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Resumo

Neste trabalho investigamos a eficiéncia magneto-térmica de dois nanocarreadores, flui-
dos magnéticos (FMs) e magnetolipossomos (MLs), com potencial para terapia oncologica. Flui-
dos magnéticos a base de nanoparticulas de ferrita de manganés recobertas com acido citrico
foram sintetizados. Magnetolipossomos, vesiculas contendo as mesmas nanoparticulas, foram
preparados pelo método de extrusao. A difragdo de raios-X confirmou a estrutura cristalina
das nanoparticulas, do tipo espinélio, enquanto a microscopia eletronica de transmissao indicou
particulas esféricas com distribuigao do tipo lognormal e didmetro medio de (D) = 11,1+ 3,5
nm. Os dados de magnetometria de amostra vibrante (MAV) revelaram particulas no regime
superparamagnético em condigdo quasi-estatica. A redugdo da magnetizacao de saturacao da
nanoparticula em relacao a amostra bulk foi explicada pela existéncia de uma casca fracamente
magnética com espessura de 1,1 nm. A concentragao e distribuicdo de didmetros dos lipos-
somos (diametro médio de 180 nm) foram obtidos pela técnica de andlise de monitoramento
de nanoparticulas (NTA). Os dados de NTA e MAV permitiram obter a fracao de particulas
encapsuladas nas vesiculas, que variou de 0,26 a 0,83%. Medidas de birrefringéncia magnética
revelaram uma maior fragao de particulas formando agregados nos MLs em relagao aos FMs.
Medidas de hipertermia magnética foram feitas variando a frequéncia (111-632 kHz) e amplitude
de campo magnético (até 250 Oe) em amostras de FMs e MLs com diferentes concentragoes
de particulas. Em geral, encontramos que a eficiéncia magnetotérmica dos MLs foi menor que
a dos FMs, apesar deste efeito ser menos significativo em baixas frequencias (< 170 kHz). A
explicacao para o fendmeno foi fornecida por um novo modelo teérico que considerou, além do
efeito da interagao dipolar na anisotropia magnética, a reducao da susceptibilidade devido a
particulas bloqueadas. Esta contribuicao foi fortemente dependente da frequéncia, amplitude

do campo alternado e de agregados no coldide.



Abstract

In this work we investigated the magnetothermal efficacy of two nanocarriers, magnetic
fluids (MF') and magnetoliposomes (ML), with potential for oncology therapy. Ferrofluids based
on manganese ferrite nanoparticles, surface coated with citric acid, were synthesized. Magne-
toliposomes, vesicles containing magnetic nanoparticles inside, were prepared by the extrusion
method. X-ray diffraction corfimed the spinel structure, while transmission electron micros-
copy revealed spherical nanoparticles with a lognormal size distribution and mean diameter
of (D) = 11,1+ 3,5 nm. Magnetization curves, at quasi-static conditions revealed particles
at the superparamagnetic regime. A reduction in the saturation magnetization in compari-
son with bulk samples were explained by a nonmagnetic shell with thickness of 1.1 nm. The
concentration and particle size distribution of the liposomes (mean diameter of 180 nm) were
obtained from the nanoparticle tracking analysis (NTA). The combination of magnetometry
and NTA data revealed an encapsulation particle volume fraction in the range of 0.26 to 0.83%
for the samples. Magnetic birefringence data showed a higher fraction of aggregates in ML in
comparison to MF. Magnetic hyperthermia experiments were perfomed at distinct frequencies
(111-632 kHz) and field amplitudes (up to 250 Oe) for distinct ML and MF samples. In gene-
ral, we found a reduction of magnetothermal efficacy for magnetoliposomes when compared to
MF'. although the effect is less evident at lower frequencies (<170 kHz). The explanation was
obtained through a new theoretical model that, not only takes into account the effect of dipolar
interaction in the magnetic anisotropy, but also the reduction of susceptibility due to blocked
nanoparticles. This contribution was shown to be strongly dependent upon field frequency,

amplitude and aggregates in the suspension.
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Capitulo 1

Introducao

Esta tese relata o estudo de propriedades magnetotérmicas de magnetolipossomos
(ML). Os ML’s sao definidos como vesiculas lipidicas nanométricas (diametro de 100-200 nm)
contendo nanoparticulas magnéticas (tamanho da ordem de 10-20 nm). Talvez tal sistema
tenha sido proposto pela primeira vez em 1988 por De Cuyper e Joniau [5]. Estas nanoestru-
turas nao devem ser confundidas com os magnetossomos, nos quais nanoparticulas magnéticas
sao recobertas por uma dupla camada lipidica. Estes nanocarreadores tém varias aplicagoes
biomédicas, alguns inclusive aprovados ha algum tempo para uso clinico, como o Doxil - lipos-
somo contendo doxorubicina - aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration - USA) em
1995 [6] (Vide Tabela 1.1 no final deste capitulo).

O lipossomo pode conter diversos agentes terapéuticos como quimioterapicos, “primers”
(sequéncia de DNA ou RNA), moléculas fluorescentes (no caso de aplica¢oes in vivo na faixa
do infravermelho proximo), agentes de contraste, tracadores radioativos, entre outros [7-9|.
O agente terapéutico pode ser inserido tanto na camada lipidica (se for lipofilico e/ou hidro-
fobico) quanto em sua cavidade esférica, como no caso de drogas hidrofilicas. Para garantir
maior tempo de circulagao na corrente sangiiinea pode-se acoplar a seus lipideos moléculas de
PEG, neste caso denominamos o carreador de lipossomo PEGylado [10]. Tal procedimento é
relevante, pois permite que o nanocarreador possa ter mais tempo para encontrar tumores e
se beneficiar de um efeito descoberto por Maeda em 1986 [11], no qual fenestragoes no tecido

endotelial (devido a angiogénese - criagao de novos vasos) sao observadas proximo ao tumor,
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permitindo o vazamento de estruturas da ordem de 100 nm para o inerior da regiao tumoral.
A especificidade com as células tumorais pode entao, em teoria, ser obtida ao acoplar na su-
perficie dos lipossomos anticorpos, peptideos ou outros marcadores moleculares que possuem
especificidade para determinadas linhagens tumorais [2].

Por sua vez, ao inserir neste nanocarreador particulas magnéticas pode-se beneficiar
de diversas caracteristicas destes materiais. Por exemplo, nanoparticulas magnéticas atuam
como agentes de contraste para a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear por Imagiamento
(RMNT). Por essa razao, foram utilizadas na marcagao de células-tronco [12] ou ainda na detec-
¢ao precoce de metéastases de cancer de prostata [13], entre outros. Em geral, estas particulas
sao ferritas (6xido de ferro) e possuem diversas vantagens em relagdo a outros materiais ja que
sdo biocompativeis, biodegradéveis e ja foram aprovadas pela FDA para o uso clinico (em geral
como agente de contraste) [3](Vide Tabela 1.1). Por outro lado, particulas magnéticas aquecem
quando sao submetidas a campo magnético alternado, fenémeno conhecido como hipertermia
magnética. Tal efeito tem grande importancia no tratamento de varias doengas [14,15], inclusive
cancer.

A ideia da hipertermia com nanoparticulas nao é nova, sendo a primeira publicacdo de
1957 com o trabalho pioneiro de Gilchrist et al. nos EUA [16]. Possivelmente, pela auséncia de
boas nanoparticulas e devido a questoes técnicas associadas a geracao de campo magnético al-
ternado de alta intensidade, apenas no inicio da década de 90 é que a ideia retornou com Jordan
et al. [17]. Este grupo alemao desenvolveu varios estudos pré-clinicos e finalmente montou uma
empresa (MagForceAG), a qual desenvolveu um equipamento de hipertermia magnética para
uso clinico em seres humanos [18|. As primeiras publicagoes acerca de seus estudos clinicos ini-
ciaram em 2005 [19-22|. Posteriormente, devido a excelentes resultados clinicos, em particular
para o glioblastoma (cancer de cérebro extremamente agressivo), a empresa recebeu autoriza-
¢ao da comunidade européia para tratar pacientes com céncer de cérebro [23]. A estratégia
da empresa tem sido desenvolver fluidos magnéticos (suspensoes coloidais de nanoparticulas

magnéticas) para tal aplicagdo biomédica.
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Paralelamente, praticamente na mesma época que os alemaes, um grupo japonés lide-
rado por Kobayashi, propos a utilizagao de magnetolipossomos catiénicos para a hipertermia
magnética [24]. Este grupo desenvolveu (em 1998) também um sistema de hipertermia magné-
tica para estudos em ratos e coelhos, operando em 118 kHz e com amplitude de campo magnético
de até 380 Oe [25]. Diversos estudos pré-clinicos ja foram publicados utilizando (quase sempre)
magnetolipossomos catidnicos. Destaco aqui o desenvolvimento de imunomagnetolipossomos
anti-Her2 [26], efeito sinérgico de hipertermia com quimioterapia [27] e a magneto imunotera-
pia |24,28]. Mais recentemente este grupo iniciou estudos clinicos em fase I no Japao [28].

Apesar de todo o progresso nos estudos pré-clinicos utilizando magnetolipossomos, e al-
guns reviews recentes sobre magnetolipossomos e hipertermia [7,29|, ainda se sabe muito pouco
a respeito da eficiéncia magnetotérmica desses nanocarreadores. Além disso, sabe-se que a in-
teracao particula-particula pode ter forte influéncia na hipertermia magnética [30|. Entretanto,
poucos trabalhos foram capazes de aferir como as nanoparticulas estao organizadas dentro da
vesicula. Talvez um dos pioneiros neste assunto seja o trabalho do nosso grupo publicado em
2009 [31], no qual a autoorganizacdo de nanoparticulas no lipossomo foi investigada por meio
da birrefringéncia magnética estatica. Note que magnetolipossomos também sao interessantes
agentes de contraste em RMNI [29,32] e como contém muitas particulas encapsuladas, possuem
boa propriedade magnetoforética, i.e, sob condigoes adequadas pode-se, em principio, usar de
gradiente de campo magnético para atrair ou vetorizar seus agentes terapéuticos para uma
regiao especifica [33,34|. De fato, nosso maior interesse nesta tese é investigar o efeito mag-
netotérmico de magnetolipossomos sob condi¢ao controlada. Nos iremos focar na comparagao
entre a eficiéncia magnetotérmica de fluidos magnéticos e magnetolipossomos.

Na literatura, existem poucos artigos que investigaram de forma adequada a hiper-
termia de magnetolipossomos. Em 2012, Bealle et al. relataram que seus magnetolipossomos
possuiam uma eficiéncia magnetotérmica maior que os fluidos magnéticos (i.e. que as nanopar-
ticulas ndo encapsuladas em vesiculas) [35]. Por outro lado, De Cuyper et al. ndo encontraram

diferencas na hipertermia magnética de magnetolipossomos [36]. Em um estudo computacio-
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nal utilizando a técnica de Monte Carlo (“Kinetic Monte Carlo”) Tan et al. encontraram que
a eficiéncia magnetotérmica pode ser tanto aumentada quanto diminuida em magnetoliposso-
mos dependendo de diversos parametros, como fracao de particulas encapsuladas, didmetro das
nanoparticulas, anisotropia magnética, interagao particula-particula, entre outros fatores [37].

Um dos estudos recentes mais intrigantes relacionados ao efeito da organizagao de na-
noparticulas na hipertermia, talvez seja o de Di Corato et al. [38|. Neste trabalho foi investigada
a eficiéncia magnetotérmica de diversas nanoestruturas (inclusive magnetolipossomos) durante
o processo endocitotico de nanoparticulas por células tumorais. Os autores encontraram que
a eficiéncia reduzia drasticamente quando as nanoparticulas eram endocitadas. E muito curi-
080 notar que neste processo a célula encapsula as particulas em vesiculas. O efeito foi visto
com nanoparticulas de diferentes didmetros, formas ou carreadores. Nesta tese iremos mostrar,
dependendo das condigbes experimentais, que os magnetolipossomos possuem uma eficiéncia
magnetotérmica menor do que quando as nanoparticulas nao estao encapsuladas. Devido a
baixa amplitude de campo iremos usar um modelo de regime linear (TRL). Entretanto, di-
ferentemente de outros modelos da literatura, incluiremos nao apenas o efeito da interacao
particula-particula [30], como também uma nova contribui¢ao devido a particulas bloqueadas.
O modelo é valido no caso de amplitude de campo menor que o campo de anisotropia, condi¢ao
satisfeita em nosso regime experimental. Esta serd uma importante contribuicao tedrica da tese
j& que generaliza o modelo TRL ao incluir particulas bloqueadas.

A tese foi dividida da seguinte forma. No capitulo 2 iremos discutir o que é um fluido
magnético e magnetolipossomos e quais interacoes sao relevantes para garantir a estabilidade
coloidal. No capitulo 3 apresentaremos os fundamentos teéricos necessarios para entender
os resultados experimentais e os fenémenos envolvidos. Em particular, este capitulo conta
com uma discussao a respeito das diferencas entre susceptibilidade DC e AC e a consequéncia
para a hipertermia magnética, que é proporcional a susceptilidade imaginaria da amostra.
O capitulo 4 apresenta a metodologia experimental, i.e. as técnicas bésicas utilizadas neste

estudo. No capitulo 5 apresentamos algumas caracterizagoes das amostras de fluidos magnéticos
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e magnetolipossomos. O leitor encontrard informagoes sobre a distribuigao de tamanho de
particulas, magnetizacao de saturacao e concentragao de particulas encapsuladas (ou ndo) nos
lipossomos. O capitulo 6 apresenta os nossos resultados experimentais. Primeiramente, os dados
de birrefringéncia magnética, que permitem entender como as nanoparticulas estao organizadas
no interior dessas vesiculas. Depois apresentamos os dados de hipertermia magnética. A
discussao dos resultados é apresentada conjuntamente, quando possivel, e serd baseada no
modelo TRL considerando a contribui¢ao de particulas bloqueadas e a influéncia da interacao
particula-particula. Finalmente, no capitulo 7, apresentamos nossas conclusoes e perspectivas

de trabalhos futuros.
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Nanocarreadores para uso clinico
Produto Nanocarreadores Indicacao Status
Doxil /Caclyx Lipossomo PEQlado Cancelj de Ovario/Sarcoma Aprovado [2]
com doxorrubicina Kaposi
DaunoXome(Galen) Lipossomo com Sarcoma Kaposi Aprovado 2]
Daunorrubicina
Lipossomo com
Myocet(Sopherion)  N-PEGlado Cancer de mama Aprovado [2]
doxorrubicina
Lipossomo com
PEGlato ) A
MCC-465 doxorrubicina e MetAastase de Cancer de Fase clinica 1 2]
Estomago
agente marcador do
anticorpo GAH
Lipossomo com
oxaliplatina e Metastase avancada de Fase clinica
MBP-426 receptor de tumores solidos 1/2 [2]
Transferrina humana
Lipossomo p53 cDNA
SGT-53 e receptor de Tumores Sélidos Fase clinica 1 [2]
transferina
Nanoparticulas
Magnéticas A q |
Ferumoxytrol recobertas ¢/ Tratamento de Anemia e
S FDA [3]
Carboximetildextran
(17 - 31 nm)
Nanoparticulas
Magnéticas .
Ferucarbotran recobertas ¢/ imaglarélenct'o (Llongo ?Ip)li&)vz;do pela
Carboxidextran (45 - empo de Circulagio) 13
60 nm)
Nanoparticulas . Aprovado pela
Ferumoxides Magnéticas cobertas Irlir‘l/aglgmelgo por RMNI FDA (Retirado
¢/ Dextran (100 nm) (Figado ¢ Bago) do mercado) [3]
Imagiamento vascular por
Nanoparticulas fluorescéncia em
NanOSPARKTM, Magnéticas infravermelho préximo e .
Angi SPARKTM fluorecentes cobertas ~ Imagiamento intravital Pré-clinico [3]
ngio

c/ PVA

(Tempo real com resolucao
microscopica)

Tabela 1.1 : Informagoes sobre alguns nanocarreadores extraidas de Cheng et al. e Weissleder

et al. [2,3]



Capitulo 2

Nanocarreadores Magnéticos

2.1 Fluidos Magnéticos - Caracteristicas Gerais

Sistemas coloidais sao misturas heterogéneas formadas basicamente por duas fases,
uma continua e outra dispersa. Por exemplo, o leite é um sistema coloidal no qual a fase continua
¢ a dgua e a fase dispersa sao vérios tipos de particulas presentes em sua composigao estrutural.
Em dispersoes coloidais, a fase continua pode ser um solvente fluido e fase dispersa particulas
solidas. Estas particulas, geralmente, tem didmetro entre 2nm e 100nm e sao chamadas de
nanoparticulas pelo fato de seu diametro ser da ordem do nanometro(10~%m).

Fluidos magnéticos, também denominados ferrofluidos, sao dispersoes coloidais cuja
fase dispersa é composta por nanoparticulas ferro ou ferrimagnéticas (Fe3Oy, MnFeyOy4 e ou-
tros), e cuja a fase continua é um solvente liquido polar ou apolar (vide fig.2.1). As nanopar-
ticulas magnéticas sao aproximadamente esféricas e geralmente sao monodominios magnéticos,
ou seja, toda a nanoparticula magnética representa uma regiao onde os spins se acoplam ferro

ou ferrimagneticamente.

2.1.1 Meétodos de Preparacao

Na obtencao de amostras de fluidos magnéticos, requer-se como material de partida na-
noparticulas magnéticas estaveis. As nanoparticulas devem apresentar uniformidade de forma e

dimensao de modo que possuam propriedades fisicas e quimicas estaveis. Estas nanoestruturas
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Figura 2.1 : Representagao esquematica de um fluido magnético surfactado em trés escalas de
comprimento. Na escala macroscopica (esquerda), o fluido magnético aparece como um fluido
comum. Na escala coloidal (centro), o fluido aparece como uma dispersao coloidal de diversas
particulas solidas. A direita, mostra-se o revestimento das nanoparticulas

devem ter um alto controle de varias variaveis como, por exemplo, a sua dimensao, estabilidades
quimica e estrutural, possuindo, desta forma, tamanhos uniformes e que possam trasformar-se
em fluidos magnéticos estaveis, sem aglomerados ou agregados. Tais caracteristicas, podem
influenciar as propriedades magnéticas dos materiais nas mais diversas aplicagoes, sejam bio-
meédicas, como drug delivery (liberagao controlada de farmacos) [39], ou tecnologicas como em
transformadores elétricos [40].

As nanoparticulas de ferritas possuem diversas técnicas de preparacao, sendo estes
fisicas, quimicas ou uma combinagao das duas. Nos meios fisicos estao inclusos a reducao de
tamanho por meio de moagem de particulas micrométricas [41]| e a de deposi¢ao a vapor [42],
como exemplos. Entre os processos de preparagao quimica, temos a coprecipitagao por meio
de hidrolise alcalina em meio aquoso [43,44] em microemulsao [45], micelas reversas [46] e
decomposi¢ao térmica [47].

No principio, na preparagao de fluidos magnéticos, as nanoparticulas eram obtidas
através do método de moagem de um material magnético na presenga de um solvente e de um
surfactante [41]. O material surfactante atua nas fissuras das microparticulas, facilitando a
sua fragmentagao. Sendo assim, a dureza, a cristalinidade, microfissuras e plasticidade sao as
carateristicas essenciais que influenciam diretamente no tamanho final do material desejado. Na
obtencao de nanoparticulas da ordem de 50 nm ou de menor didmetro, o processo de moagem
pode perdurar por alguns dias. Dentro deste processo, um surfactante é adsorvido na superficie

das nanoparticulas fornecendo-lhes a estabilidade na suspensao coloidal por meio de repulsao
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estérica (mecanismo proveniente da camada de cobertura das particulas).

O método de coprecipitagao em meio aquoso ¢ o mais coveniente e usado, pois, caracteriza-
se por ser um método de baixo custo na obten¢ao de nanoparticulas em grandes quantidades.
Este método permite-nos produzir pequenas particulas com altos indices de pureza e estequi-
ometria. Por sua vez, o melhor ajuste de tamanhos das nanoparticulas depende de algumas
condigoes de preparacao, tais como, o pH das solugoes, a temperatura de reagao, tempo decor-
rido desde o precipitado ja pronto, a velocidade de agitacao, a concentragao de fons e o tipo
de base utilizada (NaOH, KOH, NH,OH) [48]. A cristalinidade da nanoparticula, o didmetro
médio e sua dispersao podem ser ajustados fazendo-se a precipitagao na presenca de ligantes
idnicos tais como tartarato, fosfato e citrato ou na presenca de solventes orgéanicos.

Para uma melhor visualizacao destes processos, as equagoes (2.1) e (2.2) represen-
tam métodos de precipitagdo de ferrita de cobalto [49] e de magnetita em meio aquoso [50],

respectivamente.

2Fe3t 4+ Co*t + 80OH™ — CoFey04 + 4H,0 (2.1)

Fe*t(FeSOy) + 2Fe* (FeCly) + 8OH ™ (NaOH) — Fe3O4 + 4Hy0 (2.2)

A ferrita de manganés, que é a nanoparticula base neste estudo, pode ser obtida pela
reagao:

IMn?*t 4 2Fe* + OH™ — MnFey,Oy + 4H50 (2.3)

Este fluido magnético foi sintetizado por Nicholas Zufelato, aluno de doutorado do professor
Dr. Andris F. Bakuzis.

A formagao de pequenos aglomerados entre particulas precipitadas nestas solugoes é
inevitavel se nao houver um agente que estabilize as interagoes entre elas. Logo, deve-se realizar
o tratamento superficial nas nanoparticulas para que as mesmas venham a ter os dois tipos

de repulsao entre elas, a eletrostética, que é resultado da adsorcao de cargas na superficie das
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nanoparticulas e a estérica entre as particulas provinda dos surfactantes, por exemplo, polimeros
ou outras moléculas organicas ligadas a superficie. Conforme a aplicacao a que sao destinadas,
elas podem ser sintetizadas com varios tipos de moléculas como acido oléico, dextrana, entre
outros [40]. Para aplica¢oes biomédicas, modifica-se a superficie da nanoparticula realizando
ligacoes de moléculas que direcionem o sistema a estabilidade coloidal em meio biolégico, ou
seja, em pH da ordem de 7,4 e salinidade fisiologica [51]. Além disso, é importante que possuam
grupos funcionais livres para ligarem-se a agentes bioldgicos.

Logo, podemos dizer que o método de sintese por coprecipitagao quimica tem se tor-
nado uma ferramenta relativamente simples e de baixo custo na obtengao de nanoparticulas
magnéticas em grande escala e, ainda, possuindo estas amostras um controle razoével de for-
mato e dimensoes de suas nanoparticulas gerando, assim, fluidos magnéticos altamente estaveis

e adequados para aplicacoes biomédicas.

2.1.2 Meétodo de Preparacao da Ferrita de Manganés Passivada

Uma solugao com 90 mL de metilamina C'H3N Hy em 400 ml de d4gua em ebulicao
foi preparada e mantida em aquecimento. Outra solugao de 50 ml de cloreto de manganés
tetrahidratado MnCly4H,0 a 0,5 mol/L e 50 mL de cloreto férrico hexahidratado FeCl36 H,O
a 1,0 mol/L foi preparada e adicionada a primeira, sendo, em seguida, mantida em ebuli¢do e
agitagao controlada por um periodo de 30 minutos. Apos esse periodo, a solucao foi resfriada
e o material magnético formado foi separado através de um ima e lavado trés vezes com agua
destilada.

O procedimento seguinte ¢ de passivagao. Para tal, foi feita uma nova lavagem em 100
ml de solugao de acido nitrico HNO;5 a 0,5 mol/L seguida de agitagao. Outra vez, as nano-
particulas sao separadas magneticamente e o sobrenadante descartado. Depois, acrescentada
de 50 ml de uma solugdo de nitrato de ferro Fe(NOj3)s, o produto é submetido a tratamento
hidrotérmico por mais 30 minutos. Resfriada a solugao apos essa etapa, efetua-se mais uma

separagao do material magnético e descarte do sobrenadante. Por fim, a amostra é lavada trés
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vezes com acetona, sendo que na tltima, a acetona é posta a evaporar.

Para o recobrimento das nanoparticulas utilza-se citrato de s6dio tribasico dihidratado
CeHsNa3zO72H50 na proporg¢ao de 1mol de citrato de sdédio para 10 mols de fons ferro presentes
na amostra. Quando proximo de 150 mL ( particulas em p6 da primeira sintese mais 150 ml
de agua) a serem recobertos, foram adicionados 2.2 mg de citrato de sodio e a solugao foi
colocada sob agitacao a 80°C' por 30 minutos. Em seguida, ja resfriada a amostra, efetuou-se
o procedimento de separagao magnética e descarte do sobrenadante além de trés repeticoes
de lavagem com acetona, onde na terceira repeticao, adiciona-se dgua destilada e coloca-se o
produto para evaporar a acetona, como feito anteriormente. O que se tem ao fim de todo o
processo é um fluido magnético estével, de pH fisioldgico, e biocompativel pela cobertura de

citrato.

2.1.3 Estabilidade

A estabilidade do fluido magnético é de importancia fundamental para qualquer aplica-
¢ao tecnologica desse sistema. A mesma pode ser alterada por mecanismos intrinsecos, por
exemplo, as interagoes via potencial de van der Waals, dipolar magnética e dupla camada elétrica
entre particulas, ou ainda, por mecanismos extrinsecos, tais como campo gravitacional, campo
magnético e temperatura.

Note que uma das condicoes primordiais para que as particulas continuem suspensas
no liquido carreador é a agitagao térmica. Obviamente que as particulas nao podem ser muitos
massivas, caso contrario, a acao do campo gravitacional nao permitirda que fiquem suspensas
no liquido carreador ocasionando, portanto, a precipitagao das mesmas. Por outro lado, as
interagoes atrativas e repulsivas devem ser balanceadas, caso contrario, favorece-se a formacao

de aglomerados que, por sua vez, podem destruir a estabilidade do fluido.

Interacao de van der Waals

A energia de interagdo van der Waals entre duas particulas esféricas idénticas é dada
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por

A 2 2 s —4
- _= Z 1 2.4
Uo 6 52—4+52+n< s? )] (2.4)

onde A ¢é o coeficiente de Hamaker e s = 2(2/d+1) com z sendo a distancia entre as superficies
das particulas e d o didmetro de cada uma delas. O coeficiente de Hamaker, por sua vez,
depende das propriedades da particula e do solvente no qual esta suspensa podendo ser escrito

por

2 2 2\2
— 3hv.(nZ —n
A=K, (67” ES) + (n, — m,) (2.5)
1 & te) | 16v2(n2— n2)

onde ¢, ¢ a constante dielétrica da particula, €5 a constante dielétrica do solvente, h a constante
de Plank, v, a frequéncia caracteristica de absorcao, n, o indice de refragao da praticula e n, o
indice de refracao do solvente. A interagao a distancia, no limite de particulas muito proximas,

1

¢ proporcional a 2! e proporcional a 7% quando distantes uma da outra.

Interacao Dipolar Magnética

A interacao dipolar magnética entre duas particulas depende tanto da posi¢ao quanto

da orientacao de seus momentos magnéticos, sendo dada por

_ o (ﬁz"ﬁj B 3(ﬁi'ﬂ(ﬁj'ﬂ)

47 73 7D

Ua

(2.6)

com p = mM,d?/6 sendo o moédulo do momento magnético de uma nanoparticula magnética,
M, a magnetizagao de saturacao da amostra e u, a permeabilidade magnética do meio.

A interagao entre particulas magnéticas pode ser tanto repulsiva quanto atrativa como
mostra a figura (2.2)

De acordo com a orientagao dos momentos magnéticos pode-se favorecer a formagao de
aglomerados. Portanto, é necessario introduzir de alguma forma interagoes repulsivas entre par-
ticulas. Isto pode ser feito através de repulsao estérica (for¢a de contato), repulsao eletrostatica

ou uma combinagao das duas.

Repulsao Estérica

Fluidos magnéticos que utilizam este mecanismo para manter a estabilidade coloidal
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Figura 2.2 : Interagoes entre particulas: (a) e (b) corespondem a configuragoes de intera¢ao do
tipo atrativas e em (c) configura-se uma interagao dipolar repulsiva

sao denominados, em geral, surfactados. A repulsao estérica entre duas particulas esféricas

idénticas ¢ dada por [41]

Ue — md*¢ [+2 1+t 1
= 2 — 1 — - <2 2.
KT 5 [ ; n<1+l/2 t)}’ para x <20 (2.7)
ou
e _ 0 ara x> 20 (2.8)
KT P '

com | =2x/d et =2§/d sendo § a espessura da camada de cobertura. Na equagdo acima, £ é
um parametro chamado de grafting que descreve a densidade superficial de moléculas absorvidas

na superficie da nanoparticula.

Repulsao Eletrostatica

Fluidos magnéticos que possuem este mecanismo, em geral, sao denominados idnicos
e caracterizam-se pela presenca de uma densidade de cargas em torno da superficie das parti-
culas. Apresentam em torno da superficie da nanoparticula uma dupla camada elétrica, que
caracteriza-se pela presenca de regides distintas, uma denominada interna formada por ions
que sao absorvidos na superficie da particula magnética e outra formada por contra-ions, ions
opostos que se formam na camada iénica (vide figura 2.3).

Veja que a concentracao dos ultimos decresce quanto maior for a camada interna. O

raio de agao desta dupla camada elétrica é chamado de raio de Debye e depende tanto da forga
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Figura 2.3 : Representagao esquemaética de um fluido magnético idnico

idnica quanto da temperatura. A interagao eletrostatica entre duas particulas idénticas com

dupla camada elétrica pode ser escrita como

KgT \’e*(r—d
Uel:45d2( b 7) e (r—d (2.9)
q r
onde
_ qs
v = tanh (74KBT) (2.10)

sendo €, ¢, k e Y a permissividade do liquido carredor, a carga do contra-ion da dupla camada

elétrica, o inverso do raio de Debye e o potencial de Stern (Potencial Zeta), respectivamente [52].

2.2 Lipossomos

Lipossomos sao vesiculas esféricas de tamanho entre nandémetros e alguns micrémetros,
constituidas por uma ou mais bicamadas lipidicas que encapsulam um meio aquoso em seu
interior [53]. Estas estruturas foram apresentadas primeiramente por Bangham et al. na década
de 60 [54].

As bicamadas lipidicas que formam um lipossomo tem caracateristicas parecidas a
membrana biolégica [55]. Estas bicamadas sao compostas de materiais biodegradaveis, bi-

ocompativeis e nao toxicos podendo ser empregados na sua preparacao lipidios naturais ou
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sintéticos [54,56]. Por estas propriedades, as vesiculas lipidicas se tornam possiveis carreadores
de farmacos [54]. A espessura da membrana dos lipossomos gira em torno de 4 nm, podendo
conter polimeros e/ou ligantes com fungoes especificas [57].

Apesar de sua composigao lipidica ser parecida com a membrana de uma célula, os
lipossomos sozinhos sao como corpo estranho para as células do organismo, resultando em
uma rapida remogao da circulagdo sanguinea [58]. Uma maneira de contornar este problema
foi relatado por Gregoriadis et al. [54] quando aumentaram a meia vida do lipossomo na cor-
rente sanguinea através da modificacao de sua membrana acrescentando polimeros hidrofilicos
como polietilenoglicol (PEG), fazendo com que nao sejam detectaveis ao sistema imunologico,

tornando-se desta forma, lipossomas de longa circulagao [59].
2.2.1 Classificagao dos Lipossomos

Lipossomos sao classificados de acordo com o niimero de bicamadas lipidicas presentes
na sua estrutura ou pelo seu tamanho. Quando classificados pelo niimero de bicamadas, eles
recebem as seguintes denominagoes: Vesiculas Unilamelares (ULV) ou Vesiculas Multilamelares
(MLV). Quando a classificagdo se déa pelo seu tamanho, sdo denominados Vesiculas Unilame-
lares Grandes (LUV) ou Vesiculas Unilamelares Pequenas (SUV). Além destas, os lipossomos
também recebem classificagoes de acordo com o método de preparacao. Tal classificacao nao é

muito utlizada [55].

2.2.2 Magnetolipossomos

Na década de 80, lipossomos com nanoparticulas magnéticas encapsuladas no seu inte-
rior foi proposto por De Cuyper e Joniau [5]. Os lipossomos magnéticos ou magnetolipossomos
consistem em vesiculas fosfolipidicas com nanoparticulas magnéticas encapsuladas no seu in-
terior (vide figura 2.4). Devido a sua biocompatibilidade, estes sistemas sdo apropriados para

uso em diversas aplicagoes biomédicas [60].
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hognaiBapoas-

Figura 2.4 : [lustracao de um lipossomo magnético ou magnetolipossomo.
2.2.3 Meétodo de Preparacao dos Magnetolipossomos

Os magnetolipossomos sao preparados através do método de hidratagao do filme lipidico
seguido de extrusao, conforme diagrama apresentado na figura (2.5). Primeiramente se prepara
o filme lipidico em um balao por uma solugao de fosfatidilcolina levada a estufa a 25°C sob vacuo
de 500 mmHg, permanecendo overnight. Hidrata-se depois o filme lipidico adicionando 3 ml
de meio de hidratacao com diferentes quantidades de particulas magnéticas e aguardando por
uma hora. Depois agita-se o balao em vortéx durante 5 min ou até todo o filme se desprender
do fundo do balao. E seguida, extrusa-se os lipossomos em membrana de 600 nm por 6 vezes,
utilizando uma pressao entre 100 psi e 450 psi. Para separacao de particulas magnéticas livres,
utiliza-se a ultrafiltragao em vivaspin de 300.000 Daltons. Leva-se em seguida para a centrifuga
a 20°C, a 5000 rpm durante 2 min. Para finalizar, dilui-se 100 pL dos lipossomos em 1 ml de

solucao tampao TES para as medidas de NTA.
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Pressdo de nitrogénio

Hidratagdo
do filme
lipidico

Evagoragdo
do solvente

; Extrusdo Lipossemas unilamelares
Solugdo de lipidios e Filme lipidico Vesiculas multilomelares P pequenos
farmaco em solvente e fragmentos de
organico bicamadas

Figura 2.5 : Representacao do processo de preparacao de um liposomo.



Capitulo 3

Fundamentos Teo6ricos

3.1 Monodomios Magnéticos

Dominios magnéticos sao regioes nas quais os spins do material magnético se encontram
orientados na mesma direcao. Esta organizacao se da pela superposi¢ao de dois mecanismos de
interagao existentes nos materiais que apresentam orientagoes espontaneas, interagoes dipolar e
de troca. Nestes dominios a curta distancia, a interacao de toca prevalece fazendo assim os spins
se orientarem paralelamente uns aos outros. Quando os dominio ficam grandes o suficiente, ha
uma tendéncia de se orientarem de forma que a energia dipolar seja minimizada, como mostra

o esquema da figura (3.1).

- > = - -w+ S

Figura 3.1 : Representacao esquematica da divisao de um dominio magnético e a minimizagao
de energia magnetostatica

Os dominios magnéticos sao delimitados por regidoes onde ha uma mudanga gradual
da orientagao dos spins, denominadas paredes de dominio, que sao também conhecidas como

paredes de Bloch. Quando aplica-se um campo magnético externo ao material, podem ocorrer

18
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dois processos. Os spins no dominio podem alinhar-se ao campo externo ocorrendo, assim, um
deslocamento das paredes de dominio, i.e. , um crescimento dos dominios que ja se encontram
na direcao do campo externo aplicado.

Os materiais ferro-ferrimanéticos podem ter muitos dominios magnéticos, denominados
multidominios. Porém, estes materiais podem ser reduzidos a monodominios magnéticos. O

didmetro critico para que haja essa mudanca é dada por [61]

72/AK.;
Do =Y (3.1)

Y
onde A é uma constante oriunda da interacao de troca, K.r ¢ a constante de anisotropia efetiva
do material e Mg é a magnetizacao de saturacao da amostra. A tabela (3.1) mostra o didmetro

critico de alguns materiais.

Material ~ D¢ (nm)

a— Fe 20
N1 48
Co 112

F6304 76

Tabela 3.1 : Didmetro critico de monodminios magnéticos [4].

3.2 Modelo de Langevin

O material superparamagnético caracteriza-se pela auséncia de coercividade, ou seja,
auséncia de histerese. A origem da palavra superparamagnetismo deve-se a Bean e Livingston
que observaram semelhancas entre esse material e o comportamento dos materiais paramagné-
ticos. A diferenga encontra-se na ordem de grandeza da magnetizagao que é aproximadamente
102 — 10? vezes maior que de materiais paramagnéticos tipicos.

Quando se aplica um campo magnético a uma amostra de fluido magnético, suas na-
noparticulas magnéticas tendem a ter seus momentos magnéticos alinhados com esse campo,
de modo que, quanto maior a intensidade desse campo, mais alinhados estarao os momentos
magnéticos das nanoparticulas. Esse fendmeno é responsavel pelo comportamento superpara-

magnético que o fluido magnético apresenta.
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Representando cada nanoparticula pelo seu momento de dipolo magnético (ji), o torque

(7) devido ao campo B aplicado pode ser escrito da forma
7 = 1fi B = |i % ()| = propu send (3.2)

onde # é o angulo entre o momento magnético e o campo magnético.
O trabalho realizado para girar o momento magnético da nanoparticula de § = 0 até

0 = 6" ¢ dado por

o o
W = / 7df = / popH senfdf = popH (1 — cos ) (3.3)
0 0

Esse trabalho pode ser usado como energia no fator de Boltzmann a partir do qual sera calculado
o valor esperado do momento de dipolo magnético. Como W = AU, onde U é a energia
potencial, pode-se definir a energia potencial como sendo nula quando 8 = 0 de modo que
teremos W = U. Como a variavel de integragao # nao serd mais usada, passaremos a usar
simplesmente 6 ao invés de ¢'.

Se qualquer orientacao do momento de dipolo de uma nanoparticula for igualmente
provavel, a probabilidade p(0)df de que ele faga um angulo entre 6 e 6 + df com H serd
simplesmente igual a razao entre a drea de um anel infinitesimal de raio senf e espessura 1d6f

e a area da superficie de uma esfera de raio unitario, portanto

27 senf send
p(0)dl = (1) df = 5 df (3.4)

Havendo N nanoparticulas de mesmo momento de dipolo magnético o nimero n(6)dd

de momentos alinhados entre § e 6 + df é obtido multiplicando-se n(6)df por N. Segue-se que
N
n(0)do = 5 senfdf (3.5)

Porém, existem algumas orienta¢des mais provaveis e, para evidenciar esse efeito, deve-

se acrescentar o fator de Boltzmann na fungao n(6), portanto

n'(0)df o< e="V/*ETn(6)dh = e—W/’fBTg senfdf (3.6)
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onde o uso do simbolo & indica que para n/(f)df ser uma densidade de probabilidade, esse
fator deve ser normalizado pela integral do fator de Boltzmann sobre o espago de configuragoes.

Nesse caso, a constante de proporcionalidade é dada pela seguinte condigao

/ (0)do = N (3.7)

A componente de cada momento de dipolo magnético na dire¢ao do campo é p cos @
de modo que o valor esperado para o momento de dipolo magnético ¢ a integral sobre essa

componente, visto que componentes perpendiculares se cancelarao. Portanto,

Jy mcosOn(0)de

() T n(0)do

Substituindo a eq(3.6) em (3.8), tem-se

o peos @ eront=cosO)/ksT genfdf

foﬂ %Q—MOMH(l_COS 0)/ksT senfdh

foﬂ [L COS H%e“O“H cos0/ksT senfdh

™
fO %e,uo,uH cos0/kpT senfdb

(n) =

Fazendo a seguinte mudanga de variaveis:

H H
U= ?ZT cosf = —’l;ng senfdf = du (3.10)

e substituindo (3.10) em (3.9) obtemos

3 u
B Hf_€U6 du B MOMH

</~L>—§ [erdn T KeT

(3.11)

Integrando o denominador da eq(3.11) por partes e recordando a relagdo de arco hiperbolico

«

e — e~ = 2sinh a teremos
_ p (&cosh§ —sinh&) 1
(uy = ‘ ( e ) =L (coth§ §) (3.12)
%> —cothé — £ = L(¢) (3.13)

A fungao (3.13) ¢ chamada de Langevin de primeira ordem e u = My, {D?)/6. Logo, a quan-
tidade (u)/u € igual a M/Mj, ou seja, a razao entre a magnetizacao da amostra e sua magne-

tizagao de saturacao. Essa tltima é a magnetizagao maxima que ela poderia ter caso todos os
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momentos de dipolo magnético estivessem totalmente alinhados com o campo magnético apli-
cado. A magnetizagao de saturagao do sistema, em geral, ¢ numericamente igual ao produto da
magnetizacao do solido, de que as nanoparticulas sao feitas (M), pela fragdo de volume do
sistema ocupada por essas nanoparticulas, quantidade essa denominada fragcao volumétrica

¢ (¢ = Nm(D?)/6), onde N é o ntimero de particulas por unidade de volume.

M M
Ms_¢Msol_

L(¢) (3.14)

Portanto, podemos determinar através das curvas de magnetizagao o valor de ¢. Pois,
quando a amostra satura, ou seja, quando o campo magnético é muito grande (H — o0), a

fungao de Langevin tende a 1 (L(§) — 1). Logo, nesta condigao, temos

Mvsm
Msat

¢ = (3.15)

onde M, e M, sao a magnetizacao de saturagao da amostra e a magnetizacao de saturacao
do p6. Em nossos experimentos, determinamos a concentragao de nanoparticulas magnéticas
utilizando o calculo proposto na equagao (3.15).

No regime de baixo campo, a fungao de Langevin é aproximadamente L(§) ~ £/3, onde

¢ = uB/KgT. Isso nos dad uma magnetiza¢ao da ordem de

M = Mk (3.16)

Utilizando a defini¢ao de susceptibilidade magnética, a susceptibilidade de Langevin é dada por

_OM p, MGV,
Xe = 9H = 3KsT

(3.17)

3.3 Birrefringéncia

Fluidos magnéticos na presenga de campo magnético externo tornam-se opticamente
anisotropicos. Isso ocorre devido a orientagao de nanoparticulas isoladas anisométricas, pe-

quenos aglomerados (dimeros, trimeros e etc) ou a formagao de cadeias sob agdo de campo
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externo. O fendmeno pode ser detectado utilizando a técnica de Birrefringéncia Magnética Es-
tatica (BME). O modelo utilizado neste trabaluo ¢ o de dipolos elétricos induzidos em cadeias

lineares de nanoparticulas magnéticas [62)].

3.3.1 Birrefringéncia Optica

A birrefringéncia é medida pela diferenga entre os indices de refragao das dire¢oes dos

feixes extraordinério e ordinario:

An =n, —n, (3.18)

A observagao de mudanca no comportamento 6ptico do material em fun¢ao do campo
magnético, quando a propagacao da onda ocorre na direcao perpendicular a das linhas de campo
¢ denominado Efeito Cotton-Mouton.

As particulas do fluido tendem a girar e orientar seus momentos magnéticos, em relagao
a um campo aplicado, podendo, inclusive, formar estruturas auto-organizadas como mostram
fotografias de microscopia eletronica criogénica na figura (3.2). A diferenga no indice de refragao
An é proporcional ao campo aplicado como sera discutido adiante. O eixo 6ptico se orienta
segundo o campo aplicado, e o material comporta-se como um cristal anisotrépico, assim a

equagcao (3.18) pode ser escrita como
An=mn; —n, (3.19)

com n,, o indice de refracao na dire¢ao do campo magnético aplicado e n, a orientacao per-

pendicular ao campo aplicado.

3.3.2 Birrefringéncia Magnética Estatica (BME)

A birrefringéncia em fluidos magnéticos pode ser determinada de acordo com a ob-
servacao da mudanga no comportamento 6ptico do material em funcao do campo magnético

externo aplicado. Define-se, entao a birrefringéncia magnética como a diferenca entre o in-
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Figura 3.2 : Imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao Criogénica de uma mistura
binaria de particulas com didmetros diferentes. A micrografia (a) foi tomada em campo nulo,
e (b) em campo H # 0. A barra de escala ¢ de 200nm [1].

dice de refracao na direcdo paralela ao campo aplicado (n,/) e o indice de refracao na direcao
perpendicular (n, ), vide eq.(3.19).

O modelo aqui utilizado para analisar tal fen6meno considera o alinhamento de aglome-
rados nos coloides (dimeros, trimeros e outros) como o responsavel por sua anisotropia optica.
Cada nanoparticula é considerada como um dipolo elétrico induzido p, que, sob a¢ao do campo

elétrico oscilante ﬁ da luz incidente, é

7 =€a,E (3.20)

onde ¢ é a permissividade elétrica do meio e Wp o tensor polarizabilidade elétrica de um

aglomerado ou nanoparticula isolada anisométrica, representado, num sistema de coordenadas



3.3.2 Birrefringéncia Magnética Estatica (BME) 25

adequado (eixo de simetria do aglomerado), pela matriz

o 0 0
@, = 0 ar 0 (3.21)
0 0 a//

sendo a e ay, as componentes do tensor para um campo elétrico aplicado perpendicular e
paralelamente ao eixo de simetria do aglomerado do qual a nanoparticula faz parte.

Por aplicagao direta das equagoes de Maxwell obtemos uma forma explicita para o
indice de refragao para uma onda eletromagnética incidente numa regiao de permissividade
elétrica e. Entao, sejam as equagoes de Maxwell na auséncia de cargas (p = 0) e de densidade

de corrente (7 =0)

V.B=0 (3.22)
V.D=0 (3.23)

oD
V< H = . (3.24)

0B
VxE = e (3.25)

Sabendo que B = eoﬁ + ? e E = ,uoﬁ
Sxd = D
i?x B - %GE@?)

? X B = MOEO@ + M@@ (3.26)

Aplicando o Vx em (3.25), substituindo (3.24) e (3.26)

B
V«F - _Za_t
?x(?xﬁ) = —a(?x§>

V< (VxE) = ’E_ PP (3.27)

THoCo g T o

Usando a identidade V' x (? X Z) -V (? . X) — VQX, considerando que V. E=0nm
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auséncia de carga, a eq.(3.27) fica

F(FF)VE - welE WP

THoCo g T o

Y PE 2P

Lho€o 52 + lho 5 (3.28)

A solugao de (3.28) ¢ do tipo onda plana. Considere, entdo, uma onda propagando-se na dire¢ao

z da forma

E = E ellwt—ko) (3.29)

Sabemos que em um fluido magnético com N particulas com momentos de dipolo ? a polari-
zagao ¢ dada por

P =Np (3.30)

sendo 7 dado por (3.20). Logo, utilizando as relagoes
V2 E = (ik)*E (3.31)

PE _ (iw)?E (3.32)

ot
PE _ e, N(a)(iw) E (3.33)

PP

oz — Nl 5

Substituindo as relagoes acima em (3.28) obtemos

GR)PE = fioeo(iw)?E + poco(iw)?N(a) E
BE = wlue(l+ N)E

= wi.e(1+ N{a)) (3.34)

sendo (a) a média do tensor polarizabilidade sobre N particulas no fluido magnético. Por-
tanto, realizando uma passagem simples considerando as relagoes k? = n?w?/c? e ¢ = 1/ /Jioto,

obtemos:

K = wn? oo

/{32
n? = e (3.35)
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Logo, de (3.35) e (3.34) segue que:
n* = (1+ N{a)) (3.36)

Para o caso de particulas muito pequenas comparadas com o comprimento de onda da luz inci-
dente e dispersas numa suspensao nao magnética (liquido carreador) com constante dielétrica

€1, (3.34) pode ser escrita como
k= woer (14 Na)) (3.37)

que assume a forma
n® = ni(1+ N{a)) (3.38)
onde n é o indice de refracao da supensao e n; o indice de refracao do liquido carreador.
Se o eixo de simetria do aglomerado for representado em relagao ao sistema de coorde-
nadas de laboratorio pelos angulos polar 6 e azimutal ¢ e adotando um sistema de coordenadas
conveniente, no qual o campo externo esta ao longo da diregao Z (figura 3.3), a polarizabilidade

Z
Y

—

X

Figura 3.3 : Esquema de orientacao de um aglomerado com relagao ao referencial no
laboratorio.

da particula em coordenadas do laboratério sera

‘@ =R%@,R (3.39)
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onde R é a matriz rotagao dada por

senyp cosfcosp send cosp
R=| —cosp cosfsenp sendseny (3.40)
0 —send cosf

Entao, aplicando (3.39) temos

sengp cosfcosg send cos seny —CoS 0
‘@ = —cosp cosfseny senfsenyp <E>p cosfcosp cosfsenp —send
0 — senf cosf senfl cosp senflseny  cost
agpseny oy cosfcosy s send cos g seng — CoS 0
W= —aicosp a cosfseny o/ senf) seng cosfcosp cosfsenyp —send
0 —avy send oy cost senfl cos senfsenp cosd

Fazendo a multiplicacao de matrizes e usando as relagoes entre senos e cossenos ( send+cos? § =

1) e tomando a = (o), — o)

ay + a(sen?d cos® @) 0 0
‘@ = 0 a) + a( sen?f sen’p) 0 (3.41)
0 0 a) +acos?f

De acordo com a definigao de birrefringéncia magnética, os termos de interesse sao o perpendi-

cular a,, e o paralelo «,, ao campo aplicado, logo
Qe = a1 + () — o) (sen*cos’y) (3.42)

o, =y + (ay — v )cos?d (3.43)

Calculando a polarizabilidade média sobre as N particulas do fluido magnético usando (3.38),

temos

n? =nj(l+ N{a);) (3.44)
sendo i = z, z. Utilizando a seguinte expansao

-1
(1+x)":1+nz+%x2+--- (3.45)

e aplicando em cada uma das componentes, a birrefringéncia An fica da forma

1
An(0,p) =n, —n, =~ §n1N(a// — a1 )(cos?d — sen?f sen?y) (3.46)
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A média é calculada considerando-se o fator de Boltzmann sendo dada por

(An(0, o)) = % /0 ' /0 " An(0, 5)ef < d(cos 0)ds (3.47)

onde Z é a fungao particao
2 s
7 = / / e**%d(cos 0)dy (3.48)
o Jo

com & = pouH/KgT e u = mD3Mg/6, para o caso de uma nanoparticula anisométrica. A
energia de interagao Zeeman do dipolo magnético com o campo magnético externo U = —[i -
(,uoﬁ), onde i, ¢ a permeabilidade magnética do liquido, i o médulo do momento magnético de
uma particula, Kp a constante de Boltzmann, D o diametro da particula e Mg a magnetizagao

de saturacdo da amostra . Portanto, resolvendo (3.47) temos

1 3 3
(An(0,p)) = 5”1]\[(04// —ay) (1 ~ Ftanhé + ?) (3.49)

onde em (3.49) temos a fungao de Langevin de segunda ordem dada por

3 3

L2(£) =1~ 7§tanh§ + ?

(3.50)

Mas em um fluido magnético monomeros, dimeros, trimeros e agregados maiores coexistem e a
birrefringéncia deve levar em conta o sinal de cada estrutura. Logo, podemos escrever

An = CoAn 3.51
Q Q
Q

sendo Cq ¢ a fracao volumétrica de agregados constituidos por ) particulas e An a birrefrin-

géncia de cada agregado, onde o vinculo abaixo deve ser satisfeito.

Y Cop=1 (3.52)
Q

Deste modo, para uma amostra polidispersa podemos calcular a média da birrefringéncia da

seguinte forma
_ I 30 CqLa(é) f(D)P(D)dD

A
" I D?P(D)dD

(3.53)
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onde P(D) é a distribui¢ao de diametros lognormal com dispersao o e didmetro modal Dy, de
uma amostra caracterizada, por exemplo, por Microcopia eletronica de Transmissao (TEM),

sendo dada por

el 0/
P(D) =7 e = (3.54)
com
3 3
(§
N,
fng =T 0~ g (3.56)

Para uma amostra polidispersa, cada cadeia contribui para birrefringéncia de acordo

com o nimero de particulas que a mesma possui, ou seja,

§o = Q¢ (3.57)

onde @ é o namero médio de particulas nos aglomerados. No nosso caso, (3.51) pode ser

representado por uma valor médio tal que
An = Ang / D3Ly(£q)P(D)dD (3.58)
0

onde Ng ¢ o nimero de aglomerados médio e x;; ¢ a componente do tensor polarizabilidade
por unidade de volume (susceptibilidade elétrica). Com esta equacao ajustamos os dados
experimentais e obtemos as informagoes sobre a formagao de aglomerados no sistema coloidal.

As componentes da susceptibilidade elétrica sao fortemente dependentes da distancia
superficie-superficie entre as nanoparticulas. De fato, Xu e Ridler [62] utilizaram um modelo de
dipolo oscilante para calcular as componentes para uma cadeia constituida de () nanoparticulas.

Os resultados de x/, e x1 sao os seguintes

1 Xo
_ 1 3.59
X Q ; 14+ kK1,X0 ( )
Y/ = 1 i _Xo (3.60)
" Q —1—K//Xo '
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com
Up 1
= 3.61
Fols 47T7"3Z|j—i|3 ( )
i#]
e
Ky, = 2K, (3.62)

Sendo y, para uma particula dado por

€p — €1
0 = 3.63
X €, + N(ep — €1) ( )

onde €,, €; ¢ N sao a permissividade elétrica da particula, a permissividade elétrica do liquido

carreador e o fator de depolarizacao.

3.4 Diametro Superparamagnético

Uma particula, na condi¢ao de monodominio, pode ser suficientemente pequena de tal
forma que flutuagao térmica afete significativamente a direcao de sua orientagao. Isso ocorre
porque a energia térmica fornecida ao sistema é comparavel a barreira imposta pela energia de

anisotropia magnética da particula
E = K.;V,sen®) (3.64)

onde V), ¢ o volume da particula e 6 ¢ o angulo entre a magnetizacao e o eixo de anisotropia.
Esta barreira de anisotropia esta ligada a um conjunto de fatores estruturais e geométricos do
material e definem seu eixo de facil magnetizacao, ou seja, aquele que exige campos menos
intensos para orientar a particula. Quando o tempo de mudanca de orientagao é menor que o
tempo necessario para medir essa orientagao, afirma-se que a particula estd no regime super-
paramagnético (figura 3.4). Nesse regime, o material ndo apresenta magnetizagdo remanente
e nem campo coercitivo. Estes materiais, neste regime, comportam-se de forma semelhante a
materiais paramagnéticos, respondendo linearmente a campo aplicado até atigirem a saturacgao.

O processo de relaxacao no qual estes sistemas estao submetidos é conhecido como
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Relaxagdo Magnética

T T T T '
-T2 0 /2 m 3m/2 @

Figura 3.4 : Representacao da energia de anisotropia em termos do angulo entre a magnetizacgao
e o eixo de anisotropia sem campo externo aplicado.

relaxagao de Néel-Brown [63]. O tempo de relaxagao de Néel-Brown é dado por

N
=T,—— 3.65
™N = T 2\/5 ( )

com 0 = K.;V,/KgT e 7, = 107%s o inverso da frequéncia com a qual magnetizacao transpoe
a barreira de anisotropia. O tempo de medida é dado pela lei de Arrhenius-Brown [4,64|

AE

b = ToeXBT (3.66)

A equagao (3.65) é uma aproximagcao para valores de o maiores que 2,5, onde para
valores menores ela apresenta uma inconsisténcia matematica. Uma expressao alternativa,

valida para qualquer valor de o foi obtida por Coffey e Kalmykov [65]:

v = (e — 1) (2—0 ; %) (3.67)

A equagao (3.67) é valida para nanoparticulas magnéticas com anisotropia uniaxial, onde

. MS 1+a2
N 2’)/0Kef «Q

(3.68)

To

com seu valor em torno de 10719 ~ 1078, ~, sendo a razao giromagnética, o o fator de amorte-

cimento e K.; a constante de anisotropia efetiva da particula.
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Aplicando um campo magnético na dire¢ao do eixo de anisotropia e assumindo que o

tempo de medida t,, é igual a 7y, obtemos

t = Tpet I Ho /M) (3.69)

O campo coercitivo Heo da amostra em termos do didmetro é dado por 3.70 [4]

He = Hy [1 - (%) 3] (3.70)

onde Hy = 2K .¢/p,Mg é o campo de anisotropia e Mg a magnetizacdo de saturacdo da
particula. A equagcdo (3.70) é vélida para didmetros maiores que o didmetro critico (superpara-
magnético) e, caso D < Dgp 0 campo coercitivo é nulo. O comportamento do campo coercitivo
em termos do didmetro pode ser observado na figura (3.5).

O volume critico Vi, ou volume superparamagnético da particula Vsp usando a equa-

¢ao (3.70) fornece

KT . [t,
Vep = [ — 71
T Ky n<To) (3.71)

Em técnicas de magnetometria padrdes, como Magnetometria de Amostra Vibrante (VSM -
sigla em inglés), onde o tempo caracteristico de medida é considerado como sendo ¢, = 100s o

volume superparamagnético ¢ aproximadamente

Vsp = (3.72)

Uma estimativa para o caso da magnetita, cuja constante de anisotropia bulk é 20kJ/m3, T' =
300K e constante de Boltzmann Kp = 1,38x1072J /K fornece um diAmetro superparamgnético
da ordem de 21 nm.

Uma abordagem mais completa sobre como o regime superparamagnético com a aplica-
¢ao de campo magnético alternado foi sugerida no trabalho J. Carrey [66], que é uma expressao
proposta por Usov et al [67] onde o campo coercitico Ho é dado em termos dos seguintes

parametros de campo alternado

He = Hy (1 —&'?) (3.73)
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He 4 monodominio multidominio

instavel | estavel

regime
superparamegnético

Dsp Dc D

Figura 3.5 : Comportamento do campo coercitivo com relacao ao diametro.

com

_ KT ( uta ) (3.74)

= KV " \ B MV, 17,
onde k é um parametro adimensional com H,,,, sendo a amplitude de campo magnético externo
aplicado AC , Mg a magnetizagao da particula, V,, o volume da particula, f a frequéncia do
campo alternado aplicado e 7, o tempo caracteristico. Por meio da equacao (3.74) podemos
escrever uma equacao do volume superparmagnético em termos da freqéncia f e da constante

de anisotropia efetiva K.; de forma que

KgT KgT
Vsp = l 3.75
5P Kef " (4M0HmaxMSV;JfTo) ( )

Note que em (3.75) o volume superparamgnético depende do inverso da constante de anisotro-
pia efetiva K.r, do inverso da amplitude do campo magnético alternado aplicado H,,,, e do
inverso da frequéncia f. Isso significa que o volume superparamagnético, assim como o didme-
tro superparamagnético, tende a diminuir a sua faixa quanto maiores forem as contribuigoes
citadas. De fato, a hipertermia pode ser afetada por uma combinagao destas variaveis. Além
disso, esta dependéncia do volume superparamnético com estas variaveis pode deslocar a curva
dada na figura (3.5) para a esquerda, indicando assim que particulas que antes eram superpara-

magnéticas podem se tornar bloquedas, ou seja, o campo externo nao sera suficiente para girar
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a magnetizacao da particula, afetando assim a geragao de calor pelo conjunto de particulas.

3.5 Susceptibilidade Magnética

3.5.1 Susceptibilidade DC

A susceptibilidade magnética de uma particula magnética diz muito sobre a eficiéncia
de sua geragao de calor quando submetida a agao de campo magnético AC aplicado. A suscep-
tibilidade de equilibrio em regime DC ¢é definida pela derivada da magnetizagao M em relagao

ao campo magnético H para campo baixo [68] como

oM

Xo = 0—H Heo (376)

Num sistema composto por particulas magnéticas idénticas em regime superparamagnético, a
susceptbilidade é obtida no limite de baixo campo da fungao de Langevin (vide se¢ao 3.2).

Portanto, a susceptibilidade de Langevin é dada por

e MEV,

Xsp = m (3.77)

Além da contribuicao de particulas SP, existe também a contribuicdo das particulas
bloqueadas, particulas cujo momento magnético se alinha a uma posicao intermediaria a do
campo e a do eixo de anisotropia. Quando uma particula bloqueada esta sujeita a um campo
externo, a magnetizacao da particula se alinha numa dire¢ao intermediaria a do campo e a
do eixo de anisotropia. Quando isso ocorre, a componente da magnetizagao da particula na

dire¢do do campo aplicado é (figura 3.6)
M = Mg cos(p — 0) (3.78)

A posicao 6 de equilibrio da magnetizacao quando campo aplicado faz um angulo ¢

com eixo de anisotropia ¢ obtida minimizando a densidade de energia dada pela equagao

e = K.psen®(0) — Mg H cos(p — 0) (3.79)
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O segundo termo do lado direito de (3.79) refere-se ao termo Zeeman de energia por volume da
particula. Entao, encontra-se as posi¢coes de méximo e minimo de energia para magnetizacao

por meio de:

d

d_z = poMsH sen(6 — ) + K.rsen(20) = 0 (3.80)
d’e

W = o ZMSH COS(Q — gp) —+ Kef COS(Q@) >0 (381)

Quando o campo externo H aplicado é suficientemente menor que o campo de anisotropia da
particula, Hx = 2K/u,Mg, a posicao de quilibrio do momento magnético da particula esta
proximo do eixo de anisotropia e pode-se fazer sen(20) ~ 260 e sen(f — ¢) ~ —senyp [68].

Substituindo estas relagoes em (3.80) obtém-se

_ ,quSH

0
2K,

seny (3.82)

Determinado o valor de 6, usa-se a equagao (3.78) juntamente com a definigao de susceptbilidade

magnética para calcular a susceptibilidade inicial de uma particula bloqueada, ou seja,

oM 00  poME

Xo= S|, o = poMg sen(p — 9)8—H = 9K, sen“yp (3.83)

A susceptibilidade de um sistema de particulas bloqueadas com orienta¢oes randémicas
de seus eixos de anisotropia ¢ obtida tomando a média sobre todas as diregoes possiveis de (3.83)

por

L[ (" (M2, pho M2
) /O(QKefsew senipdipdg = T (3.84)

Em (3.84) Mg é a magnetizacdo de saturacao da particula e K.; a constante de aniotropia
efetiva.

A susceptibilidade real de uma amostra sob acao de campo magnético aplicado é com-
posta pelas duas contribuicoes, particulas superparamagnéticas e particulas bloqueadas. Uma
maneira de se estimar a susceptibilidade média de um sistema misto é considerar a distribuicao

de cada uma destas partes. Isso pode ser calculado por

MoMg /VSP /’LOMSZ >
= VPV)AV 4+ —=% P(V)dV 3.85
XzZFcC SK,T J, (V)dV + 3Kur i, (V) ( )
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_ UK
- 3KgT

Vsp 2 M2 )
re / VPV)ay + ke / PV)dV (3.86)
0

3K€f VSP

Em (3.86), o primeiro termo se refere a distribuigdo de particulas superparamgnéticas e o
segundo, a distribuigdo de particulas bloqueadas. As duas contribui¢oes tratam de um sistema
polidisperso onde P(V) é uma distribuicdo normal que da a fracdo de particulas entre V e
V +dV com V,, = 25K5T/K.s. O fator 25 decorre do fato de estarmos considerando uma
medida quasi-estatica, curvas de magnetizacao do tipo Field Cooled (FC). Note, também, que
esta equagao estd definida em termos da distribuicao de volume, contudo ela é facilmente
convertida para distribuicao de diametros. Além disso, note que as integrais dependem do
volume superparamagnético.

No nosso caso, além da suscepitibilidade dependente da frequéncia, estamos conside-
rando que o volume superparamagnético também depende da frequéncia, amplitude do campo
e constante de anisotropia efetiva, como proposto por Usov et al [67]. Para esta situagao,

trocamos os termos da sgunda integral de (3.86), pois o volme superparamagnético passa a ser

KgT KgT
= [ .87
VSP Kef " <4M0HmaxMSVZDfTo) (3 8 )

Portanto, a equagao (3.86) fica da forma

B i [~
= VP(V)dV P(V)dV 3.88
XZFC SK,T J, (V)dV + 3Ky o, (V) (3.88)
NoMg /VSP NoMs2 /OO KT
= VP(V)IV ) P(V)dV 3.89
XFC 3KBT 0 ( ) + 3Kef Vsp " 4M0HmamMS‘/pro ( ) ( )

Note que nas equagoes (3.89) e (3.88), o primeiro termo refere-se ao termo superpara-

magnético, enquanto o segundo deve-se as particulas bloqueadas.
3.5.2 Susceptibilidade Magnética em Regime AC
Neste caso, podemos escrever o campo aplicado e a magnetizagao pelas expressoes [69]

H(t)=H,+ h(t) = H, + h, coswt (3.90)

M(t) = M, +m(t) = M, + m, cos(wt — ¢) (3.91)
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Onde H, é o campo estatico, M, é o valor de equilibrio da magnetizacao em H, aplicado e ¢
é o angulo de fase que entre a magnetizacao e o campo aplicado. Tratando (3.90) e (3.91) em

termos de varaveis complexas, podemos escrever

h(t) = h,e™* (3.92)
M(t) = M, + %e‘id’h(t) (3.93)

Calculando a susceptibilidade magnética em campo alternado, suscetibilidade complexa, obte-

1mos

my .
Y= =y = i) (3.94)

As duas componentes da susceptibilidade complexa dependem indiretamente da frequén-
cia angular de oscilagao por meio da fase ¢. Na proxima secao iremos mostrar que a parte que
nos interessa ¢ a parte imaginaria da susceptibilidade, pois tal grandeza é responséavel pela gera-
¢ao de calor por particulas magnéticas sob acao de campo externo AC aplicado. x” é conhecida
também como absorg¢ao, por ser proporcional a energia que a particula absorve do campo.

A susceptibilidade AC de um sistema de particulas pode ser descrita pelo modelo de
Gittleman |70]. Neste modelo, considera-se a susceptibilidade complexa do sistema quando o

mesmo possui uma distribuicao de tamanhos, dada por

X(w) = /000 xvP(V)dV (3.95)

onde P(V) e a distribuigdo de volumes (ou didmetros), P(V)dV a fracdo de particulas com
volume entre V e V 4+ dV e w a frequéncia angular do campo magnético aplicado.

Na auséncia de campo magnético, para chegarmos a magnetizacao, o nimero de parti-
culas com momentos apontando na diregao Oz’ (vide figura 3.6) pode ser escrita pela equagao

mestra |71]
N - N N.
A o P

T T

AN, = dt, (3.96)

onde N, é o nimero de momentos que estao alinhados na dire¢ao do eixo Oz e N — N, séo os

momentos restantes alinhados na direcao do eixo Oz. Potanto, podemos obter a magnetizagao
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do sistema na dire¢ao do eixo Oz’ por

M, . S
M = == [N{7+ (NS = Nif)e 2/7] (3.97)
onde
o N

Note que enquanto os momentos levam um tempo 7 para saltar de um lado para o outro da
barreira de anisotropia, a magnetizacao do sistema relaxa com um tempo 7/2. No limite em
que t > 7/2 ou N¢ = N{, o equilibrio é atingido e teremos N/2 particulas com momentos
apontando na dire¢ao do eixo Oz’ e a mesma quantidade de momentos apontando na dire¢ao

Oz. Portanto, neste caso a magnetizacao ¢ nula.

z T
+
o T
T
f / AE.
|‘I — - T— -.'_......_.....,.'J.’..... R l‘(_‘_
| <
=}
| w
I‘-. )= PR S ___\:________'-_-_,,_,_._-_________
H=0 \ /
o=r \ /
‘ H>H>0
b 4
-1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
-30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

6 [graus]

Figura 3.6 : Dependéncia da energia com angulo ¢ com campo nulo e com campo aplicado na
direcao ¢ = 7.

Quando se aplica um campo magnético os minimos deixam de ser equivalentes. Sur-
gindo assim um minimo global na dire¢cao do campo e com as suas respectivas probabilidades
por unidade de tempo nao iguais agora. Assumindo que o campo esteja na dire¢ao do eixo Oz,
a equacao (3.96) passa a ser dada por:

N — N N.
dN_i_:i_—i_dt— +
T

“at, (3.99)
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com
apy
75 = 7,eKBT (3.100)
e a magnetizagao ao longo do eixo Oz’ dada por
MS eq o eqy\ ,—t/T
M == [N{?+ (N — N{De ] (3.101)
onde
N7+t
NY = —— 3.102
ot ( )
e
1 1 1
- = + - (3103)
T T T

Neste caso, a magnetizacao nao ¢ mais nula. Quando os momentos magnéticos estao

alinhados com a dire¢do do campo, AE, e AE_ sao dados analiticamente por

JHM,
AEy =kyV, 1+ 5 (3.104)
2K,

Identificando os termos da equagdo (3.101) da forma [71]

M N
hoXsp = i s (3.105)
(&
M N?
hoXu = N *, (3.106)

a equagao (3.101) pode ser reescrita em termos das susceptibilidades das particulas na forma
M = ho [Xsp + (Xbl - Xsp) e_t/T} (3107)

onde Yy, ¢ susceptibilidade das particulas superparamagnéticas e X, a susceptibilidade das

particulas bloqueadas. Tomando a transformada de Fourier da magnetizacao (3.107)
/ ho [Xsp + (Xbl - Xsp) 6_t/7} 6Wtdt (3108)

obtemos a susceptibilidade complexa

_ Xsp + wTXn N

xv(w) T ior = —iyx (3.109)
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onde

r_ XSII i ZZ:szz (3.110)
(§

" = st;;g‘;g” (3.111)

sao as susceptibilidades real e imaginaria, respectivamente. Estas susceptibilidades dadas em

(3.111) s@o calculadas pelas médias dadas por

oM /VS”
- P 112
o= fe | VPV (3.112)
€
o] 0M2
XgFC:/ Ho™S p(vyav (3.113)
Vsp 3[(Ef

onde (3.112) e (3.113) sdo as contribuigbes de particulas superparamagnéticas e bloqueadas,

respectivamente.

3.6 Magnetohipertermia - Teoria da resposta linear

Nesta secao apresentaremos a formulagao teoérica da dissipacao de calor para o regime
em que a magnetizacao das nanoparticulas magnéticas respondam linearmente com o campo
aplicado. Este regime é valido para um campo magnético aplicado suficientemente pequeno |,
o que resulta em pequenos loops de histerese elipsoidais cujas areas destas curvas estao direta-

mente ligadas a dissipagao de calor.
3.6.1 Campo Eletromagnético em um meio Material Linear

Considere um meio material linear tal que possua uma permissividade elétrica € e
permeabilidade magnética p sob agdo de campo eltromagnético externo B(F, t) e ?(F, t). O
balanceamento energético que ocorre numa amostra magnética sob acao de campo eletromag-
nético externo é dado pelo vetor de Poynting [72]. Inicialmente, considere a energia armazenada
no campo elétrico dada por

Wp = E—O/ E2dV (3.114)
2 |4
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onde £ ¢ o moédulo do campo elétrico resultante da distribui¢ao de cargas.
De maneira igual, o trabalho necessério para se gerar uma densidade de corrente J,
trabalho esse que serda armazenado como energia potencial no campo magnético B produzido

por uma densidade de corrente ¢ dado por

1
Wy = / B*dV (3.115)
20 Jy

Logo, a energia armazenada no campo eletromagético ¢ dada por

1 1
Uy = _/ <60E2 + —Bz) dv (3.116)
2 Jv Ho

O teorema de Poynting afirma que o trabalho realizado sobre uma carga pela forga de
Lorentz, devido aos campos elétrico e magnético, é igual a diminui¢ao na energia armazenada
nos campos menos o fluxo de energia através da superficie de contorno que limita o volume que

encerra as cargas e as densidades de corrente. Este teorema pode ser expresso por [72]

W __d[1 (60E2 n iﬁ) av — uiji (B x ﬁ) (3.117)

dtdt )y, 2
A energia transportada pelo campo eletromagnético por unidade de area e por unidade de

tempo é dada pelo mdédulo do vetor de Poynting que na sua forma vetorial ¢ dada por (3.118).
1

S="ExB (3.118)
Mo

Na situacao estacionaria temos que a poténcia P absorvida pelo meio magnético na
presenca do campo é igual a menos o fluxo de energia através da superficie de contorno do

material S, dado por (3.118). Entao, devemos ter
d 1
Pot:—W:——%(ﬁx?)-ﬁdS:—%?-ﬁdS (3.119)
dt Ho Js s

Agora precisamos escrever a poténcia P em termos das propriedades do material que
estd sob agao deste campo eletromagnético. Para isso, consideramos primeiramente a lei de

Ampeére-Maxwell [72] e fazemos o produto escalar pelo vetor campo elétrico E, ou seja,

B(3x1)-7 (742 3120
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De maneira semelhante, fazemos o produto escalar do vetor campo magnético ﬁ pela Lei de
Faraday. Isso nos da
OB
o-(VxE)=-H- 3.121
(VxE)=—FH -5 (3.121)

—

Utilizando a identidade vetorial ? . (EL’ X 5) = (? X EL’) -b—a- (? X 5) chegamos a

B B
(FxB).7-F.(Fx7) - 722 7770

o8 _
0B oD
S (Fad) - B8 g 3D
S8 - wB g 2D
ot ot

Integrando (3.122) em todo volume e usando o teorema do divergente temos
f @B T [ (270200070 ) oy
v s v ot ot

Comparando este resultado com (3.119) e integrando nos dois membros no intervalo t —t, temos

¢ W (t) t
/Mdt:/ aw = _/ (%?ﬁdS)
¢, dt W(to) to \Js

Fro - [{f{e72 3 B

Se a fonte de campo externo estiver em repouso em relacao ao material, os vetores de polarizagao
? e inducao § nao possuem dependéncias temporais nas suas coordenadas espaciais. Portanto,
podemos substituir as derivadas parciais no tempo em (3.124) por derivadas totais no tempo.

Logo, temos

o = LU o [([75a)o [ (75 )

_ /t (/vﬁ-7dv) dt+/v( D(t:)?dBJr Bi(ot:ﬁ-dB) AV (3.125)

A equagao (3.125) descreve o trabalho realizado pelo campo eletromagnético sobre a amostra.
Vamos admitir que os campos B(t) e E(t) oscilem harmonicamente no tempo com
frequéncia angular w e que o periodo de oscilagao seja dado por T' = 27 /w. Se o trabalho

é realizado no tempo de uma oscilagdo completa T, isso imlpica que D(t,) = D(t, + T) e
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B(t,) = B(t, +T), com t = t, + T, além disso, que as integrais que dependem de D e B em

(3.125) sao fechadas neste ciclo. Portanto, escrevendo as diferenciais totais da forma

d(ﬁ~B):ﬁ~d3+B~dﬁ (3.126)

d(ﬁ-?):ﬁ-d§+§-dﬁ (3.127)

podemos fazer

/V< DZ?B-CZB) Qv = A(ﬁl (£-D)- Cidoﬁdﬁ) v
L ED) () E)
(L F D) B P

(3.128)

<

onde utilizamos a relacao B = eoﬁ + ? Em (3.128) a primeira e a segunda integrais do

segundo membro da equagao sao nulas em um ciclo. Portanto, chegamos em

([ d)w--[(f @)

_>
Fazendo agora B = [ <ﬁ + M ) e procedendo de maneira semelhante chega-se que

/V ( Bi:) I d?) v = —/V (fcluf\? - dﬁ) v (3.130)

Portanto, conclui-se que o trabalho realizado sobre a amostra em um ciclo fechado ¢é

descrito da forma

f%odwz/v(/ttﬁ.%t— Cido?dﬁ— Cmouoz\?.dﬁ) v (3.131)

A primeira integral da equagao (3.131) representa a dissipagdo por correntes parasitas, que
surgem pela movimentacao de portadores de carga na presenca do campo elétrico aplicado.

Com o surgimento de uma densidade de corrente, ha a dissipacao de energia na forma de calor
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por efeito Joule. A segunda integral da equagao (3.131) é chamada de perda dielétrica, e ocorre
devido a polarizagao elétrica do meio devido a aplicagao do campo elétrico alternado enquanto a
terceira integral de (3.131) representa a dissipa¢ao por movimento da magnetiza¢ao da amostra.

Tal dissiacao é que exploraremos mais adiante.

3.6.2 Dissipagao de Calor por Nanoparticulas Magnéticas

Para Hipertermia Magnética o tipo de material utilizado deve responder fortemente
a campo magnético externo. Materiais que tem estas caracteristicas sao as ferritas. Uma
caracteristica importante de materiais ferro-ferrimagnéticos é que eles apresentam histerese. E
a histerese ocorre devido a anisotropia magnética destes materiais, ou seja, apresentam diregoes
preferenciais para magnetizagao sem agao de campo magnético externo. Numa curva de M x H

para estes materiais a integral

Area = f{ oM - dH (3.132)
Cliclo

corresponde a drea sob a curva; no caso de nao haver histerese, esta area é nula.
Considerando materiais ferro-ferrimagnéticos e admitindo que uma nanoparticula deste
material seja grande o suficiente para aplicarmos as leis da termodinamica, seja a primeira lei
dada por
AU = d@Q — dW (3.133)

onde dU ¢é a variagao de energia interna, d@) o calor absorvido ou sedido e dW o trabalho
realizado ou sofrido por um sistema termodinamico. Neste caso, em que temos uma variacao
harmoénica de ﬁ no tempo, em um periodo 7" o sistema termodindmico se encontra novamente
em seu estado inicial. Isso implica que a variacao de energia interna dU ¢é nula. Portanto,

podemos escrever (3.133) da forma

dQ = dW (3.134)

Integrando (3.134) em um ciclo obtemos

f dQ = AW (3.135)
Cliclo Cliclo
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Isso nos diz que o trabalho realizado pelo campo eletromagnético sobre o sistema (nanoparticula
magnética) é dissipado em forma de calor.

O teorema de Poynting nos permitiu calcular o trabalho realizado sobre um material
magnético quando colocado na presenga de campo eletromagnético oscilando no tempo. Além

disso, o calor dissipado por material magnético com condutividade sigma ¢ dado por

fg _dQ = /V ( /t "B Tat- Cido?-dﬁ— Cidouoz\?-dﬁ) v (3.136)

onde a terceira integral em (3.136), que é area sob a curva de histerese, representa a dissipacao
de calor por histerese. Isso ocorre devido ao movimento da magnetizagao em relagao ao campo
externo harmonico aplicado num intervalo de tempo igual ao periodo T de oscila¢ao. A primeira
e segunda integrais representam, respectivamente, a dissipagao por correntes parasitas, que
surgem por corrente elétrica induzida pelo campo elétrico, e a perda dielétrica que ocorre
devido a polarizagao do meio sob agao de campo elétrico.

Em (3.136) podemos ignorar as perdas por correntes parasitas e dielétricas. Essa
aproximacao é boa, pois nanoparticulas magnéticas (ferritas) nao sao boas condutoras, em
geral. Prevalece assim a perda por histerese que, diferente das outras perdas, ferritas interagem
fortemente com campo magnético externo.

.. V- - . .

Vamos admitir que a magnetizacao M da particula seja uniforme em todo volume e

que ﬁ e V variem independente um do outro. Isso signifca que podemos calcular as integrais

independente uma da outra. Portanto, considerando

/ av =V, (3.137)
14

onde V,, é o volume da particula, podemos fazer

_7{ dQ:/dV}f u,M - dH
Ciclo Cliclo

_ ]{ Q = Vv, ]{ uoM - dH
Cliclo Cliclo
L 7{ oM - dH (3.138)
Ciclo

‘/p Cliclo
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A equagao (3.138) nos diz que a area da curva de histerese nos da a energia dissipada em
forma de calor por unidade de volume quando o material esté sob agao de campo magnético

harmoénico no tempo.

3.6.3 Poténcia Dissipada por Nanoparticulas Magnéticas

Nesta secao iremos descrever o comportamento da resposta da amostra em termos
do campo harmonico externo aplicado. Esta resposta se da através do comportamento da
magnetizagao quando a amostra esta sujeita ao campo magnético externo aplicado. Entao,
admitamos uma nanoparticula como monodominio magnético com magnetizacao uniforme e
rotagdo coerente da magentizagdo em relagdo ao campo aplicado. Além disso, vamos admitir
também que a amplitude de campo magnético nao seja alto para valer a teoria de resposta

linear. Portanto, devemos escrever H(t) e M(t) que resolvam
Area = % o MdH (3.139)
Ciclo

Quando a magnetizagdo e o campo estao defasados, a integragao (3.139) produz um
resultado positivo indicando a conversao de trabalho magnético em calor. Isto é mais conve-
niente expresso em termos da susceptibilidade complexa do ferrofluido x = x' — ix” 63, 73].

Entao com um campo magnético aplicado da forma
H(t) = Re [H,e™"| = H,coswt (3.140)
Isto resulta numa magnetizacao da forma
M(t) = Re[xH(t)] (3.141)
Substituindo a susceptibilidade complexa e (3.140) em (3.141), temos

M(t) = Rel[x —ix"H,e"']
= Re|(xX' —ix") H, (cos wt + i senwt)]

= H,(x coswt + x" senwt) (3.142)
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A diferencial do campo pode ser escrita como
dH = d(H,coswt) = —wH,sen(wt)dt (3.143)
Substituindo (3.142), (3.143) em (3.139), temos

7{ poMdH = p, H, (coswt + senwt) [—wH, sen(wt)|dt
Ciclo Ciclo

= —p,H? 7{ (wx’ cos wt senwt + x" sen’wt)dt
Cliclo

2mfw 27w
= —u,H? [X/ / w cos wt senwtdt + " / w sen2wtdt] (3.144)
0 0

A primeira integral de (3.144) é nula, pois num intervalo simétrico temos o produto de uma
fungdo impar por uma fungdo par, enquanto a segunda integral, no intervalo [0,27/w], tem

valor 7. Portanto, (3.144) se torna

7{ poMdH = —p,mH2X" (3.145)
Ciclo

Isso significa que o calor dissipado num ciclo depende do quadrado da amplitude do campo
magnético aplicado e da parte imaginaria da susceptibilidade da nanoparticula magnética.
Logo, para sabermos o calor dissipado da amostra em varios ciclos basta multiplicarmos (3.145)

pela frequéncia f = 1/T dos ciclos, portanto

1

¢ dQ = —prHE
‘/p Cliclo
1
f— dQ = perH}fY"
V;U Cliclo
11
—— dQ = mHZfX"
T‘/p Cliclo
Pot
SO rHEY (3.146)
Vo

A equagao (3.146) é denominada SAR (Specific Absorption Rate - Sigla em inglés) volumétrico
da amostra.
Falta-nos agora relacionar o SLP com parametros da amostra e essa relagao deve estar

na parte imaginaria x” da susceptibilidade complexa da particula. A dinamica da magnetizacao
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em resposta a um campo harmonico pode ser descrita pela equacao de relaxagao de Shiliomis

[63], dada por

= L ag,() - oy (3.147)

onde 7 ¢ o termo de relaxagao da magnetizacao e
M,(t) = xoH,e™" = xoH,(coswt + i senwt) (3.148)

com Y, a susceptibilidade de equilibrio da particula. Além disso, escrevendo a magnetizagao
da forma

M(t) = (X' —ix") H,e™" = H,(x' —ix")(coswt + i senwt) (3.149)

M(t) = Hy(x —ix")(coswt + isenwt)

= H,[x'(coswt + isenwt) — ix"(coswt + i senwt)] (3.150)

Derivando (3.150) em relag@o a t obtemos

oM

5 = H, [w(—x"+ix") senwt + w(x” + ix’) cos wt] (3.151)

O lado esquerdo de (3.147) fica da forma

=
—
~
~—~"
[
=
~
=
I
N

[((xo — X' +iX") coswt + (ixo, — ix — X") senwt] (3.152)

Comparando os lados direito e esquerdo de (3.147) dados em (3.151) e (3.152), podemos igualar

os termos que multiplicam senwt e coswt. Logo, chegamos a

1
/_' //:_ ! . /_ o 3153
X —ix M[x +i(x" — Xo)] ( )
e
17 - 1 / /A
X' =X = —[xo — (X — ix")] (3.154)

wT
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Usando a susceptiblidade complexa da amostra dada por y = x' — ix” em (3.153) temos

. 1 .
x=xX—ix" = —o— & —ix")
wT

1 . . .
= E[X” +i(x +ix") — ixo)

1 .
- E(ZX - ZXO)
_Z.Xo
(wr —1)
Xo

_ 1
1+ iwr (3:155)

Da equagao (3.154) temos

X'+ix' = —[xo— (X' —ix")

_ 1 Xo

B E(Xc_lein)

R
wT 14wt

. Xo [(l1HiwT —1
W 1+ wr

Xo 1 —iwt

1+ wwr 1 WT
XoWT . Xo
_'_
1+ (wr)? Z1 + (w1)?

(3.156)

Portanto, de (3.156) conclui-se que

" XoWT

=T+ o (3.157)

/ Xo

=TT (3.158)

X

onde (3.157) é a parte que nos interessa, pois esta ligada diretamente com a dissipagao de calor
da amostra quando submetida ao campo magnético harmoénico externo aplicado. Note que
(3.157) relaciona agora essa dissipagdo com parametros da amostra que sao a susceptibilidade

de equilibrio x, e o tempo de relaxacao da magnetizagao 7. Através desta anéalise e voltando &
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equagao (3.146) podemos escrever o SAR da forma

% = ponHIfY
= pontlf 14%0(6:;)2
= pomHf 1f0<21§1>2
_ woonff-% (3.159)

Na literatura (3.159) ¢ também conhecida como SLP (Specific Losses Power - Sigla
em inglés). O SLP é usualmente dado em W /g (Watt por grama). Por ndo haver restrigoes
sobre quais unidades a serem usadas, iremos utilizar as unidades no CGS, onde o resultado

3. Contudo, para obtermos o resultado em W /g, fazemos

de (3.159) sera dado em erg/s - cm
uma modifica¢do em (3.159). Ela nos da a poténcia por unidade de volume do material, cuja
dimensao ja é cm®. Fazendo uma analise dimensional convertemos este resultado para poténcia
por unidade de massa,W/g, dividindo (3.159) pela densidade do material magnético p, dado
geralmente em g/cm®. Para obtermos a poténcia em Watt, basta convertermos erg em Joule,
o que pode ser feito multiplicando a energia dado em erg por 10~7. Temos, entdao, que o SLP
tedrico, devido somente a dissipa¢ao histerética no regime de resposta linear (TRL), dado em
W/g, desde que todos os parametros na expressao sejam substituidos com valores no CGS,
pode ser escrito como

1077 9

2n fr
TN HAf - ——
oy RNl T

Prpp, = (3.160)

O que nos resta agora é tratar sobre o tempo de relaxacao 7. O tempo de relaxagao tem,
basicamente, duas contribuigdes [63]. A primeira delas é o tempo de relaxa¢ao de Brown. Esta
relaxacao esta relacionada com o tempo gasto pela magnetizagao da particula para alinhar-se
na dire¢cao do campo harmoénico externo aplicado. Esse movimento ¢ devido ao alinhamento da
particula, permanecendo assim a magnetizacao estatica em relacao a rede cristalina. Quando

ocorre este tipo de movimento, 7 é denominado tempo de relaxa¢ao Browniano (75). Esta
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relaxacao Browniana é expressa por
- 3NV
~ KpT

(3.161)

B

onde 7 é o coeficiente de viscosidade do liquido carreador, K a constante de Boltzmann, T" a
temperatura, Vg o volume hidrodindmico que é maior que o volume da nanoparticula de raio
R, dado por V,, = 47 R3/3. O volume hidrodinAmico de uma nanoparticula pode ser calculado
por Vg = (1+46/R)3V,, onde § representa a espessura da camada de cobertura da nanoparticula
adsorvida em sua superficie.

Contudo, os dois processos podem ocorrer simultaneamente. Neste caso, escreve-se o
tempo de relaxagao efetivo como uma combinagao entre os (3.161) e (3.65). Esta combinagao
¢ dada por

1 1 1

=4 (3.162)
T TR TN

A relagao (3.162) nos permite estudar o comportamento do tempo de relaxacao efetivo
em termos de 75 e 7y utilizando parametros experimentais das nossas amostras. Considerando
uma ferrita de Manganeés tipica, temos K.y = 2,5 x 10%erg/cm?®, § = 1, Inm, n = 0,01002erg -
s/cm?, T = 300K e 7, = 107%. O comportamento em termos do didmetro da nanoparticula é
descrito pelo grafico da figura (3.7)

De acordo com este grafico (3.7), para didmetros menores que 24nm, a relaxagao que
prevalece ¢ a de Néel-Brown, enquanto, para diametros maiores que 28nm, prevalece a rela-
xacao de Brown. Para os nossos estudos, a relaxacao Browniana nao ¢é relevante. Entao, nos

precuparemos apenas com a relaxagao de Néel
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Tempo de relaxacio (s)

Diametro (nm)

Figura 3.7 : Tempo de relaxagao em fungao do didmetro para nanoparticulas magnéticas.

3.7 Efeito da Interacao Dipolar na Anisotropia Magnética

O estudo da interagao entre nanoparticulas em um fluido magnético e a formagao de
estruturas auto-organizadas, como cadeias lineares, é importante para o entendimento do efeito
dessas estruturas em varios processos fisicos e biologicos, incluindo a magnetohipertermia |74].
Em particular, Bakuzis e Branquinho et al. mostraram que a anisotropia magnética aumenta
com a interagao dipolar entre nanoparticulas formando cadeias lineares [30,75]. Como a resposta
da magnetizacao ao campo magnético depende da anisotropia é fundamental entender como
incluir este efeito.

A interacdo magnética entre duas particulas com mesmo momento magnético 7 pode
ter duas configuragoes: atrativa e repulsiva dependendo da orientagao de seus dipolos (figura
3.8).

Note que ha dois processos bésicos de rotacao da magnetizagao quando tem-se uma
cadeia linear de agregados sob acao de campo magnético aplicado. Considerando um dimero,

cadeia linear com duas particulas, temos a rotacao do tipo fanning onde os momentos magné-
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a)

]

b)

Hz

H

tipo Fanning tipo coerente.

repulsiva

Figura 3.8 : (a) Diagrama de interagoes atrativa e repulsiva e (b) Represenagao esquematica de
dimeros com rotagoes tipo Fanning e Coerente.

ticos das particulas adjacentes giram em diregoes opostas, e do tipo coerente onde assume-se
que os momentos magnéticos das particulas estao todos na mesma direcao. Veja diagrama na
figura (3.8).

Na configuracao coerente, temos um dimero com momentos magnéticos sempre pa-
ralelos. Se as particulas idénticas tem didmetros D, e estao separadas centro a centro de
r = D, + dss, onde d,s ¢ a distancia superficie-superficie das particulas, a energia de interacao

dipolar entre particulas com momentos magnéticos iguais, ﬁ = ﬁl = ﬁQ, ¢ dada por:

Ucoe = IU/Oﬁl [3 (ﬁ? ’ 7/;) r— 72]

T
- e 1 (317 cos® § — 1] (3.163)
A (D + dss)?

onde 7 é o vetor que aponta na direcao que une as duas particulas centro a centro, € é angulo
entre o momento magnético e o eixo maior do aglomerado. Ao dividir a energia pelo volume

do dimero, ou seja, 2V}, teremos entao a contribuicao do termo dipolar para a densidade de
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energia por particula, que fica da forma

Fpp, = Mo 3V, M3 2 Ho VoM

_ lMs 164
12D, +dy " 4 (D, + dyy)? (3.164)

No caso de rotacgoes do tipo fanning, a energia de um dimero nesta situacao é dada

por:

UFann = % [3 (72 ' f) r— 72]
1
(Dp + dss)3 [

3p* cos® 0 — i cos 26| (3.165)

Procedendo de maneira analoga a da anterior, ao dividirmos pelo volume do dimero 2V, a

densidade de energia na intercao tipo fanning é dada por

2 Ho V;DML%‘
Ho Vo5 _ Ko TpMs 1
4 2(Dy + dyy )P e (D, + dsy)? (3.166)

EFann = Ho V;)Mg

Note que em ambos os casos, ha uma contribuigao uniaxial a densidade de energia do sistema.
Esta abordagem pode ser generalizada para o caso de uma cadeia contendo () par-
ticulas. Esta contribui¢do de anisotropia efetiva pode ser generalizada [30, 75| e escrita da

forma

M2 1 ° Q- ° Qi
K== ( . 3 ) (3.167)
i=impar i=par

6 des \°
dss
1+ D
Neste caso, percebe-se claramente um aumento da anisotropia efetiva da amostra

quanto maior for a cadeia de agregados nela contida. Uma analise sobre a constante de aniso-

tropia efetiva K., para o caso fanning pode ser vista no grafico da figura (3.9).
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Figura 3.9 : Anisotropia magnética efetiva em funcao do numero de particulas na cadeia.
Observa-se também a saturagao da anisotropia efetiva para um maior ntimero de particulas
e um comportamento similar pra particulas de grandes tamanhos. Simulac¢ao consierando o
caso Fanning



Capitulo 4

Metodologia Experimental

4.1 Difracao de Raios - X

A difragao de raios-x (DRX) ¢ baseada no fenomeno de difragao. Este fenémeno ocorre
quando as ondas eletromagnéticas interagem com fendas na rede cristalina da mesma ordem de
grandeza de seu comprimento de onda.

Nos sistemas cristalinos, que possuem estrutura organizada, os feixes de raio-x que sao
espalhados, sofrem interferéncias muito caracteristicas (figura 4.1). Formando assim um pa-
drao de interferéncias construtivas e destrutivas, capaz de informar sobre vérias caracteristicas
qualitativas e quantitativas da amostra. O objetivo principal desta técnica neste trabalho é

mostrar que as amostras que foram usadas sao mesmo ferritas.

* o— "% @
X jd
- & ) &
"fdsenﬂ
- ® ® & @

Figura 4.1 : Diagrama ilustrativo da diferenca de caminho de feixes de raio-x sobre um cristal.

A formagao do padrao de interferéncias caracteristicas se da ao fato da amostra mudar

seu angulo com relagao aos feixes de raio-x. Fazendo isso, é possivel que os feixes sejam

57
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espalhados por todos os planos cristalinos da amostra, e entao obter o padrao de difragao da
amostra e informagoes sobre sua estrutura cristalina.

Para que haja interferéncias construtivas, a condi¢ao que deve ser obedecida é dada
pela lei de Bragg

2d senf = n\ (4.1)

onde A é o comprimento de onda de Raios-X, d a distancia entre os planos cristalinos, 6 o
angulo de incidéncia e n é um nimero inteiro positivo. Esta técnica nao dé informacao apenas
sobre a estrutura cristalina do material, ela também nos permite determinar o tamanho médio
do critalito, ou no nosso caso, o tamnho médio da particula. O diametro médio extraido da

DRX ¢ dado pela relagao de Scherrer (4.2)

0,93\

Dpy = ——
RX ™ "Acost

(4.2)

sendo A a largura a meia altura do pico, a qual é corrigida com base em um padrao do silicio

da seguinte forma: A = ,/A? A2

sample — Dgyps com Agampie sendo a largura a meia altura do pico

mais intenso da amostra e Ay; a largura a meia altura do pico mais intenso do silicio, ambos
calculados em radianos.

Neste trabalho, utilizou-se um difratémetro modelo SHIMADZU XDR-6000, da central
Analitica do Instituto de Quimica da UFG, que utiiza radiacao Cu — K, de comprimento de
onda 1, 5406 Anrgstron, a 40 kV e 30,0 mA, em uma varredura de 10° a 80° em passos de 0, 02°

e duragao de 3 s.

4.2 Magnetometria

A magnetometria é uma técnica muito poderosa para a investigagao de sistemas magnéti-
cos. Esta técnica permite, por meio da anélise das curvas de magnetizagao, obter informacgoes
sobre a quantidade de particulas por unidade de volume, ou seja, a fragao volumétrica de nano-
particulas magnéticas de uma suspensao coloidal de nanoparticulas magnéticas (ferrofluidos),

entre outras. Esta é uma boa aproximagao para o objetivo de nosso estudo mesmo sabendo que
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as curvas de magnetizagao sao um pouco mais complexas do que parecem ser mostradas neste
trabalho. Necessitando as mesmas de um ajuste teérico considerando a fun¢ao de langevin de
primeira ordem, didmetro modal e a polidispersao da amostra.

Medidas de magnetizacao podem ser realizadas basicamente por trés métodos distintos:
métodos indutivos, através de forca magnética quando um material é submetido a um gradiente
de campo magnético ou mesmo via propriedade intrinseca do material tal como efeito Hall,
magneto-resisténcia [76].

Um exemplo de método indutivo é o desenvolvido por Foner em 1955 [77] o Magneto6-
metro de Amostra Vibrante (Vibrating Sample Magnetometer, VSM) que é provavelmente um
dos equipamentos mais usados nos laboratérios de pesquisa, caracterizando-se pela sua boa
performance, baixo custo e simplicidade de funcionamento.

Na Fig.(4.2) mostramos um diagrama do VSM. Fazendo uma amostra vibrar a frequén-

cia f, induzir-se-a4 uma voltagem alternada nas bobinas de detec¢ao. Esta voltagem é dada por

V = 0GA2r fcos(27 ft) (4.3)

onde o é o momento magnético da amostra, G' é fungao da geometria das bobinas de deteccao
e A a amplitude de vibragao da amostra.

A amostra é fixada na extremidade de uma haste rigida, enquanto a outra extremidade
da haste ¢ fixada & membrana de um alto-falante ou a um motor com um sistema de polias ou
engrenagens. Vale a pena destacar dois detalhes: um deles ¢ que a medida de magnetizacao
feita com o deslocamento da amostra permite eliminar outras contribui¢oes que nao as oriundas
da amostra; o segundo é que a medida ¢é realizada com o auxilio de detec¢ao sincrona com o
uso de um amplificador lock-in, o que proporciona um grande aumento de sensibilidade, pois
este componente capta apenas o sinal de interesse para a medida, suprimindo o efeito de ruidos
ou interferéncia de componentes ativos [77].

As figuras (4.3) e (4.4) mostram o magnetometro utilizado em nossos experimentos.

Este VSM é o modelo EV9 fabricado pela empresa ADE-MAGNETICS. A precisao das medi-
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Sistema de vibragao

Bobinas detectoras

Amostra

Campo magnético

Figura 4.2 : Diagrama esquematico da Magnetometria de Amostra Vibrante (VSM - Sigla em
inglés)
das deste VSM ¢ de 10~ %emu. As bobinas sdo resfriadas a dgua e podem atingir um campo
magnético de até 2T.
A temperatura ambiente uma fracao consideravel das nanoparticulas magnéticas podem
encontrar-se no regime superparamagnético (SP). Torna-se importante, entao, discutir a curva

de magnetizacao deste sistema.

Figura 4.3 : Magnetometro de amostra vibrante do laboratério de Magnetometria do Instituto
de Fisica da UFG. Figura 1
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Figura 4.4 : Magnetdmetro de amostra vibrante do laboratério de Magnetometria do Instituto
de Fisica da UFG. Figura 2

4.2.1 Calculo da Fracao Volumétrica de NPMs

Em um sistema superparamagnético, o comportamento da curva de magnetizacao é

uma Langevin de primeira ordem como na equagao (4.4)
Mysm = ¢M£L(£) (4'4)

Na saturagao, ou seja, quando o campo magnético é muito grande podemos afirmar que a

Langevin tende a um valor unitéario (L(§) — 1). Logo
Mvsm = ¢M§ (45)

Esta tltima equagao nos fornece uma relagao para o célculo da fragao volumétrica de nanopar-

ticulas magnéticas diretamente de (4.5). Logo

Mvsm
M

¢ = (4.6)

onde M’ a magnetizacio de saturacdo do material bulk e M,,, é o valor da magnetizacio

de saturacao da amostra medida no VSM. Neste caso as magnetizagoes estao em unidade de

3

emu/cm®. Muitas vezes é mais facil trabalhar em emu/g. Neste caso podemos tratar como

exposto a seguir.
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As curvas de magnetizagao que medimos no VSM sao dadas em unidades de momento
magnético (emu). Ao dividirmos pela massa total da amostra ontém-se curva de magnetizacao
em unidades de emu/g. Note que a equacao (4.6) pode ser usada desde que os valores de
magnetizagao estejam em emu/cm?®. Logo, para extrairmos a fragdo volumétrica de nosso
sistema devemos proceder da seguinte forma. Lembrando que o momento magnético médio da

amostra é dado por
() = NppL() (4.7)

onde N e p,, sao o nimero total de particulas e o momento magnético de uma particula, se

dividimos (4.7) pela massa total obtém-se

W Ny L) (48)

Na equagao (4.8) podemos identificar os valores de magnetizagao da amostra (M,sn)

em emu/g, ou seja, pode-se escrever esta equagao como

1
Mysm = m—T X N,UpL(g) (49)

Para avaliarmos os dados medidos em termos de valores conhecidos, multiplicamos e dividimos

o segundo membro pela massa da particula (m,). Logo,

My = 2 x PN L) = 2 % M,NL(€) (4.10)

mr my mr

sendo agora M, a magnetizacdo da particula em unidades de emu/g.
Utilizando a relagao entre massa e densidade dada por m = pv podemos escrever (4.10)

da forma

N
Moy = 222 5 NM,L(€) = 2 x M,L(€) x 22 = oM, L(¢) x 2 (4.11)
%% (%3 Pr PT

onde ¢ é a fracao volumétrica de particulas magnéticas dada por

B Nw,

Ur

¢

(4.12)
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Como ja dito anteriormente, a amostra medida é composta por nanoparticulas magné-
ticas de maghemita e do liquido carreador (4gua). Entdo, a densidade total da amostra pode
ser escrita em termos da fracao volumétrica de nanoparticulas magnéticas e das densidades da

particula e do liquido carreador de forma que

pr = ¢pp + (1 = @)pe = pe + ¢(pp — pe) (4.13)

No caso de ¢ << 1 o termo ¢(p, — p.) ~ 0. Entao, podemos escrever (4.13) como

PT R P (4.14)

Em condigoes de alto campo magnético aplicado, a fun¢ao de Langevin L(§) — 1.
Entéao, substituindo (4.14) e isolando ¢ em (4.11) temos

Mvsm C
% Pe

¢ =
M, Pp

(4.15)

Na equagao (4.15) temos a fragao volumétrica em termos das magnetizagoes de sa-
turacdo da amostra e da particula em emu/g. Para estes calculos utilizamos a densidade do
liquido carreador p. = 1g/cm3, a densidade das ferritas de manganés, amostras utilizadas neste

trabalho, p, = 5,0g/cm?.
4.2.2 Birrefringéncia Magnética Estatica

O diagrama de bloco para aplicagao da técnica de birrefringéncia magnética consiste,
basicamente, de uma luz (um laser, com comprimento de onda A\ = 632nm) que passa por
um modulador (chopper), atravessando posteriormente um polarizador, em seguida o feixe é
subdividido em dois ao passar por um separador de feixes que mantém a polarizacao da luz
incidente. Um sinal de referéncia ¢ obtido no detector 2 que esta acoplado a um sistema de
aquisicao de dados. O outro feixe incide sobre a amostra, passa pelo analisador alcangando
enfim o detector 1 (ambos os detectores sao da marca OPTRON FT850-3) que envia um sinal

ao amplificador lock-in que usa a frequéncia do chopper como referéncia (vide figs 4.5 e 4.6).
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Figura 4.5 : Diagrama de bloco das medidas de birrefringéncia magnética estatica.

Figura 4.6 : Equipamento de BME do Laboratorio de Magnetooptica IF-UFG.

Nesta montagem a direcao de propagacao do feixe de luz do laser e o campo mag-
nético aplicado encontram-se perpendiculares entre si. Também, os eixos do polarizador sao
posicionados perpendiculares entre si, de modo que na auséncia da amostra nao ha detecgao de

qualquer sinal, ja que de acordo com a lei de Malus
I, = I,cos’$3 (4.16)

sendo I, e I, as intensidades de luz que saem do polarizador e analisador, respectivamente e
f o angulo entre os planos de polarizagao dos mesmos, ou seja, para § = m/2, I, = 0. Dessa

maneira, quando a amostra é colocada entre os polarizadores, caso seja birrefringente, ha uma
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rotacao do eixo de polarizacao da luz ao atravessar a amostra permitindo que um sinal seja
detectado.
Para esse tipo de montagem, desconsiderando possiveis efeitos de dicroismo, a intensi-

dade do sinal que atinge o analisador varia com a birrefringéncia da amostra na forma
9 o (Tl
I = I,sen”(2v) sen XAn (4.17)

onde I, é a intensidade do sinal incidente, [ a espessura do porta amostras, A\ o comprimento
de onda do laser, An a birrefringéncia do material da amostra e v o angulo entre o analisador

e o campo magnético aplicado. Em nossa configuracao v = /4.

4.3 Micoscopia Eletronica de Transmissao - TEM

Na realizacao deste trabalho, foi utilizado a microscopia eletréonica de transmissao
de alta resolu¢do (HR-TEM). Esta técnica permite que possamos extrair informagoes como
o tamanho da particula e a poilidispersao do sistema de particulas. Além disso, foi possivel
através desta técnica fazer micrografias dos lipossomos brancos com particulas encapsuladas no
seu interior. O equipamento utilizado esta no Laboratorio de Microscopia do Instituto de Fisica
da UFG (LabMic / IF-UFG), tendo o mesmo as seguintes especificagoes: 200 KV e resolugao
de 2,5 Anrgstron. O modelo é um JEOL - 2100, equipado com EDS e Thermo Scientific (Figura

47).

Figura 4.7 : TEM do LabMic IF-UFG.
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4.4 NanoSight - NTA

A analise de localizacao de particulas (NTA - Nanoparticle Tracking Analysis) é um
método usado para a andlise e visualizagao direta e em tempo real de nanotransportadores em
meio liquido baseado no movimento Browniano destas e nas suas propriedades de dispersao
de luz. Este método permite analisar particulas com tamanhos entre os 10 nm e os 2000 nm.
O movimento Browniano realizado por estas particulas ¢ avaliado em tempo real por uma
camara digital cientifica, em que cada particula é visualizada e monitorada (rastreada) por um
software de andlise e monitorizagdo de imagem [78|. A visualizacdo das particulas da amostra
é possivel devido a dispersao da luz quando iluminada por um laser. A intensidade de luz
dispersa pelos nanotransportadores ¢ captada por uma camara de video e o movimento das
particulas é monitorado frame a frame. Neste método a taxa de movimento das particulas estéa
relacionada com o raio hidrodinamico equivalente a uma esfera, calculado através da equacao
de Stokes-Einstein. Este método permite calcular o tamanho da particula, a concentragao da
populacao de particulas e o potencial zeta. O calculo do tamanho das particulas é realizado
particula a particula. A distancia média percorrida por cada particula (no eixo x e y) é calculada
automaticamente. A partir deste valor, é possivel calcular o coeficiente de difusdo de particulas
(Dy), identificar a viscosidade do solvente (1) e o didmetro hidrodindmico (d) e conhecer a
temperatura da amostra (7'). Uma vez que o movimento browniano das particulas é feito em 3
dimensoes, o tamanho das particulas ¢ calculado através da analise em 2 dimensoes com o uso de

uma variacao da equagao de Stokes-Einstein, (4.18), onde K ¢ a constante de Boltzmann |78|.

[(%4@/)]2 _p, BT (4.18)

I 3mnd

Este software permite visualizar as nanoparticulas em tempo real, analisar particula

a particula, contar e medir o tamanho das particulas e fornece histogramas das distribuig¢oes
de tamanho das particulas analisadas (nomeadamente um ficheiro com os dados retirados da

analise e o video dessa mesma andlise). A Figura (4.8) mostra o equipamento e uma imagem
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exemplo do modo de visualizagao de nanoparticulas em tempo real.

Figura 4.8 : Equipamento NanoSight NS500, & esquerda, e a direita uma imagem feita pelo
software NTA Software Suite referente a visualizagao da populagao de uma amostra em analise

4.5 Magnetohipertermia - MH

A eficiéncia de aquecimento de fluidos e materiais magnéticos é quantificada pela potén-
cia especifica dissipada (SLP - Specific Loss Power), definida como a poténcia térmica disspada
por unidade de massa do material quando esta sob acao de campo magnético AC. O SLP de

uma amostra ¢ dado experimentalmente por [79]:

PaCa dT
SLP = ——— | — 4.19
1000, (dt) 419)

onde p, = 1000 kg/m? é a densidade do carreador (agua), ¢, = 4190 J/kg.K & o calor especifico
da agua, p, = 5000 kg/m? ¢ densidade da paricula e ¢,, é fragao volumétrica magnética. Utilizar
a inclinagao inicial da curva T' x t fornece uma estimativa mais real do SLP em unidade de W /g,
pois perdas iniciais ainda sao despreziveis e a distribuicao de temperaura dentro da amostra
ainda é mais homogénea |79, 80].

O equipamento de MH permite que possamos extrair curvas de temperatura versus
tempo, com intuito de calcular o SLP de cada amostra. O equipamento aqui utlizado é o

modelo Nanotherics fabricado pela empresa Magnetherm TM do Laboratoério de Fisica Térmica

do IF-UFG (Figura 4.9).
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Figura 4.9 : Equipamento do sistema de Magnetohipertermia do Laboratério de Medicina Tér-
mica do IF-UFG.

Uma sintese das técnicas utilizadas neste trabalho, seus objetivos e recursos experi-

mentais (equipamentos e laboratorios) esta apresentada na Tabela (4.1).
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Relacao de Equipamentos Utilizados nesta Tese ‘

L. ~ Local da
Técnica Funcgao Modelo Empresa Medida
Avaliar a estrutura Shimadzu
DRX  cristalina das XDR 600 - IQ - UFG
. Japao
particulas
Analise morfologica JEOL - 2100,
TEM  mals distribuicao de 200 KNV, JEOL LabMic IF-UFCG
tamanhos das Resolugao 2,5
particulas Anrgstron
Analise das
propriedades Laboratorio de
magnetlcz’is das EV9 - Campo ADE Magnetometria
VSM  nanoparticulas bem i . e Magnetotrans-
- de até 2T Magnetics
como a concentracao porte
do material IF-UFG
magnético
Lab.
Analise da Nanotecnologia
distribuicao de . e Sistemas de
NTA  tamanhos dos N?\?g saght Malvern Liberacao
lipossmos e de sua Controlada de
concetracao Farmacos
FF-UFG
Analise de
propriedades Equipamento
magnetoopticas. construido no Grupo de Laboratoério de
BME  Avalia a Laboratoério de Nanodots Magnetooptica
auto-organizagao de Nanodots Magnéticos IF-UFG
estruturas magnéticas Magnéticos
na suspensao coloidal
Avaliar a fj&ngldade Magnetherm Laboratério de
magnetotérmica das ™ Medicina
MH amostras sob acao de f =100 ~ 900 Nanotherics ..
s Térmica
campo magnético KHz com FUFG
alternado H, <300 Oe

Tabela 4.1 : Relagao de equipamentos utilizados nesta Tese.



Capitulo 5

Caracterizacoes das Amostras

Para este trabalho foram utilizadas uma amostra de fluido magnético e lipossomos
com particulas magnéticas encapsuladas pelo método de extrusao. A amostra magnética é um
fluido magnético com nanoparticulas de ferrita de manganés recobertas com citrato (MnFeOy)
e suspensas em agua, em pH fisiologico. A amostra de fluido magnético foi sintetizada pelo
doutorando Nicholas Zufelato do grupo de Nanodots Magnéticos da UFG coordenado pelo pro-
fesor Dr. Andris F. Bakuzis. As amostras de lipossomos com particulas encapsuladas foram
preparadas pela equipe da Faculdade de Farmacia (FF-UFG), composta pelos alunos de dou-
torado Marilisa Gaeti e Emilio Ramos Cintra, coordenada pela professora Dra Eliana Martins
Lima. Neste capitulo apresentaremos as caracteristicas e caracterizagoes destas amostras e os

parametros relevantes para avaliagao de nossos resultados.

5.1 Fluido Magnético

5.1.1 Difracao de Raios X

O difratograma de Raios-X da figura (5.1) revela qua a amostra ¢ uma ferrita, com

estrutura cristalina do tio espinélio, e didmetro médio do cristalito de 11,2 nm.

70
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Figura 5.1 : DRX da amostra Mn 29-01-2014

5.1.2 Caracterizacao Morfol6gica - TEM

A maneira mais simples, porém, muito eficiente de obter a forma e as dimensoes das
nanoparticulas é utlilizando a técnica Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM). Em sua
maioria, as amostras sao preparadas diluindo (tipicamente na ordem 1:2000) e secando o fluido
magnético em um porta amostra coberto por uma membrana de carbono. Em se tratando
de particulas esféricas, os histogramas sao obtidos medindo-se os diametros, por meio de um
software adequado, de um certo nimero grande de nanoparticulas nas imagens obtidas por
microscopia. Os parametros relevantes que nos fornecem perfis de tamanho das nanoparticulas
sao obtidos utilizando o procedimento padrao da literatura que consiste em ajustar o histograma

de distribuigao de tamanhos com a distribuigao lognormal [81-83] descrita pela equagao (5.1).

Nesta equagao, o é a dispersao e D)y, é o diametro médio de TEM da amostra. As medidas

de TEM foram realizadas no LabMic - UFG. O microscopio utilizado foi um Jeol JEM-2100,
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operando a 300KV, com resolucao de 1,7A. As figuras (5.2 e (5.3)) apresentam imagens de
micrografia da amostra utilizada. As imagens de TEM do fluido magnético utilizado em nossos

estudos indicam que as nanoparticulas sdo aproximadamente esféricas (vide figura 5.3).

Figura 5.2 : Imagem de TEM feita no Laboratorio de Microscopia da UFG, Labmic. A barra de
escala é de 100 nm

Figura 5.3 : Imagem de TEM feita no Laboratorio de Microscopia da UFG, Labmic. A barra de
escala é de 10 nm

Por meio do ajuste numérico do histograma da distribui¢ao de tamanhos (figura 5.4),
utilizando a funcao lognormal (5.1) foi possivel obter o valor do didmetro modal de Dy =
(10.340, 2)nm e a polidispersao de o = 0, 2840, 02. Esta informagao, por sua vez, é fundamental

para as andlises dos dados de Magnetometria (VSM) e de Birrefringéncia Magnética Estética

(BME).
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Figura 5.4 : Distribuigdo de tamanhos através de imagnes de TEM. A linha escura corresponde
ao ajuste pela fungao lognormal

5.1.3 Caracterizacao Magnética - VSM

A técnica de VSM nos dé informagoes sobre a concentragao de particulas magnéticas
no meio, fragao volumétrica e suscptibilidade de equilibrio. As figuras em (5.5) sao as curvas de
magnetizagao do p6 e do fluido magnético da amostra Mn 29-01-2014, respectivamente. Pelas
anélises das curvas de magnetizacao, a amostra apresenta as seguintes caracteristicas: magneti-
zagao de saturacao Mg = 256emu/ cm® e magnetizac¢ao especifica de 51.2emu/g; magnetizagao
do fluido My = 1, 2emu/ cm® e magnetizacao especifica de 1,2emu/g, o que implica em uma
fracao volumétrica magnética de ¢ = 0,5% e ntimero de particulas por volume de 7 x 10%

Part/ml.
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Figura 5.5 : VSM do p6 da amostra e do fluido amostra Mn 29-01-2014, respectivamente

Cabe aqui fazer um comentério sobre a obtencdo da magnetizacio da particula. E de
conhecimento na literatura que a magnetizacao da particula pode ser alterada por efeitos de

superficie. A magnetizacao de uma particula magnética é dada de fato por
M, = f.M?+ (1 — f)M; (5.2)

onde M’ e M? sio as magnetizacdes da ferrita bulk e da casca, respectivamente, e f, é o
percentual de carogo (core) com que a particula ¢ formada. Se a casca (shell) ¢ fracamente

magnética, podemos considerar M? =~ 0 o que nos da a magnetizacao da particula da forma
M, ~ f.M? (5.3)

Considerando a magnetizacao da ferrita de manganés bulk M? = 500 emu/cm? e magnetizacio

da particula M, = 256emu/ cm”, obtemos uma fracao de core da ordem de
fe=10,512 (5.4)

A fracao de core pode ser escrita pela razao entre os volumes do core e do de TEM da forma

v, D, \* D,
.= = = ~0,8 5.9
f Vrem ( Drgm ) Drgm ( )

Escrevendo Drgy = D. + 26 onde § é a espessura da camada de cobertura, chega-se que

§ =0,1Drpar (5.6)
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e considerando o didmetro médio da amostra (D) = 11,1 nm, a espessura da casca ¢ da ordem

de 1,1 nm

5.2 Caracterizacao dos Magnetoliposomos

A tabela (5.1) apresenta os dados das amostras de magnetolipossomos obtidos pela
técnica de Nanosight (NTA - vide figura 5.6). Esta Tabela relaciona o nome das amostras, o
diametro médio, a polidispersao PDI e o ntimero de lipossomos por unidade de volume. Estes
dados foram utilizados para calcular a fragdo de nanoparticulas magnéticas dentro dos lipos-
somos, considerando as polidispersoes das nanoparticulas magnéticas bem como as respectivas

polidispersoes dos lipossomos.

Dados de NTA dos magnetolipossomos
Amostras || Amostra | D(nm) | PDI | Part/ml

1 ML 10 | 183,6 | 0,494 [ 1,19 x 10™
2 ML 105 | 178,0 | 0,176 | 1,17 x 10™
3 ML 11 | 170,8 | 0,191 | 1,23 x 10™*
1 ML 12 | 180,8 | 0,342 | 1,36 x 10

Tabela 5.1 : Caracteristicas das amostras de Magnetolipossomos.

(a) Distribui¢do de Lipossomos - Dados de NTA. (b) Distribuigao de Lipossomos - Dados de NTA em
3D

Figura 5.6 : Distribuicao de tamanhos de lipossomos, conforme dados de NTA
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Imagens de TEM de magnetolipossomos foram obtidas afim de conhecer a organizacao
das particulas na estrutura, bem como para averiguar se realmente as pariculas estavam en-
capsuladas. As figuras (5.7) e (5.8) sao imagens TEM de magnetolipossomos produzidos pelo
método de extrusao. Observe que particulas menores ainda ficam na parte de fora do lipossomo

e que particulas maiores estao encapsuladas.

Figura 5.7 : Micrografia de um lipossomo. A barra de escala é de 50 nm

Com as micrografias dos lipossomos podemos mostrar que boa parte das particulas me-
nores estao na borda ou na superficie destes lipossomos. Podemos ainda fazer uma distribuicao
de particulas fora do lipossomo como mostra o grafico da figura (5.10). A figura (5.10) mostra
que fora do lipossomo predominam particulas menores, de diametro modal Dy, = (3,02+0, 06)
nm e cuja polidispersao é ¢ = 0,32 + 0, 03.

Uma comparagao entre a distribuicao de particulas fora dos lipossomos com a distri-

buicdo de particulas do FM é mostrada na figura (5.11).
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20 nm

Figura 5.9 : Micrografia de um lipossomo com particulas na superficie e fora da vesicula.
barra de escala é de 20 nm
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Distribui¢ao de NPs fora dos Lipossomos
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Figura 5.10 : Distribui¢do de tamanhos de particulas fora dos lipossomos. A linha escura cor-
responde ao ajuste pela fungao lognormal
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Figura 5.11 : Comparacao entre as distribui¢oes de particulas fora dos lipossomos e fluido
magnético

5.3 Numero de Particulas Encapsuladas por Lipossomo

Para estimar o namero de particula magnéticas por lipossomo (fracdo volumétrica
por lipossomos), fizemos o seguinte procedimento: (a) Medimos a concentragao de paticulas
magnéticas no meio por VSM; (b)Através das micrografias do FM, extraimos o didmetro e a po-
lidispersao da amostra;(c) Medimos a concentragao de lipossomos por mL por NTA, bem como
as suas respectivas polidispersoes. (d) Em seguida, utilizando estas informagoes, calculamos a

fracao volumétrica por lipossomo ¢;,,1i, pela equacao (5.7) dada por:

ot — Nom (D)
" Nigy (DY)
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onde N,

»m € 0 nimero de particulas magnéticas por mL, Nz;, ¢ o nimero de lipossomos por mL

e os termos (D3) e (D}) sdo as médias do didmetro ao cubo das particulas magnéticas e dos

lipossomos, respectivamente, e dados por:

(D3,) = +OOD§P(D)dD (5.8)
(01, = [ pipDyp 5.9

com P(D) uma distribuigao lognormal. As curvas de magnetizacao das amostras de Magne-
tolipossomos podem ser vistas nas figuras (5.12) e (5.13) e os dados extraidos desta analise
estao na tabela (5.2). A figura (5.13) é uma melhor viualiza¢ao para as amostras de MLs com

concentragoes magnéticas mais baixas.
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Figura 5.12 : Curvas de magnetizacao dos magnetolipossomos com diferentes concentragoes de
particulas magnéticas.
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VSM - Magnetolipossomos
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Figura 5.13 : Curvas de magnetizacao dos magnetolipossomos com diferentes de particulas mag-
néticas (3 menos concentradas)

Dados de VSM das amostras de magentolipossomos (MLs)

Amostra D, (nm) O Lip/ml (x10™)  Nyae/ml (x10%%) ¢ (%)
ML12 180, 8 0,342 1,36 2,0 0,26
ML11 170, 8 0,191 1,23 3,6 0,35
ML105 178,0 0,176 1,17 4,3 0,59
ML10 183,6 0,494 1,19 6,8 0,83

Tabela 5.2 : Dados de VSM das amostras de magnetolipossomos - MLs.



Capitulo 6

Resultados e Discussoes

Iniciamos este capitulo analisando as propriedades magnetodpticas dos nanocarreado-
res magnéticos, i.e. dos fluidos magnéticos (FM) e magnetolipossomos (ML). Nosso objetivo
nesta primeira etapa ¢é esclarecer como as nanoparticulas estao autoorganizadas. Basicamente
queremos determinar a porcentagem de particulas que estao formando pequenos aglomerados
no coléide nas duas situacoes, i.e. FM e ML. Na se¢ao 6.2 apresentamos os dados experimen-
tais de hipertermia magnética, obtidos para varias frequéncias e em diferentes amplitudes de
campo alternado, assim como distintas concentracoes de particulas. Ficara claro, nesta secao,
que os MLs, sob semelhante condigao experimental, tendem a responder magnetotermicamente
de maneira inferior ao FM. Tal efeito parece estar relacionado a autoorganizagao de nanopar-
ticulas dentro das vesiculas. A explicagdo para tal fenémeno sera apresentada na segao 6.3.
Um novo modelo, ainda no regime linear, serd desenvolvido levando em conta a contribuigao
de particulas bloqueadas. Tal efeito parece explicar o decréscimo da eficiéncia magnetotérmica

dos MLs, assim como outros dados recentes da literatura.

6.1 Birrefringéncia Magnética dos Nanocarreadores

As propriedades magnetoopticas de fluidos magnéticos vem sendo estudadas ha déca-
das, em particular por birrefringéncia magnética estatica [62,84-88|. Basicamente a origem
deste efeito elétrico induzido pelo campo magnético pode ser: (i) a rotagao de nanoparticulas

anisométricas na dire¢ao do campo aplicado, (ii) rotagdo de pequenos aglomerados (dimeros,

81
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trimeros) preexistentes na suspensao coloidal, ou ainda (iii) a formacao de cadeias pela acao de
campo magnético. Nos iremos modelar os dados experimentais assumindo a pré-existéncia de
aglomerados formados por particulas esféricas (diversas evidéncias experimentais, assim como
resultados de simulagao computacional usando a técnica de Monte Carlo, corroboram com
nossa hipotese [75]. Portanto, ndo havera nenhuma contribui¢do ao sinal magnetoo6topico de
particulas isoladas, ja que estas, sendo esféricas, nao geram birrefringéncia 6ptica. Caso tal
suposicao fosse incorreta ou inadequada, o nimero de particulas contribuindo para o sinal de
BME deveria ser igual ao nimero total de particulas existentes em solugao. Todavia, a analise
dos nossos dados de BME indica que tal contribui¢ao é menor que o ntimero total de particulas
em solugao, como ficara claro mais adiante.

Na figura (6.1) apresentamos os dados de BME dos FMs. Simbolos representam dife-
rentes concentracoes de particulas e a curva soélida refere-se ao modelo tedrico utilizado para
ajustar os dados experimentais. Observe que em campo baixo nao ha birrefringéncia, enquanto
que aumentando sua intensidade o sinal aumenta e atinge a saturagao. O valor maximo do sinal
decresce com a reducao da fragao volumétrica de particulas magnéticas no liquido carreador.
Por outro lado, na figura (6.2) apresentamos os dados dos MLs. Na faixa de concentracao
investigada apenas 2 de 4 amostras deram sinal de BME. Simbolos representam amostras com
diferentes fragoes volumétricas encapsuladas no lipossomo. Aqui cabe ressaltar que, diferente-
mente de outros trabalhos da literatura, a concentracao de particulas encapsuladas no lipossomo
foi determinada por meio da combinacao de dados de VSM e NTA, conforme discutido anteri-
ormente (vide segao 5.3). Outro fator extremamente importante é que o sinal de BME dos MLs
apresentou um pico, e que o mesmo ocorre em diferentes posi¢oes dependendo da concentragao
de particulas dentro da vesicula. Isto fica mais facil de se observar na figura (6.3) que é a mesma
anterior s6 que numa faixa de campo menor. Para a amostra ML12 encontra-se um pico em
H = 150 Oe, enquanto que para a amostra ML11 o pico ocorre em H = 175 Oe. Novamente a

curva solida refere-se a analise dos dados usando um modelo teoérico discutido a seguir.
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Intensidade (u.a.)

Figura 6.1 : Intensidade de Birrefringéncia da amostra controle de Fluido Magnético Mn 29-01-
2014 em diferentes concentragoes.
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Figura 6.2 : Intensidade de Birrefringéncia de amostras de Magnetolipossomos com diferentes
concentragoes de particulas magnéticas.

Primeiramente, é importante lembrar que o sinal de BME é dado por

I = I,sen? (%An) (6.1)



6.1 Birrefringéncia Magnética dos Nanocarreadores 84
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Figura 6.3 : Intensidade de Birrefringéncia de amostras de Magnetolipossomos em diferentes

concentragoes de particulas magnéticas com analise de deslocamento do pico de maior intensi-
dade.

sendo
An = AnQ/ D3Ly(£q)P(D)dD (6.2)
0
(6
™1 QN
Ang = — (v~ X1)a (6.3)

com {g = Q&, e @) é o nimero de particulas formando uma cadeia linear. Portanto, o fato dos
dados experimentais de BME dos MLs apresentarem um pico significa que a birrefringéncia das
amostras de MLs é maior que do FM. Tal efeito pode ser explicado em termos do ntmero de
particulas formando a cadeia linear (Q)) e/ou pelo nimero de particulas agregadas em solucao
(QNg). Quanto maior o tamanho do agregado maior ¢ a diferenca entre as susceptibilidades
elétricas. A figura (6.4) mostra o calculo (x,, — x 1) em funcéo de @) e para diferentes distancias
superficie-superficie (dss). Este termo aumenta com aumento de @) e com a diminui¢ao de dgs,
j& que a contribui¢ao devido ao dipolo elétrico induzido aumenta quanto menor for a distancia

(vide 3.3.1).
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Figura 6.4 : Comportamento de (x,/ — x1) em termos do tamanho da cadeia de agregados para
diferentes valores de distancias superficie-superficie.

Na figura 6.5 mostramos como o sinal de BME ¢ alterado aumentando-se o niimero de
particulas que contribuem para o sinal de BME, i.e. fixando o ntimero de particulas formando
o agregado para (Q = 3. Um efeito semelhante é observado aumentando ) para N fixo, N =
5,5x 10" part/cm?, como apresentado na figura (6.6). Note que ao aumentarmos N ou @ o pico
da curva de intensidade versus campo magnético se desloca para esquerda, o que indica um sinal
de BME mais elevado em baixa amplitude de campo. Observe tambem que o pico se desloca
mais rapidamente para a esquerda quando aumenta-se o namero de particulas contribuintes
para o sinal magneto6ptico, em comparagao com aumento de ().

Na Figura (6.2) a curva solida foi calculada mantendo-se ) = 3. Nela estdo apresen-
tados os dados das amostras ML 11 e ML 12, cujas fragoes volumétricas nos lipossomos sao de
0,35% e 0,26%, respectivamente. Para o caso da amostra ML 11 encontramos N = 2,7 x 104
particulas por cm?, enquanto que para a amostra ML 12 obtivemos N = 3,6 x 10** particulas
por cm3. Portanto, a diferenca entre as duas amostras refere-se 4 uma pequena alteracao na

propor¢ao de particulas contribuindo para o sinal de BME. O aumento do nimero de particu-

las contribuintes para o sinal de BME, mesmo que pequeno, é responsavel pelo deslocamento
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Figura 6.5 : Dados de simulacao do modelo de BME para ntimero de particulas contribuintes
para o sinal magnetooptico aumentando com tamanho da cadeia de agregados fixo.
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Figura 6.6 : Dados de simulacao do modelo de BME para o tamanho da cadeia de agregados
aumentando e o numero de particulas contribuintes para o sinal magnetoo6ptico fixo.
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do pico de maior intensidade na curva de BME. Os dados extraidos das analises de BME
da amostras de magnetolipossomos podem ser vistos na Tabela (6.3). Nela fica claro que na
amostra ML11 a porcentagem de particulas contribuindo para o sinal de BME foi de 35%,
enquanto que para a ML12 foi de 22%. As fragdes volumétricas dentro dos lipossomos foram
calculadas considerando a concentragao de lipossomos (por meio da analise de NTA - e sua
respectiva polidispersao - vide tabela 5.1), e a concentragao de particulas magnéticas via dados
de magnetometria (VSM).

Curiosamente a analise dos resultados de BME do fluido magnético em diferentes fra-
¢oes volumétricas requer maior cuidado. Utilizando o mesmo @), i.e. ) = 3, pode-se analisar
a quantidade de particulas contribuindo para o sinal de BME dos FMs. A figura (6.7) apre-
senta a analise dos dados do FM considerando também a amostra ML12. Note que o ajuste
dos dados de BME do FM s6 sao bons na saturacao. A Tabela 6.1 apresenta os resultados
obtidos desta analise. Por outro lado, se permitirmos que () varie, conseguimos um melhor
ajuste dos dados de BME, como foi mostrado na figura (6.1). Neste caso, os dados ajustados
sugerem um aumento do tamanho do agregado de 6,0 para 10,0 nas fragoes volumétricas de
0,25% e 0,10%, respectivamente. Este fato ¢ curioso ja que, em geral, espera-se um maior
() para amostras com maior concentracao de particulas [30]. Note, porém, que o percentual
de particulas contribuintes para o sinal magnetodptico diminui de 14% para 6,2% nas fragoes
volumétricas de 0,25% e 0, 10%, respectivamente. Apesar disso, o tamanho médio da cadeia no
fluido cresce um pouco com o aumento da concentragao de particulas no meio. Nas Tabelas 6.2
e 6.3 vemos que o tamanho médio diminui de 2,2, na fragao volumétrica de 0,25%, para 1,5
na fragao volumétrica de 0, 10%. Portanto, apesar dos agregados serem maiores nesta amostra
diminuindo a concentracao, na média, ainda se obtem o esperado, ou seja, que ocorra um au-
mento do tamanho médio do agregado no fluido para amostras mais concentradas. No caso dos
MLs a situagao ¢ a mesma quando comparamos as duas amostras (vide Tabela 6.3) .O tamanho
médio da cadeia passa de 1,4, para uma fragao dentro do lipossomo de ¢,,; = 0,26%, para 1,7

numa fracdo dentro do lipossomo de ¢,,; = 0,35%. De fato, a variacao do tamanho médio do
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aglomerado no ML ndo é muito significativa, como pode ser visualizado na figura (6.9).
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Figura 6.7 : Dados agrupados de BME de FM e ML.

‘ Dados de BME do Fluido Magnético - FM ‘

o(%) Ang x 107 Quag Npme x 101 f (%)
0,10 4,73 3 1,35 9,3
0,12 5,43 3 1,55 8,5
0,14 7,24 3 2,06 10
0,25 9,34 3 2,66 7,3

‘ Dados de BME da amostra ML12 ‘
0, 26 15,1 - 3,62 35

Tabela 6.1 : Tabela referente as anélises de BME do FM e dos MLs considerando ),y = 3.
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Figura 6.8 : Percentual de particulas contribuintes para o sinal magnetodptico em termos da
fracao volumeétrica considerando trimeros (Q),y = 3) em todas as fragdes volumétricas dadas na
figura (6.7).

Por outro lado, o grafico da figura (6.10) mostra que o percentual de particulas contri-
buintes para BME aumenta de 6,2%, em ¢y, = 0,10%, para 14% em ¢y, = 0,25%. Enquanto
isso, o percentual de particulas contribuintes para BME nos magnetolipossomos sai de 35%,
na fragdo dentro do lipossomo de ¢,,,; = 0,26%, para 22% na fracao dentro do lipossomo de
Omi = 0,35%. Tal fato deve-se a uma maior proporcao de particulas isoladas nesta amostra.
Além disso, talvez o mais importante desses dados seja a comparagao entre FMs e MLs com
mesma concentracao de particulas. Isto ocorreu em apenas uma amostra, com fragao volu-
métrica de 0,25% aproximadamente. Neste caso observa-se que o niamero de particulas que
contribuem para o sinal de BME ¢ duas vezes e meia maior nos magnetolipossomos. Ou seja,
enquanto nos magnetolipossomos temos 35% de particulas contribuintes, no FM temos 14%.
Portanto, apesar do tamanho do agregado ser maior no FM, o sinal de BME dos magneto-

lipossomos é maior porque ha um percentual maior de particulas contribuindo para o sinal
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magnetooptico.

‘ Dados de BME do Fluido Magnético - FM ‘
(bfm(%) Ans X 1018 Qag Qm Ntot X 1015 mee X 1014 f (%>

0,10 0,62 10 1,5 1,44 0,89 6,2
0,12 0,89 9 1,7 1,81 1,31 7,3
0,14 1,17 8 1,9 2,04 1,75 8,6
0,25 3,17 6 2,2 3,64 5,07 14

Tabela 6.2 : Tabela referente as analises de BME do controle feito com fluido magnético.

‘ Dados de BME dos Magnetolipossomos - MLs ‘
o) A, X 10°  Qu Owm Nip X100 New <107 T (%)

0,26 1,51 3 1,4 0,93 3,62 35
0,35 1,24 3 1,7 1,22 2,68 22

Tabela 6.3 : Tabela referente as analises de BME das amostras de magnetolipossomos. A primeira
linha se referente a amostra ML 11 e a segunda linha se refere a amostra ML 12.

Em resumo, nesta secao mostramos que as particulas se organizam de forma diferente
nos FM e ML. No ML a fracao de agregados parece ser maior que no caso de FM. Entao, a
pergunta que surge é qual o impacto dessa autoorganizacao sobre o efeito magnetotérmico?
A resposta a essa pergunta so ficara clara na segao 6.3. Nesta proxima segao iremos mostrar
experimentalmente o efeito deletério, i.e. a diminuicao do efeito magnetotérmico das particulas

quando as mesmas sao encapsuladas nos lipossomos.
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Figura 6.9 : Tamanho médio da cadeia de aglomerados em termos da fracao volumétrica.
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Figura 6.10 : Percentual de particulas contribuintes para o sinal magnetodptico em termos da
fragao volumétrica.
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6.2 Magnetohipertermia dos Nanocarreadores

Medidas de hipertermia magnética (HM) foram realizadas com as amostras de fluido
magnético (FM) e com os magnetolipossomos (ML). Quatro amostras de cada nanocarreador
(ML e FM) contendo diferentes concentragoes de particulas foram investigadas. Dados foram
obtidos em diferentes amplitudes de campo magnético alternado e com as frequéncias de 111
kHz, 167 kHz, 334 kHz, 473 kHz e 632 kHz. Os valores de SLP (eficiéncia magnetotérmica - vide
equagao 4.19 ) foram extraidos apos a andlise das curvas de temperatura em fungao do tempo;
para cada uma das amostras foi utlilizado um tempo padrao de medida de 30 segundos. Ou
seja, por meio destes dados obteve-se a taxa de variagao temporal da temperatura. A massa
de material magnético foi obtida pela analise dos dados de magnetometria. Logo, usando a
equagao (4.19), estimamos o valor de SLP de cada amostra. Adicionalmente, medidas em
triplicata revelaram um erro no SLP variando entre 8-10%. Nos dados a seguir assumimos o
maior valor para o erro experimental (10%).

As figuras em (6.11) apresentam os dados de SLP em fungao da amplitude de campo
magnético para o fluido magnético com diferentes concentragoes de particulas. Os diferentes
simbolos representam os dados experimentais nas frequéncias investigadas. Como esperado
aumentando-se a amplitude de campo o SLP aumenta. Os dados mostram também que o SLP
é menor para a frequéncia de 111 kHz, e aumenta com a frequéncia, com exce¢ao dos dados
entre 473 kHz e 632 kHz, que foram muito préximos para a maior parte das amostras. Isto
provavelmente ocorreu porque nesta faixa de frequéncia estas amostras se aproximam da regiao
em que wt = 1, a qual separa as regioes de baixa e alta frequéncia. Além disso, observa-se que
em baixas frequéncias parece nao haver diferenca significativa entre amostras com diferentes
concentragoes. Entretanto a partir de 300kHz e facil notar um efeito da concentragao de
particulas. Isto sugere que a interagao dipolar entre particulas ¢ mais importante em altas

frequéncias.
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Figura 6.11 : Dados de SLP x H para a amostra de Fluido Magnético

As medidas de HM dos MLs estao apresentados nas figuras (6.12). Novamente, o mesmo

comportamento relatado para as amostras de FM foi observado, i.e. SLP cresce com aumento

do campo e possui valores proximos para frequéncias mais altas (473 kHz e 632 kHz). Por outro

lado, uma analise comparativa entre os dados de ML e FM sugerem respostas magnetotérmi-

cas distintas, apesar de tal estudo demandar um certo cuidado ja que as concentracoes das

amostras nao foram sempre as mesmas (vide Tabelas 6.3 e 6.2). Na verdade apenas 2 amostras

podem ser utilizadas para uma comparagao quantitativa (a ser feita adiante). Mesmo assim o

comportamento geral pode ser investigado na faixa de concentragao estudada. As figuras (6.14)

e (6.13) mostram o SLP em fun¢ao da fragao volumétrica para as amostras de FM (quadrados)
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Figura 6.12 : Dados de SLP x H para as amostras de Magnetolipossomos

e ML (circulos cheios). As linhas solidas sdo guias para os olhos, cujo intuito e apenas sugerir

o comportamento de SLP versus ¢. Note que os dados de cada figura referem-se a frequéncia

e amplitude de campo distintas. Escolhemos sempre a maior amplitude de campo para uma

dada frequéncia. Por exemplo, na figura (6.13) temos uma frequéncia de 111 kHz e amplitude

de campo de 250 Oe. Analisando estes dados fica claro que, em geral, os ML apresentam uma

eficiéncia magnetotérmica menor do que o FM.

Dos dados anteriores notamos que as amostras de FM com ¢y, = 0,25% e ML com

O = 0,26% podem ser comparadas entre si para melhor entender o efeito do encapsulamento

de nanoparticulas no SLP. Lembramos também que a concentragao do ML refere-se a fracao
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de particulas encapsuladas na vesicula, conforme andlise feita usando dados de VSM e NTA.
Na figura (6.15) apresentamos SLP versus campo magnético para as 2 amostras, FM e ML,
em diferentes frequéncias. Simbolos fechados referem-se aos dados dos FMs, enquanto que os
abertos sao os obtidos dos MLs. A analise comparativa desses dados indica um menor SLP para
o ML quando comparado com o FM para frequéncias mais altas. Na figura (6.16) apresentamos
os mesmos dados agora em fun¢ao do quadrado da amplitude de campo magnético. Pode-se
observar um desvio do previsto teoricamente, ou seja o SLP nao escala com H? em todas as
frequéncias. Isto sugere que para uma compara¢ao quantitativa com os dados experimentais
seria necessario o desenvolvimento de um modelo tedrico fora do regime linear. Tal modelo nao
faz parte dos objetivos desta Tese e serda apresentado, no futuro, por outro aluno do grupo.
Apesar disso, pode-se entender pelo menos qualitativamente o efeito da diminuicdo do SLP
para os MLs usando um modelo dentro do regime linear. Na préxima se¢ao iremos investigar
de forma detalhada um novo modelo, que leva em conta nao somente a interagao dipolar entre
particulas como a contribuicao de particulas bloqueadas. Quando possivel iremos comparar os

resultados tedricos com nossos dados experimentais e outros da literatura.

SLP x H
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Figura 6.15 : Dados de SLP x H para as amostras de FM em ¢y, = 0,25% e ML em
G = 0, 26%.
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Figura 6.16 : Dados de SLP x H? para as amostras de FM em ¢, = 0,25% e ML em
Ot = 0,26%.

6.3 Modelo de Hipertermia Magnética (HM)

Nesta secao iremos desenvolver um modelo tedrico dentro do regime linear, que leva
em conta a interagao dipolar entre particulas (conforme discutido na Ref. Sci Rep. Bran-
quinho [30]) e sua influéncia na anisotropia magnética, e ainda a contribui¢do de particulas
bloqueadas. Esta ¢é, provavelmente, na literatura de hipertermia magnética, a primeira vez que
tal efeito é levado em consideracao, apesar de bastante conhecido pela comunidade que investiga
susceptibilidade dindmica de materiais magnéticos. A contribuicao de particulas bloqueadas
para a susceptibilidade dinamica foi apresentada no capitulo 3. Usando as informacgoes deste
capitulo temos que a eficiéncia da hipertermia magnética (SLP) quando incluimos particulas

bloqueadas ¢ dada por

10_7 Ongxf Xsp — Xbl )JWT " "
spp— (K telned ) D ZXT - g (6.4)

Pp 1+ (wr)?
O fator que aparece nessa equagao ¢ apenas para que todas as constantes sejam inclui-

das no sistema CGS. Tal dado fornecera um resultado para o SLP em W/g. Desta equacao

fica claro que héa uma diminui¢do do SLP se houver particulas bloqueadas no nanocarreador.
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Lembre que este efeito ¢ valido somente para o caso em que o campo aplicado é menor que o
campo de anisotropia. Acima desse valor deve-se usar modelo do tipo Stoner-Wohlfarth. No
nosso caso sempre estaremos abaixo de Hj, portanto tal consideracao nao serd necesséaria. A
equagao acima indica que a parte imaginéaria das susceptibilidades superparamagnética (SP)

ou bloqueada (BL) s@o relevantes. Estas podem ser obtidas pelas equagoes (6.5) e (6.6), dadas

por
Dap
" XoWT
= —=  _P(D)dD 6.5
G| e (65
e
y quf & wT
= P(D)dD )
Xt = 3K, /Dspl—l—(WT)2 (D) (6:6)

Note que o limite de integracao é diferente para os dois casos e depende do didmetro

superparamagnético, que considerando o modelo de Usov é dado por:

6 KBT KBT Ve
D, = |~ '
v LT <Kef> " (4/~L0Hmast<vp>fT0)] (6 7)

Neste caso estamos assumindo valores médios para conseguir estimar o Ds,, ou seja

(V) = Vi @PY/2, (6.8)
m s
(&
<Ke > - Kint + Kfan(ﬁ) (610)

O fator 9 no volume médio vem da propriedade da fungao distribuigao Lognormal,
que indica que o desvio padrao (dispersidade) no volume é igual a 3 vezes a dispersidade
no didmetro. Note também que na equacdo (6.6) estamos considerando a susceptibilidade de
equilibrio. Esta ¢ somente igual a susceptibilidade de Langevin quando desprezamos, no calculo
da magnetizacao, o termo da energia de anisotropia magnética. No nosso caso incluimos a
energia de anisotropia ja que mesma tem grande relevancia para a interacao dipolar. Para

efeito de calculo consideramos o caso longitudinal, i.e. campo magnético aplicado na dire¢ao
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do eixo de anisotropia. Neste caso a magnetizagao, que ja foi obtida em [89], é dada por

_ 2isinh(§) exp(o + &2 /40)
vra o erflivo(1—¢/20)] +erflivo(1+¢/20)]

onde & = pouH/KgT, 0 = K fV/KpT e

M

(6.11)

, 2 VL,
erfz(\/g)—ﬁ/() e’ dx (6.12)

é valida para valores de ¢ > 0. A expansao em séries da expressao acima fornece a susceptibi-

lidade linear, que ja foi usada anteriormente por Branquinho et al. [30], sendo dada por

3e? 3
0= : - — 6.13
Xo = XL |:\/7TO'67’fZ(\/E) 20] (6.13)
onde x ¢é a suscepitibilidade de Langevin dada por
T e MED?
= ——= 6.14
XL 18 KT ( )

Esta susceptibilidade fornece o mesmo resultado de Langevin na auséncia de anisotropia e tende
a susceptibilidade de Ising para o caso de anistropia infinita, como esperado teoricamente [30].

Apos essa breve apresentacao das equagoes relevantes para o modelo Linear Bloque-
ado podemos partir para discutir as consequéncias da contribuicao de particulas bloqueadas.
Para tanto apresentamos abaixo a distribui¢cao obtida de nossas particulas magnéticas, que em
todas as amostras continham o mesmo diametro. De forma qualitativa indicamos também um
pequena regido (linha tracejada em preto) que separa para uma dada situa¢do experimental o
didametro superparamagnético, ou seja, separa as regioes contendo particulas superparamagné-
ticas (SP) das Bloqueadas (BL). A linha mais a esquerda representa o novo didmetro superpa-
ramagnético para o caso em que a frequéncia do campo alternado ou o tamanho do agregado é

aumentado.
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Figura 6.17 : Distribuigao P(D) x D para a amostra de FM ilustrando as regices de particulas
superparamagnéticas e bloqueadas em termos da frequéncia e tamanho da cadeia de agregados.

De fato a representacao anterior pode ser melhor entendida a partir da andlise dos
graficos da figura (6.18), usando os dados da nossa amostra (vide Tabela 6.4), sendo calculada
a influéncia da frequéncia 6.18(a) e do tamanho de particulas formando uma cadeia linear ()
6.18(b) no didmetro superparamagnético. Especificamente, na F6.18(a) vemos que para @ = 1
(auséncia de agregados na amostra) o Dy, sai de 24,8 nm numa frequencia {=100 kHz para 21,7
nm em f=700kHz. Logo, o modelo prevé que o Dy, diminui com o aumento da frequéncia. Este
efeito também depende do tamanho do agregado. Para o caso em que ) = 3 0 D, cai de 19,6 nm
em f=100kHz para 17,0 nm em f=700kHz. A 6.18(b) apresenta Dy, versus (),, para diferentes
frequéncias. Fica claro que ha uma forte influéncia da interacao dipolar no valor de D, quando
a amostra sai de uma situagdo na auséncia de cadeias (Q = 1) para o caso em que existem
aglomerados. O Dy, tende para uma saturagao para o caso de altos valores de (). Portanto,

podemos enetender estes resultados da seguinte forma. Ao alterarmos a frequéncia, diminuimos
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0 Dy,. Isso leva & uma diferente fracao de particulas bloqueadas contribuindo para o SLP. Este
efeito é oposto ao crescimento de SLP aumentando a frequéncia quando wr < 1. Logo estas
duas contribui¢oes podem competir entre si e tem como consequéncia uma diminui¢ao no valor

do SLP quando () ¢ maior que 1, em comparacao com () = 1 ja que D,,(Q = 1) > Dy, (Q > 1).

D x
Sp f DSP X Qag
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Figura 6.18 : Didmetro superparamanético em termos (a) da frequéncia e (b) em termos do

tamanho do agregado .

‘ Dados da Ferrita de Manganés

Amos- dss D,, M, ) fag K g}dk N
tra (nm)  (nm) (emu/cm?®) (%)  Q.y (%) (erg/cm?)
4
FM 1,1 10,3 0,28 256 0,25 6 14 3 % 10 0.002/0,02
4
ML 1,1 10,3 0,28 256 0,26 3 35 3x10 0,002/0, 02
Bulk - - - 500 - - - 3 x 10% 0,017

Tabela 6.4 : Parametros das amostras para analises

A fim de entender melhor a influéncia dos diversos parametros no célculo do SLP (que
obviamente depende de Dy,), decidimos simular os dados com diferentes valores de anisotropia
magnética e magnetizagdo de saturagdo. Na Tabela (6.4) apresentamos as constantes consi-

deradas nao s6 para nossa amostra como também para o caso de uma ferrita de manganés
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com parametros semelhantes ao bulk [90]. Nas Figuras 6.19 (a)-(d) apresentamos os valores
calculados de SLP em fungao da frequéncia para diferentes valores de (). Em (a) dados do bulk
(Mg e K.5); (b) dados da amostra assumindo Kp,; (¢) Aumentamos K.y e mantivemos a Mg
do bulk; (d) Mg particula e K.y = 8 x 10* erg/cm®. Desses graficos fica claro que apesar de
diferentes valores de SLP, existe uma regiao em baixa frequéncia aonde a influéncia da interacao
dipolar é menor, em particular considerando parametros tipicos de nossa amostra. Isto explica
qualitativamente porque o efeito em baixa frequéncia foi menos evidente quando comparamos
os dados de FMs e MLs (voltaremos a essa discussdo em breve). Ainda para o caso (b) fica
claro que uma maior influéncia da ineteragao dipolar ocorre para f maior que 200 kHz. Isso
novamente corrobora com nossos dados experimentais aonde uma forte diferenga entre amostras
de FM e ML sao observadas para medidas acima de 334kHz.

E importante notar que até o presente momento em nossas analises, quando mostramos
um dado simulado para um valor de (), assumimos que a fracao destes agregados no coldide
foi de 100%. Entretanto, de acordo com nossas analises de BME isto nao ¢ verdade. Vamos
entdo simular o efeito da fragao de agregados. Neste caso o SLP efetivo (experimental) SLP,s
possui contribui¢cao do SLP devido aos agregados e do SLP devido aos mondémeros, podendo

ser escrito da seguinte forma:
SLP@f:fXSLPGQ_I—(l_f)XSLPmon (615)

onde SLP,; e SLP,,, sao as contribui¢coes do SLP devido aos agregados e aos mononeros,
respectivamente, e f é a fracao de agregados, que pode ser obtida pelas analises de BME. Antes
de analisarmos especificamente nossas amostras vamos apresentar uma simulacao considerando
as constantes tipicas de uma ferrita de manganés bulk. Na Figura (6.20) apresentamos a razao
entre o SLP efetivo pelo SLP do monémero (SLPg-1)) em funcao da fragao de agregados para
diferentes agregados e f=334kHz. As cosntantes utilizadas na simulacao estao apresentadas na
figura. Este célculo indica claramente uma reducao do SLP quando ha um aumento da fracao

de agregados. A figura também indica que tal efeito aumenta para um maior ), tendendo
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Figura 6.19 : Valores calculados de SLP em termos da frequéncia do campo magnético
alternado.

a saturacao quando o agregado é muito grande. Se compararmos esta simulagao com nossos
dados de BME (vide Tabelas 6.2 e 6.3) vemos que apesar do agregado no FM ser maior, como
sua fracao de agregados ¢ menor, seu SLP (SLPry))) € maior do que o obtido para o ML,
com () = 3, mas uma fracao de 35%. Portanto, o modelo esta em acordo qualitativo com o que
estamos observando experimentalmente.

Esta simulacao também pode ser utilizada para explicar os dados de Di Corato et al.
[38], que observou uma redugao do SLP quando as nanoparticulas s@o internalizadas em células
neoplasicas. No caso deste grupo, o processo endocitotico sugere uma fracao de agregados
tendendo a 100% com um () tendendo a infinito. Em nosso modelo consideramos cadeias

lineares, o que nao ocorre dentro das células. Apesar disso sabemos que o efeito da interagao
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Figura 6.20 : SLP,;/SLPy—; em termos da fracao de agregados f.

tende a saturacao com o aumento de (). Portanto, pelo menos qualitativamente, parece razoavel
supor um @ grande e 100% de agregados para este processo. Neste caso nossas simulagoes
indicam que a diminui¢ao na eficiéncia magnetotérmica pode chegar a perto de 80%, dependendo
dos pardmetros experimentais. Tais valores foram observados por Di Corato et al [38] em
diversas amostras, sejam as particulas grandes ou nao, tendo ou nao contribuicao de relaxacao
browniana. Os autores deste trabalho [38] ndo apresentaram nenhum modelo quantitativo
para explicar seus dados. Apenas sugeriram uma supressao da contribui¢ao de particulas com
relaxacao browniana. De acordo com nosso modelo, a melhor explicagdo para o forte efeito
observado por Di Corato et al., ¢ que a diminuigcao no SLP de particulas internalizadas é
consequéncia da formacgao de agregados fortemente interagentes e de particulas bloqueadas nas
vesiculas dentro das células neoplésicas.

Finalmente, podemos tentar usar o nosso modelo para avaliar a possibilidade de se
fazer uma analise quantitativa de nossos resultados experimentais. A Figura (6.21) apresenta
os dados do FM e ML para um campo da ordem de 170 Oe (note que nem todas as amostras
foram medidas na mesma intensidade de campo). Infelizmente, a faixa de campo investigada

nao coincide em todas as frequéncias, portanto estamos considerando as medidas préoximas a



6.3 Modelo de Hipertermia Magnética (HM) 105

este valor. De fato, na frequéncia mais alta de 334 kHz, o SLP do FM ¢ de 45 W/g enquanto
no ML é de 33 W/g, correspondendo a uma queda do ML de 27% em relacdo ao FM. A
figura inserida apresenta os mesmos dados numa faixa de frequéncia menor. Primeiramente,
simulamos os dados considerando o damping como o = 0,02 e os parametros da amostra
(vide Tabela 6.4). Os dados estimados para SLP nesse caso estavam bem abaixo do medido
experimentalmente. Para se aproximar dos valores alteramos o tnico parametro que nao foi
medido experimentalmente, i.e. o damping que agora foi para o = 0, 002. Este valor esta dentro
da faixa obtida da analise de dados de amostras semelhantes (vide Ref. [30]). Linhas solidas
correspondem a simulagdo com esses parametros experimentais, i.e. K.y = 3 x 10* erg/cm?,
M, = 256 erg/cm?® a = 0,002, d;s = 1,1 nm, f = 334 kHz ¢ H,,0, = 170 Oe. Apesar de
se aproximar dos dados experimentais o efeito foi pequeno. As linhas tracejadas correspodem
a outra simulacao agora com os parametros da amostra bulk. Neste caso a coincidéncia com
as medidas experimentais foi melhor, apesar de ainda nao estar suficientemente boa. Isto é
curioso ja que sabe-se que efeitos de superficie sao responsaveis por diminuir a magnetizacao de
saturagao de amostras na escala nanométrica. Independentemente disso, em am ambos os casos,
qualitativamente nosso modelo indica que o FM deve responder melhor, pois apresenta um maior
SLP. A auséncia de boa concordéncia quantitiva pode estar associada a necessidade de se utilizar
um modelo analitico fora do regime linear, ou ainda a necessidade de se considerar efeitos de
superficie. Neste ultimo caso seria necessario desenvolver um modelo que leve em conta as
diferengas de resposta a campo alternado de spins na superficie e no caro¢o da nanoparticula.
Estes modelos sao sofisticados e estao acima dos objetivos desta Tese, mas espera-se que em
breve outros alunos do grupo possam incluir tais modelagens para melhor entender os resultados
experimentais.

Em resumo, nesta segao ficou claro que a diminuicao da eficiéncia magnetotérmica
dos MLs, quando comparados aos FMs contendo as mesmas nanoparticulas, deve-se a efeitos
de agregacao de particulas e sua consequéncia na proporcao de particulas bloqueadas. De

acordo com o modelo, quanto maior a propor¢ao de particulas bloqueadas menor a eficiéncia
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M, =500 emu/cnt’; K,=3x 10" erg/em’;
o=0.017; dSS = 1.1 nm; /=334 kHz; H= 170 Oe
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Figura 6.21 : SLP x f onde os pontos sao dados experimentais e as linhas representam valores
simulados.

magnetotérmica, ja que menos particulas contribuem para o aquecimento. Este efeito depende
fortemente da amplitude de campo AC, de sua frequéncia e do estado de agregagao na suspensao
coloidal, ja que estes parametros alteram o diametro superparamagnético. Em particular, o
aumento da interagao dipolar (via formagao de agregados) aumenta a anisotropia magnética
efetiva, o que diminui o didmetro superparamagnético. O efeito deve ser bastante significativo
também em sistemas reais, in vivo, ja que particulas quando endocitadas encontram-se dentro

de vesiculas em situagoes fortemente interagentes.



Capitulo 7

Conclusoes e Perspectivas

7.1 Conclusoes
As principais conclusoes deste trabalho s@ao as seguintes:

e Fluidos magnéticos (FM) contendo nanoparticulas magnéticas a base de ferrita de man-
ganés recobertas com &acido citrico, sintetizadas pelo método de coprecipitacao, foram
investigados por diversas técnicas experimentais. A técnica de difragao de raios-X (DRX)
comprovou a presenca de ferritas com estrutura cristalina do tipo espinélio. A microscopia
eletronica de transmissao (MET) mostrou que as nanoparticulas sdo aproximadamente
esféricas. A contagem de particulas, por meio de micrografias de MET, indicou que a
distribuicao de tamanho das nanoparticulas corresponde a uma fungao lognormal con-
tendo um didmetro modal D,, = 10,3 0,2 nm e uma dispersidade de ¢ = 0,28 4 0, 02.
Estes dados, entao, foram utilizados para obter o didmetro médio das nanoparticulas

(D) = 11,1+ 3,5 nm.

e A caracterizacao magnética foi obtida & temperatura ambiente por meio da magnetome-
tria de amostra vibrante (MAV). As nanoparticulas ndo apresentaram campo coercitivo,
sugerindo que no regime quasi-estatico (regime DC) as particulas estdo superparamag-
néticas. A magnetizagio de saturagio das nanoparticulas foi de Mg = 256 emu/cm?.
Este valor ¢ menor do que a amostra bulk (Mg = 500 emu/cm?) possivelmente devido a

efeitos de superficie. A analise da magnetizacao usando um modelo casca-caroco sugere a
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existéncia de uma casca fracamente magnética (em regime quasi-estatico) com espessura
da ordem de 1,1 nm. Medidas em alto campo do fluido magnético permitiram a obtenc¢ao

da concentracao de particulas na suspensao coloidal.

e Magnetolipossomos (MLs), vesiculas contendo as mesmas nanoparticulas de ferrita de
manganés da amostra de fluido magnético, foram preparados pelo método de extrusao.
A técnica de monitoramento de nanoparticulas (NTA- Nanoparticle Tracking Analysis)
permitiu extrair informagcao acerca da distribuicao de didmetros dos lipossomos, sua dis-
persao em tamanhos, e ainda a concentracao de vesiculas. Magnetolipossosmos, com
didmetros na faixa de 170-185 nm e polidispersao (PDI) variando de 0,17 a 0,50, foram
obtidos. A MAV foi utilizada para determinar a concentracao de particulas magnéticas
em solugao. Combinando os dados de NTA e MAV foi possivel aferir a fragao volumé-
trica de particulas encapsuladas nos lipossomos, as quais variaram de 0,26 a 0,83% nas

amostras investigadas.

e Medidas de TEM de magnetolipossomos mostraram nanoparticulas distribuidas de forma
heterogénea dentro das vesiculas. Em alguns lipossomos nao foi encontrado nanoparti-
culas magnéticas em seu interior. Além disso, micrografias de MET dos MLs sugeriram
uma presenga de nanoparticulas pequenas fora ou na superficie externa das vesiculas, as
quais continham um didmetro médio de (D) = 4 + 2 nm. O excelente contraste, neste
caso, sugere que muitas vezes as amostras de fluidos magnéticos possam conter uma maior

quantidade de nanoparticulas pequenas, que nem sempre sao facilmente observadas.

e Medidas de Birrefringéncia Magnética Estatica (BME) foram obtidas em amostras de
FMs e MLs. A origem do efeito elétrico induzido pela agdo de campo magnético foi
atribuida a orientacao de agregados de nanoparticulas pré-existentes nos coldides. No caso
dos FMs observou-se um BME crescendo com o aumento da concentracao de particulas e
atingindo a saturagao para campos magnéticos mais altos. Por outro lado, as amostras de

MLs apresentaram um pico no sinal de BME, mesmo quando a concentragao de particulas
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encapsuladas era igual ao do FM. Esses resultados indicaram uma maior BME para as
amostras de MLs. A posi¢ao do pico dependeu da fracao de particulas encapsuladas no

lipossomo.

e A analise dos dados de BME dos MLs revelou um tamanho do agregado de Q4 = 3 (tri-
mero). O deslocamento do pico nas amostras de MLs foi explicada pela maior quantidade
de particulas contribuintes para o sinal magnetooptico. Na amostra ML12 obtivemos um
ntmero de 3,6 x 10 part/cm?® e pico a 100 Oe, enquanto que para ML11 encontramos
2,7 x 10 part/ecm?® com pico em 150 Oe. A comparacao entre as andlises de BME e
MAV permitiu ainda avaliar a fracdo de particulas formando agregados nos nanocarrea-
dores. Em particular, para a amostra de magnetolipossomos com fracao volumétrica de
Om1 = 0,26% tém-se 35% das particulas contribuindo para o sinal de BME. Diferente-
mente, os FMs apresentaram agregados de tamanho distintos dos MLs. Na amostra de
FM mais concentrada (¢, = 0,25%) o tamanho do agregado encontrado foi de (), = 6,
enquanto que na amostra mais diluida (¢, = 0,10%) o agregado foi de (), = 10. Porém,
o percentual de particulas contribuintes para o sinal magnetooptico diminuiu de 14% para
6,2% decrescendo as fragoes volumétricas de 0,25% para 0,10%. Em particular, para a
amostra de FM com uma fracdo volumeétrica magnética ¢, = 0,25% tém-se em torno de
14% das particulas contribuindo para o sinal de BME. Portanto, a analise dos dados de
BME revelou um maior nimero de particulas formando agregados nos magnetolipossomos

quando comparados aos do fluido magnético.

e Medidas de hipertermia magnética (HM) em larga faixa de frequéncia (111-632 kHz) e
em diferentes amplitudes de campo (até 250 Oe para a menor frequéncia) foram obtidas
para FMs e MLs com diferentes concentracoes de particulas. Uma fraca influéncia da
concentracao na eficiéncia magnetotérmica (SLP - specific loss power) foi observada para
as frequéncias mais baixas (111 e 167 kHz). Entretanto, aumentando a frequéncia o

SLP foi claramente dependente da fracao volumétrica. Os FMs e MLs apresentaram
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diferentes respostas magnetotérmicas para frequéncias acima de 167kHz. Em particular,
considerando amostras com a mesma concentragao de particulas, encontramos que o SLP
do ML foi menor que o SLP do FM. Em 334 kHz e campo de 170 Oe o SLP do ML foi de
42 W /g, enquanto que para o FM encontramos 55 W /g. Este dado indicou uma redugao
de eficiéncia magnetotérmica de 24% para a amostra de ML quando comparada ao FM.
Os dados de SLP das amostras (MLs e FMs) também indicaram que, em alta amplitude
de campo, o SLP nao escala com o quadrado do campo magnético, como esperado pela

teoria de regime linear (TRL).

e Um novo modelo teérico, ainda no regime linear, que leva em conta nao somente a in-
teracao dipolar entre as particulas, mas também a importancia da fracdo de particulas
no regime bloqueado foi desenvolvido. O modelo é valido para campos menores do que
o campo de anisotropia das nanoparticulas, e prevé um decréscimo da eficiéncia magne-
totérmica com o aumento da fracao de particulas bloqueadas. O modelo mostra que o
diametro superparamagnético diminui quanto maior a frequéncia ou amplitude de campo
alternado e quanto maior for o tamanho do agregado. Este tltimo, devido ao aumento
da anisotropia magnética efetiva de uma nanoparticula formando uma cadeia linear por

causa da interagao dipolar.

e A andlise da fragdo de agregados na eficiéncia magnetotérmica também foi investigada.
Considerando uma distribuicao de tamanhos das nanoparticulas demonstramos que o SLP
pode decrescer de até 80%, dependendo dos parametros experimentais. Este resultado
corrobora outros recentemente publicados revelando uma forte reducao do SLP apds a
internalizacao de nanoparticulas em células neoplasicas. A explicagao para tal reducao foi
o aumento da contribuicao de particulas bloqueadas devido a forte interacao particula-

particula.

e O modelo de Regime Linear foi aplicado para explicar os dados de FM e ML na mesma

fragdo volumétrica (0,25%). Neste caso pardmetros experimentais das nanoparticulas
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7.2

magnéticas, fracao de agregados e tamanho de agregados das amostras de FM e ML,
além de parametros do bulk da ferrita de manganés foram considerados. A analise teérica
indicou que para uma regiao de baixa frequéncia a interagao dipolar possui menor in-
fluéncia no SLP. Por outro lado, para frequéncias acima de 200 kHz, o efeito da interacao
dipolar comeca a ser facilmente evidenciado, estando de acordo com nossas observagoes
experimentais. O modelo foi capaz de explicar as diferencas entre o SLP dos FMs e MLs,
i.e. a menor eficiéncia magnetotérmica dos MLs, como sendo resultado da maior fragao

de particulas agregadas no ML.

Perspectivas
As perspectivas deste trabalho sao as seguintes:

Existem dados da literatura que apontam para altos valores de SLP para MLs altamente
empacotados, i.e. com fracoes volumétricas extremamente altas (proximo a 30%). Deseja-
mos avaliar se tal efeito é verdadeiro. Para tanto pretendemos preparar novos magnetoli-
possomos com alta encapsulagao de nanoparticulas, além disso, encapsular nanoparticulas
magnéticas de mesmo didmetro mas diferentes camadas de cobertura. Em particular, uma
de pequena espessura (como o acido citrico) e outra muito mais espessa para minimizar
o efeito da interagao dipolar. O SLP dessas amostras seré entao investigado e analisado
de forma critica. Esperamos provar que nessa situacao a camada de cobertura passa a
ser uma importante estratégia no desenvolvimento de um nanocarreador mais eficiente

do ponto de vista magnetotérmico, visando a terapia oncoldgica.

Como o ML apresentou uma reducao da eficiéncia magnetotérmica, planejamos investigar
o efeito em magnetossomos, nos quais a camada lipidica recobre a superficie das nanopar-
ticulas. De acordo com nossos resultados tal nanocarreador tera um SLP maior que o do
ML, mas também possuird a capacidade de acoplar na camada lipidica diversos agentes

terapéuticos.



7.2 Perspectivas 112

e Os dados de SLP em mais alta amplitude de campo sugerem desvios da teoria do re-
gime linear (TRL), que prevé SLP escalando com o quadrado da amplitude do campo
magnético. Nossos dados experimentais indicaram, para essa amostra, uma dependéncia
menor que a quadratica. Tal efeito necessita ser explicado teoricamente. Portanto, uma
perspectiva deste trabalho é o desenvolvimento de uma teoria analitica fora do regime

linear.

e A analise dos dados experimentais dos MLs e FMs na mesma concentracao foram melhor
representados (mas ainda ndo de forma satisfatoria) usando os parametros da amostra
bulk. Isto é muito curioso, pois efeitos de superficie sao conhecidos ha muito tempo em
nanoferritas, como por exemplo a reducao da magnetizacao de saturacao com a diminui-
¢ao do diametro das nanoparticulas. Além disso, até o presente momento, apesar de ser
conhecido que atomos na superficie devem responder de forma diferente, o modelo anali-
tico mais utilizado (TRL) assume que as particulas sdo homogéneas, i.e. todos os spins,
estejam os mesmos na superficie ou no caro¢o da nanoparticula, respondem da mesma
maneira. Certamente esta hipotese nao é correta para nanoparticulas nestas dimensoes.
Portanto, pretendemos desenvolver um novo modelo tedrico que leve em conta efeitos de

superficie.
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