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Abstract

Nesse trabalho foi obtido nanoparticulas de magnetita usando o método de decomposicdo térmica,
posteriormente foram funcionalizados com 6leo essencial de Croton cajucara Benth , sendo esta espécie
conhecida pelas propriedades gastroprotetoras, pudendo de essa forma o sistema ser candidato como
plataforma para aplicacées em biomedicina. Difragcdo de raios-x foi usado para caracterizar o
tamanho do cristalito, obtendo-se um tamanho ~10.1 nm com elevada cristalinidade sem evidencia de
outras fases cristalinas além da magnetita (Fe304), o ajuste usando refinamento Rietveld evidenciou
uma boa concorddncia com a magnetita. A morfologia e tamanho das nanoparticulas funcionalizadas
foram realizadas usando microscopia eletronica de transmissdo (MET), os resultados mostraram,
forma esférica e tamanho ~ 14 nm com baixa polidispersdo (¢ ~ 0.3) para amostra com dupla
cobertura orgdnica. As medidas da magnetizacdo em fun¢do do campo magnético mostrou um
comportamento superparamagnético a 300 K para as amostras funcionalizadas. O efeito observado
a partir do recobrimento com 6leo essencial sobre as nanoparticulas mostrou uma diminuicdo nas
interacoes entre particulas, segundo os resultados ZFC (Zero field cooled) e FC (Field cooled), onde o
sistema funcionalizado mostrou uma temperatura de bloqueio menor (Tb) ~ 35K quando comparado
ao sistema sem oleo essencial (Tb)~ 215K. Finalmente foram realizados ensaios para teste de
viabilidade celular in vitro usando fibroblastos (NIH/3T3) com linhagem celular, para avaliar o efeito
citotoxico do sistema funcionalizado, os resultados mostraram que a partir de um valor menor a 2.5
mg/mL se incrementou a viabilidade celular, o que sugere um valor adequado para realizar outros
ensaios complementares para aplicacdes em biomedicina.

Palavras-Chave: Nanoparticulas magnetita, caracterizacdo magnética, ensaio in vitro.

1 Introducao

Atualmente o uso de materiais magnéticos biocompativeis tem sido de grande interesse pelas diversas
potenciais aplicacdes em biomedicina, como agentes de contraste em imagem por ressonancia magnética
(IMR) 1, entrega de farmacos em sitios alvo (drug delivery) 2 . ou hipertermia magnética 3 .Apds obter as
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nanoparticulas existem diversos materiais organicos que podem ser usados para recobrir as nanoparticulas.
como dextran, quitosana ou 6leos essenciais 4 . Croton cajucara Benth (CCB) € uma planta da parte norte
do Brasil que € comumente usada para tratamento de distirbios gastricos. 5 . Nesse trabalho, foram
obtidas nanoparticulas de magnetita com reduzido tamanho, para serem usadas como carregador de 6leo
essencial de CCB visando possivel tratamento em biomedicina, usando campo magnético externo para
aproveitar as propriedades de superparamagnetismo das nanoparticulas funcionalizadas.

2 Materiais e Métodos

Nanoparticulas de magnetita foram obtidas usando uma variacdo da rota por decomposi¢do térmica
[6]. O dleo essencial foi obtido a partir das folhas de CCB usando método de hidrodestilagdo [7]. Foram
usadas duas amostras: a primeira amostra foi obtida apds finalizar o processo de Sintesis chamada M1.
Posteriormente foi adicionado sobre uma parte da primeira amostra o 6leo essencial para finalmente obter
a segunda amostra M2. A caracterizacdo estrutural foi feita usando um difratdmetro (Bruker, modelo
D8 Advance) com uma fonte Cu ka e dngulo de barrido 20° — 80°(28), com velocidade 0.5°/ min e
passo 0.05°. A caracterizacao morfoldgica e tamanho das duas amostras foram realizadas usando MET
usando um microscépio JEOL modelo 1011 operando a 80 kV. A partir das imagens obtidas foram
contadas ~ 1200 nanoparticulas usando o programa ImagelJ, na construcio dos histogramas foi usado uma
distribui¢do log-normal, considerando uma sele¢@o de classe mediante o método de Sturges [8].

A caracterizacdo magnética das duas amostras foi realizada usando um dispositivo supercondutor de
interferéncia quantica (SQUID) modelo MPMS3. O ensaio de viabilidade celular (MTT) foi realizado para
avaliar a citotoxicidade, visando possiveis aplicacdes biomédicas do sistema funcionalizado. Para isso foi
usado uma concentracao inicial de 50 mg/mL de amostra M2. O revestimento foi feito numa placa de 96
pocos contendo cada poco 100uL de meio de cultura e a linha de células de fibroblasto 5x103 NIH/3T3
incubadas durante 24 horas. Uma dilui¢ao em série (10 vezes) foi preparada a partir da concentragao
inicial para M2, Control-CTRL (solucao salina), controle Tween 20 - CTRL TWEEN (usado para auxiliar
na dilui¢do do sistema no meio de cultura).

3 Resultados e discussao

Analises estruturais
A figura 1 mostra o espectro de difracdo de raios-x (DRX) da amostra M1, a partir do espectro foi
identificado a fase cristalina da magnetita, a mesma que estd em concordancia com os dados do JCPDS
(card no. 01-088-0315), onde pode ser observado que nao existe presenca de outra fase cristalina. O
padrao de DRX foi refinado usando método de Rietveld, usando a interface GSAS (General Structure
Analysis System)
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Figure 1: Difratograma da amostra M1 a temperature ambiente. Os pontos representam a medida experimental, a
linha vermelha continua representa o valor calculado e a linha azul a diferenga entre esses valores.

O valor do tamanho do cristalito usando a equacdo de Debye-Scherrer [9] foi de < D >xgrp=10.140.3
nm.

Analises morfoldgicas
Na figura 2 a) e b) € mostrado a micrografia das amostras M1 e M2 junto com as distribui¢des de tamanho.
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Figure 2: a) Micrografia das nanoparticulas de magnetita recobertas com dcido oleico (OA) M1; b) micrografia
das nanoparticulas recobertas com OA e adicionalmente recobertas com oleo essencial (EO) M2.

Os diametros médios obtidos para M1 foi de 10.5 4+ 0.1nm com polidispersdo () = 0.16, enquanto
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que para a amostra M2 foi de 13.7 +0.3 nm, com polidisperséo () = 0.15. Esses valores de polidispersdo
baixos sugerem uma distribui¢do de tamanho monodispersa, possivelmente relacionada a rota de sintese
usada [10]. O incremento do tamanho da amostra M2 seria consequéncia do recobrimento adicional com
o EO. Os valores encontrados para as amostras M1 e M2 evidencias uma boa concordancia com os valores
obtidos a partir de DRX, sugerindo auséncia da chamada camada morta na superficie cristalina, que é
usual quando usado outra rota de sinteses como por exemplo a Co-precipitacdo quimica [11].
Propriedades magnéticas

Figura 3 a) e b) apresenta curvas de magnetiza¢do em funcdo do campo magnético (curva de histereses),
para um rango de £70 kOe, para 300 K e 5 K. Nas figuras inseridas € mostrado com maior detalhe as
curvas de histereses, a partir dos resultados para ambos casos, um comportamento superparamagnetico
€ evidenciado, o que estd em concordancia para particulas com valores menores a 30 nm a temperatura
ambiente [12].
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Figure 3: Curvas de histerese a (a) 300 K e (b) 5 K da nanoparticulas de magnetita recobertas com AO (M1) e OA
com recobrimento adicional de EO (M2).

A Figura 4 mostra as (ZFC) e (FC) das amostras M1 e M2 mostrando uma transi¢cao evidente do
estado bloqueado para o superparamagnético em torno da temperatura média de bloqueio (7p), que estd
relacionada ao ponto médximo da curva ZFC. No entanto, as duas amostras mostram um comportamento de
relaxamento térmico bastante diferente do momento magnético, com o maximo da curva ZFC deslizando
para baixo de ~ 210 K para ~ 35 K, enquanto foi adicionado EO como segunda camada. Similares
resultados referidos a diminui¢do dos valores de TB apds a funcionalizagdo de nanoparticulas com
surfactantes organicos ja foi relatada na literatura [13]. A partir do didmetro obtido a partir da micrografia
para a amostra M2 e a relagdo para a temperatura de bloqueio T = Kf%kpl;/ onde Kgrr € a constante
de anisotropia efetiva, V € o volume das nanoparticulas, e Kp € a constante de Boltzmann, o valor de
Tp ~ 30K foi estimado para sistema sem interagao, aleatoriamente orientado e forma esférica, que estio
em concordancia com os valores encontrados para as curvas ZFC associadas a amostra M2. De outro lado
a amostra M1 mostrou uma temperatura 7p ~ 210 K o que estaria associada com uma forte interagdo entre
as particulas, quando comparadas a amostra M2 (~ 30 K). Além disso, a chamada temperatura irreversivel
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(T7rr), definida como a temperatura onde as curvas FC e ZFC se juntam enquanto o sistema € aquecido de
temperaturas mais baixas a altas, € diferente para as amostras (M1 e M2), passando de quase zero para a
amostra M1 até ~ 215 K para a amostra M2. Essas caracteristicas descritas acima, sugerem que para a
amostra M1 as nanoparticulas se encontram mais préximas umas de outras, enquanto que para a amostra
M2 as particulas se encontram mais afastadas umas das outras devido ao recobrimento adicional. Porém,
parece que ocorreu um recobrimento nao homogéneo, em vez de homogéneo, das moléculas de OA por
moléculas de OE ao realizar o segundo revestimento. Essa hip6tese poderia ser sustentada pela mudanga
de TB em relag@o ao Tjgg observado na amostra M2.
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Figure 4: Medidas de magnetizacdo em funcdo da temperatura, ZFC and FC, das amostras M1 e M2. O campo
usado durante as a medida foi de 30 Oe.

Viabilidade celular
A figura 5 mostrou que a partir da quinta dilui¢@o a viabilidade celular aumentou em relagc@o as primeiras
dilui¢cdes (com maior concentracao de nanoparticulas), sugerindo que o sistema M2 da concentracdo de
2.5 mg/mL apresentaria baixa toxicidade em Células NIH/3T3. Outros ensaios in vitro sao necessarios
usando outras concentragdes e outras linhas celulares para complementar os resultados do sistema.
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Celular viability (NIH/3T3) - MTT after 24 hours
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Figure 5: Ensaio MTT para a amostra M2, mostrando aumento da viabilidade celular abaixo da 5° diluicdo.

4 Conclusoes

Nanoparticulas de magnetita monodispersas com diametro médio de ~ 10nm foram sintetizadas com
sucesso e revestidas com acido oleico (amostra M1) e dleo oleico mais 6leo essencial (amostra M2). A
amostra M1 foi obtida usando uma rota de decomposicao térmica, enquanto a amostra M2 foi produzida
a partir da amostra M1 tratando esta dltima com 6leo essencial. A analises usando DRX evidenciou a
presenca da magnetita, usando TEM foi obtido tamanho de 10.5 nm para M1 e 13.7 nm para M2, os
valores estdo em concordancia respeito do tamanho do cristalito obtido por DRX. As medidas magnéticas
evidenciaram que foi reduzido assim drasticamente a interagc@o particulas-particulas para a amostra M2,
conforme confirmado pelo seu menor valor de temperatura de bloqueio (75 = 35 K) avaliado a partir de a
medida ZFC. Encontramos o valor da 7p experimental da amostra M2 muito préximo do valor estimado
a partir da relacdo clédssica Tp = Kf%,f;/ (~ 30 K), que explica as nanoparticulas magnéticas que nao
interagem. Diferentemente, o maior valor de Tp (~ 210 K) que encontramos na amostra M1 sugere uma
forte interacao particulas-particulas atribuida tanto a magnetizacdo de satura¢do mais elevada quando a
unica camada de revestimento superficial. De fato, nossos resultados revelam uma combinacdo tnica de
propriedades térmicas e magnéticas da amostra M2, sugerindo sua aplicagdo em biomedicina a partir do
resultado de viabilidade celular (MTT), para o fornecimento de 6leo essencial usando magneto-hipertermia.
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