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RESUMO

O fendmeno do comportamento superparamagnético apresentado por
nanoparticulas de 6xido de ferro tem despertado consideravel interesse na comunidade
biomédica, especialmente no ambito do diagndstico e tratamento do cancer por meio da
hipertermia magnética. As propriedades superparamagnéticas dessas nanoparticulas
permitem a dissipagdo de calor quando expostas a um campo magnético alternado,
viabilizando sua utilizagdo potencial no tratamento oncoldgico por hipertermia
magnética. Nesse contexto, o presente trabalho visa facilitar a sintese de nanoparticulas
Fe;Os@Ag através do método hidrotermal assistido por micro-ondas, bem como
investigar a estabilidade dessas nanoparticulas para aplicagdo em processos de
hipertermia magnética. Adicionalmente, as nanoparticulas sintetizadas serdo
caracterizadas por meio de diversas técnicas analiticas, incluindo Difratometria de Raios
X (DRX), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia Raman, Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis), e avaliagdo de
citotoxicidade por meio do ensaio de redugdo do MTT. O uso do método hidrotermal
assistido por micro-ondas possibilitou a formagao de Fe3O4 com utilizagdo de poténcia
igual a 1.500 W, temperatura de 240 °C e tempo de reacdo igual a 30 min, o estudo do
método hidrotermal indicou formag¢ao de Fe3O4 monofasica dentro da escala nanométrica
utilizando FeCl; e FeCl,. As andlises de FTIR e Raman foram empregadas com o intuito
de identificar as espécies quimicas que estavam presentes nas particulas produzidas, além
da ligag¢do Fe-O, caracteristica da magnetita, além de propriedades superparamagnéticas
e na escala na nanométrica, resultados comprovados pela analise de DRX. Os materiais
obtidos foram transferidos para o meio aquoso e posteriormente recobertos com prata,
sendo caracterizado por UV-vis, indicando a formacdo de estruturas do tipo FesO4@Ag
na escala nanométrica. A avaliagdo de citotoxidade para as nanoparticulas com o
recobrimento indicou baixa toxicidade em células normais (GM0749) e potencial de
aplicacdo em células tumorais, caracterizando potencial para a aplicagdo em sistemas
biologicos.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas. Oxidos de ferro. Hipertemia magnética.

Cancer. Hidrotermal assistido por micro-ondas.
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ABSTRACT

The phenomenon of superparamagnetic behavior presented by iron oxide nanoparticles
has aroused considerable interest in the biomedical community, especially in the context
of cancer diagnosis and treatment through magnetic hyperthermia. The
superparamagnetic properties of these nanoparticles allow heat dissipation when exposed
to an alternating magnetic field, enabling their potential use in oncological treatment
through magnetic hyperthermia. In this context, the present work aims to facilitate the
synthesis of Fe;Os@Ag nanoparticles through the microwave-assisted hydrothermal
method, as well as to investigate the stability of these nanoparticles for application in
magnetic hyperthermia processes. Additionally, the synthesized nanoparticles will be
characterized by through various analytical techniques, including X-ray Diffraction
(XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Raman Spectroscopy,
Ultraviolet-Visible Spectroscopy (UV-vis), and cytotoxicity assessment through the
reduction assay from MTT. The use of the microwave-assisted hydrothermal method
enabled the formation of Fe3O4 using a power equal to 1.500 W, a temperature of 240 °C
and an occurrence time equal to 30 min. The study of the hydrothermal method indicated
the formation of single-phase Fe3O4 within the nanometric scale using FeCls and FeCl..
FTIR and Raman analyzes were used with the purpose of identifying the chemical species
that were present in the particles produced, in addition to the Fe-O bond, characteristic of
magnetite, in addition to superparamagnetic properties and on the nanometric scale,
results confirmed by XRD analysis. The materials obtained were transferred to the
aqueous medium and subsequently covered with silver, being characterized by UV-vis,
destroying the formation of Fe;Os@Ag-type structures on the nanometric scale. The
cytotoxicity assessment for the nanoparticles with the coating indicated low toxicity in
normal cells (GM0749) and potential for application in tumor cells, characterizing
potential for application in biological systems.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Iron oxides. Magnetic hyperthermia. Cancer.

Microwave assisted hydrothermal.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma condi¢ao complexa que engloba mais de 100 tipos diferentes de
doencas malignas, caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células que podem
invadir tecidos proximos ou se disseminar para 6rgaos distantes. Essas células proliferam
rapidamente, demonstrando alta agressividade e resisténcia aos mecanismos de controle
do organismo, resultando na formacao de tumores que podem metastizar para outras
regides do corpo (INCA, 2023).

Com o aumento da incidéncia de novos casos de cancer, tanto globalmente quanto
nacionalmente, tem-se observado uma mudanga significativa no panorama das principais
causas de mortalidade (WHO, 2023). No Brasil, dados do Instituto Nacional de Cancer
(INCA) indicam que, para cada ano do tri€nio 2023-2025, espera-se a ocorréncia de 704
mil novos casos da doenga, com destaque para as regides Sul e Sudeste. Os tipos mais
comuns incluem cancer de pele ndo melanoma, seguido por cancer de mama, prostata,
colon e reto, pulmao e estomago (INCA, 2023).

A diferenciagdo nos mecanismos de metabolismo celular entre os diversos tipos de
cancer determina sua preferéncia por determinadas regides do corpo. Assim, o
tratamento ¢ direcionado conforme o tipo de cancer e os protocolos terapéuticos
estabelecidos, levando em consideracdo taxas de mortalidade e sobrevida (INCA, 2023).

Apesar do aumento nos investimentos em politicas publicas de conscientizacdo e
no desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e terapéuticos, o sucesso do
tratamento oncoldgico ainda estd condicionado ao estagio de deteccdo da doenga,
localizagdo das células neoplasicas e tipo de cancer (BEIK et al., 2016; MANSOORI et
al.,2017).

Os tratamentos disponiveis na rede publica de saude baseiam-se principalmente
em protocolos convencionais, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia. No entanto,
essas abordagens apresentam limitacdes, como a falta de especificidade da radiacdo
utilizada na radioterapia, que afeta tanto células cancerigenas quanto células saudaveis,
resultando em apoptose celular e reducdo da imunidade do paciente, tornando-o
suscetivel a infeccdes oportunistas (CHARAGHVANDI et al., 2017).

Com o objetivo de aprimorar a precisdo do tratamento oncoldgico e reduzir os
efeitos adversos dos tratamentos convencionais, varias pesquisas tém se concentrado em
técnicas alternativas, como a hipertermia magnética. Esta técnica, que envolve o

superaquecimento direcionado das células cancerigenas, induzindo a apoptose, tem se



destacado pela sua eficacia (LAPIN et al., 2017).

Uma das abordagens mais promissoras para a hipertermia magnética envolve o uso
de materiais nanométricos com comportamento superparamagnético, como os 6xidos de
ferro. Além de serem utilizados para hipertermia, esses materiais também podem servir
como veiculos para entrega de drogas direcionadas e agentes de contraste em ressonancia
magnética (GONZALEZ et al., 2016).

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a estabilidade de
nanoparticulas core@shell, FesO4@Ag, em sistemas aquosos, visando sua aplicacao em

processos de hipertermia magnética.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade de nanoparticulas core@shell, Fes0s@Ag, em sistemas

aquosos para aplicacdo em processos de hipertermia magnética.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de 6xido de ferro, FesOs@Ag, via
método hidrotermal assistido por micro-ondas;

* Recobrir as nanoparticulas com Ag para obter o sistema Fe3;O4@Ag;

* Avaliar o tamanho de cristalito via Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET);

» Estudar a estabilidade dos sistemas em sistemas bioldgicos aquosos e avaliar a
viabilidade celular em linhagens neoplésicas por ensaio de reducao de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina tetrazolio (MTT).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ONCOLOGIA

A homeostase e a funcionalidade dos tecidos sdo mantidas por uma série de eventos
fisiologicos que regulam a multiplicagdo, apoptose, diferenciagdo e estadgio celular.
Qualquer anomalia na sequéncia desses eventos pode levar a alteragdes nos mecanismos
de morte programada, diferenciacdo e proliferagdo celular, resultando em um aumento
de células desreguladas (CHADHA et al., 2008). O termo comum "cancer" refere-se a
um conjunto de doencas caracterizadas pela perturbacdo do equilibrio entre a
prolifera¢do celular e os mecanismos usuais de morte celular (GALINDO et al., 2010;
ORTEGA, 2014).

O cancer continua sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo, com milhdes de novos casos diagnosticados a cada ano. Segundo a Organizagio
Mundial da Satde (OMS), o cancer ¢ responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes em
2020, o que representa quase uma em cada seis mortes globais. A prevaléncia e a
incidéncia de diferentes tipos de cancer variam significativamente entre as regides
geogréaficas, refletindo fatores genéticos, ambientais e socioecondmicos.

Os tipos mais comuns de cancer incluem cancer de mama, pulmao, prostata,
colorretal e estdbmago, que juntos representam a maioria dos casos diagnosticados
globalmente. O cancer de pulmao, por exemplo, € o tipo mais letal, causando 1,8 milhdes
de mortes em 2020, seguido pelo cancer colorretal, que causou aproximadamente 935
mil mortes no mesmo ano.

Além disso, o impacto do cancer vai além das estatisticas de mortalidade. O
diagnostico e tratamento do cancer t€ém um impacto significativo na qualidade de vida
dos pacientes e suas familias, além de representarem um grande desafio econdmico para
os sistemas de satide em todo o mundo.

Este ranking dos tipos de cancer visa fornecer uma visao abrangente sobre os tipos
mais prevalentes e mortais de cancer, destacando a importancia da preven¢ao, detecgao
precoce e tratamento eficaz para combater esta doenga devastadora.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2023), o cancer de préstata € o tipo
mais incidente tanto no estado do Maranhdo quanto em Sao Luis, seguido pelo cancer de

cancer de mama nas mulheres, que apresenta uma alta incidéncia (Figura 1).



Figura 1: Estimativa de incidéncia de cancer no Estado do Maranhao
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Fonte: INCA, 2023.

Ao todo foram estimadas ocorréncias para 21 tipos de cancer mais incidentes
no Pais, sendo dois a mais que o ano de 2022, com a inclusdo dos de pancreas e de figado.
Esses canceres foram incluidos por serem problema de satide publica em regides
brasileiras e também com base nas estimativas mundiais. O cancer de figado aparece
entre os 10 mais incidentes na regido Norte, estando relacionado a infec¢des hepaticas e
doencas hepaticas cronicas. O cancer de pancreas estd entre os 10 mais incidentes na
regido Sul, sendo seus principais fatores de risco a obesidade e o tabagismo (INCA,
2023).

Em homens, o cancer de prostata ¢ predominante em todas as regides,
totalizando 72 mil casos novos estimados a cada ano do préximo triénio, atras apenas do
cancer de pele ndo melanoma. Nas regides de maior indice de Desenvolvimento Humano
(IDH), os tumores malignos de célon e reto ocupam a segunda ou a terceira posicao,
sendo que, nas de menor IDH, o cancer de estbmago ¢ o segundo ou o terceiro mais
frequente entre a popula¢dao masculina. Ja nas mulheres, o cancer de mama ¢ o mais
incidente (depois do de pele ndo melanoma), com 74 mil casos novos previstos por ano
até 2025. Nas regides mais desenvolvidas, em seguida vem o cancer colorretal, mas, nas
de menor IDH, o cancer do colo do utero ocupa essa posi¢ao (INCA, 2023).

Sao esperados 704 mil casos novos de cancer no Brasil para cada ano do triénio



2023-2025, com destaque para as regides Sul e Sudeste, que concentram cerca de 70%
da incidéncia. A regido Sudeste do Brasil apresenta o segundo maior indice de
mortalidade por 100.000 mulheres no periodo de 1979 a 2023, tanto para cancer de mama
quanto para cancer de colo do utero, ttero e ovario. Esses dados destacam a gravidade
da situagdo e a urgéncia em encontrar solucoes eficazes para reduzir a mortalidade nessas
areas. A alta incidéncia e mortalidade desses tipos de cancer tém impulsionado a
comunidade cientifica e médica a buscar tratamentos alternativos com menos efeitos
colaterais e maior especificidade. O objetivo € desenvolver terapias mais eficazes que
possam reduzir significativamente o alto indice de mortalidade associado a essas
doengas.

O tultimo levantamento sobre as tendéncias de evolucao dos tipos de cancer no
Brasil, realizado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), do Ministério da Saude,
apontou um cenario alarmante de novos casos da doenga para os proximos trés anos.
Conforme a pesquisa Estimativa 2023 — Incidéncia de Cancer no Brasil, anualmente, sao
esperadas 12.060 ocorréncias, até 2025. O cancer de prostata deve representar 38,1% dos
tipos identificados na populagao masculina do Nordeste do pais, assim como o cancer de
mama deve chegar a 28,1% entre a populacdo feminina da regido. No Maranhdo, a taxa
de incidéncia do cancer de prostata deve chegar ter a taxa 56,47 a cada 100 mil homens
e o cancer de mama deve atingir a taxa de 28,7 a cada 100 mil mulheres dentre todos os

tipos de cancer (INCA, 2023).

3.1.1. Tipos de tratamentos oncologicos

O tratamento do cancer tem evoluido significativamente ao longo das ultimas
décadas, proporcionando uma variedade de abordagens terapéuticas que podem ser
adaptadas as necessidades individuais dos pacientes. A escolha do tratamento depende de
varios fatores, incluindo o tipo e estdgio do cancer, a localizacao do tumor, a saude geral
do paciente e suas preferéncias pessoais. Os principais tipos de tratamentos oncoldgicos
incluem cirurgia, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, terapia hormonal, terapia
alvo e tratamentos paliativos.

A cirurgia ¢ frequentemente o primeiro passo no tratamento de muitos tipos de
cancer, especialmente quando o tumor estd localizado e pode ser removido
completamente. Este método ¢ mais eficaz em estdgios iniciais da doenga e pode ser

curativo em alguns casos (American Cancer Society, 2021).



A quimioterapia utiliza medicamentos para destruir células cancerosas ou impedir
seu crescimento. Pode ser administrada sozinha ou em combinagdo com outros
tratamentos, e ¢ particularmente util para tratar canceres que se disseminaram pelo corpo.
No entanto, a quimioterapia pode causar efeitos colaterais significativos devido a sua agao
sobre células saudaveis e cancerosas (INCA, 2021).

A radioterapia utiliza radiagdes ionizantes para destruir células cancerosas ou
diminuir tumores. Pode ser utilizada como tratamento primario ou adjuvante, ¢ ¢é
frequentemente combinada com cirurgia ou quimioterapia. A precisdo da radioterapia
moderna permite tratar tumores com maior eficacia e menos danos aos tecidos saudaveis
circundantes (World Health Organization, 2021).

A imunoterapia ¢ uma abordagem inovadora que estimula o sistema imunoldgico
do paciente a reconhecer e combater as células cancerosas. Este tipo de tratamento tem
mostrado resultados promissores em varios tipos de cancer, incluindo melanoma e cancer
de pulmao (American Cancer Society, 2021).

A terapia hormonal ¢ usada para tratar canceres que sdo influenciados por
hormonios, como cancer de mama e prostata. Este tratamento envolve a administra¢ao de
medicamentos que bloqueiam a produg¢do ou agdo dos hormonios que estimulam o
crescimento do cancer (INCA, 2021).

A terapia alvo envolve o uso de medicamentos que atacam especificamente as
moléculas envolvidas no crescimento e sobrevivéncia das células cancerosas. Esta
abordagem pode ser mais precisa e causar menos efeitos colaterais em comparacdo com
a quimioterapia convencional (World Health Organization, 2021).

Cada uma dessas abordagens tem suas indicacdes, beneficios e limitagdes, € muitas
vezes, um tratamento eficaz envolve a combinacdo de varias dessas modalidades. A
decisdo sobre o tratamento mais adequado ¢ feita em conjunto por uma equipe
multidisciplinar de profissionais de saude, sempre levando em consideragdo as
caracteristicas individuais de cada paciente.

Os tratamentos quimioterapicos sdo adaptados de acordo com o tipo e o estagio do
cancer. Uma abordagem multidisciplinar ¢ essencial para controlar a doenga e preservar
a qualidade de vida fisica e mental do paciente. A quimioterapia pode ser administrada
de diferentes formas, cada uma com seus objetivos especificos (CERVANTES, 2002;
ANDRADE et al., 2013):



e Quimioterapia de inducio: utilizada no tratamento de cancer avancado
com o objetivo de alcancar a remissdo da doenc¢a, podendo ter intengao de

cura ou ser paliativa.

e Quimioterapia adjuvante: realizada apds o tratamento cirargico ou
radioterdpico de um tumor localizado, com o objetivo de eliminar

micrometastases residuais.

¢ Quimioterapia neoadjuvante: utilizada como tratamento primario do
tumor no estagio clinico localizado, antes da cirurgia, associada ou ndo a
radioterapia.

A quimioterapia pode ser administrada por via oral (comprimidos), intravenosa
(injecdes na veia), intramuscular (inje¢cdes no musculo), subcutanea (injegdes abaixo da
pele) ou intracraniana (injecdo do medicamento no liquido cefalorraquidiano na espinha
dorsal). Também pode ser aplicada de forma tdpica, diretamente na pele ou na mucosa,
através de liquidos ou pomadas.

Este tratamento tem efeito sistémico e pode ser combinado com cirurgia ou
radioterapia para atuar localmente no organismo. A quimioterapia adjuvante
complementa o tratamento local de tumores, como os de mama, c6lon e reto. E importante
ressaltar que a resposta ao tratamento varia de acordo com cada paciente, e por isso a
terapia individualizada considera a histologia do tumor, a extensao da doenca e a condigdo
do paciente. O tratamento inicialmente escolhido ¢ aquele que oferece maior eficacia
contra a doenga e promove a sobrevivéncia e a qualidade de vida do paciente (GALINDO
et al.,2010; CALABRESI; CHABNER, 2003; ORTEGA, 2014).

Os efeitos colaterais da quimioterapia sdo resultantes do uso de diferentes tipos de
drogas, cada uma com seus proprios efeitos adversos. Esses medicamentos sdo
distribuidos pelo corpo através da corrente sanguinea, destruindo as células cancerigenas
e impedindo sua reproducdo e disseminacao. Vale ressaltar que a quimioterapia por si sO
nem sempre € suficiente para o tratamento e a melhoria da condi¢do da doenca, sendo
necessaria, em alguns casos, a combinagdo com radioterapia e cirurgia (GALINDO et al.,
2010; CALABRESI; CHABNER, 2003; ORTEGA, 2014).

Por fim, os cuidados paliativos sdo essenciais para melhorar a qualidade de vida
dos pacientes com cancer avan¢ado ou incurdvel, aliviando sintomas e reduzindo o

sofrimento (INCA, 2020).



3.1.2. Efeitos colaterais da quimioterapia

Os farmacos quimioterapicos exercem um efeito citotoxico nas células tumorais e
um efeito toxico nos tecidos saudaveis. Esses efeitos, embora desejaveis para a destrui¢ao
do tumor, muitas vezes nao conseguem ser seletivos o suficiente para evitar a toxicidade
nos tecidos saudaveis (BARNETO et al., 2000).

Os sintomas de toxicidade podem surgir desde o momento da administragdo do
farmaco, em diferentes estagios do tratamento, resultando em reacdes sist€émicas que
podem se tornar graves e cronicas, especialmente em tratamentos prolongados (OSORIO
et al.,2008; ORTEGA, 2014).

A quimioterapia pode desencadear uma série de efeitos colaterais, como queda de
cabelo, feridas na boca, perda de apetite, fadiga, anemia, nauseas, dores e vOomitos. A
longo prazo, pode levar a infertilidade, anemia cronica e at¢ mesmo a leucemia. A
ocorréncia e a intensidade desses efeitos variam de acordo com a quantidade de
quimioterapicos administrados, a resposta do organismo e a duracdo do tratamento
(NAGAHARA et al., 2009).

Embora os efeitos colaterais durante a aplicacdo da quimioterapia sejam raros,
alguns podem ocorrer nos dias seguintes, dependendo do tipo de tratamento. Geralmente,
esses efeitos sao bem tolerados pelos pacientes e podem ser aliviados com medicamentos
e mudangas nos habitos de vida. Os principais eventos sintomaticos incluem
(NAGAHARA et al., 2009; ANDRADE et al., 2013):

e Fraqueza: recomenda-se priorizar € aumentar o periodo de repouso, além de
reduzir esforcos fisicos.

e Diarreia: uma alimentacdo equilibrada, rica em fibras insoliveis, pode
ajudar a diminuir esse efeito colateral.

e Aumento/Perda de peso: ¢ importante um acompanhamento nutricional para
manter o peso adequado e garantir a ingestao de nutrientes essenciais.

e Queda de cabelo e pelos do corpo: embora temporaria, essa ¢ uma
consequéncia comum da quimioterapia, € o paciente pode recorrer a perucas
ou lengos para manter a autoestima.

e Enjoos, vomitos e tonturas: evitar alimentos gordurosos e temperos fortes,

além de buscar orientagdo nutricional, pode ajudar a reduzir esses sintomas.



As tonturas podem ocorrer apds as sessdes, portanto, ¢ importante que o

paciente tenha acompanhamento adequado.

3.2. HIPERTERMIA MAGNETICA

A integracdo entre tratamentos convencionais de cancer e a hipertermia magnética
representa uma abordagem promissora na luta contra a doenca, potencializando a eficacia
dos métodos tradicionais. Os tratamentos convencionais, como a quimioterapia, a
radioterapia e a cirurgia, sdo frequentemente limitados por efeitos colaterais severos e
resisténcia do tumor (DE VITA, HELLMAN & ROSENBERG, 2015). A quimioterapia,
embora eficaz, pode ser prejudicada por sua baixa seletividade e efeitos toxicos em células
saudaveis, enquanto a radioterapia pode causar danos colaterais significativos aos tecidos
adjacentes (CHOI, et al., 2018).

A hipertermia magnética, uma técnica emergente, utiliza nanoparticulas magnéticas
para gerar calor quando expostas a um campo magnético alternado, aumentando a
temperatura local do tumor para aproximadamente 42-45 °C (KHAN, et al., 2020). Esse
aumento térmico pode danificar diretamente as células cancerigenas e também
potencializar a eficacia dos tratamentos convencionais. Estudos mostram que a hipertermia
pode aumentar a permeabilidade das células tumorais, facilitando a penetragao de agentes
quimioterdpicos e potencializando a resposta ao tratamento (HUANG et al., 2019). Além
disso, a hipertermia pode melhorar a eficacia da radioterapia ao tornar as células tumorais
mais suscetiveis ao dano induzido pela radiacdo (KUMAR et al., 2021).

A combinagao de hipertermia magnética com tratamentos convencionais também
tem mostrado potencial para melhorar a resposta imunologica ao cancer. A morte celular
induzida pela hipertermia pode liberar antigenos tumorais, ajudando a ativar o sistema
imunologico contra o cancer (YANG et al., 2022). No entanto, a aplicagdo clinica ampla
dessa combinacdo ainda enfrenta desafios, incluindo a necessidade de desenvolver
nanoparticulas seguras e eficazes e superar barreiras regulamentares (CHOI et al., 2018).
Apesar desses desafios, a integracdo de hipertermia magnética com tratamentos
convencionais oferece uma via promissora para melhorar os resultados terapéuticos e a

qualidade de vida dos pacientes com cancer (DE VITA et al., 2015; KHAN et al., 2020).

O processo de hipertermia utilizando nanoparticulas magnéticas ¢ conhecido

também como magneto-terapia ou hipertermia magnética. Esta técnica ¢ considerada uma



terapia em ascensdao no campo de tratamentos antitumorais, caracterizando por ser uma
técnica menos evasiva e que pode ser aplicada junto com outros métodos no tratamento
contra o cancer, como a quimioterapia e a radioterapia (DATTA et al., 2015). Essa técnica
consiste no aumento da temperatura em uma regido do corpo que seja afetada por uma
neoplasia, tendo como objetivo causar a lise celular das células neoplasicas. Seu
funcionamento, baseia-se no fato de que a temperatura de 41 °C a 42 °C por 30 min ou mais
tem o efeito de destruir diretamente as células tumorais, uma vez que estas sao menos
resistentes a elevagdes bruscas de temperatura do que as células saudaveis vizinhas
(ANDRA et al., 1999; HERGT et al., 2006).

O’Brien e Mekkaou, em seus trabalhos notaram que células cancerigenas podem
ter o seu crescimento desacelerado, quando submetidas a temperaturas em torno de 42°C,
ao passo que as c¢lulas normais podem tolerar temperaturas ainda mais elevadas. Nesse
sentido ha duas modalidades de tratamento para cancer usando o aquecimento nas células:

* Hipertermia: Células submetidas a temperaturas entre 42-45 °C por algumas
horas, geralmente essa técnica ¢ combinada a outros tratamentos, como radioterapia e ou
quimioterapia.

= Termoablagdo: E uma modalidade terapéutica que visa a morte térmica de todas
as cé¢lulas tumorais. A area afetada ¢ submetida a temperaturas em torno de 50 °C por
intervalos de tempo de alguns minutos (KIM et al., 2008).

A técnica de hipertermia tem enfrentado algumas dificuldades, entre elas as mais
relevantes sdo: a promogdo do aquecimento apenas na regido alvo, sem afetar as células
saudaveis circundantes e controlar a temperatura nessa regido. Diante dessas dificuldades,
pesquisadores tem voltado sua aten¢do para utilizagdo de materiais magnéticos que possam
promover esse aquecimento, ja que a energia magnética absorvida pode ser convertida em
energia térmica. Os ferrofluidos tém se mostrado bons candidatos para hipertermia
magnética, pois podem ser direcionados através de um campo magnético a regidao do tumor,
tornando a terapia mais localizada (KIM et al., 2008; EFFENBERGER, 2012).

As nanoparticulas magnéticas vém destacando-se cada vez mais, devido ao fato de
poderem ser guiadas ou localizadas em um alvo especifico quando sdo utilizadas na
hipertermia magnética. A possibilidade de direcionamento da nanoparticula promoveu o
desenvolvimento de variadas técnicas de encapsulamento de particulas magnéticas de
forma que os sistemas obtidos se tornassem efetivos carreadores de drogas com
especificidade tumoral para a liberacdo controlada de agentes quimioterapicos. Para o

tratamento do cancer através da hipertermia magnética ¢ necessario que as nanoparticulas
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apresentem baixos niveis de toxicidade e um elevado momento de saturagao para que sejam
poucas as doses requeridas, por isso damos énfase a utilizacdo de 6xidos de ferro,
conhecidos pelas suas baixas toxicidades, elevada estabilidade e comportamento
superparamagnético, tendo esses efeitos potencializados pelo seu recobrimento com a
prata. E necessério o desenvolvimento de técnicas de encapsulamento, que promovam as
nanoparticulas ferromagnéticas a biocompatibilidade exigida para a utilizagdo da terapia
de hipertemia magnética de forma segura para o paciente (CASTRO et al., 2010; KIM,
2008, CIOFANI et a.1, 2009; ARRUEBO et al., 2007; FELIX, 2017). Sdo encontrados na
literatura inumeros trabalhos que empregam nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido
de ferro em aplicagdes biomédicas, com destaque para aplicagdes como contraste de
imagens, entrega controlada de farmacos e hipertermia magnética (PANKHURST;
CONNOLLY; JONES, 2003). Vale ressaltar que essa classe de particulas magnéticas ¢ a
unica aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) (LAURENT et al., 2011) e
comercializada (QIAO; YANG; GAO, 2009).

3.3. PARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE FERRO

Devido as propriedades elétrica, Optica e magnética Unicas, as nanoparticulas
magnéticas tém sido profundamente investigadas para aplicacdes biomédicas, com
destaque para diagnostico e terapia por ressonincia magnética e hipertermia magnética
(LAURENT et al., 2011; LEE; HYEON, 2012; LIU; FAN, 2014). Em especial, as
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro tém recebido atencdo maior devido
ao baixo custo de producao, alta estabilidade fisico-quimica, boa biocompatibilidade, além
da natureza nao toxica e biodegradavel (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

Os 6xidos de ferro podem se apresentar em oito arranjos cristalograficos distintos.
Dentre estes, a hematita (a-Fe2Os3), a magnetita (Fe3O4) e a maghemita (y-Fe>O3) ganham
destaque por conta do polimorfismo que envolve transicdoes de fase por inducdo de
temperatura. A magnetita difere dos demais 6xidos de ferro por conter em sua estrutura o
ferro em dois estados de oxidacdo (divalente e trivalente). O FesO4 apresenta estrutura
cubica de espinélio invertido, que consiste em um empacotamento ciibico em que os ions
Fe?* ocupam a metade dos campos octaédricos e os fons de Fe** sio divididos de maneira
uniforme entre os campos octaédricos e tetraédricos remanescentes (WU et al., 2015).
Oxidos de ferro apresentam propriedades magnéticas dependentes do tamanho e forma das

particulas. Geralmente, a-Fe;O3; apresenta ferromagnetismo fraco em temperatura
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ambiente, enquanto Fe3;Os e y-Fe;Os exibem comportamento ferrimagnético em
temperatura ambiente (WU et al., 2015). Quando o tamanho da particula ¢ inferior a
aproximadamente 20 nm, a magnetizacdo das nanoparticulas de magnetita ¢ aleatorizada
por energias térmicas que define o comportamento superparamagnético do material.

O tamanho da particula também afeta a absor¢do celular, a distribuicdo no
organismo e a farmacocinética associada. Portanto o tamanho de particula deve ser
otimizado, para evitar a rapida elimina¢do por acdo do sistema imune do organismo.
Avangos sobre os métodos de sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro possibilitam a
sintese de particulas ndo apenas com boa cristalinidade e propriedades magnéticas
diferenciadas, mas também com bom controle de tamanhos ¢ formas bem definidas e
uniformes. Uma variedade de métodos de sintese tem sido aplicada para a obtencdo de
nanoparticulas superparamagnéticas, como coprecipita¢do, decomposicao térmica, sinteses
hidrotérmicas ou solvotérmicas, sol-gel e miniemulsao (LING; LEE; HYEON, 2015; WU;
HE; JIANG, 2008). Além do tamanho, a forma ¢ um fator determinante nas propriedades
magnéticas das particulas de 6xido de ferro. Normalmente, estas particulas sdo obtidas com
morfologia esférica, mas métodos de sintese alternativos garantem particulas com as mais

diversas formas e, consequentemente, propriedades magnéticas Unicas.

3.4. SINTESE DE NANOMATERIAIS

O emprego de nanoparticulas estd ligado de maneira direta ao seu tamanho e
morfologia que, consequentemente, estdo diretamente relacionadas ao método adotado
para a obtencdo das nanoparticulas. A metodologia para a obtencdo de materiais
nanométricos se diferencia da aplicada para a producdo de materiais macroscopicos. De
maneira geral, podem ser obtidas a partir de duas abordagens: baixo para cima (em inglés,
botton-up) e de cima para baixo (em inglés, top-down), conforme o processo de formagao
das estruturas (XING et al., 2017).

Dessa maneira, métodos diferentes de sintese de nanoparticulas t€ém sido
desenvolvidos com o objetivo de agregarem caracteristicas para aplicagcdes direcionadas,
como na biotecnologia. Dentre as caracteristicas mais comuns estdo as biologicas, fisicas
e quimicas, sendo a ultima mais procurada para a sintese de nanoparticulas devido sua alta
capacidade de produzir materiais com caracteristicas bem definidas.

Entre os principais métodos quimicos estdo aqueles pautados nas rotas por

coprecipitacdo (MIRELES et al., 2016; SMOLKOVA et al., 2015), microemulsiao
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(SINGH; BAIPAIL; BAIPALI 2014; ZHANG; LIAO; BAKER, 2010), hidrotérmica (OZEL,;
KOCKAR; KARAAGAC, 2015), solvatérmico assistida com micro-ondas (HAMMOND
etal.,2017; SUN et al., 2016) e termdlise (KELLY; LEIN, 2016; LASSENBERGER et al,
2017; UNNI et al, 2017) Dentre estes, destaca-se o método de termolise, decomposig¢ao
térmica, por ser capaz de gerar materiais com caracteristicas monodispersas € com
morfologia bem definida.

O método de sintese denominado de termoélise ¢ uma vertente do método poliol,
introduzido inicialmente por Fiévet, que consiste na decomposicdo de um precursor
metalico em um solvente poliol, geralmente o etileno glicol (TEG) (DONG; CHEN;
FELDMANN, 2015). Em geral, tal mecanismo de reacdo ¢ pautado na redugdo do
precursor metalico a temperatura proxima ao ponto de ebuli¢do do polidlcool, promovendo
nucleos do metal que posteriormente sao nucleados a fim de formar particulas desse metal
(HACHANI et al., 2016).

O método de termdlise usado para a obtengdo de nanoparticulas
superparamagnéticas, e aperfeicoado por Sun e Zeng, (2002), consiste na termolise de um
organometalico e/ou metal em um solvente orginico com alto ponto de ebulicio na
presenca de surfactante.

Dentre os precursores mais utilizados para a sintese de nanoparticulas de 6xido de
ferro estdo o tris-acetilacetonato de ferro (III), bem como seus acetatos e carbonis. Porém,
esta Ultima classe apresenta toxicidade acentuada em relagdo aos demais, o que nao ¢
desejavel em aplicagdes biologicas (ALI ef al., 2016). Além disso, outro fator que coibe
autilizagdo de compostos carbonilicos € a sua alta volatilidade, impossibilitando a
manuten¢do da estequiometria das nanoparticulas (WATT et al., 2017).

Deve-se observar ainda que na termdlise sao usados surfactantes - geralmente o
acido oleico, hexadecilamina e oleilamina — com o objetivo de controlar o processo de
nucleacdo e posterior formagao de clusters (WU et al., 2015).

Reacgdes livres de solventes também podem ser utilizadas para a obtencao de
nanoparticulas superparamagnéticas de ferro; no entanto, estas promovem a formagao de
nanoparticulas hidrofobicas devido as interagdes entre surfactante e solvente. Neste caso,
ndo podem ser aplicadas em sistemas biologicos, uma vez que nao apresentam dispersao
em meio aquoso. Contudo, tal limitagdo pode ser mitigada mediante alteracdo do carater
hidrofébico do sistema por meio de troca de ligante e estabilizacao das nanoparticulas com

bicamada de surfactante (KANDASAMY; MAITY, 2015).

13



4. MATERIAL E METODOS

4.1. REAGENTES

Para a sintese das nanoparticulas Fe3O4@Ag foram utilizados balanca analitica
AY220g (SHIMADZU), Reator de Micro-ondas (SYNTHWAVE), centrifuga
(FANEM), espatulas, béqueres, tubos de ensaio do tipo FALCON, micropipetas,
dessecadores e ponteiras. Os reagentes aplicados foram utilizados sem prévia purificacao

e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Reagentes utilizados para a sintese de nanoparticulas Fe304@CsHsNa3;O7

Reagentes Férmula molecular Marca
Cloreto de Ferro (III) FeCls Sigma-Aldrich
Cloreto de Ferro (II) FeCl Sigma-Aldrich

Citrato de Sodio CsHsNa3;O7 Isofar

Hidroxido de Sodio NaOH Isofar
Nitrato de prata AgNO3 Sigma-Aldrich
Boridreto de sodio NaBH4 Sigma-Aldrich

Fonte: Proprio autor, 2024.

4.2. SINTESE DE NANOPARTICULAS Fe3;04 VIA METODO HIDROTERMAL
ASSISTIDO POR MICRO-ONDAS

As propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas estdo associadas de
maneira direta ao método de sintese aplicado para a sua obtencao. Neste trabalho sera
avaliado o método de sintese hidrotermal assistido por micro-ondas, mostrado na Figura
2. Para tanto, foi adaptado a metodologia sugerida por Ozel; Kockar e Karaagac, (2015).
Preparou-se as solucdes dos precursores metalicos 0,01 M de Cloreto de Ferro (II) e 0,01
M de Cloreto de Ferro (III), além da solucdo alcalina 2 M de Hidroxido de Sodio. O
procedimento foi realizado nos tubos de teflon respeitando o volume maximo para cada
tubo, de cerca de 55 mL. Foram adicionados no tubo de reagao 30 mL de solucdo de
Cloreto de Ferro (III) e 15 mL de Cloreto de Ferro (II), com mais 8 mL de solucdo de

Hidréxido de Sodio, conforme mostrado na Figura 3. Em seguida, os tubos foram
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colocados no reator de micro-ondas para a execucao do programa, conforme Tabela 2.

Figura 2: Representacdo esquematica do processo de sintese hidrotermal assistido por
micro-ondas

-, SynthWAVE l

Fonte: Proprio autor, 2024.

Figura 3: Esquema de reagdo hidrotermal assistido por micro-ondas para a sintese das
nanoparticulas

FeCl; + 2 FeCl; + 8NaOH = Fe;04 + 8 NaCl + 4 H,0

@ Aguecimento

Fonte: Adaptado de Ozel; Kockar e Karaagac, 2015.
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Tabela 2: Programa de sintese das nanoparticulas de Fe3O4

Etapas t (min) E (W) T1(°C) T2 (°C) P (bar)
1 00:10:00 600 100 80 80
2 00:10:00 1500 100 80 80
3 00:15:00 1500 240 80 80
4 00:30:00 1500 240 80 80

Fonte: Proprio autor, 2024.

Posteriormente, para a formacdo do ferrofluido sera seguido a metodologia

sugerida por Aquino (2018). Assim, ao produto, depois do processo de lavagem com

agua deionizada, serd adicionado 300 mL de dgua deionizada e a temperatura da mistura

elevada até 80 °C. Nesta temperatura, serdo adicionadas 2 g de citrato de s6dio e a mistura

sera mantida nessa temperatura por 30 minutos sob agita¢do. Para estabilizar as

nanoparticulas, o pH da mistura sera ajustado em 7. Em seguida, o produto sera separado

e o material lavado trés vezes com acetona. Apos a evaporagdo da acetona, as

nanoparticulas serdo dispersadas em adgua deionizada, conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4: Sistema reacional

Fonte: Proprio autor, 2024.

para estabiliza¢do de fase das nanoparticulas de Fe3O4
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4.3. SINTESE DO SISTEMA Fe;04@Ag

Para a sintese de FesOs@Ag, o ferrofluido de Fe3Os obtido anteriormente
servira como sementes para o crescimento das nanoparticulas de prata. Assim, para a
obtengao dos sistemas core@shell, Fes;O4@Ag, serd adotado a metodologia proposta por
Karamipour, Sadjadi e Farhadyar (2015).

Para tanto, 50 mg de nanoparticulas de Fe3O4 sera adicionado em um baldo de
fundo chato, juntamente com 20 mL de 4gua deionizada e 35,7 mL de solucgdo 0,1% de
nitrato de prata, AgNOs;. A mistura serd mantida em sistema de refluxo e agitagdo
magnética até inicio da ebuli¢do, conforme mostrado na Figura 5. Nesse momento, sera
adicionado rapidamente 7,1 m/m% de borohidreto de sédio (NaBH4) ¢ a mistura sera
mantida sob ebuli¢do por 1 hora. Em seguida, resfriada a temperatura ambiente.

O material obtido serd lavado trés vezes sucessivas com agua deionizada na
propor¢ao 3:1 (dgua deionizada/amostra). Posteriormente, as fases foram separadas e

dispersas em agua.

Figura 5: Sistema para recobrimento das nanoparticulas de Fe;O4 com prata

Fonte: Proprio autor, 2024.
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4.4. ESTABILIZACAO DE FASE DA Fe;0s@Ag@CsHsNa307 EM MEIO
AQUOSO

Para a estabilizacdo de fase das nanoparticulas de FesOs@Ag em meio aquoso,
foi adotado a metodologia de Aquino (2018) de maneira adaptada. Assim, em um béquer
foi adicionado a massa total das nanoparticulas com 25 mL de dgua deionizada. A
mistura foi agitada e aquecida até 80 °C. Nesta temperatura, foram adicionados 6 g
Citrato de S6dio. A mistura permaneceu a 80 °C por 2 horas. Em seguida, foi resfriada e
ajustado o pH para 7 com HCI. O sobrenadante ¢ separado e o precipitado ¢ lavado trés
vezes com acetona. Por fim, o material obtido (Fe3;Os@Ag@CsHsNa3;O7) foi disperso

em agua e armazenado, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6: Processo de estabiliza¢do de fases das nanoparticulas de Fe;O4(@Ag para a fase
aquosa. (1) Nanoparticulas de Fe3;Os4@Ag depois da sintese; (2) nanoparticulas de
Fe304@Ag antes da estabilizagdo; (3) processo de estabilizacdo das nanoparticulas no
meio aquoso utilizando o citrato de sédio e (4) nanoparticulas de
Fe;04s@Ag@Na3;CsHsO7 estabilizadas em meio aquoso

Fonte: Proprio autor, 2024.
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45. AVALIACAO DA CITOTOXIDADE DAS NANOPARTICULAS
MAGNETICAS IN VITRO

4.5.1. Cultura das linhagens de células de origem normal

Para a avalia¢do da citotoxidade foram cultivadas células de fibroblastos de
pulmao humano normal (GM0749), obtidas no banco de células do Laboratério de
Imunologia Aplicada ao Cancer (LIAC) da Universidade Federal do Maranhao (UFMA).

Utilizando a metodologia padrao do LIAC (2019), as células foram cultivadas
em meio DMEM (Gibco, BRL), sendo suplementado com 1% de antibiotico (penicilina-
estreptomicina) e antimicotico (anfotericina B) e 10% de soro fetal bovino (SFB
Gibco,BRL). As placas de culturas foram replicadas a cada 5 dias e mantidas em estufa

(Forma Scientific Inc., Modelo 3159) a 37 °C, com 5% de CO; e umidade controlada.

4.5.2. Avaliacio da viabilidade celular dos compostos frente a linhagem celular

GMO0749

Foram utilizadas as células de fibroblastos de pulmdo humano normal
(GMO0749) para avaliacao da citotoxidade, as células foram obtidas no banco de células
do Laboratério de Imunologia Aplicada ao Céancer (LIAC) da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA). Empregando o método padrao do LIAC (2019), as células foram
plaquetadas em volume de 100 uL/poco (5x104 cels/mL) em placas de 96 pocos, fundo
chato, tratadas com os compostos nas concentracdes finais de 200 pL/mL, 100 pg/mL,
75 png/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL para os testes de viabilidade celular com o
MTT. As placas com as células foram mantidas em estufa a 37 °C, com 5% de COz e
umidade controlada. No tempo de 24, 48 e 72 horas as células foram avaliadas quanto a
inibi¢do de crescimento através do micro ensaio colorimétrico utilizando o MTT 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina tetrazolio) (Sigma 5 mg/mL). Apos
os periodos de tratamento, forma adicionados 10 pL. de MTT para 100 pL de cultivo.

Em seguida, as placas foram mantidas na estufa por trés horas. Apos esse periodo foram

19



retirados 150 puL do sobrenadante de cada pogo e depois adicionado 100 pL de alcool
etilico (P.A.), homogeneizado até a completa dissolucdo dos cristais de sal formados. A
placa de 96 pocos foi analisada em espectrofotometro (EPOCH-gen5) utilizando o
comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram analisados através da absorvancia
de cada poco e os experimentos foram realizados em triplicatas. Como controle negativo

foi utilizado somente o meio de cultura DMEM e para controle positivo 20% de DMSO.
4.6. TECNICAS DE CARACTERIZACOES
4.6.1. Difracao de Raios-X (DRX)

Para a analise da cristalinidade das nanoparticulas foram realizados ensaios pela
técnica de difracdo de raios-X em um difratometro da marca Bruker, modelo D8
Advanced, com radiacdo monocromatica Cu K, (1 = 1.5406 A), 40 kV, 40 mA e detector

e 26 entre 10 — 90°. Posteriormente, o0s

LynxEye, com taxa de varredura de 0,02° s
resultados obtidos da técnica foram analisados mediante a compara¢ao com banco de
dados cristalograficos Joint Committee on Powder Diffracton Standards (JCPDS),
utilizando o programa X Pert High Score Plus® 2.0.1 da PANanalytical.

Ap0s a determinagdo qualitativa da fase, adotou-se os cif adequados para a fase
utilizando-o como referéncia para o calculo de determinacdo dos valores de parametros

de rede e tamanho de cristalito, obtidos pelo refinamento Retvield realizado com o auxilio

do sofiware Gsas II®, que faz uso da equacgdo de Debye-Scherrer expressa por:

0,894

hkl = ,3—- cosO (Eq.1)

na qual, Dy = Tamanho médio do cristalito, A = Comprimento de onda da radia¢do
eletromagnética; & = Angulo de difracdo de Bragg e = Largura a meia altura (FWHM)

do pico de difragao vs. o perfil angular 26.
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4.6.1.1. Refinamento pelo Método de Rietveld

O método de Rietveld consiste em um ajuste matematico entre a amostra a ser
analisada e um padrao de difragdo que seja o mais proximo ao observado, possibilitando
o calculo tedrico dos dados estruturais da célula unitaria, tais como: tamanho de cristalito
(D), microdeformagdo (¢), distribuicdo de cations na rede cristalina, incorporacao de
atomos, formagao ou ndo de vacancias, posi¢des atomicas e de ocupagdo (PEREIRA,
2009).

O ajuste do difratograma ¢ obtido pelo método dos minimos quadrados que
permite obter resultados quantitativos das fases presentes, para todos os i

simultaneamente, a partir da minimiza¢ao do residuo, Sy, dado por:

n
Sy= ) il = ve)? (Eq.2)
i=1

. . 1 .
sendo que: w; = Peso de cada intensidade dado por W= Vi = Intensidade observada na

i

i-ésima iteracdo e y.; = Intensidade calculada na i-ésima iteragdo.

E possivel observar que os pesos w; refletem somente o erro de contagem aleatoria
na intensidade observada e ndo consideram o erro nas intensidades calculadas. Se o
modelo estrutural ndo for adequado ou a forma do pico ndo estiver bem definida, a
intensidade calculada ndo serd dada de forma correta (MOTA, 2008).

O processo de refinamento do método de Rietveld utiliza algoritmos baseados no
método quase-Newton. Este método procura no espaco dos parametros, uma aproximacao
da matriz Hessiana para solugdo inicial. O gradiente ¢ obtido pela soma dos quadrados
dos valores do vetor inicial. Em cada iteracdo, o gradiente e novo vetor sdo utilizados
para corre¢do da Hessiana, procurando assegurar a convergéncia. Para estabilizar a
convergéncia o programa computacional Gsas II® utiliza o método modificado de

Marquardt (BRUKER,2003; YOUNG, 1995).

4.6.2. Espectroscopia da regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

As nanoparticulas de magnetita foram analisadas pela técnica de FTIR, com o

objetivo de identificar as espécies quimicas que estavam presentes nas particulas
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produzidas. Esta técnica foi realizada no espectrofotometro Nicolet, modelo Nexus 470,
usando um agente dispersante, brometo de potassio (KBr). Os espectros foram obtidos na
faixa de 4000-500 cm™!, medi¢do em transmitancia, n° de scans igual a 40, resolugio

igual a 16 cm™ e apodizacio Besel.

4.6.3. Espectroscopia Raman

Para aquisi¢ao dos espectros Raman sera utilizado um espectrofotometro Raman
modelo T64000, marca Horiba JObin-Yvon com detector CCD refrigerado a N liquido,
grade de 1800 gr/mm, resolu¢do de 2 cm™ com modo de medigdo single e sistema de
focalizagdo por Microscopio Olympus B50x, modelo MPLN. As amostras foram
excitadas por um laser de estado s6lido com radiacdo em 532 nm, modelo LAS-532-100
HREV. Os espectros serdo na faixa de 0 a 1000 cm™! e medidas com 5 aquisicdes com

passo de 60 s.

4.6.4. Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-vis)

A Espectroscopia no ultravioleta visivel fundamenta-se na medida de absorcdo da
radiagdo continua incidente, onde atomos e moléculas passam do estado fundamental para
o estado excitado. A quantidade de luz absorvida pela amostra ¢ dada pela diferenca de
energia entre os estados excitado e fundamental e relacionasse a mesma com a
concentracao da amostra (PAVIA, 2010). Nesse contexto, os espectros foram obtidos em
um espectrofotometro SHIMADZU, modelo UV-1800, usando dgua deionizada como

agente dispersante na amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE DAS NANOPARTICULAS Fe304 ¢ Fe;Os@Ag

Para a obtencdo das nanoparticulas de Fe;O4@Ag, realizou-se inicialmente a
sintese das nanoparticulas magnéticas de Fe3Os pelo método hidrotermal assistido por
micro-ondas, apresentando uma morfologia uniforme e controlada. Tal metodologia foi
empregada, pela significativa redu¢ao do tempo de reagdo e bom rendimento reacional,
além de ser capaz de gerar materiais com baixa distribui¢do de tamanhos de particula e
boa organizagio estrutural (FERNANDEZ BARAHONA et al., 2019).

Para tal objetivo, este trabalho de pesquisa foi proveniente a partir de estudos
iniciais realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério Central de Energia e Ambiente
(CEA). A pesquisa desse estudo avaliou a sintese de sistemas core@shell de ferritas de
magnetita e/ou de cobalto, o estudo sobre a sintese de Fe3O4 pelo método hidrotermal
assistido por micro-ondas foi realizado nas temperaturas de 240 °C, 250 °C e 260 °C, com
tempos de reacdo 2, 5, 10, 20 e 30 minutos, com o intuito de investigar quais as melhores
condig¢des de temperatura e tempo de reagdo para a sintese dos materiais. As amostras que
obtiveram melhores condigdes para aplicacdes de sistemas core@shell em sistemas
bioldgicos foram as nanoparticulas de Fe3Os sintetizadas a 240 °C e em 10 min. Assim
nessas condi¢des sdo apresentadas melhores definicdes dos pardmetros de rede e os perfis
cristalograficos (SANTANA, 2017). Este estudo originou-se na sintese dessa amostra
com o objetivo de analisar suas propriedades quimicas e fisicas e seu potencial biologico.

As nanoparticulas de Fe3Os4 obtidas pelo método hidrotermal assistido por
micro-ondas possuem baixo carater hidrofilico, desta forma ¢ necessario realizar a
estabilizacdo destas em meio aquosa, logo, foi utilizado o citrato de sédio como agente
de estabilizagdo das nanoparticulas neste meio (AQUINO, 2018). Posteriormente a esta
etapa, foi realizado o processo de recobrimento das nanoparticulas de magnetita para
obtencdo das estruturas Fe;Os@Ag, a partir da redu¢do do sal AgNO; em solucdo
utilizando borihidreto de sdédio como agente redutor, no qual revestiu-se as superficies
das nanoparticulas com a prata. Esse processo foi baseado na sintese do core@shell
Fe;04s@Ag@Ag realizado Xu, Hou e Sun (2007).

Em resumo, a sintese bem-sucedida das nanoparticulas Fe;O4 e FesO4@Ag pelo
método hidrotermal oferece materiais com propriedades magnéticas notaveis e

funcionalidades adicionais conferidas pelo revestimento de prata, abrindo caminho para
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diversas aplicagdes inovadoras em ciéncia de materiais, nanotecnologia € nanomedicina.

5.2. CARACTERIZACAO DAS FERRITAS

5.2.1. Propriedades estruturais

A Espectroscopia de Difragdo de Raios X foi utilizada com o intuito de avaliar
a estrutura cristalina no que se refere a identificacdo de fases, o grau de cristalinidade e
pureza das nanoparticulas Fe3Os obtidas pelo método hidrotermal assistido por micro-
ondas (Figura 7).

Os picos de difragcdo das amostras foram comparados com os dados de difragdo
padrdo e organizados de acordo com os planos caracteristicos de uma estrutura do tipo
espinélio ctbica de face centrada, grupo espacial simétrico Fd3m sob ficha ICSD
(064829). As organizagdes da amostra indicaram somente a forma¢ao monofésica da
magnetita (Fe3O4), com picos de difragdo em 18,38° (111), 30,16° (220), 35,65° (311),
43,29° (400), 53,62° (422), 57,30° (511), 62,87° (440) e 74,44° (533).

Figura 7: Difratograma e refinamento Rietveld para as nanoparticulas de Fe;O4 obtidas

pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas
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Fonte: Proprio Autor (2024).

Com base nos dados obtidos pelo refinamento Rietveld mostrado na Tabela 3,

podemos determinar informagdes acerca dos parametros da estrutura cristalina para as
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nanoparticulas de Fe;Ou sintetizadas, tais como: pardmetros de rede (A), tamanho de
cristalito (D), qualidade do refinamento (x?), perfil do fator residual (Rw) e
microdeformacgado (€), os quais foram aplicados para verificar a qualidade e consisténcia

da montagem dos dados experimentais.

Tabela 3: Parametro de rede e tamanho de cristalito para as nanoparticulas magnéticas

de ferro, oxidadas a 240 °C.

Fase (%) a (A) D (nm) x? Rw € (%)

Fe304 (100%) 8.366 £+ 0,003 5,41 £ 0,467 1,42 4,45 0.0031 £ 0,001

Fonte: Proprio Autor (2024).

Baseado no resultado do refinamento Rietveld, as nanoparticulas de Fe3O4
obtidas possui tamanho médio de cristalito igual a 5,41 nm caracterizando-as dentro da
escala nanométrica. Esse resultado confirma o perfil alargado de largura a meia altura
dos picos de difracdo (KURTAN et al., 2016). De acordo com os dados do refinamento
podemos atribuir um alto grau de confiabilidade aos dados obtidos devido ao baixo grau
de microdeformacao igual a 0,0031%, indicando baixa deformidades na estrutura
cristalina da célula unitaria e a proximidade do pariametro (A) atribuido para as
nanoparticulas (8,366) em relacdo ao padrdo (8,393). Além disso, a qualidade do ajuste
matematico é definida pelos valores de %> e Rw, tomando como base o quio proximo e
distante a amostra analisada est4d do padrao usado para o calculo, sugerem um bom ajuste

ao refinamento.
5.2.2. Propriedades estruturais das nanoparticulas de Fe;O4@Ag
Para avaliar o processo de recobrimento das nanoparticulas de Fe3O4 com Ag foi

utilizado a técnica de DRX, além da realizagdo do refinamento Rietveld como mostrado

na Figura 8.
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Figura 8: Difratograma e refinamento Rietveld para as nanoparticulas de Fe3;Os@Ag

obtidas pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas
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Fonte: Proprio Autor (2024).

A partir do difratograma obtido para as nanoparticulas FesOs@Ag, utilizou-se o
software HighScore Plus® para identificar os picos de difracdo presentes na amostra, e
depois a utilizagdo do refinamento Rietveld com auxilio do software Gsas II®. Foram
encontrados picos de difracdo em 20 iguais 38,27°; 44,41°;, 64,68°; 77,53°
correspondentes aos planos cristalinos (111), (200), (220) e (311) consistente para a ficha
cristalografica JCPDS 00-004-078, referentes a prata metalica com estrutura cubica de
face centrada, confirmando assim a presenga do core@shell, Fe;O4@Ag com
propriedades magnéticas. Ao realizar a aplicagdo e remogdo do campo magnético em nas
nanoparticulas, observou-se que nao houve retengao alguma de magnetizagdo apds a
remo¢ao do campo, assim, o material apresentado apresenta propriedades

paramagnéticas. conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Comportamento superparamagnético das nanoparticulas de Fe;Os@Ag
observado sem o contato do ima (a) e com o contato do ima (b)

(a)

Fonte: Proprio Autor (2024).

Em nanoparticulas magnéticas, o tamanho das particulas pode influenciar
significativamente as propriedades magnéticas, como a coercividade, a magnetizagao de
saturacdo e o comportamento superparamagnético. Por exemplo, nanoparticulas menores
podem exibir superparamagnetismo, onde cada nanoparticula se comporta como um
unico dominio magnético que pode mudar de direg¢do sob a influéncia de uma temperatura
ambiente, eliminando a remanéncia magnética. Wang et al. (2017) realizaram um estudo
detalhado sobre nanoparticulas de FesOs@Ag, utilizando o método de Rietveld para
analisar os dados de DRX. O refinamento dos dados permitiu determinar o tamanho do
nucleo de ferro e a espessura do revestimento de prata. Os autores encontraram uma
relacdo direta entre o tamanho das particulas e suas propriedades magnéticas, como a
coercividade e a magnetizagdo de saturagdo. Este estudo demonstrou que o aumento na
espessura do revestimento de prata reduz a interagdo entre os nucleos de ferro, resultando
em uma menor coercividade.

Esses estudos demonstram claramente a importancia do método de Rietveld na
caracterizacdo estrutural de nanoparticulas de ferro recobertas com prata. A capacidade
de determinar com precisdo o tamanho das particulas e a espessura do revestimento ¢é
crucial para entender como essas caracteristicas estruturais afetam as propriedades
magnéticas das nanoparticulas. Esses conhecimentos s3o essenciais para o
desenvolvimento de materiais com propriedades magnéticas otimizadas para aplicagdes

especificas, como por exemplo na hipertermia magnética.
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5.2.3. Propriedades vibracionais

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi empregada com o intuito de identificar as espécies quimicas que
estavam presentes nas particulas produzidas, além da ligagdo Fe-O, caracteristica da

magnetita. A Figura 10 mostra os espectros FTIR para as nanoparticulas de Fe3Oa.

Figura 10: FTIR das nanoparticulas de Fe3O4 obtidas pelo método hidrotermal assistido

por micro-ondas
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Fonte: Proprio Autor (2024).

O espectro de FTIR ¢ usado para caracterizar os tipos de ligagdes presentes nas
nanoparticulas de Fe3O4. Observam-se os picos caracteristicos a aproximadamente 580
cm™!, 1600 cm™ e 3400 cm™. O modo vibracional préoximo de 580 cm™ corresponde a
vibragdo da ligacdo Fe—O, o que confirma a presenca de um 6xido de ferro. Durante a
preparacao das nanoparticulas de magnetita pelo método hidrotermal, as suas superficies
sao revestidas por grupos que tem hidroxilas (-OH), em ambiente aquoso. Assim, 0s

!¢ 3400 cm™ podem estar

modos vibracionais que aparecem na regidao de 1600 cm’
associados aos reagentes que possuem a hidroxila na sua estrutura (YANG et al., 2010).
O modo vibracional na regido 1068 cm™ corresponde a vibracdo da ligagdo O-H da

molécula da dgua.
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5.2.4. Propriedades vibracionais Core@Shell Fe3;Os@Ag

Os espectros de FTIR mostrados na Figura 11 foram realizados com o objetivo
de identificar qual o tipo de grupos funcionais que interagem na superficie das
nanoparticulas metalicas produzidas. O espectro a 1358 cm™ e 1369 cm™ pode ser devido
as vibragOes de estiramento simétricas ou assimétricas de NO3™ existente em solugdo,

devido ao precursor das nanoparticulas recobertas com prata, o AgNOs.

Figura 11: FTIR das nanoparticulas de Fe;O4@Ag obtidas pelo método hidrotermal

assistido por micro-ondas
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Fonte: Proprio Autor (2024).
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5.2.5. Espectroscopia Raman

Os espectros das nanoparticulas de Fe3O4 e FesOs@Ag mostrados na Figura 12
foram obtidos na regido de 0 a 1000 cm™'. Essa técnica foi empregada para avaliar a
formagdo secundaria proveniente da oxidagdo promovida pelo laser, porém nao foi
possivel fazer o controle da poténcia de feixe de radiagdo sob a amostra utilizando um
conjunto de filtros devido as mudangas operacionais no equipamento. Assim, ¢ possivel
observar na figura 12 a proeminéncia dos picos referente a a-Fe>O3 devido ao poder de
espelhamento Raman utilizado.

Shebanova e Lazor (2003) advertem que o processo de oxidagdo pode ocorrer
mesmo em baixas temperaturas quando o material encontra-se em tamanho reduzido, ja
que a taxa de transformagao promovida pelo laser se processa de forma rapida. E, em
casos que nao ocorram transi¢des de fases completas, ainda & possivel observar a
proeminéncia dos picos referente a a-Fe2O3 devido ao poder de espalhamento Raman
desta fase em relagdo ao espalhamento da fase Fe3Oa.

Tendo em mente que o material analisado possui estrutura core-shell, era de
esperar-se que o espectro Raman medido apresentasse picos referentes a estrutura quimica
do nucleo (core) e do revestimento (shell), e as ligagdes quimicas entre nucleo e
revestimento. Todavia ndo € isso que observa-se, os espectros obtidos apresentam apenas
caracteristicas comuns ao oxido férrico a-Fe2O3; € nenhum modo relativo a Ag foi

encontrado. Supde-se entdo que o sinal seja pequeno o suficiente para ndo ser captado.
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Figura 12: Espectro Raman obtido a partir da amostra em pd de Fe3;O4 e Fe;Os@Ag, com
intensidade de laser 100%
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Fonte: Proprio Autor (2024).

5.2.6. Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do ultravioleta no visivel (UV-vis)

As nanoparticulas obtidas pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas,
tem como caracteristica baixo carater hidrofilico, portanto, tornou-se imprescindivel
realizar o processo de estabiliza¢do de fase das nanoparticulas. Nessa circunstancia, foi
empregado o citrato de sddio como um agente estabilizante. Assim, a espectroscopia UV-
vis foi realizada para evidenciar na superficie das nanoparticulas a presenca do Citrato de
Sodio na regido de 380 nm. A Figura 13 apresenta os espectros UV-vis obtidos para a

estabilizacdo de fase aplicado nas nanoparticulas de magnetita.
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Figura 13: Espectroscopia no UV-visivel de nanoparticulas de Fe3;Os e Fe;Os@Ag

recoberta com citrato de soédio
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Fonte: Proprio Autor (2024).

Segundo SOLOMON, et al., (2007) as nanoparticulas apresentam um tamanho
menor do que 10 nm, logo sugerem a formacao do shell de prata sob a superficie das
nanoparticulas de Fe;Oa.

Singh et al., (2019) exploraram as propriedades Opticas de nanoparticulas de
Fe;04@Ag estabilizadas com citrato de s6dio. Os espectros UV-visivel mostraram uma
regido de absor¢ao ampla em torno de 400-420 nm, atribuida as nanoparticulas de prata.
A absor¢ao caracteristica do Fe3O4 foi observada em 300 nm.

O material em escala nanométrica tem uma tendéncia natural de sofrer
aglomeragdo para reducdo da sua energia superficial. Deste modo, as nanoparticulas so
conseguem permanecer nesse estado se houver um agente estabilizante adequado. O
citrato de sodio adsorve-se na superficie das nanoparticulas promovendo assim a sua

estabilizagdo, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Processo de estabilizagdo de fases das nanoparticulas de FesOs@Ag para a
fase aquosa. (1) Nanoparticulas de Fe3sOs@Ag antes da estabilizacdo; (2) nanoparticulas
de Fe;Os@Ag revestidas com citrato de sodio; (3) processo de separacdo das
nanoparticulas do meio por separagdo magnética e (4) nanoparticulas de
Fe;04@Ag@Na3zCsHs0O7 estabilizadas em meio aquoso

e 80

Fonte: Proprio Autor (2024).

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO SISTEMA Fe;O4@Ag

A fim de avaliar a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas de Fe;O4@Ag em
linhagens de células saudaveis humanas (GM0749), foi realizado o ensaio de redugao do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio), mostrado na Figura
15. As nanoparticulas de Fe3Os@Ag ndo induziram maior citotoxicidade nessa linhagem
celular, obtendo-se um valor de concentragao inibitoria 50% (ICso ) de 1638 pg/mL com
DMSO, e 2813 pg/mL sem DMSO, ambos em 48 horas. A partir desses resultados, foi
possivel determinar que as nanoparticulas de Fe;Os@Ag nas concentragdes de 1000-7
pg/mL apresentaram um comportamento de ndo reducdo da quantidade de células dos
fibroblastos de pulmao normal, o que indica que este composto apresenta forte caracter
de biocompatibilidade em sistemas bioldgicos humanos. Outro resultado obtido, foi a
multiplicagdo celular, indicando que esse composto apresenta potencial para ajudar na

regeneragao de um tecido danificado.
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Figura 15:  Viabilidade celular para o composto  (nanoparticulas

Fe;04@Ag@NazCsHsO) em linhagem GM0749 (Fibroblasto de pulmao humano).
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Fonte: Proprio Autor (2024).

As aplicagdes para as nanoparticulas estdo relacionadas de maneira direta com o
tamanho médio cristalino, comportamento superparamagnético e interagdo dos agentes
de recobrimento com o meio celular, neste caso a estrutura do tipo core@shell. Desta
maneira, as nanoparticulas obtidas via micro-ondas apresentaram potencial aplicagdo em
processo de hipertermia magnética, uma vez que conseguiram estabilizar-se em meio

celular adequado para manter as células saudaveis sem prejuizos.
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6. CONCLUSAO

e As nanoparticulas foram obtidas pelo método hidrotermal assistido por micro-
ondas aplicando Cloreto de Ferro (III), Cloreto de ferro (II) e Hidroxido de Sodio.
Com base nas analises do DRX observou-se que as nanoparticulas apresentaram
formagao monofasica da fase Fe3O4 de estrutura do tipo espinélio cubico de face
centrada e grupo espacial Fd3m;

e A andlise do difratograma de raio-X para as nanoparticulas de Fe3;O4 aplicando o
ajuste matematico de refinamento Rietveld, mostrou que as nanoparticulas obtidas
encaixavam-se dentro da escala nanométrica e com baixos niveis de distorgdes na
rede cristalina, indicando uma boa organizacdo estrutural a longo alcance
sugerido. Nessa perspectiva, o método hidrotermal assistido por micro-ondas
apresentou-se eficiente na sintese de nanoparticulas de Fe3O4 com alto controle
de tamanho de cristalito e baixas deformacdes;

e O revestimento das nanoparticulas de Fe;O4 com prata foi avaliado utilizando o
difratograma de raios-x, indicando a formagdo de picos de difracdes
caracteristicos da prata metalica (Ag') sugerindo o recobrimento das
nanoparticulas. Porém, ndo ¢ possivel afirmar qual grau de recobrimento foi
alcancado pela metodologia aplicada, tendo em vista a necessidade da realizagao
de analise via Microscopia eletronica de transmissao (MET), técnica que nao foi
possivel emprega-la em virtude da falta de equipamento disponivel durante a
execugdo do presente trabalho;

e A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho apresentou os modos
vibracionais referente ao modo relevante da ligacdo do tipo covalente Fe-O,
confirmando a presenca de um 6xido de ferro. Foi possivel determinar a partir do
FTIR o tipo de interacdo entre os grupos hidroxilo revestindo a superficie das
nanoparticulas, portanto se faz necessario depois da sintese, uma lavagem das
nanoparticulas para obtencao de um pH estavel. Além disso, foi possivel observar
os modos vibracionais referentes ao precursor utilizado para recobrimento das
nanoparticulas com a prata;

e O espectro Raman obtido para as nanoparticulas de Fe;O4 e Fes;Os@Ag foi
empregado para o estudo da variag@o da intensidade de incidéncia do laser sob as

nanoparticulas de Fe3O4, ndo foi possivel variar a intensidade de incidéncia do
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laser, nem a utilizac¢ao de filtros, devido a capacidade do equipamento, logo foi
utilizado a intensidade de laser a 100%, o que revelou alta sensibilidade das
nanoparticulas a oxidagdo, promovendo uma transi¢ao direta e rapida a fase Fe3O4
para a-FexOs;

O processo de estabilizagdo das nanoparticulas Fe;Os@Ag no meio aquoso,
mostrou-se eficiente, conforme espectro UV-vis. Confirmando assim a presenga
do citrato de sodio revestindo a superficie das nanoparticulas. Portanto, foi
possivel obter nanoparticulas de magnetita que permanecem soliveis em meio
aquoso;

Avaliando os valores de ICso, os testes de citotoxidade indicaram que as
nanoparticulas Fe3;O4@Ag em meio aquoso apresentam biocompatibilidade,
indicando que estes materiais apresentam potencial para aplicagcdes biomédicas;
Nao foi possivel estudar a estabilidade dos sistemas em meios bioldgicos aquosos
e avaliar a viabilidade celular em linhagens neoplésicas por ensaio de reducao de
3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina Tetrazolio (MTT),
devido a contaminagdes constantes de bactérias nas placas de cultura das células
utilizadas, logo houve demora na entrega dos resultados dentro do prazo
estipulado no desenvolvimento deste trabalho;

Nao foi possivel avaliar o tamanho de cristalito via Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET), devido a dificuldades instrumentais e de manuten¢do do
equipamento, comprometendo assim os resultados esperados no desenvolvimento

do presente trabalho.
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