10.2 Imobilizacdo da GOx

Para este teste de imobilizagdo foi utilizada a enzima glucose oxidase
(GOx). Primeiramente pesou-se 5 mg de GOX, diluida em 100 mL da solucao
tampao de PBS. Posteriormente, pesou-se 3 mg das NPMs em estudo.
Separou-se 1 mL da solugdo preparada com GOX e adicionou-se as
nanoparticulas pesadas em um tubo de ensaio. A reagdo prosseguiu durante 4
h em um shaker (marca Marconi, modelo MA-420) sob 4°C, pressao
atmosférica de 1 atm e agitacdo de 200 rpm. Para atingir 4°C, a solugao foi
colocada em um recipiente de isopor com gelo, e a temperatura sera
monitorada através de um termdémetro.

Apbs 4 hs, tirou-se uma aliquota de 0,2 mL da solucdo de GOX e
adicionou-se 6 mL do reagente Bradford.

A solugcdo GOX + reagente de Bradford foi acondicionada em tubos de
vidro, enrolados com papel aluminio, a qual permaneceeu em repouso por
aproximadamente 10 minutos, tempo necessario para que ocorra uma
interagdo entre o corante e a proteina. Apés 10 minutos, 3 mL da solugao
foram colocados nas cubetas e levados para o espectrofotdmetro, marca BEL
photonics, modelo SP 2000UV, onde leu-se a absorbancia medida.

A absorbancia foi medida para cada amostra em triplicata. Juntamente
com os dados de absorbéancia e a curva de calibragdo a este teste determina-
se a concentragdo de GOX imobilizada pelas NPMs.

Por meio de um balanco de massa realizado nesse sistema a
quantidade de GOx imobilizada pelas NPMs sera calculada por meio da

equacao 4 :
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v(C, ~C,)
q=——"— 4)

mads

Onde:
g é a quantidade de GOX imobilizada pelas nanoparticulas;
v € o volume da amostra
Ci concentracao de GOx inicial;
Crconcentracao de GOX apés as 4 horas
Mags € @ massa de nanoparticulas utilizadas
Os ensaios preliminares da imobilizagdo da GOX foram realizados no
Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Tempo e Temperatura de Reacao

Na Figura 6 encontra-se ilustrada a variagdo da temperatura em fungéo
do tempo das reac¢des de combustdo das NPMs de Nips5Zng sFe-O4e CoFesOs4.

Figura 6 - Variacdo da temperatura da reacao em funcédo do tempo de reacao
referente as NPMs sintetizadas em triplicata (a) NZ e (b) Co.
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Na Figura 6a, observa-sede maneira geral para as reacoes das NPMs
de NipsZnosFe204 (NZy, NZ> e NZ3) apresentaram comportamento temperatura
x tempo semelhantes, com oscilagbes de temperatura no inicio da reacgéao,
anterior aos 140s mantendo a temperatura praticamente estavel, por volta de
350°C. A partir desse momento ocorreu um brusco crescimento da temperatura
até atingir seu maximo em aproximadamente 673°C, 622°C e 593°C onde
houve uma queda para temperatura de aproximadamente 400°C, no intervalo
de 160 a 205s.

Mediante a Figura 6b observa-se para as trés reagdes das NPMs de
CoFex04 (Co1, Coz e Cos) que o comportamento da temperatura em funcao do
tempo foram semelhantes entre si. A temperatura da reagdo se manteve quase
constante, com pequenas oscilacbes de temperatura. Verificou-se certa
estabilidade da temperatura em aproximadamente 355°C até o intervalo de
1120s. Logo apéds verificou-se um crescimento exponencial da temperatura,
onde atingiu picos de 624°C, 752°C e 730°C, respectivamente para as reagoes
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Co1, Co2 e Co3, num intervalo entre 1120 e 1145s, caindo bruscamente para
aproximadamente 342°C. Como esperado, a temperatura da chama de
combustdo aumentou substancialmente logo apds a ignicdo, atingindo a
temperatura maxima da reagéo.

Na Tabela 3, encontram-se reportado os valores médios dos
parametros: cor da chama, tempo de chama média medida pelo gréafico (s) —
tmg, tempo de chama médio medido pelo crondmetro (s) - tmc, temperatura de
chama maxima média (°C) - Tmax, tempo total médio de reagdo (s) - tiota €
rendimento médio da reacdo (g) — Rm, observados e medidos durante as
reagcOes em triplicatas para as NPMs de Nig5ZngsFexO4 e CoFexOy .

Tabela 3 — Parametros avaliados durante as reacées de combustao para as
NPMs de Ni0,52n015F6204 e COF6204_

Parametros Nig,5ZnosFe204 (NZ) CoFe;04 (Co)
Cor da Amarela Amarela
chama

tmg (s) 67,0 £6,9 58,0 £ 12,8
tme (s) 72,0 £6,2 38,0+11,8
Tmax (°C) 629,0 + 33,1 702,0 £ 51,6
total (s) 201,0 £8,5 1177,0+9,2
Rm (9) 12,3+11 19,1 £0,9

Por meio da avaliacao da cor de chama, foi possivel verificar durante o
desenvolvimento experimental das reacées de combustdo para a obtencéo das
NPMs que a chama apresentou coloracdo amarela para ambos os sistemas
nas trés reagdes realizadas. Com relagdo ao tempo de chama médio, tanto
obtido mediante o grafico da Figura 6a quanto medido utilizando o cronémetro
digital, observou-se que os valores obtidos para as NPMs de Nigs5Zng sFe204 foi
maior em aproximadamente 13% e 47% quando comparado com os valores do
tempo de chama observado para as NPMs de CoFe;O,4. Isto provavelmente
deve-se a existéncia dos ions diferentes Co, Ni e Zn na composi¢do das NPMs,
0s quais contribuem de maneira diferente para a cinética da reacéo.

Para as NPMs de CoFe>O4 a reagado foi mais demorada apresentando
um tempo total de reacdo de quase 6 vezes superior as reacgdes das NPMs de
NipsZnosFe>04, porém com tempo médio de chama 47% inferior,
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Possivelmente este fato refere-se ao ion cobalto presente nas NPMs de
CoFeo0O4, uma vez que estes ions apresentam propriedades tais como: calor
de fusao, calor de vaporizacdo, ponto de ebulicdo e de fusdo maiores quando
comparados com os ions de Ni e Zn presentes nas NPMs de NipsZngsFex04 A
temperatura maxima da chama para as NPMs de CoFexO4 foi
aproximadamente 10% maior quando comparada com as das reacdes das
NPMs de NipsZnosFe>04 Assim, a temperatura da chama e o tempo da reacao
dependem diretamente das caracteristicas intrinsecas dos ions metalicos
presentes nos precursores utilizados na reacao.

O rendimento médio da reacdao para as NPMs de CoFe,O4 foi
aproximadamente 35% maior quando comparado ao rendimento médio da
reagcao para a obtengdo das NPMs de Nips5Zng sFe>0O4. Possivelmente, este fato
esta relacionado com o comportamento observado da reagdo dentro do
recipiente, uma vez que para as NPMs de CoFe,O4 a solugcao se encontrou
mais concentrada e menos espalhada enquanto que para as NPMs de
Nios5Zno sFe>204 observou-se mais espalhada, chegando a atingir toda parede
do recipiente e fazendo com que o rendimento fosse menor devido as perdas
dos reagentes em volta do recipiente.

De modo geral, verificou-se que os parametros de sintese relatados
acima, sao dependentes diretamente das caracteristicas intrinsecas dos
elementos quimicos que fazem parte do sistema das NPMs em estudo, ou seja,
dependendo da composicdo quimica a cinética da reacdo de combustao
procederd de forma diferenciada o que contribuira para tempos de chama e
temperaturas de combustédo especifica para cada sistema em estudo.

Analisando pelo lado da reprodutibilidade, verifica-se que foi possivel
obter as reacoes com caracteristicas aproximadas, porém como os valores dos
desvios padrées dos parametros observados foram relativamente elevado é

mais estavel sempre trabalhar com uma mistura do produto de vérias reagdes.
4.2 Difracao de Raios X - DRX
Na Figura 7 encontra-se ilustrado os difratogramas de raios X das NPMs

de NipsZngsFe>04 e CoFe>,O4 como sintetizadas por reacdo de combustao (NZ
e Co), silanizadas com o APTS (NZS e CoS) e funcionalizadas com quitosana
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(NZQ e CoQ). Os DRXs das amostras realizadas em triplicata encontram-se no

anexo A.

Figura 7 — Difratogramas de raios X experimental e o padrdo JCPDS para as

ferritas em estudo (a) NigsZngsFe>04 € (b) CoFe0s4.
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Mediante os difratogramas de raios X da Figura 7a e 7b, observa-se
para as NPMs de NigsZngsFe2Os e CoFexO4 houve a formacao da fase Unica
do espinélio inverso NigsZng sFe>04 € CoFex04, identificados mediante as fichas
cristalografica (JCPDS 52-0278 e JCPDS 22-1086), respectivamente, indicando
que a sintese foi eficiente para a formacdo completa das fases. Pode-se
observar que todos o0s picos apresentam-se bem definidos, com elevada
intensidade e largura basal de todas as reflexdes identificadas. A relagcéo entre
a intensidade e a largura basal permitiu avaliar que as NPMs sintetizadas
apresentam caracteristica de particulas nanométricas e com boa cristalinidade.

Observa-se que o background (ruidos) na NPMs de CoFe.O4 foi mais
intenso que para as NPMs de Nips5ZngsFe>04 e isto dificultou a determinacao
dos parametros de cristalinidade e tamanho de cristalito com maior precisao.
Pode-se verificar que a silanizagcdo com o APTS e posterior funcionalizacéo
com a quitosana aumentaram o backgraund, porém a intensidade dos picos de
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difracdo e a largura basal ndo foram alteradas, indicando que a presenga do
agente silano e da quitosana nao alterou a estrutura cristalina das NPMs em
estudo.

A Tabela 4 exibe os dados estruturais de cristalinidade e tamanho de
cristalito médio com seus respectivos desvio padrdo para o pico de maior
intensidade (311) — primeira ordem de difragédo - obtidos a partir dos resultados
de DRX para as NPMs de NipsZnosFe-Os € CoFe>,O4 como sintetizada,
silanizada com APTS e apos funcionalizagdo com quitosana realizadas em

triplicata.

Tabela 4 — Cristalinidade, tamanho de cristalito para pico de maior intensidade
(31 1) para as NPMs de Nio,52n0,5F9204 e COF9204.

Tamanho de
Cristalinidade

NPMs Caddigos cristalito médio
média (%) * o
(311) (nm) t o

NZ 36,26 £ 1,96 68,02 * 6,32

Nio,5ZNng sFe204 NZS 22,00 + 2,30 75,16 £ 8,66
NZQ 17,96 £ 4,75 54,96 + 6,79

Co 24,64 + 1,61 67,94 + 3,19

CoFex04 CoS 29,22 + 0,94 70,40 £ 7,11
CoQ 28,26 + 5,42 65,00 £ 5,19

De maneira geral, para as ferritas em estudo observa-se com desvio
padrdao nao houve variacées significativas no tamanho de cristalito médio e na
cristalinidade média, indicando assim que a silanizagdo e funcionalizagdo com
a quitosana foram efetivas e que a estrutura das NPMs foi preservada, visto
gue nao apresentaram o surgimento de outra fase (fases secundarias).

Os resultados obtidos nesta pesquisa encontram-se de acordo com 0s
resultados observados por Liu et al, (2012) quando obtiveram o
sistemaNip 5Zng sFe204/SiO,> e observaram por meio dos padrées de DRX que
com o aumento do teor de silica (0 - 0,20 em peso), por causa da natureza nao
cristalina da silica, os picos correspondentes tornam-se menos intensos e mais
largos, o que implicou em uma menor cristalinidade e menor tamanho de

cristalito, porém, como esta alteracao foi discreta, verificou-se que a presencga
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do agente silano nao alterou a estrutura as NPMs Nig 5Zno sFe-0O4 em estudo.

Resultados observados por Covaliu et al, (2013) ao estudarem a
obtengdo demateriais nanoestruturados hibridos de CoFe»O4 revestidos por
biopolimeros polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) com a finalidade
de aplicagbes biomédicas concluiram que os nanohibridos de NPMs de cobalto
revestidas por PVP e PEG preservaram a estrutura cristalina da ferrita. Estes
resultados estdo também em corcondancia com os resultados obtidos nesta
pesquisa.

Assim, os resultados mostraram que a presenca do silano e da
quitosana nao promove a formacdo de fases secundarias e nem alteram a
estrutura das NPMs, indicando assim que as ligagdes ocorrem apenas nas
regidbes amorfas do polimero sem interferir na cristalinidade do material
magneético. Esta constatacdo também foi reportada nos estudos de Yuwei e
Jianlong, (2011), quando preparam Fe3zO4 pelo método de coprecipitacdo com
quitosana, observaram que os resultados de DRX para Fe3O4 pura e Fe3Oq4
com quitosana foram coincidentes, ou seja, a estrutura das NPMs n&o foi
modificada com a adi¢ao da quitosana.

4.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de
Fourier- FTIR

Na Figura 8 encontram-se 0s espectros vibracionais na regiao do
infravermelho, na faixa de 4000 — 400 cm™, referente as NPMs de
Nips5ZnosFe204 e CoFexO4 como sintetizadas por reagdo de combustao,
silanizadas com APTS e apo6s funcionalizagdo com quitosana.

De acordo com os espectros das NPMs de NipsZngsFe-O4 € CoFexO4
como sintetizada (NZ e Co), observa-se duas bandas fracas de absorcao por
volta de 1600 e 3600 cm™ que sdo atribuidos ao estiramento do grupo O-H
devido a agua livre e/ou absorvida.
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Figura 8 — Espectros na regido do infravermelho referente as NPMs em estudo
(a) Nio,52n0,5F6204 e (b) COF8204,
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Outra banda fraca de absor¢cédo pode ser observada em volta de 1400
cm™ atribuida & vibracdo da ligacdo N-O decorrente do nitrato usado para
obtencao das NPMs, grupo este presente no produto da reacdo de combustao.
Na faixa de 1000-400 cm™, as bandas no infravermelho dos sélidos sao
geralmente caracterizadas por vibragcbes de ions na rede do cristal. As
principais bandas neste intervalo estdo por volta de 600 e 400 cm’
correspondente aos estiramentos v; e v, dos sitios tetraédricos e octaédricos
da estrutura cristalina do espinélio inverso. Pode-se observar mediante os
espectros, a presenca destas duas bandas v; e v, caracteristicas da estrutura
espinélio para as NPMs sintetizadas (NZ e Co), silanizadas com o APTS (NZS
e CoS) e funcionalizada com quitosana (NZQ e CoQ).

A presenca destas bandas v; e v, caracteristicas dos sitios tetraédricos
e octaédricos da estrutura cristalina do espinélio. também foi reportada por
SANTOS, (2011) quando estudou NPMs de NipsZng sFe-O4 dopadas com ions
Cu?* e AP** por reagdo de combustdo e por Khandekar et al., (2011), quando
estudaram as propriedades estruturais e elétricas das NPMs de cobalto

sintetizada por reacdo de combustdo e o efeito da temperatura de calcinagao
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sobre as amostras sintetizadas. Os autores observaram estas duas bandas por
volta de 740-780 cm™ e 460-490 cm™. No presente trabalho, estas bandas
foram observadas paras as NPMs de NipsZnosFe-O4 e CoFexO4 como
sintetizadas por volta de 576-575 cm™' e 452-443 cm™', respectivamente.

Para as amostras silanizadas com APTS além das bandas visualizadas
para NPMs como sintetizadas, observou-se uma banda de absorcao larga em
torno 3900-3500 cm™ atribuido a sobreposicdo nos estiramentos dos grupos
funcionais O-H e/ou Si-OH. Observou-se também a presenca de bandas em
torno de 1150 cm™ e 1022 cm™ que correspondem ao estiramento assimétrico
do grupo Si-O- proveniente da modificacdo da superficie com o agente silano
APTS.

Kooti e Afshari (2012) ao prepararem um catalisador constituido por
acido fosfotungstico suportado em nanoparticulas de cobalto revestidos por
silica observaram bandas de absorcao caracteristicas de ligacdes simétricas e
assimétricas do grupo Si-O-Si por volta de 1088 cm™. Tang et al. (2012),
quando estudaram o compdsito CoggNigoFe204/PVP usando o agente de
acoplamento silano metacrilato de 3-trimetoxissili observaram bandas
caracteristicas do agente silano indicando que os grupos reativos foram
introduzidas na superficie das nanoparticulas, ou seja, as nanoparticulas
silanizadas foram formadas por uma reacdo entre o silano e o0s grupos
hidroxilas da superficie das nanoparticulas. Os resultados de Kooti e Afsahri
(2012) estdao em concordancia com os resultados da presente tese.

Para as amostras funcionalizadas com quitosana além das bandas
visualizadas para as NPMs como sintetizadas e silanizadas observou-se uma
banda de absorgdo larga em torno 3800-3300 cm™ atribuida & sobreposicéo
nos estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ou N-H, assim como as ligagdes
de hidrogénio intermoleculares das cadeias do polissacarideo. Observou-se em
torno de 3000 cm™ a presenca de uma banda ocasionada por vibracdes de
estiramento do grupo C-H assimétrico e simétrico, provenientes dos grupos
metila pertencentes aos radicais da quitosana que nao foram desacetilados e
aos radicais metilenos existentes na estrutura. Caracteristica esta também
confirmada por Fidéles (2010), quando promoveu a reticulacao de filmes de
quitosana para aplicacdo como biomaterial.
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As bandas em 1690 cm™, 2200 cm™ e 1587 cm™ estéo relacionadas ao
modo de vibragao por estiramento da ligacdo C=0 e a deformacéao da ligacao
N-H, respectivamente. A existéncia dessas duas bandas (C=O e N-H)
conjuntamente indica a presenca de grupos amidas. Em regides proximas a
esta faixa, ocorre absor¢cdo média/forte e larga atribuida ao estiramento nas
aminas primarias. Em aproximadamente 1462 cm™ ocorre uma absorcédo que
pode ser atribuida a deformacédo simétrica de C-H. Algumas destas bandas
confirmam a presenca de materiais organicos, como o agente silano e da

quitosana.

4.4 Analise Quimica por Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva
- EDX

As Tabelas 5 e 6 apresentam os valores experimentais da andlise semi-
quantitativa dos éxidos presentes nas NPMs de NipsZnosFe.0O4 € CoFexOy,
determinados por EDX. Os calculos teéricos do percentual de cada O6xido
presente para as NPMs em estudo encontram-se no Apéndice B. Todos o0s
reagentes utilizados para a sintese das NPMs de NigsZngsFe2O4 € CoFeO4
possuem grau de pureza 98%, isto significa que 2% sao de impurezas,
relatadas pelo fabricante como residuos de cloreto, sulfato, ferro, calcio,
magneésio, potéssio, sodio, niquel, chumbo, zinco e cobalto. Estes ensaios
foram obtidos em triplicatas e reportados os valores médios com seus
respectivos desvios padroes.

Tabela 5 - Percentuais de éxidos determinados por EDX presentes nas NPMs
de NigsZnosFe-O4 como sintetizada, silanizada com APTS e funcionalizada

com quitosana.

Oxidos  NigsZnosFe.0s NZ NZS NzQ
Fe,0s3 67,17 67,08+1,35 64,31+1,31 67,06%0,50
ZnO 17,11 15,50+0,32 15,41+0,15 13,79+0,31
NiO 15,71 16,72+1,22 1570+0,21 16,51+1,12
Si0y NC NC 4,50+1,34 1,94+0,26
Al,O3 NC 0,690+0,23 NC NC

*

CaO NC 0,067+0,005 NC NC
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‘Impurezas: 6xido de silicio, cloreto, sulfato, ferro, calcio, magnésio, potassio, sodio, niquel,
chumbo, zinco e cobalto. NC = ndo consta.
“Valor Tebrico.

De forma geral, para os resultados das NPMs de NipsZnosFes0aq,
observou-se que os valores foram proximos aos valores experimentais,
considerando o fato dos reagentes utilizados conterem 2% de impurezas.
Observou-se também que os valores experimentais dos 6xidos Fe,O3 e NiO se
mantiveram préximas aos valores tedricos, apenas para o oOxido ZnO a
variacdo foi mais significativa, possivelmente por o Zn ser parcialmente
volatilizado. Comportamento semelhante a este ja foi relatado por Vieira, 2009
quando estudou a sintese por energia de microondas de ferritas Ni-Zn.

Pode-se observar que apds silanizagcédo e adigdo do polimero quitosana
a presenca do 6xido SiO, proveniente do silano APTS, comprovando assim a
eficacia da silanizagdo e adigdo de quitosana nas NPMs de em estudo.

Ao analisar os resultados de EDX para as NPMs de CoFe>O, verificou-
se que os valores experimentais dos 6xidos Fe,O3; e Co.O3; houve variacao
significativa, porém, como este resultado deve-se a analise semiquantitativa
que realiza um balanco estequiométrico dos éxidos durante as andlises, a
medida que um aumenta, o outro automaticamente reduz, conduzindo ao total
de 6xidos de 100%.

Tabela 6 - Percentuais de 6xidos determinados por EDX presentes nas NPMs
de CoFe>0O4 como sintetizada, silanizada com APTS e funcionalizada com.

Oxidos CoFe,0; Co CoS CoQ
Fe,O3 49,05 63,9311,62 64,44+0,94 61,71+1,08
Co0,03 50,95 35,81+1,45 32,56+0,36 32,49+0,75
SiOy- NC NC 2,80+0,97  4,05+1,67
Al,O3- NC NC 0,10+0,04 NC
Cro0;- NC 0,084+0,02 0,063+0,03 0,07%0,02
ZnO* NC NC NC 0,08+0,01

Impurezas: 6xido de silicio, cloreto, sulfato, ferro, calcio, magnésio, potassio, sédio, niquel,
chumbo, zinco, silicio, aluminio, cromo. NC = Nao consta.

" Valor Teorico.



64

Observou-se também um pequeno aumento na quantidade
composicional de algumas impurezas e consequentemente a reducdo dos
oxidos envolvidos ap6s silanizacao e adi¢do de quitosana as ferritas. Pode-se
observar que apds silanizacao e adigdo do polimero quitosana a presenga do
oxido SiO, proveniente do silano APTS, comprovando assim, a eficacia da
silanizacao e adicdo de quitosana nas NPMs em estudo.

A partir dos dados expressos foi possivel verificar que a amostras apds
silanizacdo e adicdo de quitosana apresentaram quantidade expressiva de
impurezas, isso € motivado pelos procedimentos e introdugdo de mais
reagentes para obter as ferritas hibridas, logo favorece a contaminag¢do do
produto final, introduzindo assim, outros materiais indesejados que se

encontram nas amostras em estudo.

4.5 Analise Termogravimétrica — TG

A Figura 9 ilustra os eventos observados a partir das curvas sobrepostas
de TG e DrTG para as NPMs de NipsZnosFe>04 e CoFe>,O4 como sintetizada
(NZ e Co), a partir dos quais pode-se determinar as temperaturas de
decomposicao e a perda de massa (%).

Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 9a, pode-se
observar que as NPMs de NipsZnosFe2Os como sintetizada por reacao de
combustdo apresentaram perda de massa total equivalente a uma perda de
massa percentual de 4,12%, em trés etapas de decomposicdo. A primeira
etapa ocorre na faixa de 35°C a 200°C com perda de massa de 1,32%, a
segunda perda de massa ocorre entre 200°C a 560°C com perda de 2,20%, € a
terceira perda de massa ocorreu entre 560°C até 796°C referente a uma perda
de massa de aproximadamente 0,60%.
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Figura 9 — Curvas sobrepostas de TG e DrTG das NPMs de NipsZngsFe2O4 €
CoFe-0O4 como sintetizadas por reacao de combustéo: (a) NZ e (b) Co.

TG DrTG.
(mg) mg/min)
a L
11,2 (@) 0.12
0,10
1,14 0,08
11,0 4 - 0.08
L 0,04
1097 - 0,02
1084 | 000
0,02
10,7 4 - -0,04
T T
0 300 ... 600 900
Temperatura ("C)
TG DTG
(mg (mg/min)
804 (b)
- 0,8
8,02
8,00 - 0,6
7,98 -
- 0,4
7,96 -
7,94
- 0,2
7,92 -
7,904 \ o~ 0,0
7,88 T T
0 300 0., 600 900

Temperatura ("C)

Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 9b, pode-se
observar que as NPMs de CoFe>O4 como sintetizada por reagcao de combustao
apresentaram perda de massa total equivalente a uma perda de massa
percentual de 1,64%, em trés etapas de decomposicdo. A primeira etapa
ocorre na faixa de 35°C a 200°C com perda de massa de 0,66%, a segunda
perda de massa ocorre entre 200°C a 582°C com perda de 0,95%, e a terceira
perda de massa ocorreu entre 582°C até 839°C referente a uma perda de
massa de aproximadamente 0,04%.
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Observa-se também para as NPMs de CoFe;Os que na faixa de
temperatura de 620°C a 770°C houve um aumento de massa que pode ser
causado por uma possivel reducdo dos ions de Fe® & Fe®" proveniente da
atmosfera dos gases de sintese. Esta redugdo favorece a formagao da fase
magnetita (FeFe>0,), porém a quantidade deve ser muito discreta na forma de
tracos, o que nao foi detectado nos difratogramas de raios X ilustrados na
Figura 7b. Comportamento semelhante foi reportado por Ge et al. (2012)
quando estudaram a remocdo de ions de metais pesados presente em
solugdes aquosas por nanoparticulas magnéticas com superficie modificada e
por TG observaram ganho de massa devido a oxidacao da Fe3O..

De maneira geral, a primeira perda de massa est4d associada
evaporacao de agua adsorvida fisicamente. A segunda perda de massa, esta
associado a remocdo de agua estrutural (desidroxilagdo) da superficie das
NPMs. A terceira perda de massa corresponde a recristalizacdo da fase do
espinélio em estudo.

A Figura 10 ilustra os eventos observados a partir das curvas
sobrepostas de TGA e DrTG para as NPMs de NipsZngsFe-O4 € CoFexOy4
silanizadas com o APTS (NZS e CoS), a partir das quais pode-se determinar as
temperaturas de decomposicao e a perda de massa (%).

Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 10a, pode-se
observar que as NPMs de NipsZngsFe>O4 apds silanizadas com o APTS
apresentaram perda de massa total equivalente a aproximadamente 13,14%,
em trés etapas de decomposicdo. A primeira etapa ocorre na faixa de 33°C a
200°C com perda de massa de 1,91%, a segunda perda de massa ocorre entre
200°C a 561°C com perda de 7,32%, e a terceira perda de massa ocorreu entre
561°C até 669°C referente a uma perda de massa de aproximadamente 3,91%.

Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 10b, pode-se
observar que as NPMs de CoFe,O4 apés silanizadas com o APTS
apresentaram perda de massa total equivalente a uma perda de massa
percentual de 3,87%, em trés etapas de decomposicdo. A primeira etapa
ocorre na faixa de 35°C a 190°C com perda de massa de 0,21%, a segunda
perda de massa ocorre entre 190°C a 620°C com perda de 3,11%, e a terceira
perda de massa ocorreu entre 620°C até 870°C referente a uma perda de
massa de aproximadamente 0,58%.
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Figura 10 — Curvas sobrepostas de TG e DrTG das NPMs de Nip5ZngsFe-O4 e

CoFe,0y4 silanizadas com o APTS: (a) NZS e (b) CoS.
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De maneira geral, para as NPMs silanizadas com o APTS, a primeira
perda de massa esta associada evaporacdo de agua adsorvida fisicamente
pelas NPMs silanizadas. A segunda perda de massa, esta associado a
remocdo de 4&gua estrutural (desidroxilacdo) da superficie das NPMs
silanizadas como também a decomposicao do agente silano APTS. A terceira
perda de massa pode ser atribuida a condensacao do silanol. Estas mesmas
caracteristicas foram reportadas por KHANNA e VERMA (2013) quando
estudaram a ferrita de potassio KFe,O,4 revestida por silica.
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A Figura 11 ilustra os eventos observados a partir das curvas
sobrepostas de TGA e DrTG para as NPMs de NiysZng sFe-O4 e CoFe,O4 apds
funcionalizacdo com quitosana (NZQ e CoQ), a partir dos quais pode-se

determinar as temperaturas de decomposigéo e a perda de massa (%).

Figura 11 — Curvas sobrepostas de TG e DrTG das NPMs de NipsZngsFe-O4 e
CoFex04 apos funcionalizagdo com quistosana: (a) NZQ e (b) CoQ.
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Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 11a, pode-se
observar que as NPMs de NipsZngsFe>0O4 apds funcionalizada com quitosana
apresentaram perda de massa total equivalente a uma perda de massa
percentual de aproximadamente 52,02%, em quatro etapas de decomposicao.
A primeira etapa ocorre na faixa de 30°C a 200°C com perda de massa de
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7,61%, a segunda perda de massa ocorre entre 200°C a 282°C com perda de
8,89%, a terceira perda de massa ocorreu entre 282°C até 590°C referente a
uma perda de massa de aproximadamente 11,29% e a quarta perda de massa
ocorreu na faixa de temperatura de 590°C até 740°C referente a uma perda de
aproximadamente 24,23%.

Ao visualizar as curvas relativas a TG e DrTG na Figura 11b, pode-se
observar que as NPMs de CoFe,O4 apds funcionalizada com quitosana
apresentaram perda de massa total equivalente a uma perda de massa
percentual de 36,22%, em quatro etapas de decomposi¢do. A primeira etapa
ocorre na faixa de 30°C a 204°C com perda de massa de 5,33%, a segunda
perda de massa ocorre entre 204°C a 298°C com perda de 5,79%, a terceira
perda de massa ocorreu entre 298°C até 530°C referente a uma perda de
massa de aproximadamente 7,01% e a quarta perda de massa ocorreu na faixa
de temperatura de 530°C até 803°C referente a uma perda de
aproximadamente 18,12%.

De maneira geral, para as NPMs funcionalizadas com a quitosana, a
primeira perda de massa estd associada a evaporacdo de agua adsorvida
fisicamente pelas NPMs com quitosana. Pode-se observar que essa primeira
perda de massa foi superior quando comparada com as NPMs como
sintetizadas, pois pode esta relacionado ao carater hidrofilico que a quitosana
proporciona as NPMs. Comportamento semelhante a este que foi também
reportado por Dodi et al. (2012) quando estudaram nanocompdsitos de
particulas magnéticas com quitosana. A segunda perda de massa, esta
associado a remocado de agua estrutural (desidroxilacdo) da superficie das
NPMs, decomposicdo do agente silano APTS e as cadeias carbdnicas da
quitosana. A terceira e quarta perda de massa pode ser atribuida a
decomposicao da quitosana. De acordo com a literatura (SHETE et al., 2014) a
quitosana se decompde em torno de 200°C, logo, nesta faixa de temperatura
observada na curva TG toda a quitosana ja tem se decomposta, resultando
numa elevada perda de massa.

As temperaturas de decomposicado dos diferentes eventos e a perda de
massa (%) obtidas a partir das curvas termogravimétricas reportadas nas
Figuras 9, 10 e 11, estao contidas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Temperatura de decomposicéo e perda de massa durante a analise

termogravimétrica para as NPMs em estudo.

Temperatura de

Perda de

Amostra Decomposicao (°C) Massa (%)
35 -200 1,32
NZ 200 — 560 2,20
560 — 796 0,60
33 -200 1,91
NZS 200 - 561 7,32
561 — 669 3,91
30 -200 7,61
NZQ 200 — 282 8,89
282 — 590 3,91
590 — 740 24,23
35 -200 0,66
Co 200 — 582 0,95
582 — 839 0,04
35-190 0,21
CoS 190 - 620 3,11
620 — 870 0,58
30 -204 5,33
CoQ 204 — 298 5,79
298 — 530 7,01
530 — 803 18,12

Ao comparar os resultados obtidos para as NPMs de NipsZngsFe-O4 €

CoFesO4 sintetizadas, silanizadas com o APTS e funcionalizadas com

quitosana observou-se que as NPMs funcionalizadas com a quitosana (NZQ e

CoQ) apresentaram uma perda de massa superior as NPMs sintetizadas (NZ e

Co) e silanizadas com o APTS (NZS e CoS). Isto pode ser justificado pelo fato

da quitosana ser uma macromolécula polimérica que quando submetida a altas
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temperaturas tendem a sofrer decomposicdo de sua cadeia liberando
monémeros livres (FURTADO, 2013).

4.6 Micoscopia Eletronica de Varredura - MEV

A morfologia das NPMs de NigsZngsFe2O4 e CoFexO4 obtidas por reacao
de combustdao (NZ e Co), apés silanizagdo com APTS (NZS e CoS) e
funcionalizadas com quitosana (NZQ e CoQ) podem ser observadas nas
Figuras 12, 13 e 14, em escalas de 20 e 5 um.

Figura 12 - Micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura das
NPMs obtidas por reagédo de combustao: (a) NZ escala de 20 um; (b) NZ escala
de 5 um; (c) Co escala de 20 um e (d) Co escala de 5 um.

Mediante as Figuras 12a, 12b, 12c e 12d, observa-se que as NPMs
sintetizadas (NZ e Co) apresentaram uma morfologia caracterizada por
particulas e/ou aglomerados com formatos irregulares e tamanhos variados
(maiores e menores que 20 pm). Estas particulas estdo possivelmente
interligadas por forgcas fracas e com porosidade interparticulas, o que permite
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que sejam facilmente desaglomeradas. Este comportamento também foi
reportado por Sanjai et al. (2014) quando estudaram NPMs de Fe3O4
sintetizadas por coprecipitagéo.

Para as amostras silanizadas com o APTS (NZS e CoS), Figuras 13a,
13b, 13c e 13d, observou-se aglomerados com aspecto mais rigido e baixa
porosidade, possivelmente devido a ligacdo do silano com a superficie das
NPMs, o qual promove um efeito selador na superficie dos aglomerados e
particulas. Nestes aglomerados as particulas estdo mais interligadas, ou seja,
apresenta uma menor porosidade interparticula, o que € um indicativo da acéo
do agente silano que envolve as particulas diminuindo sua area superficial e
favorecendo a uma menor formacao de aglomerados.

Figura 13 - Micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura das
ferritas silanizadas com o APTS: (a) NZS escala de 20 um; (b) NZS escala de 5

um; (c) CoS escala de 20 um e (d) CoS escala de 5 um.

Estas alteragbes morfolégicas indicam a modificagdo da superficie
NPMs em estudo pelo agente silano, o que vem confirmar os resultados
obtidos nas andlises anteriores.Os resultados observados nesta pesquisa estao
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em concordancia com o trabalho desenvolvido por Wang et al. (2011) quando
estudaram CoFe»0./SiO, seguida de funcionalizagdo com grupo amino para
uso em transportador de imobilizacdo de enzimas, observaram por meio das
micrografias do MEV que a configuracdo da superficie das nanoparticulas em
estudo apresentava-se bastante aspera e rigida.

Figura 14 - Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura das
NPMs funcionalizada com a quitosana: (a) NZQ escala de 20 um; (b) NZQ
escala de 5 um; (c) CoQ escala de 20 um e (d) FoQ escala de 5 um.

Para as amostras apds funcionalizagdo com quitosana (NZQ e CoQ),
Figuras 14a, 14b, 14c e 14d, pode-se visualizar uma morfologia n&o
homogénea, composta por um filme de particulas impregnadas e dispersas
com formatos irregulares. Nota-se que as NPMs apresentam-se como
envolvidas ou encapsuladas pela quitosana. Este mesmo fendémeno também foi
observado por Sanjai et al. (2014) quando estudaram nanoparticulas de 6xido
de ferro superparamagnético (SPIONPs) encapsuladas com quitosana para
uso como agente de contraste para IRM, observaram que a morfologia das
nanoparticulas SPIONP nativas, ou seja, sem adicdo da quitosana, tendiam a
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se agregar devido a sua grande area superficial especifica e alta energia de
superficie e que ap6s adicdo da quitosana, observaram uma dispersibilidade
das SPIONPs, caracteristica esta, desejavel para o seu uso em aplicacoes

biomédicas.

4.7 Micoscopia Eletronica de Transmissao - MET

Nas Figuras 15, 16 e 17 podem ser visualizadas as morfologias das
particulas determinadas por microscopia eletrénica de transmissao (MET) em
campo claro (DF), juntamente com o padrdo de difracdo (SADPs) para as
NPMs de NipsZnosFe.Os e CoFe,O4 obtidas por reagdo de combustao (NZ e
Co), silanizadas com APTS (NZS e CoS) e apés funcionalizacdo com a
quitosana (NZQ e CoQ), respectivamente.

Figura 15 - MET das NPMs de NigpsZnosFe-0O4 € CoFe,O4 obtidas por reagao
de combustao e seu padrao de difracao (SADPs): (a) NZ e (b) Co.

Mediante as Figuras 15a e 15b, observa-se que as NPMs sintetizadas
(NZ e Co) apresentaram uma morfologia caracterizada por particulas e/ou
aglomerados com formatos irregulares e tamanhos variados. Para a amostra
NZ (Figura 15a) observa-se uma morfologia constituida de aglomerados de
particulas com formato aproximadamente esférico, com tamanhos das
particulas entre 6 a 24nm, e tamanho médio de 13nm calculado a partir da
contagem de 10 particulas obtidas por meio das micrografias de MET. Para a
amostra Co (Figura 15b), os tamanhos das particulas variam de 5 a 15nm, e
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tamanho médio de 7nm calculado a partir da contagem de 10 particulas obtidas
por meio das micrografias de MET. Comportamento semelhante foram
reportados por Balavijayalakshmi et al., 2014 quando sintetizaram a ferrita
Cog 4Nig 4Cug oFe2O4 por coprecipitacdo com o objetivo de estudar suas
propriedades estruturais e magnéticas e observaram pelas imagens de MET
que a ferrita em estudo era formada por particulas com forma esférica e
dispersa uniformemente com tamanho de cristalito aproximadamente de 12 a
16nm.

No padrdo de difragéo de elétrons pode- se observar anéis concéntricos,
com linhas bem definidas, que distam uma das outras por largas distancias.
Estes anéis que correspondem aos principais planos {hkl} pertencentes a fase
do espinélio AB»O4, comprovam a cristalinidade do material. A abertura
selecionada permitiu revelar os principais anéis correspondentes a estrutura do

espinélio.

Figura 16 - MET das NPMs de NipsZnosFe>.O4 e CoFe,O4 silanizadas com

APTS e seu padrao de difragdo (SADPs): (a) NZS e (b) CoS.

Mediante as Figuras 16a e 16b, observa-se que as NPMs silanizadas
com APTS (NZS e CoS) apresentaram uma morfologia caracterizada por
aglomerados com aspecto mais rigido e baixa porosidade. Nestes aglomerados
as particulas estdo mais interligadas, ou seja, o agente silano envolveu melhor
as NPMs. Para a amostra NZS (Figura 16a), observa-se que os tamanhos das
particulas variam de 8 a 40nm, com tamanho médio de 21nm. Para a amostra
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CoS (Figura 16b), os tamanhos das particulas variam de 9 a 39nm, e tamanho
médio de 21nm.

Esses resultados estao em concordancia na faixa de valores obtidos por
Khanna e Verma (2013), quando estudaram o revestimento de silica em
nanoparticulas de ferrita de potassio (KFeO,) e observaram a morfologia das
nanoparticulas com formacao de silica revestindo-as com uma distribuicdo de
tamanho de cerca de 10 - 22nm, observou ainda reducdo da aglomeracao
devido o revestimento de silica nas nanoparticulas de ferrita de potassio.

No padréo de difragéo de elétrons, observam-se anéis concéntricos com
linhas finas, pertencentes ao espinélio, verificando que a sinalizacao com APTS
das ferritas nao alterou significativamente a cristalinidade do material. A
abertura selecionada permitiu revelar os principais anéis correspondentes a
estrutura do espinélio.

Figura 17 - MET das NPMs de Nip5Zng sFe>-04 e CoFe»O4 funcionalizadas com
quitosana e seu padrao de difracdo (SADPs): (a) NZQ e (b) CoQ.

Dake 2

De maneira geral para as NPMs ap6s funcionalizacdo com quitosana,
pode-se observar uma morfologia com particulas de formatos irregulares, nao
homogénea, composta por um filme de particulas impregnadas com tamanho
menor e maior que 100nm. Para a amostra NZQ (Figura 17a), os tamanhos
das particulas variaram de 6 a 42nm, com tamanho médio de 25nm. Para a
amostra CoQ (Figura 17b), os tamanhos das particulas variaram de 7 a 125nm,
com tamanho médio de 33nm. O padrao de difracdo de elétrons para as
ferritas funcionalizadas com quitosana apresentaram anéis com linhas
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definidas e afastadas umas das outras. Uma vez que estes anéis
correspondem a familia de planos {hkl} do espinélio em anélise observa-se que
a funcionalizacdo das NPMs com a quitosana causou uma desorganiza¢ao na
rede do espinélio.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com a faixa de valores dos
tamanhos das nanoparticulas reportados por Zhou et al, (2013), quando
estudaram nanoparticulas magnéticas de FezO4 revestidas com quitosana e
observaram nas micrografias do MET que os tamanhos das nanoparticulas
variaram entre 50-92nm,

De maneira geral, observa-se que apés as ferritas serem funcionalizadas
com a quitosana os tamanhos das nanoparticulas aumentaram, ou seja, com a
presenca do biopolimero as pequenas particulas tiveram tendéncia a se

juntarem e ficarem aderidas em conjunto constituindo assim, aglomerados.

4.8 Caracterizacao Magnética

A Figura 18 ilustra o comportamento da magnetizacao (M) em funcao do
campo magneético aplicado (H) por meio do lago de histerese para as NPMs de
Nig 5Zno sFe204 e CoFe>04 obtidas por reacdo de combustédo, apos silanizagcédo
com o APTS e funcionalizadas com quitosana.

Mediante as curvas de histereses das NPMs de NipsZnosFe.O4 como
sintetizadas, silanizadas e funcionalizadas (Figuras 18a e 18b), de forma geral,
observa-se ciclos M x H estreitos indicando, portanto, uma caracteristica de um
material magnético mole (em que se tem facil magnetizacdo e
desmagnetizacao). Pode-se observar, que ap6és a silanizacdo, a magnetizacao
de saturacdo (Ms) e a coercividade (Hc) mantiveram-se muito préximas da
amostra como sintetizada, o que mostra que o silano ndo altera o

comportamento magnético.
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Figura 18 - Curvas de histerese M - H referentes as amostras das NPMs
obtidas por reacdo de combustdo, silanizadas com APTS e funcionalizadas
com quitosana (a) NipsZng sFe204, (b) ampliagdo NipsZngsFe204, (c) CoFexO4 e

(d) ampliagdo CoFeo04.
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Apos a funcionalizagdo com quitosana observou-se uma pequena
reducdo na Ms, mas a curva permaneceu estreita e com praticamente o
mesmo valor de Hc. Logo, pode-se dizer que a quitosana interferiu de forma
significativa na magnetizagdo da amostra, mas ndo mudou a caracteristica de
material magnético mole. Isto pode ser explicado, pelo fato da quitosana ser
um material ndo magnético, criando uma barreira para o alinhamento dos spins
no interior do dominio magnético. Comportamento semelhante a este foi
reportado por Qu et al. (2013) quando estudaram a preparacao, caracterizacao
e citotoxicidade de nanoparticulas Fe3O4 revestidas com quitosana e PEG.

Mediante as curvas de histereses das NPMs de CoFe;Os como
sintetizadas, silanizadas e funcionalizadas (Figura 18c e 18d), de forma geral,
observa-se ciclos M x H bem definidos e relativamente largos, indicando o
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comportamento de um material magnético intermediario (comportamento entre
o material magnético mole e o material magnético duro). Pode-se observar que
apos a silanizacao e funcionalizagdo ocorreu uma reducdo na magnetizacao de
saturagdo, mas o formato da curva se manteve indicando que o material
continuou com caracteristica de material magnético intermediario. Nesta ferrita
observou-se que a presenca do silano e da quitosana na superficie das NPMs
proporcionou uma forte desordem nas rotagdes dos spins, além do mais, por
estes materiais ndo serem magnéticos, criando uma barreira para o
alinhamento dos spins no interior do dominio magnético e desta forma é de se
esperar uma reducdo na Ms com a presenca dos mesmos associados as
NPMs.

Quanto aos valores de Hc nao verificou-se alteragbes significativas nas
NPMs de CoFe>O4 com a presenca do silano e da quitosana. Este mesmo
comportamento observado nas NPMs de NipsZnosFe.Os e CoFexO4 apds
silanizacdo e funcionalizacdo foi reportado por outros pesquisadores, como
pode ser visto a seguir.

Nadeem et al. (2014) quando sintetizaram e estudaram nanoparticulas
de NiFe,O4 revestidas com SiO,, justificaram o efeito da reducdo da
magnetizacdo de saturacdo devido a uma desordem mais forte nos spins na
superficie das nanoparticulas com a presenca de SiO..

Wang et al (2011) prepararam nanoparticulas de CoFeO4
monodispersas em SiO,, e em seguida, funcionalizaram com amino com a
finalidade de imobilizacdo de enzimas e observaram que a magnetizacdo de
saturacdo diminuiu ap6s as NPMs serem funcionalizadas e atribuiram esse fato
ao efeito da camada de revestimento com silica amorfa sobre as NPMs.

Tang et al. (2012) quando estudaram o compdsito Cog gNigoFe204/PVP
usando o agente de acoplamento silano metacrilato de 3-(trimetoxissilil),
reportaram que a magnetizagdo de saturacdo observada para o compdsito
Cop gNip2Fe2O4/PVP foi menor quando comparado com as NPMs de
Cop sNip2Feo04. Essa reducao na magnetizacdo de saturacéo foi atribuida a
presenca do PVP, o qual ndo é magnético e influenciou a uniformidade ou
magnitude da magnetizacao por extinguir o momento magnético da superficie.

Na Tabela 8 estdo apresentados os parametros magnéticos
(magnetizacao de saturacdo - Ms, magnetizacdo remanente - Mr, campo
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coercivo — Hc e perdas por histerese - Wb) obtidos por meio das curvas de
histerese desses materiais.

Tabela 8 - Parametros magnéticos referesntes as NPMs de NipsZnosFe>0O4 e
CoFex0s.

Ms Wb (emu/g
Amostras Mr (emu/g) Hc (kOe) MriMs

(emu/g) x kOe)

NZ 56 5,0 0,09 0,179 519,43
NZS 55 6,0 0,08 0,127 975,97
NZQ 35 4,0 0,09 0,114 619,32
Co 58 24,0 1,14 0,414 804,38
CoS 53 21,0 1,15 0,396 679,75
CoQ 46 20,6 1,70 0,447 486,01

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, verificou-se as
NPMs de Nips5ZnosFe-04 e CoFexO4 apds silanizagdo (NZS e CoS) resultaram
em uma reducdo da magnetizacdo de saturacdo (Ms) de 1,78% e
8,62%,quando comparada com as NPMs como sintetizada (NZ e Co),
respectivamente. ApOs a funcionalizagdo com a quitosana, observou-se
também, uma redugdo na magnetizacdo de saturacdo de 37,5% e 20,7%,
respectivamente para as NPMs Nig 5Zng sFe>04 € CoFeO4 respectivamente.

Estes resultados estdo em concordancia com os resultados reportados
por Sanjai et. al. (2014) quando observaram que ap6s a adi¢cdo de quitosana
em nanoparticulas de éxido de ferro, o valor da magnetizacdo de saturacéao
reduziu de 49 para 17 emu/g (aproximadamente 65% de reducéao), atribuindo
isto, a redugéo do teor das nanoparticulas e ao aumento do teor de quitosana
na incorporagao.

Com base nestes resultados, observa-se que para as NPMs em estudo,
mesmo apds a silanizagdo com o APTS e funcionalizacdo com quitosana,
mantiveram suas caracteristicas magnéticas, ou seja, as NPMs continuaram
sendo fortemente atraidas pelo campo magnético, indicando, assim, a
obtencdo de um material hibrido com caracteristicas magnéticas adequadas

para uso em nanobiotecnologia.
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4.9 Teste Magnético In Vitro
4.9.1 Teste de Sedimentacao

As Figuras 19 e 20 apresentam imagens para os resultados obtidos do
teste in vitro de sedimentagdo magnética para as NPMs de NigsZnosFe.04 €
CoFex0q4.

Para as NPMs de Nip s5Zno sFe>-O4 como sintetizadas (NZ) com a presenca
do im&, observou-se que o tempo de sedimentacao diminuiu de 157s para 79s.
Para as NPMs de Nips5ZngsFe>04 silanizadas com APTS (NZS), o tempo de
sedimentacdo ap6s a presenca do ima diminuiu de 53s para 38s. Para as
NPMs de NipsZngsFe-04 funcionalizadas com quitosana (NZQ) o tempo de
sedimentacao apos a presenca do imé diminuiu de 87s para 59s. Desta forma,
verifica-se que pelo comportamento magnético das NPMs Nip 5Zng sFe»04, suas
particulas sao fortemente atraidas pelo campo magnético induzido por ima.

Figura 19 - Teste in vitro de sedimentacdo, sem e com a presenca de um ima,
para as NPMs de NipsZngsFe204: (a) NZ, (b) NZS e (c) NZQ.
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Observou-se que estes materiais quando proximos a um im& s&o
fortemente atraidos podendo, ser facilmente removidos por atragcdo magnética
comprovando que apds a adicdo do silano e da quitosana nas NPMs nao

interferiu na resposta magnética, exibindo uma alta sensibilidade magnética.
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Figura 20 - Teste in vitro de sedimentagcdo, sem e com a presenga de um ima,
para as NPMs de CoFe-O4: (a) Co, (b) CoS e (c) CoQ.

ﬂ © - © [

-
-~

-

Comportamento semelhante foi apresentado pelas NPMs de CoFe>O4

Com ima

como sintetizadas (Co), em que com a presenca do ima, o tempo de
sedimentacdo diminuiu de 58s para 42s. Para as NPMs de CoFexO4
silanizadas com o APTS (CoS) o tempo de sedimentagédo apo6s a presenca do
im& diminuiu de 38s para 32s. Para as NPMs de CoFe,O4 funcionalizada com
quitosana (CoQ) o tempo de sedimentacdo apds a presenga do ima diminuiu
de 50s para 38s.

Apés a silanizacao das NPMs (NZS e CoS) e funcionalizacdo com a
quitosana (NZQ e CoQ), estas sedimentaram mais rapidamente, com ou sem a
presenca do ima, quando comparadas as amostras apenas sintetizadas (NZ e
Co). Possivelmente, a atuagédo da forgca gravitacional apds adicao do silano e
da quitosana nas NPMs seja mais acentuada, obtendo assim uma
sedimentacdo mais rapida.

De forma geral, observou-se que as NPMs quando préxima a um ima foi
fortemente atraida, com isso, por exemplo, pode ser facilmente removida por
atracdo magnética ja que exibiram uma boa resposta ao im&, e assim,
comprovando a alta sensibilidade magnética destes materiais.

Para os resultados obtidos no teste de sedimentacao para as NPMs de
CoFeo04, observou-se que o tempo para sedimentagdo foi menor quando
comparado com as NPMs de NipsZnosFe-O4. Logo, pode-se dizer que
possivelmente este comportamento deve-se a maior magnetizacao de

saturacao apresentada pela NPMs de CoFex0q.
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Teste de atracdo magnética por um campo magnético externo foi
também reportado por Viswanathan (2011), quando estudou nanoparticulas de
Fe304/PVP/SiO, para promissoras aplicagbes em marcacdao celular,
imobilizacdo de enzimas, terapias contra o cancer, separagao celular e agentes
de contraste. Ele observou que na auséncia de um magneto externo, a
dispersdo em que se encontravam as NPMs era homogénea e laranja
brilhante, quando o ima foi colocado ao lado do recipiente, as nanoparticulas
rapidamente eram atraidas e acumuladas proximo ao ima, comportamento este

semelhante ao observado nesta tese.

4.9.2 Teste de Separacao

As Figuras 21 e 22 apresentam imagens para os resultados obtidos para
o teste in vitro de separagdo magnética para as NPMs de NipsZngsFe>O4 e
CoFex0s.

Figura 21 - Teste in vitro de separacdo magnética das NPMs de
Ni0,52n0,5F6204: (a) NZ, (b) NZS e (c) NZQ.

Figura 22 - Teste in vitro de separagdo magnética das NPMs de CoFe,Oy4: (a)
Co, (b) CoS e (c) CoQ.
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Apés a decantacdao das NPMs na solucdo de PBS acelerada com a
presenca do ima observa-se que para as NPMs apenas sintetizadas (Figuras

21a e 22a), a sedimentagao foi mais lenta, ficando ainda particulas dispersas
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na solugéo, onde ao desprezar o liquido algumas dessas NPMs magnéticas
sao levadas juntas.

Para as NPMs apds silanizagdo e funcionalizagcdo com quitosana
(Figuras 21b, 21c, 22b e 22c), a sedimentagdo foi mais rapida devido
possivelmente a atuagéo da forga gravitacional e assim, levando a decantagao
total. Ap6s a separacao do liquido das NPMs silanizadas, observou-se que
poucas NPMs sao desprezadas junto com o liquido. Observou-se também, que
de forma geral, as NPMs podem ser facilmente separadas da atracdo por
atracdo magnética. Numericamente, a eficiéncia de separacao das NPMs em
estudo esta apresentada na Tabela 9.

De acordo, com os resultados apresentados na Tabela 9, verificou-se
que as NPMs apéds silanizacdo apresentaram maior eficiéncia de separagao
quando comparadas com as NPMs apenas sintetizadas, possivelmente tal
comportamento se deve a presenca do silano. Para as NPMs apenas
sintetizadas (NZ e Co) restaram 0,013g e 0,009g de NPMs dispersas em
solugédo, respectivamente. Para as NPMs apoés silanizagdo (NZS e CoS)
restaram 0,007g e 0,005g de NPMs dipersas na solugao, respectivamente.
Para as NPMs apés funcionalizagdo com quitosana (NZQ e CoQ) restaram
0,011g e 0,01g de NPMs dipersas na solucéo, respectivamente.

Tabela 9 - Eficiéncia de separagédo das NPMs em estudo.

Massa inicial Massa Final Eficiéncia de

Amostras
(9) (9) separacio (%)
NZ 0,050 0,037 74
NZS 0,050 0,043 86
NZQ 0,050 0,039 78
Co 0,050 0,041 82
CoS 0,050 0,045 90
CoQ 0,050 0,040 80

A eficiéncia de separacao foi de aproximadamente 78% para as NPMs
de Nips5ZngsFe204 funcionalizada com quitosana e de aproximadamente 80%
para as NPMs de CoFe»O4 ap6s funcionalizacdo com quitosana.
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4.10 Citotoxicidade

Na Figura 23 encontram-se os resultados percentuais da viabilidade das
células de ovario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61) na
presenca das NPMs de NipsZnosFe-O4 como sintetizadas (NZ), apés
sinalizagdo com o APTS (NZS) e funcionalizadas com quitosana (NZQ).

Figura 23 — Viabilidade de células de ovario de hamster na presenca das
NPMs de Ni0,52n015F6204: (a) NZ, (b) NZS e (C) NZQ.
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Analisando os graficos contidos na Figura 23, verifica-se que o material
utilizado como controle negativo (CN) para citotoxicidade (PEAD — polietileno
de alta densidade) apresentou uma viabilidade celular de 105,7%, 100,4% e
94,9%, enquanto que o material utilizado como controle positivo (CP) para

citotoxicidade (latex) apresentou uma viabilidade celular de apenas 0,4%, 2,4%
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e 1,8%, respectivamente. Para as amostras NZ, NZS e NZQ a viabilidade
celular foi de 1,0%, 3,7% e 2,7%, respectivamente. De acordo com a ISO
10993-5 os valores minimos requeridos para que o material em contato com a
célula ndo seja citotdxico é de até 70% de células viaveis, desta forma, as
NPMs de NigsZnosFe>O4 como sintetizada (NZ), ap6s sinalizagdo com o APTS
(NZS) e funcionalizada com quitosana (NZQ) nao estao dentro deste limite e
nao podem ser considerados como biocompativeis.

Na Figura 24 encontram-se os resultados percentuais da viabilidade das
células de ovario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61) na
presenca das NPMs de CoFe>O4 como sintetizadas (Co), apds sinalizacao com
o APTS (CoS) e funcionalizadas com quitosana (CoQ).

Analisando os graficos contidos na Figura 24, observa-se que as
amostras Co, CoS e CoQ apresentaram viabilidade celular de 75,3%, 106,4% e
89,9%, respectivamente. Assim, as NPMs CoFe-O4 como sintetizadas (Co),
apos sinalizagdo com o APTS (CoS) e funcionalizadas com quitosana (CoQ)
apresentaram viabilidade celular acima de 70%, logo, podem ser considerados
como biocompativeis.

Pode-se observar que apesar das NPMs de NigsZngsFe,O4 serem
toxicas os processos de silanizagdo com APTS e funcionalizacdo com a
quitosana favoreceram a um aumento da viabilidade celular das mesmas,
podendo ainda apresentar potencial para aplicacdo in vitro em andlise de

diagnéstico, como por exemplo em detecgéo de glicose.
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4.11 Teste de Imobilizacao da GOx

A quantidade de GOx imobilizada e a eficiéncia de imobilizacdo das
NPMs de NigsZnosFe.O4 € CoFe 04 obtidas por reacdo de combustao, apds
silanizacdo com o APTS e funcionalizadas com quitosana estao apresentadas
na Tabela 10.

Tabela 10 - Quantidade e eficiéncia de GOx imobilizada.

Amostra q Eficiéncifl de
(mg de GOx/ mg de NPMs) imobilizagéo (%)
NZ 0,528 2,69
NZS 0,499 554
NZQ 0,732 3.7
Co 0,907 461
CoS 0,790 4.02
CoQ 0,558 283

Analisando os resultados contidos na Tabela 10 observou-se que de
maneira geral as NPMs apos silanizacdo (NZS e CoS), houve uma diminui¢do
na eficiéncia de imobilizacdo quando comparado as demais NPMs em estudo.

Verificou-se que com relacdo a imobilizacdo da GOx as amostras apds
funcionalizacdo (NZQ e CoQ) foram mais eficiente quando comparada com as
demais NPMs em estudo. Estes resultados estdo relacionados ao tipo de
mecanismo que ocorre na imobilizacdo, ou seja, para a amostra NZ, o
mecanismo de imobilizagdo é por adsorgao fisica da GOx na superficie das
NPMs, de forma a minimizar a tensao superficial existente nas NPMs. Porém
este mecanismo é uma ligacao fraca o que facilmente faz com que a GOx se
desprenda da superficie das NPMs.

Por outro lado, no caso do hibrido o mecanismo ocorre por ligacao
covalente entre os grupos NH, e a GOx em que a GOx se mantém imobilizada
com mais eficiéncia. Este mesmo mecanismo foi confirmado por Lee et. al.,
2012, quando estudaram NPMs de cobalto preparadas a partir de um nucleo

revestido de silica-concha utilizando o método de Stéber e amina-modificacdo
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na superficie. A glicose-oxidase foi covalentemente imobilizada sobre a
superficie de Co-B/SiOo/NH..

Alguns autores estudaram a imobilizacdo de enzimas com NPMs tais
como: Huang et al., (2010) estudaram a imobilizacdo da GOX utilizando Fe3O4
silanizada com TEOS e ativada com APTES + glutaraldeido (GA) e obtiveram
0,13 mg de GOx imobilizada por cada 1 mg NPMs ativadas, o que segundo
estes autores reflete uma eficiéncia de 90% de imobilizacdo das NPMs
ativadas, sendo a imobilizacdo realizada por ligagdo cruzada (cross-linking)
entre a GOx e o GA; Zhou et. al., (2012) realizaram imobilizacdo de GOx
usando 6xido de grafeno, onde a eficiéncia de imobilizagdo de GOx ativada foi
de 75%, por meio da ligacao covalente.

Observa-se que os resultados obtidos no presente trabalho quando
comparado com os resultados de Huang et al., (2010) e Zhou et. al., (2012)
possuem eficiéncia de imbolizacdo menor, porém 0s mesmos apresentam
valores de imobilizacdo de GOx que possibilita o material ser usado
possivelmente em marcadores magnéticos. Os resultados obtidos séo

preliminares e precisam que em trabalhos futuros sejam reavaliados.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

v" A reprodutibilidade das NPMs em estudo pelo método de combustao foi
eficaz, pois ambos os sistemas apresentaram comportamento de materiais

magnéticos nanométricos, com a fase majoritaria de interesse;

v Foi possivel obter materiais hibridos NipsZngsFe,03/SiO./quitosana e
CoFeo03/SiOz/quitosana. A silanizagdo e funcionalizagdo das NPMs em
estudo foram comprovadas pelas bandas caracteristicas de ligacoes
observadas por FTIR, pela maior perda de massa das cadeias organicas
observadas na andlise termogravimétrica e pela analise semiquantitativa do
EDX. As presencas do silano e da quitosana nao resultaram em fase
secundaria, ndo ocasionaram danos na microestrutura e nao alteraram a

estrutura das NPMs em estudo;

v Os hibridos obtidos neste trabalho de pesquisa utilizando quitosana
como agentes funcionalizantes n&o alteraram significativamente as

caracteristicas morfologicas e estruturais das NPMs;

v/ Para ambos o0s sistemas em estudo, observou-se que a silanizacdo e a
adicao do polimero quitosana nao alteraram o magnetismo das NPMs, apenas

ocasionaram uma redugao na magnetizagéo de saturacao;

v As NPMs de NipsZngsFe2O4 indicaram pela viabilidade celular serem
citotéxicas, mas verificou-se que a silanizagao favoreceu a uma tendéncia no
aumento da viabilidade celular das mesmas podendo apresentar potencial para
futuros estudos para aplicacao in vitro tais como imobilizacdo de enzimas;

v As NPMs de CoFe,O4s como sintetizadas, apds silanizacdo e
funcionalizadas com quitosana apresentaram-se como nao citotéxica e com alta
viabilidade celular, sendo estas promissoras para aplicacoes biolégicas in vivo
como por exemplo em aplicagdes terapéuticas e diagnosticas. Observou-se
também que a silanizagdo com APTS e funcionalizagdo com quitosana

favoreceram o aumento da viabilidade celular;
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v As NPMs em estudo e os hibridos NigsZngosFe>0s/SiO./quitosana e
CoFeo03/SiO./quitosana possibilitaram a imobilizacdo da glicose, verificou-se
que o tipo de mecanismo de ligacao entre a GOx e as NPMs, seja por adsorcao
fisica ou por ligacdo covalente alteram a eficiéncia da imobilizagdo, sao
materiais imobilizadores de GOx e possuem grande potencial para o

desenvolvimento de biossensores.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v' Avaliar outros tipos de agentes silanos como também outros
biopolimeros;

v Analisar diferentes concentracbes do agente silano ou do agente
funcionalizador;

v Avaliar outros sistemas de ferritas tais como Mn-Zn, ferrita de potassio,
ferrita de calcio, ferrita de niquel, ferrita de zinco, entre outras;

v Avaliar a imobilizagdo de algumas enzimas tais como GOx e lipase;

v Testar os hibridos em estudo de aplicagdes para tratamentos bioldgicos

in vitro e in vivo.
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ANEXO

As Figuras A1, A2, A3, A4, A5 e A6 correspondem aos difratogramas de
raios X para as ferritas NigsZnosFe.Os e CoFe,Os como sintetizadas,
silanizadas com APTS e apoés funcionalizagdo com quitosana realizadas em

triplicata para cada amostra.

Figura A1 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrao JCPDS das
ferritas NipsZnosFe2Os4 como sintetizadas realizada em triplicata NZy, NZ; e
NZs.

NZ F .
3 F- Nloyf’Zno’sFezo4
F F F
E F FE F
NZ, F
F
F F i
s

Intensidade (u.a.)

20 40 60
20 (Graus)
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Figura A2 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrdo JCPDS das

ferritas NipsZnosFe,O4 silanizadas com APTS realizada em triplicata NZSy,

NZSQ e NZS3

Intensidade (u.a.)

JCPDS 52-0278]

20 40

20 (Graus)

Figura A3 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrdao JCPDS das

ferritas NigsZngsFe2O4 funcionalizadas com quitosana realizada em triplicata

NZQy, NZQz e NZQs.
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Figura A4 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrdo JCPDS das

ferritas CoFe>O4 como sintetizadas realizada em triplicata Co¢, Coz e Cos.

Co, Co Co- CoFe,O,

Intensidade (u.a.)

| JCPDS 22-1086]

20 40 60
20 (Graus)

Figura A5 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrdao JCPDS das

ferritas CoFe»O4 silanizadas com APTS realizada em triplicata CoS1, CoS; e
CoS:s.
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Figura A6 — Difratogramas de raios X experimentais e o padrao JCPDS para
as ferritas CoFe»O4 funcionalizada com quitosana realizada em triplicata CoQj,
CoQz e CoQs.
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APENDICE

Célculos teoricos da analise semiquantitativa determinados por EDX
referentes aos percentuais de cada Oxido presente para o0s sistemas

estudados.

v" Para NigsZng sFe20,4
1°) Com base nos dados das massas molares de cada componente quimico
presente, calculou-se a massa molecular total da ferrita NigsZng,5sFe2O4,como
abaixo:
Nio,5Zng,5Fe204 =0 5Ni0.0,5Zn0.Fe,03

e 05NiO = 0,5 mol x (58,71+16,00) g/mol = 37,355¢g

e 0,5Z2n0O = 0,5 mol x (65,37+16,00) g/mol = 40,685 g

e FexO3 =1 mol x [(2x55,85) + (3x16,00) g/mol] = 159,700g

Massa total 237,74 g

2°) Calculou-se o valor percentual de cada 6xido que compdem a composicao
CO0 pela seguinte equacéo:
% XO =_Mx.100
Mr

Em que:
XO — composto 6xido
My —» massa do composto 6xido
My — massa total da composigcéao
Obtendo-se os seguintes resultados:

. NiO = 15,712 %

. Zn0 =17,113 %

. FexO3 = 67,174 %
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v Para CoFe;0,
1°) Com base nos dados das massas molares de cada componente quimico
presente, calculou-se a massa molecular total da ferrita CoFe>O4,como abaixo:
CoFe>04 = C0203.Fe20;
e (Co0203 =1 mol x (2x58,93) +(3x16,00) g/mol = 165,8609g
e FexO3 =1 mol x (2x55,85) + ( 3x16,00) g/mol = 159,7009
Massa total 325,560 g

Calculando o valor percentual de cada éxido:

% XO =_M,. 100
M,
Obtendo-se os seguintes resultados:
. C0203 = 50,946 %
. FeoO3 = 49,054%



