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Resumo

Este trabalho teve como objectivo a sintese de nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro, estudando o efeito de alguns parametros (pH, massa do precursor e de
NaOH, temperatura) no rendimento obtido. O rendimento é maximizado nas seguintes
condicBes: pH bésico, quando se verifica um aumento da temperatura e quando se
observa um filtrado incolor, ou seja, existe a conversdo completa do precursor.

As nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas recorrendo a varias técnicas
(DLS, FEG-SEM, AFM e XRD), com o intuito de verificar quais as suas principais
caracteristicas e saber as suas possibilidades para serem aplicadas em hipertermia
magnética. Todos estes métodos foram comparados entre si para averiguar qual das
nanoparticulas obtiveram melhores resultados, sendo as nanoparticulas sintetizadas a
200 °C, durante 6 h e com 5 mmol de precursor (FeCl3.6H,0) e 20 mmol de NaOH as
que obtiveram os melhores resultados em termos de tamanho de particulas e de
caracteristicas magnéticas.

Neste trabalho foram também realizados estudos de escoamentos em
microcanais com sangue tendo-se verificado que as nanoparticulas sintetizadas
(magnéticas e ndo magnéticas) tém influéncia na camada de plasma. As nanoparticulas
com caracteristicas magnéticas diminuem a espessura da camada de plasma, um
comportamento contrario ao observado com as nanoparticulas sem caracteristicas
magnéticas. Verificou-se também que, apds a aplicacdo de distintos campos magnéticos,
a camada de plasma desaparece em algumas zonas, dependendo do tipo de particula.
Aplicando distintos campos magnéticos foi também possivel calcular a area de
nanoparticulas magnéticas aglomeradas a parede do microcanal de vidro, constatando-se

gue essa area aumenta a medida que aumenta 0 campo magnético.

Palavras-Chave: Nanoparticulas Magnéticas, Hipertermia Magnética, Camada
de Plasma, Campo Magnético






Abstract

This work was aimed at the synthesis of magnetic nanoparticles of iron oxide,
studying the effects of some parameters (pH, mass of the precursor and NaOH,
temperature) in the obtained yield. The vyield is maximized under the following
conditions: basic pH, when there is a temperature increase and when observing a
colorless filtrate, i.e., there is a complete conversion of the precursor.

The synthesized nanoparticles were characterized using various techniques
(DLS, FEG-SEM, AFM and XRD) in order to evaluate not only their main
characteristics but also to verify their potential to be applied in magnetic hyperthermia.
All these methods were compared in order to find the nanoparticles that can achieve the
best results. The nanoparticles synthesized at 200 ° C for 6 h with 5 mmol of precursor
(FeClI3.6H20) and 20 mmol of NaOH were the ones that have achieved the best results
in terms of particle size and magnetic characteristics.

In the blood flow studies within microchannels it was found that the
nanoparticles synthesized (magnetic and non-magnetic) tend to influence the plasma
layer. The results with nanoparticles with magnetic properties indicate that the thickness
of the cell-free layer tend to decrease. This behavior is in contrast with the nanoparticles
without magnetic properties. It was also observed that, after applying different magnetic
fields, the cell-free layer tend to disappear in some areas depending on the type of
nanoparticle. By applying different magnetic fields, it was possible to calculate the area
of the magnetic nanoparticles attached to the wall of the microchannel, confirming that
this area increases as the magnetic field increases.

Keywords: Magnetic Nanoparticles, Magnetic Hyperthermia, Plasma Layer,
Magnetic Field
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1.1 Nanoparticulas Magnéticas (Oxido de Ferro)

O desenvolvimento de estruturas a escala molecular e 0 manuseamento de
materiais a uma escala atomica sdo caracteristicas da nanotecnologia. Uma
nanoparticula é um corpo com uma dimenséo igual ou menor a 100 nm. 1 nm define-se
como a bilionésima parte do metro [1].

As nanoparticulas magnéticas sdo tipicamente compostas por elementos
metalicos, dos quais se destacam o ferro, o niquel e o cobalto, podendo ser manuseadas
pela aplicacdo de um campo magnético. A estrutura quimica e o processo de sintese sao
importantes para a determinacdo das propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas.
Estas podem ser encapsuladas por revestimentos poliméricos ou inorgénicos, tornando-
as biocompativeis e estaveis, operando como base de biomoléculas [2, 3].

Em certos casos as nanoparticulas podem apresentar superparamagnetismo,
caracteristico de pequenas particulas ferromagnéticas ou ferrimagnéticas. Estas
particulas possuem magnetizacdo, até mesmo na inexisténcia de campo magnético
externo, sendo caracterizadas por uma elevada susceptibilidade magnética e por
auséncia de histerese nesses materiais. O superparamagnetismo surge quando a
magnetizacdo da nanoparticula é vista como um s6 momento magnético (soma dos
momentos individuais carregados pelos atomos das nanoparticulas) e quando a
nanoparticula tem um UGnico dominio magnético. A passagem de materiais
ferromagnéticos ou ferrimagnéticos para materiais superparamagnéticos da-se a
temperaturas inferiores a temperatura de Curie — T - (temperatura a partir da qual estes
materiais se tornam paramagnéticos) [4, 5].

Existem vérios tipos de nanoparticulas magnéticas, como por exemplo
nanoparticulas metalicas, nanoparticulas bimetalicas e nanoparticulas de 6xido de ferro,
sendo estas Ultimas as que sdo abordadas ao longo do presente trabalho. Os 6xidos de
ferro tm um papel relevante em areas como a inddstria quimica, biologia, medicina,
geologia, entre outras, sendo o seu desempenho afectado, quer pelo tamanho das
particulas, quer pela estrutura do cristal. Na figura 1, apresenta-se um esquema de
algumas areas de investigacdo dos Oxidos de ferro. Os éxidos de ferro usados como
catalisadores s&o muito populares, uma vez que apresentam um baixo custo, um

manuseamento simples, ndo possuem toxicidade e sdo de natureza ecologica [6-10].
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Figura 1: Areas de investigacéo dos 6xidos de ferro (Adaptado de [8]).

De entre os 0xidos de ferro destacam-se a hematite (a-Fe,O3, por possuir fracas
caracteristicas ferromagnéticas, ndo serd abordada), a magnetite (Fe;O,) e a maghemite
(y-Fe203). Juntamente com as propriedades magnéticas, também a biocompatibilidade e
a biodegradabilidade favoravel destas nanoparticulas magnéticas tém contribuido
extremamente para a sua utilizacdo em aplicacdes biomédicas [11].

A magnetite € um dos minérios mais usados para a obtencdo de ferro, €
ferrimagnético a temperatura ambiente e paramagnético acima de T¢ = 850 K,
apresentando cor preta. E um oxido de ferro misto de FeO e Fe,Os, surgindo a
magnetizacdo pela presenca de um campo magnético externo, que desaparece quando o
campo é afastado. Tal facto deve-se a ndo conservacdo da orientacdo magnética dos
atomos individuais. O Fe3O, tem propriedades eléctricas e magnéticas exclusivas,
apresentando um pequeno hiato electronico de 0.1 eV e uma condutividade eléctrica de
10%-10% O 'em™. O facto dos electrdes que sdo repartidos entre o ferro e o oxigénio nas
fronteiras dos dominios octaédricos estarem deslocados para os ides Fe faz com que a
condutividade seja elevada. Por ser bastante sensivel as condi¢cdes ambientais, 0 Fe3O,
facilmente sofre oxidacdo formando maghemite. Na figura 2 visualiza-se, da esquerda
para a direita, o cristal natural e a estrutura cristalina da magnetite, onde O representa o

oxigénio, A o catifo tetraédrico de Fe** e B o catido octaédrico de Fe** [8, 12-16].
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Figura 2: Estrutura da magnetite (Fe;O,4) (Adaptado de [4]).

Por sua vez, a maghemite é instavel a temperaturas elevadas, é ferrimagnético a
temperatura de 25 °C e a sua susceptibilidade diminui com o tempo. Usufrui da
estrutura cristalina e natureza muito magnética da magnetite, contudo a composicao é a
mesma da hematite, exibindo cor castanha. N&o possui Fe** suficientes para o
preenchimento de todos os locais tetraédricos e octaédricos. Quando as temperaturas se
encontram entre os 370 e 600 °C, o y-Fe,Oj3 transforma-se em hematite [4, 15-19].

Face as inumeras aplica¢fes das nanoparticulas em biomedicina e nanomedicina,
foi necessario o desenvolvimento de nanoestruturas do tipo nucleo/coroa, as quais se
podem agregar alguns ligantes, como se pode observar na figura 3. Estas sdo formadas
por nanoparticulas com um ndcleo bem definido (core), cobertos com uma coroa (shell),
que é possivel funcionalizar, fazendo com que as nanoestruturas exibam especificidade

nas propriedades e/ou funcionalidades [20, 21].

Fluoréforo ﬂ./‘ ! "\/\/ Recobrimento

;of
[

Nucleo de Nanoparticulas
Magnéticas

Potenciador de Permeacdo \ ‘ /{ Agente Alvo

Figura 3: Alguns ligantes que se podem agregar nas nanoestruturas ntcleo/coroa (Adaptado de [6]).

Agente Terapéutico

1.2 Aplicacdes Biomédicas
Actualmente, as nanoparticulas magnéticas tém grande interesse em areas como
a biomédica e a bioengenharia, face as suas caracteristicas fisicas e propriedades

quimicas Unicas. Tém sido usadas diversas nanoparticulas biocompativeis em
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diagnosticos clinicos e terapéuticos, no tratamento do cancro (actuando nos tumores
sem que os tecidos envolventes sejam atingidos) e de doengas cardiovasculares e
neuroldgicas. Também podem ser usadas na libertacdo controlada de farmacos, em
agentes de administracdo de medicamentos, em separacd0 magnética, no
direccionamento de farmacos, como agentes de contraste em ressonancia magnética
(MRI), em hipertermia, entre outros. Para estas aplicacdes, as nanoparticulas devem ser
superparamagnéticas, apresentar propriedades quimicas e fisicas uniformes, expondo
entdo elevados valores de magnetizacdo e tamanho inferior a 100 nm com uma
distribuicdo estreita de tamanhos. No caso de nanoparticulas usadas no combate a

células cancerigenas, as nanoparticulas podem receber um revestimento superficial com:

e Polimeros, que possibilitam o aumento do tempo de circulagédo no corpo;
e Ligantes, que identifiguem com clareza as células do cancro;

e Outras particulas magnéticas.

Podem também ser ligadas a anticorpos, proteinas, enzimas, farmacos, e serem
direccionadas a um determinado 6rgéo, tecido ou tumor pela aplicacdo de um campo
magnético externo [6, 22, 23].

De seguida sdo descritas de uma forma sucinta algumas aplicacdes, dando
principal enfase a hipertermia, visto ser a aplicacdo estudada ao longo do presente
trabalho.

1.2.1 Libertacdo Controlada de FArmacos

Sistemas de libertacdo controlada de farmacos sdo aqueles em que o agente
activo ¢é libertado ndo tendo em conta os factores externos e que possuem uma cinética
bem identificada. Estes apresentam vantagens quando comparadas a outros sistemas de
dosagem convencionais, possuindo uma maior eficiéncia terapéutica com libertacédo
gradual e controlada do farmaco, a partir da deterioracdo da matriz ou externamente por
difusdo. Outras vantagens incluem uma menor toxicidade do farmaco no organismo
quando comparado com administragcdo convencional, permanéncia em circulagdo mais
prolongada, administragdo segura, ndo se verificando reac¢des inflamatdrias locais, pois
é administrado num menor nimero de doses, pode integrar substancias hidrofilicas ou
lipofilicas e ndo se verifica imobilizacdo das espécies bioactivas quando os farmacos

sdo encaminhados a determinados alvos caracteristicos.
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Na figura 4 apresenta-se uma figura onde o perfil de concentracdo plasmatico do
farmaco varia com o tempo, segundo duas situacdes distintas (situacdo A e B). Na
situacdo A, um certo medicamento é libertado de forma inspeccionada, verificando-se
que dispositivos de libertacdo controlada conseguem manter um nivel desejado no
plasma, por longos periodos de tempo, sem atingir o nivel toxico e o nivel de
ineficiéncia. Por outro lado, a situacdo B representa um medicamento a ser libertado de
forma convencional. Neste caso, depois da ingestdo ou injec¢do de formas de dosagem
padrdo, o nivel sanguineo do farmaco aumenta (vai até um nivel toxico) e reduz
exponencialmente quando o farmaco é excretado ou metabolizado (atinge um nivel de
ineficacia), fazendo com que seja necessario a administracdo de varias doses ao longo
do dia [13, 24, 25].

500, N
{ A - Libertagio Coatrolada |

! 1 . Nivel Téxico
B - Terapia Convencional

Nivel Desejavel

7 \ A
J
/ J dose 4 \
2 dose 3 _

100 -7~ -~ -~
| '; \ Vnoll:eﬁtu
0 idonl S : : 3 - ;
7-00 12:00 17:00 22:00 3:00 9:00

Nivel Plasmitico do Material Activo mg/cm?

Tempo (h)

Figura 4: O perfil de concentracéo plasmatico do farmaco varia com o tempo, segundo duas situacées
distintas (situacdo A e B) (Adaptado de [25]).

1.2.2 Separacdo Magnética

Usada quando se pretende separar uma determinada substancia bioldgica de uma
mistura, de outras substancias distintas, podendo ser conseguida pelo uso de

nanoparticulas magnéticas biocompativeis, sendo um processo que envolve duas etapas:

e 12 Etapa: marcacdo da entidade biologica pretendida com um
determinado material magnético;
e 2% Etapa: separacdo dessas entidades marcadas através de um fluido-

base de separacdo magnética.
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Esta aplicacdo é extremamente sensivel para a escolha de espécies raras de
células tumorais do sangue, sendo apropriada para a separagdo de um pequeno nimero

de células alvo [26].

1.2.3 Direccionamento de Farmacos (Drug Delivery Systems)

Actualmente, os principais problemas associados com a administracdo de
farmacos sistémicos incluem a biodistribuicdo de farmacos a todo o corpo, a falta de
especificidade do farmaco para um determinado sitio patolégico, a necessidade de uma
dose grande para atingir concentracGes locais elevadas e efeitos secundarios que podem
surgir devido a elevadas doses de farmacos. Entre os esquemas actuais, o principio de
segmentacdo de farmacos € magnético, ou seja, a entrega de um farmaco imobilizado
em materiais magnéticos da-se sob a ac¢do de um campo magnético externo. Para
aumentar a especificidade, o farmaco € associado a outra molécula capaz de
reconhecimento especifico e vinculativo ao local de destino. Este reconhecimento pode
ocorrer ao nivel de todo o 6rgéo, ao nivel de certos tipos de células especificas para um
determinado 6rgdo ou ao nivel de componentes individuais proprias dessas células. O
tipo de moléculas associadas usadas, normalmente, sdo anticorpos, proteinas, lectinas,

hormonas, moléculas carregadas e alguns ligantes de baixo peso molecular [27, 28].

1.2.4 Agentes de Contraste em Ressondncia Magnética

A imunolocalizacdo de células tumorais, em conjunto com as nanoparticulas
superparamagneéticas, possibilita a deteccdo prematura de tumores usando ressonancia
magnética nuclear. Estas nanoparticulas tém como vantagem o facto de poderem ser
modificadas quimicamente, tornando-as ndo tdxicas, injectaveis, compativeis com o
corpo e com capacidade para se concentrarem num elevado nivel no tecido ou 6rgdo. A
natureza fortemente magnética dessas nanoparticulas torna-as excelentes agentes de
contraste. Existe, hoje em dia, uma grande diversidade de particulas que tém sido
produzidas, diferindo no tamanho e no tipo de material de revestimento (como amido,
albumina, silicones, dextran, poli(etilenoglicol), entre outros). Podem ser classificadas
em dois grupos diferentes, consoante o seu tamanho e como isso afecta a meia-vida
plasmaética e a biodistribui¢do, podendo ser usadas em imagens do figado, bago, etc. Um
dos grupos é denominado de SPIOs (6xidos de ferro superparamagnéticos), sendo

caracterizados por nanoparticulas de tamanho maior que 50 nm (revestimento incluido).
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O outro grupo € conhecido como USPIOs (6xidos de ferro superparamagnéticos muito
pequenos), onde as nanoparticulas s&o inferiores a 50 nm. Na figura 5, visualiza-se, do
lado esquerdo, uma imagem de figado obtida por ressondncia magnética e do lado
direito, um liquido de nanoparticulas de ferro que funciona como agente de contraste na

mesma imagem, permitindo a deteccdo de um cancro [29-32].

Figura 5: Imagem de um figado obtido por ressonancia magnética; esquerda: obtida por ressonancia
magnética sem agente de contraste; direita: obtida por ressonancia magnética usando um liquido de
nanoparticulas de ferro como agente de contraste (Adaptado de
[http://www.cienciamao.if.usp.br/cienciasfisicas/index.php?pai nel=12]).

1.2.5 Hipertermia

A hipertermia é uma terapia para a cura e tratamento do cancro, como ja foi
referido, onde se provoca um aumento da temperatura numa determinada regido do
corpo afectada por uma neoplasia, com o intuito de provocar a lise (rebentamento) das
células cancerigenas. Estas células, comparadas com as células “vizinhas” normais, sdo
pouco resistentes a aumentos bruscos da temperatura, provocando assim a destruigdo
das células tumorais a uma temperatura de 41-42 °C. Este aumento brusco da
temperatura € conseguido, por exemplo, através da utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas, com tamanhos inferiores a 50 nm, que aquecem quando sujeitas a accao de
um campo magnético externo de frequéncias alternadas, sendo a quantidade de corrente
proporcional ao tamanho do campo magnético e do tamanho do objecto. O metal resiste
ao fluxo de correntes que se encontra no seu interior, dando origem a um processo
chamado de aquecimento indutivo, que é bastante fortalecido se esse metal for
magnético (por exemplo, ferro). Assim, quando um fluido magnético é exposto a um
campo magnetico alternado, as particulas tornam-se poderosas fontes de calor,

destruindo as células do tumor. O nivel de aquecimento € verificado pela temperatura de
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Curie (temperatura acima da qual os materiais perdem as suas propriedades magneticas,
e consecutivamente, a sua capacidade de calor) [33, 47].

As nanoparticulas magnéticas sdo empregues em detrimento das microparticulas,
uma vez que as primeiras absorvem mais energia de campos externos de uma forma
muito mais eficaz [33].

Desde a primeira utilizacdo de 6xidos de ferro no aquecimento de tumores que
existem duas abordagens distintas. A primeira é chamada de hipertermia magnética e
envolve a geracdo de temperatura, pelas particulas, até aos 45-47 °C, sendo um
tratamento aplicado em conjunto com quimioterapia ou radioterapia. A segunda €
designada de termoablacdo magnética, que usa temperaturas entre os 43 e 55 °C, tendo
fortes efeitos citotoxicos, quer no tumor, quer nas células normais. Esta técnica é
utilizada, pois cerca de 50% dos tumores regridem temporariamente apos tratamento de
hipertermia com temperaturas até 44 °C, sendo o problema dos efeitos citotdxicos nas
células normais reduzido pela injeccdo intra-tumoral das particulas. Na hipertermia
magnética, as nanoparticulas magnéticas biocompativeis sdo agregadas a anticorpos
monoclonais (caracteristicos para proteinas da membrana das células tumorais), que
quando aplicados potencializam, no seu conjunto, o contraste de imagens de ressonancia
magnética, fazendo com que as metastases sejam detectadas de maneira mais eficaz e
prematura [38-40].

A poténcia de aquecimento das particulas € quantificada como a taxa de
absorcdo especifica (SAR) e relata a quantidade de energia convertida em calor, por
unidade de tempo e de massa.

Para além do tamanho e da forma das particulas, que influenciam as suas
propriedades magnéticas (e, consequentemente, a sua poténcia de aquecimento), ha
também uma dependéncia entre 0 aumento da temperatura e a amplitude do campo
magnético, que deve ser apreciado quando se comparam experiéncias com parametros

de diversos tecidos [41].

1.3 Tecnologias de Producdo de Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de
Ferro

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidas muitas pesquisas com o intuito de

produzir nanoparticulas de éxido de ferro estaveis, biocompativeis e monodispersas. De

entre 0s métodos mais comuns destacam-se a co-precipitacdo, a decomposicao térmica,
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a sintese hidrotérmica, a microemulsao e a sintese sonoguimica. Todos estes produzem
nanoparticulas de o0xido de ferro de elevada qualidade e serdo referidos neste texto. Para
além destes, as nanoparticulas podem ser sintetizadas por métodos de sintese

electroquimica, sintese bacteriana e pirélise induzida por laser [42].

1.3.1 Co-precipitacao

A co-precipitagdo é o método mais usado para a preparacdo de Fe3O,4 e de y-
Fe,O3. Este méetodo baseia-se na mistura de ibes férricos e ferrosos numa proporcao
molar de 1:2 em solu¢Bes muito bésicas, a temperaturas elevadas ou a temperatura
ambiente. A forma e o tamanho das nanoparticulas de 6xido de ferro dependem do tipo
de sal usado (cloretos, sulfatos, nitratos, etc.), da relacdo dos ides férricos e ferrosos, da
temperatura de reaccdo, do valor do pH, da forca i6nica e dos parametros das outras
reaccdes (velocidade de agitacdo ou velocidade de adicdo da solugdo basica). Este
método afecta as propriedades fisicas e quimicas das particulas de 6xido de ferro
nanométricas. As nanoparticulas de Fe3O, ndo sdo muito estaveis sob condicGes
ambientais, sendo facilmente oxidadas a Fe,O3; ou dissolvidas em meio acido. Para
evitar a provavel oxidacdo no ar, a sintese de nanoparticulas de Fe;O, é feito sob
condigdes anaerobias [42].

1.3.2 Decomposicdo Térmica

Tém sido usadas solucBes organicas na sintese de nanoparticulas de éxido de
ferro por decomposicdo térmica. Por outro lado, a decomposicdo de Fe(cup)s (cup =
N-nitrosofenilhidroxilamina), de Fe(acac)s; (acac = acetilacetonato) ou de Fe(CO)s,
seguido de oxidacdo, permite a sintese de nanoparticulas monodispersas de 6xido de
ferro, de elevada qualidade, que normalmente necessitaria de elevadas temperaturas
[47].

Apesar deste método possuir imensas vantagens para a producdo de particulas
monodispersas e com uma distribuicdo estreita de tamanhos, tem o inconveniente das

nanoparticulas resultantes serem, habitualmente, dissolvidas em solventes apolares [42].

1.3.3 Microemulsdo

Uma microemulsdo é uma dispersdo isotrépica termodinamicamente estavel de
duas fases imisciveis (dgua e 6leo) sob um surfactante presente. As moléculas deste

ultimo podem formar uma monocamada na interface entre o 6leo e a agua, com as

10
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caudas hidrofdbicas das moléculas de surfactante dissolvidas na fase do Oleo e os
grupos da cabeca hidrofilica dissolvidas na fase aquosa. Nos sistemas binarios
(dgua/surfactante ou Oleo/surfactante) podem ser formados diferentes tipos de
estruturas, variando, por exemplo, as micelas esféricas e cilindricas para fases lamelares
e microemulsdes bicontinuas, podendo coexistir com a fase de 6leo ou aquosa. Assim
sendo, podem ser obtidas nanoparticulas de 6xido de ferro com forma e tamanho
controlado.

Contudo, apesar da presenca de surfactantes, a agregacdo das nanoparticulas
produzidas necessitam de varios processos de lavagem e tratamentos de estabilizacdo
[42].

1.3.4 Sintese Hidrotérmica

A sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro com tamanho e forma
controladas é tecnologicamente importante, devido a forte conexdo entre estes
parametros e as suas propriedades magnéticas. A sintese hidrotérmica pode ser realizada
recorrendo a varias tecnologias, e consiste na cristalizacdo das substancias desejadas
num recipiente selado a partir da solucdo aquosa que se encontra a temperaturas
elevadas (entre 0s 130 e 250 °C) e a altas pressdes de vapor (entre 0s 0.3 e 4 MPa). Esta
técnica possibilita uma melhor cristalinidade, quando comparada com outros métodos,
obtendo-se assim oxidos de ferro altamente cristalinos [42].

Para além disso, a sintese hidrotérmica €é propicia a preparacdo de
nanoestruturas incomuns de 6xido de ferro, como por exemplo esferas ocas de éxido de
ferro [42].

1.3.5 Sintese Sonoguimica

A sintese sonoquimica tem sido uma alternativa competitiva para produzir novos
materiais com propriedades incomuns. Os efeitos quimicos do ultra-som surgem da
cavitacdo acustica, ou seja, da formacdo, crescimento e colapso de bolhas em meio
liquido. Este colapso cria uma zona quente localizada devido a compressdo adiabética
ou formacdo de ondas de choque dentro da fase de gés das bolhas em colapso. Nesta
zona, as condig¢des formadas foram determinadas experimentalmente, tendo-se registado
temperaturas transientes na ordem dos 5000 K, pressbes de 1800 atm e taxas de

refrigeracdo em excesso de 10" K/s. Estas condigbes sdo benéficas para formar uma

11
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nova fase, tendo um efeito de corte para a aglomeracéo, que é apto para a preparacao de
nanoparticulas monodispersas.

Este método tem sido aplicado para a sintese de diversos nanocompdsitos, sendo
a sua versatilidade manifestada, com éxito, na preparacdo de nanoparticulas de 6xido de
ferro [42].

Os cinco métodos acima referidos tém varias vantagens e desvantagens para a
preparacdo de nanoparticulas de oxido de ferro. Em termos de tamanho e controlo da
morfologia destas nanoparticulas, a decomposicdo térmica e hidrotérmica sdo 0s
melhores métodos a aplicar. Caso se pretenda obter 6xido de ferro solGvel em agua e
nanoparticulas biocompativeis, a co-precipitacdo € muitas vezes usada, contudo
apresenta pouco controlo na forma e na agregagdo das particulas. Para a obtencdo de
nanoparticulas de oxido de ferro com propriedades magnéticas incomuns, € comum
usar-se a sintese sonoquimica [42].

Na tabela 1 apresenta-se uma listagem de trabalhos, discriminando as condic6es
usadas na sintese de nanoparticulas de Oxido de ferro através dos diferentes métodos

conhecidos (reagentes, temperaturas, precursores, métodos e tempo de sintese).

12
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Tabela 1: Resumo de trabalhos publicados sobre sintese de nanoparticulas de éxido de ferro

Método Tipo de Precursor Outros Agentes | T (°C) | Tempo | Referéncia
Particulas (h)
Solvotérmico Magnetite FeCl;.6H,0 EG 60 10,4 [43]
NaOH 200
Hidrotérmico Oxidos de PVP ou CTAB Nitrato de ferro 180 24,12 [44]
ferro (D)
nonahidratado 60
cloreto de bério,
H,0
Oxidos de Fe(NO3)3.9H,0 EDTA 80, 10, 4 [10]
ferro 450
Co-precipitacdo | Oxidos de FeCl,.4H,0 NaOH 72 3 [45]
ferro FEC|3.6H20
Co-precipitagéo Magnetite FeCl,.4H,0 H,0 80 24 [46]
FeCl3.6H,0 NH,OH
DMSA
Co-precipitacio | Magnetite Fe** NaOH _ 1 [47]
Fe?* Mistura de
alcoxissilanos
Co-precipitacdo Maghemite FeCl,.4H,0, N(CH3)4OH 200 20u24 [48]
FeCl3.6H,0
Co-precipitacdo Maghemite FeCl, FeCl; [49]
Mg(NO3),
NaOH
HNO3

Pela tabela 1, verifica-se que por distintos métodos é possivel sintetizar
nanoparticulas magnéticas, sendo que para os mesmos métodos de producdo também

sdo usados diferentes parametros.

1.4 Propriedades Magnéticas das Nanoparticulas
As propriedades magnéticas dos materiais estdo correlacionadas com 0s seus

momentos magnéticos (u), oriundos da dindmica das cargas eléctricas presentes nos
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atomos. Estes momentos magnéticos resultam, em esséncia, do “movimento” de
electrdes nos atomos, quer em “torno” do seu nticleo, quer em “volta” do seu proprio
“eixo0” (spin). Este valor pu deriva parcialmente do magnéton de Bohr (ug) (valor muito
préximo do momento magnético em spin), equacao (1), onde e representa a carga do

electrdo, h a constante Planck, m a massa do electréo e c a velocidade da luz [50-51].

_eh
4z -mc

g =9.27x107J-T™ (1)

Porém, o momento magnético de um atomo depende também do momento
magnético translacional. A conjugacdo deste momento com o momento de spin produz
0 momento magnético de um atomo com uma determinada amplitude e direcgéo.

O comportamento, dependente de varios factores internos e externos (ex.
temperatura), entre os atomos de um tipo de material, define o somatério vectorial dos
momentos parciais caracterizando magneticamente o material.

Um descritor magnético importante é a inducdo magnética. A equacdo (2)
mostra a inducdo magnética (B), que € a resposta dos momentos magnéticos face a
colocacdo do material magnético num campo de intensidade magnética (H). Nesta
equacdo, M representa a magnetizacdo do material, podendo ser designada como o

momento magnético resultante por unidade de volume, como mostra a equacao (3).

B=H +42M @
Sy
M= (3)

A susceptibilidade magnética (x), dada pela equacdo (4), caracteriza a
magnetizacdo de um material, sendo definida como aquela que avalia a resposta do
material quando sujeito a um campo magnético. Assim sendo, quando 0 mesmo campo
magnético € empregue em dois materiais distintos, 0 que possui maior magnetizacao é

aquele que tiver um valor de k superior [50-52].

K=— 4)
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1.5 Tipos de Magnetismo

Existem diferentes tipos de comportamentos magnéticos, sendo identificados
tendo em conta a forma como actuam na presenca de um campo magnético externo,
onde se destacam o paramagnetismo, o diamagnetismo, o ferromagnetismo, o

ferrimagnetismo e o antiferromagnetismo.

1.5.1 Paramagnetismo

Em materiais paramagnéticos, a magnetizagdo é reduzida atraves do aumento da
temperatura, que também contribui para o aumento da desordem dos momentos
magnéticos, sendo que a relacdo entre a magnetizacao (M), a temperatura (T) e 0 campo
magnético externo (H), é dada pela equacgéo (5), conhecida como lei de Curie, sendo C
a constante de Curie.

M=C-$ (5)

Os materiais paramagnéticos ndo mostram uma magnetizacdo espontanea, uma
vez que 0s seus momentos magnéticos, que interagem fracamente entre eles, em vez de
estarem alinhados, encontram-se desalinhados. E, caso o campo magnético ndo seja
aplicado, eles direccionam-se ao acaso, sendo a magnetizacdo nula. No entanto, quando
é aplicado um campo magnético externo, verifica-se uma magnetizacdo do material,
resultante do alinhamento (paralelo ao campo aplicado) de alguns dos seus momentos
magnéticos, apresentando assim uma magnetizacdo paralela ao campo magnético de
reduzida intensidade e valores positivos e pequenos de susceptibilidade magnética [50-
52, 53].

1.5.2 Diamagnetismo

Este tipo de magnetismo é relativamente fraco e sé é visivel na presenca de um
campo magnético externo. Os atomos deste tipo de materiais também ndo possuem
magnetizacdo, no entanto, quando é aplicado um campo, 0os momentos do dipolo
magnético dos 4tomos orientam-se no sentido contrario ao desse campo, originando
valores de susceptibilidade magnética negativos e pequenos e uma magnetizacdo de

pequena intensidade e oposta ao campo magnético aplicado [50-51, 53].
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1.5.3 Ferromagnetismo

Os materiais ferromagnéticos possuem momentos atdmicos magnéticos que se
alinham paralelamente, possibilitando o acoplamento entre estes momentos devido a sua
estrutura cristalina e apresentando valores positivos e elevados de susceptibilidade
magnética. Depois de ordenados e da extincdo do campo externo, o material subsiste
magnético para manter, de forma natural, um estado de mais baixa energia. Quando uma
substancia ferromagnética atinge ou ultrapassa uma certa temperatura critica
(temperatura de Curie), a energia térmica passa a ser suficiente para originar uma
direc¢do casual dos momentos magnéticos, “transformando-se” numa substancia
paramagnética [50].

A existéncia de dominios magnéticos no ferromagnetismo também é uma
particularidade relevante. Estes dominios sdo pequenas regides que se direccionam
aleatoriamente umas as outras e em que 0S momentos magnéticos se ordenam em
direccOes analogas [50].

Na figura 6 (a), visualiza-se uma amostra sem magnetizacdo em que 0s
momentos magnéticos dos dominios estdo alinhados ao acaso (momento resultante é
nulo), enquanto na figura 6 (b) se apresenta uma amostra sujeita a um campo magnético
externo, o que faz com que os momentos magnéticos se orientem na direc¢do do campo,
atingindo-se assim, um valor de magnetizacdo méaximo (Ms — magnetizacdo de

saturacdo).

g <2

@ M=0 M =M,

Figura 6: Representacdo esquematica de um material com multidominios magnéticos (a) na auséncia e
(b) na presencga de um campo magnético externo (H) (Adaptado de [50].

v

1.5.4 Ferrimagnetismo

Este tipo de magnetismo esta presente em materiais que possuem momentos
magnéticos orientados anti paralelamente e com magnitudes distintas, apresentando, na

presenca de um campo magnético externo, valores positivos e elevados de
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susceptibilidade magnética. Também aqui, tal como no ferromagnetismo, 0os materiais

tornam-se paramagnéticos acima da T¢ [50-51].

1.5.5 Antiferromagnetismo

No antiferromagnetismo verifica-se uma magnetizacao nula, uma vez que este
tipo de magnetismo da-se em materiais que tém momentos magnéticos orientados em
direcgdes contrérias. Quando um campo magnético é aplicado, os momentos alinham-se
na direccdo do campo, possuindo valores positivos e reduzidos de susceptibilidade
magnética, contrariamente ao ferromagnetismo e ferrimagnetismo (que apresentam
valores elevados). Neste caso, acima da temperatura de Néel os materiais
antiferromagnéticos perdem o alinhamento oposto, expondo um comportamento

paramagnético [50].

1.6 Dominios magnéticos

Dominios magnéticos sdo pequenas zonas de magnetizacdo uniforme,
caracteristicas, ndo especificas, das nanoparticulas magnéticas, que reduzem a energia
magnetostatica dos materiais, podendo estes ser monodominios ou multidominios. A
energia magnetostatica relaciona-se com o nimero de dominios magnéticos, sendo que,
guanto mais pequeno o numero destes dominios, maior a energia magnética [54-55].

Nas particulas multidominios estdo presentes paredes do dominio. Estas sdo
regides de fronteira entre os dominios, que mudam progressivamente o seu alinhamento,
fazendo com que a energia essencial para continuar com esta configuracao va reduzindo
[53].

Quando a energia para conceber paredes de dominios é maior que a diminuicao
da energia magnetostéatica, as particulas de baixas dimensdes (entre 10 e 100 nm) séo
propicias a presenca de um s6 dominio (monodominio), como se vé na figura 7. Nestes
casos, a Ms é atingida com menores campos magnéticos quando comparados a materiais

macroscopicos similares.

Figura 7: Monodominio magnético (Adaptado de [50]).
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A rotacdo coesa dos momentos magnéticos que possibilita a restituicdo da
magnetizacdo é designada de coercividade, possuindo as particulas de monodominio
uma grande coercividade devido ao tamanho das particulas (quanto maior, maior a
coercividade) e as anisotropias magneto cristalinas (em materiais de monodominio, tem
a ver com o nivel de complexidade de restituicdo da direc¢do de magnetizacdo) [53-54].

Num nivel mais global, a anisotropia magnética relaciona-se com o alinhamento,
numa dada direc¢do, dos momentos magnéticos, mostrando a equacdo (6) a energia
necessaria para esse alinhamento. Nesta equacdo, K representa a constante de
anisotropia magnética e 0 o angulo entre a magnetizacdo de saturacdo (Ms) e o eixo de

magnetizacdo mais acessivel [54].
E, = Ksen®@ (6)

1.7 Curva de Histerese
As propriedades dos materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos podem ser
representadas, de uma forma sucinta, pela curva de histerese, podendo um exemplo

desta ser visualizada na figura 8.

‘M
M| . -
{ Y
H | [ .
0] /
/ H
¥ Pd

Figura 8: Curva de histerese (Adaptado de [52]).

A linha a tracejado presente na figura 8, que segue uma curva de magnetizacéo,
representa um material desmagnetizado. Se o campo magnético (H) for diminuindo, a
magnetizacdo também irad reduzir, alcancando-se um valor residual de magnetizacao
remanescente (M;) quando H =0. Quando o campo € aplicado no sentido oposto, a
magnetizacdo € reduzida a zero, bastando para tal que o campo coercivo (Hc) seja
aplicado [52].

O aumento do numero de regides que possuem as direccdes de magnetizacao

alinhadas com o campo magnético faz com que os movimentos das paredes dos
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dominios magnéticos surjam. Por outro lado, a rotacdo dos momentos magnéticos que
se alinham com o campo magnético aparece quando o fendémeno do mecanismo do
movimento das paredes se torna invidvel. Estes dois procedimentos estdo presentes na
varredura de M em funcdo de H, visivel na figura 8. Por sua vez, o tamanho da particula
é essencial (em alguma parte, ndo na totalidade) na determinacdo da forma da curva.
Para particulas grandes (multidominios) a curva de histerese obtida é estreita, visto que
a energia essencial para mover as paredes do dominio magnético é baixa. A curva de
histerese serd larga para particulas pequenas (monodominio), pois para rodar 0s

momentos na direc¢do do campo magnético é preciso muita energia [50, 52].

1.8 Influéncia do Tamanho da Particula na Magnetizacao

Existem alguns estudos em que se constata que a magnetizacdo em materiais
macroscopicos é maior que a magnetizacdo em nanoparticulas, como os exemplos
descritos a sequir.

Segundo Coey e Kodama [56-57], em materiais macroscopicos, o efeito da
comparéncia de ligagcbes quebradas e da anisotropia com intensidade e direcgédo
definida, que provocam a desordem da superficie das particulas, ndo é tao notério como
no caso de particulas mais pequenas. Nestas ultimas particulas, os momentos
magnéticos, quer das camadas superficiais, quer do interior, sdo igualmente relevantes,
visto que existe um aumento da relacdo area/volume. Por seu lado, segundo Sato [58],
as camadas magneticamente mortas (cerca de 1 nm de espessura) possuem uma
constante de anisotropia magneto cristalina mais pequena, fazendo com que a
magnetizagdo diminua.

Contudo, as causas que contribuem para que a magnetizacdo diminua com a
reducdo do tamanho das particulas ainda gera bastantes incertezas, sendo necessario

uma investigacdo mais detalhada.

1.9 Materiais Magnéticos Moles e Duros

Os materiais que mantém o magnetismo mesmo ap0s a magnetizacdo sao
denominados de materiais magnéticos duros ou imanes permanentes, usufruindo de um
campo coercivo de, aproximadamente, 10 kA/m. Por outro lado, os materiais que ficam
magnetizados e que perdem a magnetizacdo, ambas de uma maneira bastante simples,

sdo materiais magneéticos moles. Estes, para além de possuirem uma baixa coercividade,
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também exibem permeabilidade magnética elevada e uma baixa perda por histerese,

sendo bastante influenciados pela presenga de contaminagdes [50, 59].

1.10 Superparamagnetismo

As nanoparticulas magnéticas ferromagnéticas e ferrimagnéticas sofrem uma
mudanca de comportamento quando sdo menores que um determinado diametro critico
(D¢), deixando de apresentar comportamento ferrimagnético e ferromagnético para
passarem a ter um comportamento superparamagnético, acontecendo tal facto a
temperaturas inferiores a T¢. Nessas zonas em que o tamanho € inferior a D, a reducéo
da energia relativa a anisotropia acontece até que surja um valor de energia térmica
capaz de “combater” a direccdo preferida do momento da particula. Este
comportamento superparamagnético surge em nanoparticulas monodominio, sendo a
magnetizacdo vista como um grande e s6 momento magnético. A coeréncia da
magnetizacdo pode ser conseguida num curto espaco de tempo e sob temperaturas
experimentais, verificando-se valores de susceptibilidade magnética elevados, ou seja,
sdo magnetizadas de uma forma bastante acessivel [5, 7, 50, 53, 60].

As energias térmicas e magnéticas contribuem para saber se 0 material se situa
no estado superparamagnético ou blogueado, podendo ser reconhecido pelas curvas de
magnetizacdo (a coercividade, a magnetizacdo nula e a temperatura de bloqueio s&o as
principais caracteristicas). As curvas de magnetizacdo em funcdo da temperatura (com
arrefecimento em campo nulo - ZFC e no campo de medida - FC) sdo responsaveis pela
obtencdo da temperatura de bloqueio (Tg). Esta proporciona uma passagem, ou seja,
abaixo de Tg 0s momentos magnéticos encontram-se bloqueados e acima as particulas
deixam de estar no estado bloqueado, comportando-se como particulas
superparamagneéticas [50, 53, 60-61].

Numa curva FC, a amostra estudada é arrefecida até uma temperatura muito
reduzida, sob a accdo de um campo magnético. Posteriormente, a magnetizacdo é
medida enquanto a amostra volta a ser aquecida até perfazer uma temperatura mais
elevada que Tg. Por outro lado, na curva ZFC, a amostra também € arrefecida, mas
neste caso na auséncia de campo magnético. Contudo, é aplicado um campo muito
reduzido de forma a possibilitar a execucdo da medida. Em seguida, e durante a
avaliacdo da magnetizacdo, a amostra € aquecida, mas contrariamente a curva FC, até

ultrapassar a Tg média [62].
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Em particulas superparamagnéticas ndo existe histerese, pois 0s momentos
magnéticos de cada uma das particulas orientam-se paralelamente num Gnico sentido,
levando a que a magnetizacéo residual (M;) e o campo coercivo (H.) sejam nulos, como

se pode observar na figura 9 [60].

M

Figura 9: Curva de histerese de uma particula superparamagnética (Adaptado de [60]).

No superparamagnetismo existe a possibilidade de alterar e reverter a orientacéo
da magnetizacdo das nanoparticulas. A equacdo (7) representa a equacdo de Néel-
Arrhenius, onde 7 é o tempo médio entre duas variagdes de direc¢do (designado de
tempo de relaxacdo de Néel, podendo tomar valores de nano segundos ou até mesmo
anos), 7,€é o tempo ou periodo de tentativa (toma valores de 10° ou 10 ), K

representa a anisotropia magnética da particula, V o volume da particula, T a

temperatura e kg a constante de Boltzman [4, 63].

)
Ty =78 " (7

Quando o tempo de medida da magnetizacdo € menor que 7, , a magnetizacao
assume os valores do momento magnético das particulas. Por outro lado, a
magnetizacdo medida é zero quando o seu tempo de medida for muito superior a 7
[64].

Nas seguintes seccdes, visando o estudo do escoamento das nanoparticulas
produzidas em sangue sob a ac¢do de um campo magnético externo aplicado, descreve-

se sumariamente 0 que sdo microcanais, bem como o material e a técnica usada para a

sua fabricacéo.

1.11 Microcanais
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Os microcanais sdo uma parte integrante de um microdispositivo, sendo
projectado com uma determinada geometria com o intuito de possibilitar o transporte de
fluidos contendo suspens@es de células ou particulas, de um local do dispositivo para
outro. Os microcanais na maioria das vezes funcionam de uma forma semelhante aos
vasos capilares existentes no corpo humano, sendo estes frequentemente fabricados por
litografia suave. O PDMS é o material mais utilizado neste tipo de microfabricacgéo.
Contudo, numa primeira fase o desenho da estrutura dos microcanais deve ser realizado

por intermédio de um software de desenho designado por AutoCAD [65].

1.11.1Fotolitografia
A fotolitografia foi uma tecnologia desenvolvida pela indUstria microelectronica,

nas décadas de 70 e 80, sendo o silicio o primeiro material a ser empregue. No entanto,
face aos seus custos elevados e a algumas das suas propriedades (inércia quimica,
propriedades eléctricas, etc.) o silicio foi sendo substituido, ao longo do tempo, pelo
vidro e quartzo. Apesar destes materiais possuirem caracteristicas de superficie
ajustadas para varias aplicacOes, a sua utilizagdo é bastante limitada a poucos grupos de
investigacdo, uma vez que, para a fabricacdo de microcanais, para além da
instrumentacao necessaria ser de elevado valor monetério, também sdo imprescindiveis
a utilizagdo de salas “limpas” [66].

Esta técnica, inicialmente, foi desenvolvida para a reproducdo de gravuras e
fotografias, sendo actualmente empregue na fabricacdo de constituintes de sistemas de
microfluidica. A fotolitografia baseia-se na gravacdo de estruturas/desenhos
micrométrica(o)s (entre os 10 e 100 um) sobre um substrato, sendo que estas estruturas
sdo primeiramente criadas com o auxilio de um software de modelacdo geométrica
(AutoCAD) e, posteriormente, impressas numa placa transparente (méascara) [65-66].

A primeira etapa propriamente dita desta técnica, consiste em limpar o substrato
de silicio, usando por exemplo, éalcool isopropilico, solugdo piranha (H.SO4 + H,0,),
entre outros. Esta é uma etapa crucial, pois numa escala tio pequena (na ordem dos 107
m), qualquer impureza ou pd pode afectar, quer o processo, quer impedir uma ma
adesdo do fotorresiste (resina) ao substrato. Na segunda etapa distribui-se, regularmente
sobre esse substrato, uma camada de fotorresiste, usando para tal um equipamento de
rotacdo (spin-coating), sendo que os fotorresistes podem ser negativos ou positivos. O

fotorresiste positivo, a medida que é exposto a luz ultravioleta (UV), torna-se mais
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solavel, enquanto o fotorresiste negativo resiste a ligacdes cruzadas e € cada vez menos
sollvel. Na terceira etapa € necessario proceder-se a um tratamento térmico, por forma a
eliminar o excesso de solvente e possibilitar que a resina fique mais fortemente aderida.
Depois, na quarta etapa, o fotorresiste € exposto a uma determinada radiacao (UV) onde
a resina vai tomar a forma desejada pelo uso da mascara. Na quinta etapa, conhecida
como revelagdo, o fotorresiste é imerso numa solu¢do quimica que vai remover, ou as
partes que ndo foram polimerizadas, ou as regides que toleraram decomposicdo. Na

figura 10 pode observar-se algumas destas etapas [65, 67].

Exposicio aos
raios UV

Placa Transparomte
(Mascara)

Fotoresiste l
Pasitivo
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Figura 10: Representacdo da 22, 42 e 52 etapa da fotolitografia (Adaptado de [67]).

1.11.2Litografia Suave

Como ja foi referido, o material mais usado na fabricacdo dos microcanais é o

PDMS, estando representado na figura 11 a sua estrutura quimica.

e

Figura 11: Estrutura quimica do PMDS (polidimetilsiloxano) (Adaptado de
[http://www.escolainterativa.com.br/canais/18_vestibular/estude/quimi/tem/qui_tem134.asp]).

Este torna-se um elastdmero sob a ac¢do de um agente de cura e de aquecimento,

sendo durante a passagem de liquido para sélido que o PDMS se modela as
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incorreccdes e estruturas da superficie onde é depositado, visualizando-se este processo

na figura 12 e ocorrendo apds as etapas de fotolitografia, anteriormente descritas [67].

Mobde de Silicio Deposicao do PDMS

Fstrutura Final

Figura 12: Etapas, ap0s a fotolitografia, para a obtencdo da estrutura final em PDMS. Este processo é
designado de litografia suave (Adaptado de [68]).

Este material polimérico possui um tempo de vida prolongado, ¢ um material
barato, quimicamente estavel e com boas propriedades Opticas (muito importante na
observacdo de escoamento), reduzidas absor¢des de agua e condutividade, termicamente
estavel até aos 186 °C (permitindo que ocorra a cura térmica), com uma elevada
temperatura de deformacdo e uma baixa energia potencial, possibilitando que o
desprendimento dos moldes (nos processos de microfabricagdo por moldacdo) seja um
processo bastante mais acessivel. Outra das principais vantagens é a habilidade de
adesdo do PDMS contra alguma superficie, fazendo com que os canais resultantes ndo
sofram nenhuma deformacdo. O facto de possuir caracteristicas hidrofobicas constitui o
seu principal inconveniente, uma vez que assim é mais dificil que toda a superficie do
canal seja molhada, emergindo bolhas de ar aprisionadas nos cantos dos canais. Outro
dos inconvenientes é que a elevados caudais, devido a elevada pressdo, pode ocorrer a

expansdo e a deformacdo dos canais [68-72].

1.12 Objectivos e Enquadramento

Neste trabalho pretende-se, primeiramente, sintetizar nanoparticulas magnéticas
por um processo hidrotérmico em que se faz variar alguns parametros, nomeadamente a
qguantidade de precursor (FeCl;.6H,0), a quantidade de NaOH e a temperatura de

sintese. Posteriormente, procede-se & caracterizagdo de cada uma das particulas
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produzidas, recorrendo a varias técnicas, como o Espalhamento de Luz Dinadmico
(DLS), a Espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), a Microscopia de Forca
Atoémica (AFM), a Microscopia Electronica de Varrimento (SEM) e a Difraccdo de
Raios-X (XRD), com o objectivo de verificar se possuem caracteristicas para serem
aplicadas no tratamento de células cancerigenas (hipertermia magneética). Numa
segunda fase estudou-se o escoamento do sangue, contendo nanoparticulas em
suspensdo, com o intuito de verificar a influéncia destas na camada de plasma.
Utilizaram-se para o efeito microcanais de vidro para simular os vasos sanguineos. Por
razbes explicadas mais a frente ndo foi possivel utilizar microcanais em PDMS
(objectivo original) fabricados usando fotolitografia suave. Nos estudos de escoamento
foram aplicados diferentes campos magnéticos para verificar os efeitos sobre a camada
de plasma. Por outro lado, o escoamento em soro fisioldgico também foi estudado, com
o0 intuito de verificar a influéncia do campo magnético na area de particulas que se

aglomeram junto a parede do microcanal.
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2.1 Preparacdo das Nanoparticulas Magnéticas (Oxido de Ferro)

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro usadas neste trabalho foram
sintetizadas por um método solvotérmico adaptando procedimentos descritos na
literatura [43]. Num procedimento tipico, dissolve-se 5 mmol de precursor FeCl3.6H,0
(ou 1.3515 g) em 20 ml de etilenoglicol (EG), sendo posteriormente adicionado 20
mmol (ou 0.80 g) de hidroxido de sédio (NaOH) na mistura resultante. Para a
dissolucdo do NaOH ¢é necessario proceder a sua trituracdo e aquecimento em banho-
maria, visto que assim a sua dissolucdo € muito mais rapida. Faz-se a medicao do pH da
primeira mistura (FeCls.6H,O + EG) e da mistura final. De seguida, a mistura obtida é
depositada num reactor em aco inoxidavel (Parr Acid Digestion Vessel, Model 4748,
figura 13) e colocada numa estufa a 180 °C durante 6h. Terminado o tempo de
exposicao térmica, retira-se o reactor deixando-se arrefecer até a temperatura ambiente.
Apés esta fase, abre-se o reactor e procede-se a filtracdo sob vacuo do contetdo do
reactor, seguido de lavagem com agua e secagem em estufa a uma temperatura de 40 °C
durante 24 h. A massa das particulas assim obtidas permite o calculo do rendimento da
sintese. Todo este procedimento foi repetido na sintese de cada amostra (mais 5 vezes),
tendo-se obtido, no final, 6 tipos distintos de nanoparticulas, por variacdo da quantidade
de precursor (entre 2.5 mmol e 10 mmol de FeCl;.6H,0), da quantidade de NaOH
(entre 10 e 30 mmol) e da temperatura de sintese (180 ou 200 °C). Na tabela 2
resumem-se as condi¢des usadas na preparacao de cada uma das amostras e apresenta-se

a nomenclatura definida para cada uma delas.

Figura 13: Reactor Parr Acid Digestion Vessel, Model 4748.
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Tabela 2: Condic6es para a preparacdo das amostras.

Nomenclatura Precursor NaOH Tempo Temperatura
Definida (mmol) (mmol) (h) (°C)
NP1 5 20 6 180
NP2 2.5 20 6 180
NP3 10 20 6 180
NP4 5 10 6 180
NP5 5 30 6 180
NP6 5 20 6 200

Neste trabalho, mais propriamente no escoamento sanguineo com
nanoparticulas, também vao ser estudadas dois tipos de nanoparticulas comerciais,

estando estas representadas na tabela 3.

Tabela 3: Nanoparticulas comerciais usadas neste trabalho.

Nome do Produto Nomenclatura Definida Foérmula
Oxido de Ferro (111) NPC Fe,0;
Fluid-MAG-CT* NPCE Fe;0,

2.2 Caracterizacdo das Nanoparticulas Magnéticas

Existem variadissimas formas para proceder a caracterizacdo de Nanoparticulas
Magnéticas, contudo, neste trabalho foram usados 5 métodos: o Espalhamento de Luz
Dindmico (DLS), a Espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), a Microscopia
de Forca Atdémica (AFM), a Microscopia Electronica de Varrimento (SEM) e a
Difraccdo de Raios-X (XRD).

2.2.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)
O DLS, tambeém designado de espectroscopia de fotdes (PCS), € uma técnica

invasiva usada para medir o tamanho de particulas que se “encontram” na faixa dos

nandmetros ou dos micrones, em solugdes coloidais. Esta técnica usa um laser que é

1 , ] . s . sy . JonT
Particulas superparamagnéticas com revestimento de acido citrico e sal de sddio.
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responsavel pela iluminacdo da amostra, sendo a intensidade da luz espalhada
dependente do tamanho da particula [73-75].

As particulas que se encontram suspensas num liquido nunca estdo paradas,
movem-se constantemente, devido ao movimento Browniano e as colisdes casuais com
as moléculas do meio de dispersdo. As particulas pequenas, comparativamente com as
de maior dimensdo, movimentam-se mais rapidamente, sendo que as maiores, pelo facto
de se deslocarem mais lentamente, dispersam mais o laser. Na figura 14 visualiza-se um
esquema de espalhamento de luz para particulas pequenas e grandes, em funcdo do
tempo [73-74].

Particulas Pequenas ¢ Rapidas

T ooTOIooInIoOIOhOhmIOIIIoIMIMI*I'’!'’IInIMmMMInMIMI!I >

Lempao (s) >

Particulas Grandes ¢ Lentas

Tempo (5) ——

Figura 14: Espalhamento de luz para particulas pequenas e grandes, em func¢éo do tempo (Adaptado de

[73]).

A equacdo (8) representa a equacgdo de Stokes-Einstein, que é definida como a
relacdo entre o tamanho da particula e a velocidade resultante do movimento
Browniano, onde Dy representa o didmetro hidrodindmico, k a constante de Boltzmann,
T a temperatura absoluta, # a viscosidade e D o coeficiente de difusdo translacional [73-
74].

KT

D, =—
Ly (@)

O espalhamento de luz dindmico permite adquirir conhecimentos relativamente a
composicdo superficial das particulas (o método é sensivel ao didmetro hidrodindmico
efectivo), viabiliza a determinagdo da distribuicdo do didmetro das particulas (e nédo
apenas do diametro médio - caso do espalhamento de luz estatico), sendo estas algumas

das vantagens desta técnica. Contudo apresenta alguns inconvenientes, sendo um deles
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o facto de a concentracdo da amostra ter de ser razoavelmente elevada, de forma a
assegurar um sinal alto [74].

No presente trabalho, para realizar a caracterizagdo das nanoparticulas
magnéticas foi necessario, primeiramente, optimizar o procedimento com particulas de
poliestireno (prepararam-se amostras com concentracdo de 0.02% num volume de 3 ml
de H,0). Testou-se com este tipo de particulas, uma vez que o equipamento usado
(Malvern Zetaziser Nano Series) para esta caracterizacao requeria a introducdo de certos
parametros (numero de ensaios e medidas que se queria efectuar, o tempo que se queria
esperar até a maquina comecar com a medida e o tempo que demoraria a efectuar cada
ensaio). Assim, os melhores pardmetros foram escolhidos comparando-se os didmetros
obtidos nestes testes com os valores reais (dados fornecidos pelo fabricante, IKERLAT
polymers). Apds varios testes, optou-se por fazer 13 ensaios e 3 medidas, usando um
tempo de estabilizacao de 300 s e um tempo de ensaio de 120 s.

De seguida efectuou-se o estudo das nanoparticulas magnéticas, tendo-se
preparado amostras de 1% de concentragdo num volume de 1 ml (depois de preparada
esta concentracdo, pode-se fazer diversas diluicdes para a concentracdo que se deseja,
nomeadamente de 0.02%). Como solvente testou-se a utilizacdo de H,O, Dextrano 40
(Dx40), PBS, Etanol e misturas de H,O com Etanol, sendo, posteriormente, a suspensao
obtida agitada no vOrtex. Para a correcta caracterizacdo dos materiais foi necesséario
introduzir também no equipamento os valores do indice de refraccdo e de absorcdo (no
poliestireno ndo houve esta necessidade, pois sdo valores que ja se encontram
incorporados no software). O indice de refraccdo foi atribuido segundo [73], enquanto
que para a absorcao se utilizou um espectrofotometro de ultravioleta-visivel (UV-Vis)
(Perkin — Elmer Spectrum) para a determinacdo dos valores individuais de cada
amostra. Por fim, introduz-se uma cuvette de plastico no equipamento de DLS com uma
altura entre os 10 e os 15 mm. Na figura 15 visualiza-se um esquema da preparacao das
particulas magnéticas para a visualizagdo das mesmas.

Este tipo de caracterizacdo foi realizada no laboratério do CEIT (Institui¢do de
acolhimento no ambito do programa Erasmus), utilizando o equipamento Malvern

Zetaziser Nano Series.
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Amostras de 0.02% Colocar a Agitar no vortex
concentragdo amostra na
cuvette

<: : A

£l p—
A ——

Colocar a cuvette no Malvern Zetaziser Medir a absor¢do no UV-Vis
Nano Series
Figura 15: Preparagdo das nanoparticulas para observar no Malvern Zetaziser Nano Series.

2.2.2 Espectrofotometria de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Esta técnica consiste no uso de fotbes na gama do ultravioleta (200 < A < 400
nm) e na gama da luz visivel (400 < A < 800 nm) para a determinagdo dos valores de
absorcéo individuais de cada amostra, como mencionado anteriormente. Nesta gama de
energias as moléculas sofrem interaccbes com os fotdes, sendo as particulas em
suspensdo influenciadas pela onda electromagnética incidente [76].

O espectrofotometro, instrumento empregue nesta técnica, é constituido por uma
fonte de radiacdo electromagnética (luz), um agregado de componentes O&pticos
responsaveis pelo “encaminhamento” da luz a amostra, um compartimento para a

amostra (cuvette) e por um ou mais detectores que tém a funcdo de mensurar a

31



Capitulo 2: Parte Experimental

intensidade da radiacdo. Na figura 16 encontra-se uma imagem do funcionamento

béasico do espectrofotometro [76].

Obturador

Lente {nw]

s

Amostra [ Liampada
1 U de Tungsténio

Lonte
Lty Lampada

Fenda de Deutério

Grade

S

TSl Arranjo
de Diodos

Figura 16: llustragdo do funcionamento basico do espectrofotometro (Adaptado de [76]).

A andlise espectrofotométrica consiste na aplicacdo da Lei de Lambert-Beer,
equacdo (9), que traduz a proporcionalidade da absorvancia A com o caminho Optico b e
a concentracdo c das espécies absorventes. € € uma constante de proporcionalidade que
se modifica consoante a substancia, sendo designada de coeficiente de extingdo ou
absortividade molar [76].

A=c*b*c )

A espectrofotometria UV-Vis é bastante popular, visto que € uma técnica de
facil manuseamento, que possui baixo custo operacional e em que os resultados obtidos
sdo bastante compreensiveis e rapidos de obter [77].

Como ja foi referido, esta técnica foi utilizada neste trabalho como técnica
complementar da técnica DLS apresentada anteriormente. Deve-se ter particular atencao
ao facto de, neste processo, apenas se estudar os valores na gama da luz visivel, uma
vez que o comprimento de onda relevante situa-se nos 623.8 nm (valor do laser que o
Zetasizer consegue ler). Todo este procedimento foi feito no laboratério do CEIT, com
0 equipamento Perkin — Elmer Spectrum.

2.2.3 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

O microscopio de forca atdbmica (AFM), também designado de SFM (Scanning

Force Microscope), serve-se das forcas sonda-amostra para delinear 0 mapa da
superficie, sendo apto para conceber imagens de superficies condutoras e néo
condutoras [78-82].
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O AFM baseia-se na avaliacdo dos desvios de um suporte (na sua ponta livre

encontra-se a sonda), sendo estes desvios originados pelas forgas que actuam entre a

sonda e a amostra. Estas forcas s&o principalmente de atraccdo (forcas de Van Der

Walls) e de repulsdo. As primeiras operam a uma distancia de cerca de 100 nm e as

segundas actuam no momento em que a ponta toca a superficie, sendo oriunda do

principio de exclusdo de Pauli (dois corpos ndo podem habitar o mesmo lugar no
espaco) [79-81].

Na figura 17, observa-se um esquema do sistema de microscopia Optica.

Laser
Fotodiodo r

& Espelho  / /’
‘ B \ { . /

6 )
- Cantiliver
Amostra Ponteira

Scanner Piezoeléctrico

Figura 17: Esquema de um AFM (Adaptado de [82]).

A técnica de microscopia de forga atdbmica possui trés modos de funcionamento:

Modo de contacto: o cantilever (braco de apoio para a ponteira)

encontra-se a uma distancia muito proxima (poucos A) da superficie da
amostra, sendo a forca repulsiva a dominante. Neste modo de
funcionamento a ponta toca muito levemente a amostra;

Modo de ndo-contacto: a forca dominante é a forca atractiva, situando-

se 0 braco a algumas centenas de A da superficie da amostra. Nesta
situacdo a ponteira oscila a elevadas frequéncias (100 KHz a 1 MHz).
Devido a estas oscilacOes, a sensibilidade do microscépio vai aumentar,
fazendo com que as focas electrostaticas e de Van Der Walls sejam
reveladas;

Modo de contacto_intermitente (tapping): a unica diferenca para o

modo de ndo-contacto, é que aqui a ponteira fica mais perto da amostra,

garantindo que exista um contacto intermitente. Neste modo de operagéo
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a agulha do cantilever vibra sobre a superficie da amostra em elevadas
frequéncias (centenas de KHz) [83-84].
Na figura 18, pode-se visualizar uma representacdo esquematica destes trés

modos de operacao.

Cantilever

| _ v
Amostra - Ponteira 4 g
r_’j\f neira__¥_ vV _
|

Substracto

Figura 18: Representacdo esquematica, da esquerda para a direita, do modo de contacto, ndo-contacto e
intermitente (Adaptado de [84]).

O facto de o AFM permitir o uso de amostras condutoras e ndo condutoras e de
ndo existir necessidade de um recobrimento antecipado da superficie, 0 que proporciona
a analise de diferentes materiais, é a principal vantagem da aplicacdo desta técnica.
Outras das vantagens, é o facto de no AFM ndo ser necessario nenhum método
especifico na preparacdo das amostras, o possibilitar a quantificacdo directa da
rugosidade da amostra e o estudo de amostras submersas em meio liquido, entre outras.
No entanto, esta técnica possui algumas limita¢cdes quando se trabalha com polimeros,
como por exemplo, o elevado grau de complexidade da estrutura, a pouca organizagéo e
0 baixo médulo de elasticidade e de cristalinidade deste tipo de materiais [85-87].

Neste trabalho, tal como no DLS, testou-se inicialmente a técnica AFM com
particulas de poliestireno, com o intuito de averiguar se 0s didmetros obtidos estariam
de acordo com os encontrados no Zetasizer, analisando-se, posteriormente, as
nanoparticulas magnéticas. O modo de preparacdo das amostras e a concentracao
empregue é exactamente igual ao das técnicas anteriores.

No entanto, antes de fazer a visualizacdo das particulas no AFM é necessario
lavar os cristais com solugéo piranha (H,SO,4 + H,0;) a uma temperatura de cerca de 80
°C para que as impurezas nao interfiram nos resultados, demorando esta etapa cerca de
30 min. Depois, os cristais sdo lavados com agua e colocados em ultra-sons durante 30
min. De seguida, procede-se a uma lavagem com acetona (em ultra-sons durante 5 min)
e etanol (tambem durante 5min em ultra-sons), secando-se, por fim, os cristais com uma
bomba de ar de nitrogénio. Posteriormente aplica-se uma gota da amostra num cristal e

leva-se ao spin coating, que tem como objectivo espalhar as particulas. Aqui, usou-se
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uma velocidade de rotacdo de 1500 rpm e um tempo de 120 s. Por ultimo, coloca-se o
cristal no microscépio de forca atomica, estando todo este processo ilustrado na figura
19.

Esta técnica de caracterizacdo efectuou-se na sala limpa do CEIT, com o
equipamento JPK Instruments TopView Optics™.

Lavagem dos cristais Lavagem dos cristais com Lavagem dos cristais com
com solucéo piranha H,0 a 20°C, durante 30 min acetona (primeiro) e etanol
(segundo) a 20 °C, durante

5 min

Colocacdo do cristal Colocagéo de uma gota da Secagem dos cristais com
no AFM amostra no cristal para levar bomba de nitrogénio
ao spin-coating
Figura 19: Procedimento para observacdo das nanoparticulas no AFM.

2.2.4 Microscopio Electronico de Varrimento (SEM)

O facto de o microscopio electronico de varrimento (Scanning Electron
Microscope — SEM) emitir um feixe de electrGes e permitir que estes entrem em
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contacto com a amostra, torna possivel a observacdo e caracterizagdo (ao nivel da
morfologia e da organizacdo ultra-estrutural) de materiais heterogéneos (orgénicos e
inorganicos), ao nivel nanométrico (nm) ou micrométrico (um). Esta técnica
proporciona a aquisicdo de imagens numa gama de ampliacdes entre 10x e 18000x, com
profundidade de campo de cerca de 30 um. Em certos casos, a espectroscopia dispersiva
de Raios-X (EDS) esta aliada a técnica de SEM, possibilitando um estudo das
propriedades e uma analise quimica do material [88].

O microscopio electrénico de varrimento é formado por uma fonte
monocromatica de electrdes, que sdo condensados pelas lentes condensadoras e pela
lente objectiva, permitindo que a amostra colocada na camara de amostras (local onde
se realizam varrimentos) seja atingida pelo feixe de electrbes. Também fazem parte do
SEM detectores para os sinais e sistemas de vacuo e de arrefecimento, podendo-se
observar na figura 20 um esquema geral deste microscopio. [89-91]

Leates
Condensadoras

1

Lente
Objectiva

Bomba
Turbomolecular

Figura 20: Esquema do microscépio electronico de varrimento (SEM) (Adaptado de [92]).

Neste tipo de microscopia é usada uma fonte termo-idnica e uma fonte de
emisséo por efeito de campo (FEG — Field Emission Gun) para a criagdo de electrdes.

No primeiro caso (SEM com uma fonte termo-iénica), um feixe de electrdes (de
didametro reduzido) incide num ponto da superficie da amostra e, subsequentemente
procede-se a recolha dos sinais electronicos emitidos pelo material. O feixe de electrfes
utilizados para percorrer as amostras originam-se de um filamento de tungsténio (W)
aquecido, actuando a uma tensdo entre valores de 1 e 50 kV e sdo focados por um

sistema de lentes electromagnéticas [91, 93-96].
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No segundo caso (SEM com uma fonte de emissdo por efeito de campo - FEG),
o principal modo de funcionamento consiste na geracdo de campos eléctricos intensos
em formas pontiagudas. Aqui a amostra é submetida a altissimo vacuo e é atingida por
um feixe de electrdes, sendo empregues uma série de lentes electromagnéticas com o
intuito de evidenciar esse mesmo feixe e de amplificar o sinal transmitido [93].

Os electrdes secundarios (ES) e retro-difundidos (ER) sdo os sinais mais
relevantes para a formacao de imagens no SEM (ES usados na formulagdo da imagem
da amostra e ER diferencia, na amostra, as regides de atomos leves e pesados), visto que
sdo aqueles que interagem na zona superficial da amostra, facultando a topografia da
superficie. Na figura 21, observa-se estes e outros tipos de radiaces, bem como o
volume de emissdo para cada um deles [91, 96].

Felxe de Electroes

&

///,/T/},/:/Y/T/, Tl ' s : Electroes Auger (-1 nm)
f//.%— Electrdes Secundirios (~100 nm)
2

\

Amostra

N

Electroes Retro-difundidos (-1 UM )

Ralos- X Caracteristicos (~10 pm)

Raios-X Coatingo (-10 Him)

Fluorescencia (~10 #M )

Figura 21: Tipos de radiacdo e respectivo volume de emissdo (Adaptado de
[http://www.iap.tuwien.ac.at/~werner/ges_tut_interact.html]).

Os electrbes secundarios sdo electrdes de baixa energia (menores que 50 eV),
oriundos da interaccdo nado elastica dos electrdes primarios com electrdes fracamente
ligados. Formam imagens com elevada resolugcdo (3-5 nm), visto que a emissao de ES
esta restringida a uma area pequena, perto da zona de impacto do feixe de electrGes e
permitem a visualizacdo da topografia da amostra com uma profundidade de foco
elevada. Os electrdes retro-difundidos séo electrdes emergentes das camadas profundas
do material (energia analoga ao feixe incidente), com elevados angulos de difuséo,
consequentes de colisdes elasticas e tém um valor de energia cinética elevado (maior
que 50 eV), gerando imagens de menor resolugdo espacial comparativamente as obtidas
com ES. [88, 92, 94-95, 96]
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Para que as amostras possam ser caracterizadas pelo uso do SEM tém de estar
sujeitas a algumas condigdes, como por exemplo, apresentar boa condutividade, fazendo
com que os electrBes do feixe possam varrer a superficie e interagir com o material,
devem ser solidas, com dimensdes compativeis com as da cdmara do microscopio,
apresentarem alguma condutibilidade e possuirem estabilidade em vacuo (pressdo a
rondar 10 Pa). Caso a amostra ndo seja condutora é essencial aplicar uma camada
ultrafina de um material condutor sobre a amostra, como por exemplo ouro, platina,
tungsténio, carbono ou grafite. Tal é alcancado atraves do aquecimento do metal sob
vazio, depositando-se sobre a amostra a medida que se vai vaporizando, usando-se para
tal um sputter. [88-89, 91, 94, 96, 97]

Nesta técnica, para o caso FEG-SEM, prepararam-se suspensdes de
nanoparticulas com uma concentracdo de 0.5% num volume de 400 ul de H,O. Para o
caso SEM, usou-se como solvente uma mistura de H,O (30 ml) com Etanol (70 ml) e
considerou-se uma concentragdo de 1% num volume de 1 ml desse solvente
(preparando-se, depois, uma amostra de 0.02%). Depois de preparadas as suspensoes
anteriores, num procedimento tipico, coloca-se de seguida uma gota da amostra num
stubb (utensilio requerido para visualizar a amostra) e deixa-se secar durante 2 dias em
estufa. ApoOs esta etapa, leva-se o stubb ao sputter para que as amostras sejam recobertas
por uma pelicula de ouro e paladio, tornando-as assim condutoras. Estes dois
procedimentos sao realizados, quer no FEG-SEM, quer no SEM. Por Gltimo, coloca-se a
amostra nos microscépios e visualiza-se a geometria das particulas, sendo que o FEG-
SEM também tem associado uma EDS. Na figura 22 pode observar-se um esquema
deste procedimento.

Para a realizacdo deste procedimento, utilizaram-se dois equipamentos distintos,
sendo o equipamento do SEM o G2 Pro e do FEG-SEM o JEOL JSM 7000F, usando-se
neste Gltimo uma pressao dentro da camara de 1.91x10 Pa.
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Colocar uma gota das amostras no Levar as amostras ao sputter
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Inserir todas as amostras no FEG- Introduzir cada uma das amostras no
SEM SEM
Figura 22: Procedimento para efectuar a analise das nanoparticulas no FEG-SEM e SEM.
2.2.5 Difraccao de Raios-X (XRD)

Os raios-X sdo radiacbes electromagnéticas (localizadas no espectro

electromagnético entre a radiacdo dos raios Y e dos ultravioleta (UV)), que possuem
uma energia entre 0os 100 eV e 1 MeV e um comprimento de onda bastante pequeno
(0.1-10 A). Da interaccdo dos raios-X com a amostra surge a dispersdo inelastica
(transferéncia de energia) e a dispersdo elastica (conservacdo de energia), sendo devido
a esta que advém a difraccdo [98-104].

Habitualmente, um difractometro de raios-X é formado por uma fonte de
radiacdo, um porta-amostras, um detector da radiacdo difractada (responsavel pela sua
converséo em impulsos eléctricos) e um sistema de registo [105].

A difracgéo de raios-X (X-ray Diffraction, XRD) é uma técnica experimental,
versatil, ndo destrutiva, que fornece informagdes importantes sobre a estrutura

cristalografica de materiais solidos (naturais e sintéticos). Deve-se a incidéncia destes
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raios num plano de atomos de um determinado cristal, separados por uma determinada
distancia d, sendo uma parte da radiacdo reflectida pelo primeiro plano de &tomos e a
outra parte, que penetra na estrutura, reflectida pelos planos de atomos interiores que
sobram. Quando a diferenca de itinerario entre os raios difractados (2dsen©) for igual a
um multiplo inteiro (n) do comprimento de onda da radiacdo incidente (), verifica-se a
lei de Bragg, ou seja, acontece interferéncia construtiva entre os diferentes feixes
difractados por distintos planos da mesma familia. A lei de Bragg encontra-se traduzida
pela equacdo (10), onde n representa 0 nimero inteiro determinado pela ordem dada, 4 0
comprimento de onda dos raios-X, d o espagcamento entre os planos e @ o angulo entre o

raio incidente e os planos de espalhamento [98, 106-107].

nA = 2dsenf (10)

Existem algumas condic¢des, como o tamanho do gréo e as tensdes uniformes e
ndo uniformes, que influenciam a extensdo dos padrdes de difraccdo. A largura do pico
de difraccdo ¢ afectada pelo volume do cristal (nmero de atomos), sendo que o pico é
mais largo quanto mais pequeno for o gréo. As tensdes uniformes paralelas & superficie
geram uma reducdo do espacamento d entre os planos, provocando um deslocamento
dos picos de difraccdo e uma contraccdo da célula unitaria. Por fim, as tensGes ndo
uniformes no cristal causam deformacgdes ndo homogéneas que alteram ao longo do
volume do material, provocando o alargamento dos picos de difraccéo [98-108].

A XRD ¢ uma técnica bastante Gtil no estudo de nanomateriais. Estes tém um
tamanho particular de estrutura, conferindo-lhes propriedades dpticas, mecénicas e
electronicas singulares. Quando as amostras sdo de pequenas dimensdes (inferiores a
100 nm), os picos de difraccdo de raios-X surgem com formas aumentadas. Nestas
situacBes, o tamanho médio do cristal é calculado através da equagdo (11), que
representa a formula de Scherrer, onde t corresponde ao tamanho, em nm, do cristal, k
o factor de Scherrer (depende da forma e pode variar entre 0.84 e 0.94, neste trabalho
considera-se 0.90, por ser o valor tipicamente utilizado em estudos similares), 4 0
comprimento de onda dos raios-X (nm), B a largura a meio altura do pico de difraccédo

(radianos) e 0 o angulo de Bragg, também ele em radianos [106, 109].

kA
T =
pcosé

(11)
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Para a preparacdo da amostra para esta técnica deve-se preencher um suporte
com as nanoparticulas, considerando uma area de cerca de 2 cm® Contudo, como a
quantidade de nanoparticulas magnéticas sintetizadas neste trabalho era reduzida, optou-
se por outro método alternativo. Este consistia em espalhar, num pedaco de papel, as
nanoparticulas até perfazer uma érea de cerca de 2.5 cm? (aproximada & &rea de uma
moeda de 2 céntimos), conseguindo-se assim que todos os 6 tipos de nanoparticulas
fossem analisados a0 mesmo tempo. De seguida, 0 micrometro, que possui uma ponta,
incide sobre as amostras para saber qual a espessura de cada uma delas. Ap0s esta etapa
coloca-se as amostras, ao acaso, no equipamento com um certo espacamento, evitando
que os valores de x, y e z interfiram nas medidas de cada uma das amostras.
Posteriormente introduz-se os parametros que se pretendem, para que a medida possa
ser iniciada, fazendo-se no final uma comparacdo de resultados com os valores padrédo
referentes a magnetite, maghemite e hematite (fornecidos pelo International Centre for
Diffraction Data). Na figura 23 observam-se algumas das etapas deste processo.

Neste caso, para este procedimento foi usado o equipamento Philiphs PW 1710
com uma corrente de 40 mA, uma tensdo de 40 kV, um angulo 26 de 3° um passo de

0.02° e um tempo por passo de 10 s.

Espalhamento do p6 Estudo da espessura

Introducédo dos parametros Colocagéo das amostras

Figura 23: Etapas do processo de XRD.
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2.3 Fabricacado e Estudo dos Microcanais

Inicialmente teve de se recorrer ao software AutoCAD para projectar a geometria
dos microcanais. De seguida, para a fabricagdo dos microcanais, utilizou-se a
fotolitografia, tendo esta sido realizada na sala limpa do CEIT. Esta técnica comporta 7
etapas.

A 17 etapa consiste na limpeza da wafer de silicio (ndo oxidavel e de 4
polegadas), usando-se para tal um gobelé com solucdo piranha (lavar durante 5 min) e 3
gobelés com H,O (a wafer permanece em cada gobelé cerca de 1.30 min). Apos a
passagem por estes 4 gobelés seca-se a wafer com a pistola de nitrogénio para retirar a
agua. A etapa 2 é usada para retirar toda a 4gua que ainda possa ter ficado presente,
utilizando-se para o efeito uma placa de aquecimento (Isotemp®, Fisher Scientific) a
200 °C durante 25 min. Apds esperar 5 min passa-se para a etapa 3. Nesta etapa deita-se
4.5 ml de resina no centro da wafer colocando-se esta no spin coating, que actua em 2
passos: no 1° o spin coating roda a 500 rpm durante 20 s e no 2° a 1500 rpm durante 30
s. A etapa 4 é utilizada para fixar bem a resina e consiste em p6r a wafer na placa de
aquecimento (EVG 620) durante 1 min a 65 °C, retirando-se, de seguida, a wafer para
outra placa que actua a uma temperatura de 95 °C durante 4 min. A etapa 5 baseia-se
em colocar a wafer no equipamento de fotolitografia, onde é feita a exposi¢do aos raios
UV. Esta etapa foi realizada em 3 ciclos, em que cada uma possui uma energia de 45 mJ
(o total de energia foi 135 mJ), com uma espessura de 27 um. Posteriormente retira-se a
wafer, espera-se 3 min e passa-se a etapa 6. Na etapa 6 coloca-se a wafer, novamente,
na placa de aquecimento e emprega-se 0s mesmos parametros da etapa 4. Por ultimo, a
etapa 7 € realizada para que as geometrias pretendidas fiqguem salientes sendo removido
todo o material envolvente. Consiste em introduzir a wafer num gobelé contendo o
revelador do SU-8, agitando-se gentilmente durante 4 min. Depois, a wafer é inserida
noutro gobelé, mas neste caso com IPA (isopropanol), para que os residuos do revelador
sejam retirados. Na figura 24 observa-se a wafer com as respectivas geometrias apds o

processo da fotolitografia.
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Figura 24: Wafer com as respectivas geometrias ap6s o processo da fotolitografia.

A proxima etapa consiste na fabricagdo em PDMS dos microdispositivos e no
estudo de varios tipos de escoamentos em microcanais, tarefas executadas na unidade de
biofluidos do LMFH da ESTIG. Para a fabricacdo dos microcanais € necessario pesar
uma certa quantidade de PDMS e de agente de cura numa razdo de 20:1 (aquele que é
depositado sobre a wafer). Depois é feito exactamente 0 mesmo processo, mas neste
caso a quantidade de PDMS e agente de cura deve ser numa razdo de 10:1 (é utilizado
nas laminas onde, posteriormente, vdo ser aderidas aos moldes de PDMS). De seguida,
com o auxilio de uma bomba de vacuo, as bolhas sdo retiradas, podendo-se deitar o
PDMS na wafer e, seguidamente, coloca-lo num forno durante 20 min a uma
temperatura de 80°C. O segundo PDMS preparado € aplicado no centro de uma lamina e
introduzido no spin coating (VTC-100, MTI Corporation), que actua durante 1 min a
3000 rpm e 1 min a 4000 rpm, com o intuito de se espalhar uniformemente o PDMS.
Esta lamina também é levada ao forno nas mesmas condicfes que a anterior. Por fim,
corta-se e adere-se 0 PDMS na respectiva lamina.

De seguida procede-se ao escoamento de fluidos nos microcanais onde,
inicialmente, se usou dois fluidos (sangue com 5% de hematécrito (Hct) e Dx40),
procurando-se verificar qual o comportamento destes fluidos num microcanal com duas
entradas e saidas, sendo esta etapa realizada em microcanais fabricados em PDMS (ver
figura 25). No entanto, como sera referido na seccéo 3.6, 0 estudo de escoamentos em
microcanais de PDMS ndo correu como o esperado pelo que foram realizados somente

ensaios preliminares.
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Figura 25: Geometria e microdispositivos com microcanais fabricados em PDMS.

Para separar os globulos vermelhos (GVs) dos outros componentes do sangue é
necessario realizar duas lavagens com soro, levando a centrifugadora (Centrifuge MPW-
260R) com uma velocidade de 2000 rpm durante 15 min. Por Gltimo, é necessario juntar
Dx40 aos GVs (caso se queira preparar 5 ml de GVs com 5%Hct, junta-se 0.25 ml de
GVs a 4.75 ml de Dx40).

Apds realizar ensaios preliminares em microcanais de PDMS e verificar uma
elevada tendéncia das nanoparticulas em aderirem as paredes do PDMS, foi decidido
numa primeira fase deste estudo realizar 0s escoamentos em microcanais de vidro.
Inicialmente, estudou-se 0 comportamento da camada plasma (CP) (cell-free layer) num
fluido fisioldgico (sangue) com 5% de Hct. De seguida misturou-se 0 sangue com 0S
varios tipos de nanoparticulas (comerciais — Fe,O3 e Fe3O4 encapsuladas, e sintetizadas
— NP1, NP2, NP3, NP4, NP5 e NP6), suspensas em soro e com 1% de concentracdo,
para verificar quais os seus efeitos destas na CP. Um outro estudo baseou-se na
aproximacdo de uma agulha magnetizada com varios imanes, criando-se assim um
campo magnético para estudar qual o efeito desse campo na area de nanoparticulas
aglomeradas a parede do microcanal e também o efeito deste na CP.

A camada de plasma é um fenémeno fisioldgico que ocorre na microcirculacdo
do sangue, quer in vivo, quer in vitro. Este fendmeno deve-se a tendéncia dos glébulos
vermelhos migrarem através do escoamento do sangue para o centro do microvaso
(migracdo axial). Esta migracdo ocorre devido principalmente as elevadas taxas de
deformacéo que se verificam nas regides adjacentes as paredes dos microvasos, fazendo
com que 0s GVs se desloquem para a zona central do microvaso. A CP € uma zona com

concentracdo bastante reduzida de célula. Esta pode ser influenciada pelo diametro do
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microcanal, pelo %Hct, pela deformabilidade dos GVs, entre outros. No entanto, neste
trabalho foi apenas estudado para um tipo de diametro e de Hct [110-111].

Para todo este procedimento usaram-se seringas (Teruno 5 ml), uma bomba de
seringa (Harvard Apparatus PHD ULTRA™) para bombear os fluidos para o
microcanal e controlar o caudal, um microscopio invertido (IX71, Olympus, Portugal) e
uma cémara de alta velocidade (i-SPEED LT) incorporada para se proceder a
visualiza¢do dos escoamentos. No exterior dos microcanais de vidro também foi usado
uma pequena quantidade de glicerina para uma melhor observacdo microscopica, visto
que assim se minimiza a refraccdo que possa existir das paredes do microcanal. Na

figura 26 pode ser observado o sistema de microscopia utilizado neste estudo.

Bowba de Serings

Camara de Akta Velocdade

Microscopio lavertide

—
Figura 26: Sistema para a visualizagdo do escoamento no microscopio.

Nesta etapa do trabalho também se procedeu ao célculo do campo magnético
aplicado nos varios ensaios descritos, utilizando para tal o Sensor de Efeito de Hall
A1302 (Allegro MicroSystems, EUA). Este sensor pode funcionar em regime de tempo
continuo, € linear e a sua sensibilidade e o seu valor quiescente de saida sdo funcdo da
tensdo de entrada. O sensor de Hall A1302 é optimizado para fornecer, com precisao,
uma tensdo de saida proporcional ao campo magnético aplicado e possui uma saida
quiescente igual a 50% da tensdo de alimentacdo. Este opera a uma sensibilidade de 1.3
mV/G.

Neste trabalho o sensor de Hall foi ligado e alimentado com 5 volts (V), usando

para tal uma pilha de 9 V e um regulador de tensdo (78L05). Para saber qual o valor do
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campo magnético, encostou-se 0 conjunto agulha/iman (o iman encontra-se a uma
distancia de cerca de 1 mm do inicio da agulha) a parede lateral do sensor, medindo-se
através de um multimetro a diferenca de potencial entre a saida do sensor e o potencial
de referéncia num circuito eléctrico, 0 Ground (GND). O campo magnético € calculado
pela equacdo (12), em que V, representa o potencial observado com a colocacdo dos
imanes (toma valores consoante o0 numero de imanes colocados sobra a agulha) e V; 0
potencial de repouso (sem imanes), e tem como unidades o Gauss (G). Vo tomou valores
de 2.55 V (2 imanes), 2.63 V (5 imanes) e 2.55 V (8 imanes), enquanto V1 tem um valor
considerado fixo de 2.47 V. [112]

(V, —V,)*1000

13 (12)

Campo_Magnético =

Na tabela 4, apresenta-se os valores do campo magnético para cada um dos

conjuntos agulha/iman.

Tabela 4: Campo magnético obtido para o conjunto agulha/iman.

Numero de Tmanes Campo Magnético (Gauss) Designacdo do Campo
2 61.5 Gl
5 123.1 G2
8 138.5 G3

O campo magnético, na superficie dos imanes, sem agulha, para o diferente
namero de imanes também poderia ser quantificado, no entanto, verificou-se que o
limite maximo de intensidade de campo suportado pelo sensor era alcangado nesta
configuracdo. Contudo, sabe-se que o0s imanes neodimio empregues ao longo deste
trabalho tém uma magnetizacdo (Grade) de N48, possuindo um valor de campo
magnético, a sua superficie, que pode variar entre os 13700 e 14200 G, segundo
Datasheet article S-03-01-N.
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Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos na sintese das varias
amostras de nanoparticulas estudadas neste trabalho, a respectiva caracterizacdo e as
diferentes técnicas usadas para tal, bem como o estudo do escoamento em microcanais

dessas mesmas nanoparticulas e de nanoparticulas comerciais.

3.1 Preparacdo de Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de Ferro

Como jé foi referido na parte experimental, neste trabalho foram sintetizadas 6
amostras de nanoparticulas de oxido de ferro, variando-se determinados parametros
(quantidade de precursor, quantidade de NaOH e temperatura de sintese), como
detalnado na tabela 2 apresentada anteriormente. Na tabela 5 encontra-se a
nomenclatura definida para cada nanoparticula, as concentragdes do precursor e de
NaOH e os valores de pH das solu¢Bes de percursor antes e apds adicdo de NaOH.
Também se apresenta o valor do rendimento, calculado segundo a equacéo (13), com o
intuito de determinar quais 0s parametros que possibilitam uma maior produtividade de
nanoparticulas magnéticas pelo processo solvotérmico (usado neste trabalho).

MassaFerroNanoparticulas

Rendi to (%) = x 100
endimento (%) MassaFerroPrecursor (13)

Tabela 5: Concentragéo, pH e rendimento de sintese das nanoparticulas.

Amostra Concentragédo do Concentracdo de | pHpercursor | PHsoiugio |  Rendimento
Precursor (mol/L) NaOH (mol/L) (%)
NP1 0.125 0.500 14 10.6 22.8
NP2 0.063 0.500 1.6 114 69
NP3 0.250 0.500 1.3 2.8 18.2
NP4 0.125 0.250 1.3 3.2 85.1
NP5 0.125 0.750 14 11.6 76.9
NP6 0.125 0.500 14 10.6 85.8

Apbs a preparacdo destas 6 amostras, segundo [43], espera-se a obtencdo de
particulas de éxido de ferro Fe30O, com diferentes morfologias e tamanhos, o que sera
discutido com os resultados apresentados nas seccdes seguintes. Relativamente aos
valores de pH obtidos, constata-se que o pH do precursor é extremamente acido,
independentemente da concentragdo utilizada, e que o pH da solugédo aumenta com o
aumento da razdo molar NaOH/precursor. De uma forma geral, o pH da solucéo afecta o
rendimento de sintese, sendo maior o rendimento em meio basico (excepto para as NP1

e NP4). O pH da solucdo também tem influéncia no comportamento magnético das
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nanoparticulas, como sera discutido nas sec¢des seguintes, sendo que a sintese em meio
bésico leva a formacdo de particulas com comportamento magnético, contrariamente ao
observado na sintese em meio acido. Relativamente a influéncia da temperatura
verifica-se que esta tem muita relevancia nos rendimentos de sintese, visto que para
razdes molares NaOH/precursor iguais (pH solucdo = 10.6), o aumento da temperatura
de 180 °C (NP1) para 200 °C (NP6) leva a um aumento significativo do rendimento (de
22.8 para 85.8%), 0 que pode ser explicado pelo aumento da velocidade de sintese, cujo
mecanismo sera detalhado adiante.

Durante a filtracdo de cada uma destas nanoparticulas, reparou-se que algumas
delas adquiriram um filtrado muito mais incolor que outras, sendo estes indicadores de
uma conversdo completa do precursor, ou seja, de uma sintese com elevado rendimento.
De entre todas estas nanoparticulas, as que obtiveram um filtrado incolor foram as NP2,
NP5 e NP6, o que esta de acordo com os rendimentos calculados (Tabela 5). Apo6s
secagem em estufa, as varias amostras de nanoparticulas apresentavam quase todas uma
cor preta, caracteristica do Fe;0,4, a excepcao das amostras NP3 e NP4 (cor esverdeada,
0 que pode indicar neste caso que a reducao de FeCl; a FeCl; pelo etilenoglicol, etapa
essencial no mecanismo de formacdo de Fe;O,, foi incompleta, obtendo-se 6xidos de
ferro sem comportamento magnético), sendo que nestes 2 casos as amostras formaram
uma espécie de filme fazendo com que fosse necessario o recurso ao almofariz para
moer as particulas. Nos restantes casos (NP1, NP2, NP5 e NP6), as particulas obtidas
apresentavam um aspecto granulado. Na figura 27 pode-se visualizar, para além do
aspecto e cor das nanoparticulas obtidas, o comportamento magnético destas
(aproximou-se um iman observando-se se as particulas se movem), confirmando-se que
todas as nanoparticulas sintetizadas, excepto NP3 e NP4 apresentam comportamento

magnético.
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NP1 NP1 com aproximag&o de NP2 NP2 com aproximagdo

um fman de um iman

NP3 NP3 com aproximag&o de NP4 NP4 com aproximagdo

um iman de um iman

NP5 NP5 com aproximacdo de NP6 NP6 com aproximagéo
um iman de um iman
Figura 27: Nanoparticulas sintetizadas e o seu comportamento magnético.
A equacdo (14) apresentada a seguir mostra, de uma forma muito geral, a
reaccao de formacéo de FesO,.

Fe?* + Fe3* + 80H™ - Fe30, + 4H,0 (14)

Pela equacdo (14) verifica-se que, para além de Fe®" é necesséria a presenca de
Fe?* para se obter Fe;0,. Neste trabalho apenas se usou o precursor FeCls.6H,0 que
fornece ides Fe**. Por este motivo foi também utilizado o etilenoglicol como solvente,

uma vez que este, para além de ser um bom solvente do precursor, € também um forte
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agente redutor, reduzindo Fe®* a Fe**. Outro dos parametros importantes para a reaccdo
se dar com sucesso, e visivel na equacdo quimica apresentada, reside no facto de haver
hidrélise (libertacdo de uma molécula de agua) na presenca de NaOH, ou seja, em meio
alcalino (basico), facto que explica a ndo obtencdo de particulas com comportamento
magnético nas amostras NP3 e NP4, cuja sintese foi conduzida em meio acido [43, 113-
114].

Em termos de rendimento, averigua-se que as NP5 obtiveram o maior valor e as
NP3 o menor. Relativamente as particulas magnéticas, com excepc¢do das NP1 verifica-
se que todas elas tém um rendimento aceitavel.

Nas préximas seccBes mostram-se 0s resultados de caracterizagdo das
nanoparticulas, cujo principal objectivo visa compreender a influéncia dos pardmetros

de sintese estudados no tamanho e na composicao das nanoparticulas sintetizadas.

3.2 DLS e UV-Vis

Como foi mencionado anteriormente, o objectivo desta técnica é determinar a
distribuicdo de tamanhos de particulas das amostras obtidas, um parametro importante
para a avaliacdo da sua adequabilidade em hipertermia, uma vez que este processo é
favorecido com particulas com tamanhos inferiores a 50 nm. Como referido na secgéo
experimental, optimizou-se inicialmente a técnica usando particulas de poliestireno
(AJ10 e AJ20) para se escolher quais os melhores parametros a usar. Dos resultados
obtidos nesses testes, ver exemplo na figura 28 para as particulas de poliestireno AJ10,
correspondendo a 3 medi¢bes, obtém-se o valor médio do diametro das particulas
analisadas. O indice de polidispersdo (um indicador que permite avaliar a dispersao dos
tamanhos de particulas) é outro dos pardmetros que se obtém, estando todos estes
resultados expressos na tabela 6, onde também se faz uma comparacdo com o0s

didametros originais das particulas, o que permite o calculo do erro relativo da medicao.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 28: Distribuicdo de tamanho de particulas para as particulas de poliestireno AJ10.

Tabela 6: Diametro, indice de polidispersdo e erro relativo das particulas de poliestireno.

Particula Diadmetro indice Polidispers&o Diadmetro Fornecido Erro Relativo %
(nm) (nm)
AJ10 108.8 0.004 111 2.02
AJ20 201.7 0.013 199 1.34

O Unico pico presente na figura 28 e o facto dos indices de polidispersédo (pdi)
serem menores que 0.3, indica que a amostra € monodispersa. Pelos resultados da tabela
6, também se verifica que os erros obtidos sdo pequenos, ou seja, 0s diametros obtidos e
os fornecidos sdo bastante préximos. Assim constata-se que 0s parametros utilizados
nestes ensaios sdo bastante aceitaveis.

Pelas razdes j& referidas usaram-se 0s mesmos parametros nas analises das
amostras sintetizadas. Contudo, um dos problemas foi saber quais os valores dos indices
de refraccdo e de absorcdo de cada uma delas. Considerando que as amostras NP1, NP2,
NP5 e NP6 sdo constituidas por magnetite, usou-se um indice de refraccao de 2.42 [73],
enquanto que para as amostras NP3 e NP4 (constituidas por hematite) se usou um valor
de 3.08. Para se obter os valores de absorcao recorreu-se a espectrofotometria UV-Vis,
determinando-se os valores apresentados na tabela 7. Estes valores foram obtidos da
analise a figura 29 (representa os dados para NP1), sendo retirados os valores da
absorvéancia correspondentes ao comprimento de onda 623.8 nm. No entanto, como 0
gréfico ndo comeca em zero absoluto foi necessario fazer, para cada nanoparticula, a
diferenga entre o valor da absorvancia em 700 nm e o valor da absorvancia em 623.8

nm, sendo que os resultados negativos consideram-se zero.
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Figura 29: Espectro UV-Vis das NP1.

Tabela 7: Valores de absorgdo das amostras de nanoparticulas sintetizadas, suspensas em agua.

Amostra Absorgao
NP1 0.03312
NP2 0
NP3 0.00290
NP4 0.00585
NP5 0
NP6 0.02613

Apds analise DLS, obtiveram-se, para cada amostra, 0s diametros e os indices de
polidispersdo apresentados na tabela 8, podendo-se observar nas figuras 30 a 35 as

distribuicGes de tamanhos de particulas das amostras analisadas.

Size Distridution by Intensity

Intensity (W)
s

Size (d.am)

Racord & NP1 nm2 1 fecord & NP1 nm2 2 Aecord & WP1 nm2 3

Figura 30: Distribui¢do de tamanho de particulas para NP1.
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Size Distribution by Intensiry
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Figura 31: Distribuicdo de tamanho de particulas para NP2.
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Figura 32: Distribuicdo de tamanho de particulas para NP3.

Size Distribution by Intensity
01 ' 1 100 10000
Size (d.am)
[=——— FRecord7 MP&nm2 1 Record @ WPEam22  ———— Record 3 NRd nm2 3|

Figura 33: Distribuicdo de tamanho de

particulas para NP4,
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Size Distribution by Intensity
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Figura 34: Distribuicéo de tamanho de particulas para NP5.
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Figura 35: Distribuicdo de tamanho de particulas para NP6.

Tabela 8: Didmetro, indice de polidispersdo e desvio-padrdo das amostras de nanoparticulas sintetizadas,

suspensas em agua.

Amostra Diametro (nm) indice Desvio Padr&o
Polidispersao
NP1 1415 0.952 170.21
NP2 783.5 0.918 204.37
NP3 809.4 0.731 399.03
NP4 427.3 0.646 56.35
NP5 373.3 0.572 105.84
NP6 1705 0.960 606.37

Pela observacdo das figuras 30 a 35 repara-se que apenas as amostras NP3 e

NP6 possuem um Unico pico, no entanto, como o indice de polidispersdo é bastante

elevado (tabela 8), as amostras ndo sdo monodispersas. Pela analise dos resultados

apresentados na tabela 8 conclui-se que as NP6 sdo as que possuem um maior diametro

e as NP5 as que tém um didmetro menor, sendo também o indice de polidispersdo

indicativo de tal facto, pois quanto maior o valor de pdi, maior o tamanho medio das

particulas. Contudo, este valor tem de ser inferior a 1, visto que o software Malvern

apenas apresenta valores até 1 e, caso seja superior a 0.7 os resultados ndo podem ser
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validados. Ou seja, nestes casos apenas o0s resultados das NP4 e NP5 podem ser
validados. Em termos de desvio-padréo pode-se constatar que as NP4 e NP5 sdo aquelas
que possuem menores valores, ou seja, 0 valor medio do didmetro obtido € aceitavel
podendo tomar valores de 427.3 nm + 56.35 nm (NP4) e 373.3 nm * 105.84 nm para as
NP5. Por outro lado, as NP6 sdo as que possuem um didmetro menos fidvel (pode ter
valores que vao desde os 1098.63 nm até aos 2311.37 nm). Devido a isto e ao facto de
as particulas depositarem muito rapidamente, optou-se por preparar suspensdes de
particulas noutros tipos de solvente, como PBS, Dx40, Etanol, no entanto ndo foi
possivel melhorar os resultados obtidos. Misturando Agua com Etanol observou-se que
as nanoparticulas demoravam um pouco mais a depositar, pelo que foi possivel, nestas
condicdes, obter os resultados apresentados na tabela 10. Para este novo estudo houve
necessidade de obter novos valores da absorgédo, podendo-se verificar os valores obtidos
na tabela 9. Os valores do indice de refraccdo sdo exactamente 0s mesmos que 0S
utilizados no estudo anterior.

Tabela 9: Valores de absorcéo das amostras de nanoparticulas sintetizadas, suspensas numa mistura
agua/etanol.

Amostra Absorgao
NP1 0.03552
NP2 0
NP3 0.00858
NP4 0.03868
NP5 0.04916
NP6 0

Tabela 10: Diametro e indice de polidispersdo das amostras de nanoparticulas sintetizadas, suspensas
numa mistura agua/etanol.

Amostra Diametro (nm) | Indice Polidisperséo Desvio-Padréo
NP1 2979 0.291 497.09
NP2 3591 0.283 630.93
NP3 3486 0.825 377.77
NP4 1677 0.715 83.54
NP5 5058 0.259 887.47
NP6 8909 0.518 1011.97

Pela analise dos valores da tabela 10, conclui-se que, nestas condigdes, as

particulas NP6 sdo as que possuem um maior didmetro e as NP4 o menor. Tendo em
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consideracdo o indice de polidispersdo, apenas os resultados das NP3 e NP4 ndo podem
ser validados (pdi superior a 0.7). No entanto, constata-se que aumentando o indice de
polidispersdo o didmetro médio ndo é maior (com excepcao das NP6), podendo dever-se
ao solvente usado ou a algum erro ocorrido durante a medicdo. Neste caso, as NP4 e as
NP3 sdo aquelas que possuem um didmetro mais aceitdvel (desvio-padrdo menor),
sendo as NP6 (como no caso anterior) aquelas em que o desvio padréo é maior.
Comparando os resultados obtidos nos estudos com os 2 solventes, verifica-se
que, quando é usada a mistura agua/etanol, apesar das particulas demorarem mais tempo
a sedimentar, os didmetros sdo muito maiores que no caso em que é usada agua nas
suspensdes. Em relacdo aos valores do desvio-padrdo averigua-se que S&o muito
maiores no caso em que o solvente é uma mistura dgua/etanol. Os resultados obtidos
ndo permitem assim concluir com fiabilidade quais os tamanhos das particulas
sintetizadas, pelo que foram consideradas outras técnicas para poder aferir esse

parametro, como AFM, SEM e XRD, apresentadas no seguimento.

3.3 AFM

Como descrito anteriormente, a semelhanca da metodologia considerada na
analise DLS, comecou-se por usar particulas de poliestireno para optimizar a técnica
AFM. As imagens resultantes do AFM (diferentes regides do cristal) foram tratadas no
programa JFK Data Processing, tendo sido medidos os didametros de 100 particulas (25
particulas em 4 zonas distintas). Estudaram-se 4 zonas para assim se poder diminuir o
erro obtido comparativamente a medida de 100 particulas numa Gnica zona. Na figura
36, observa-se uma imagem do AFM (uma regido) de AJ10 e AJ20 e na tabela 11 os
didmetros obtidos.

(a) AJ10 (b) AJ20
Figura 36: Particulas de poliestireno observadas por AFM (a) AJ10; (b) AJ20.
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Tabela 11: Diametro das particulas de poliestireno obtidas por AFM.

Particula Didmetro (nm) Diadmetro Erro Relativo
Fornecido (nm) %
AJ10 105.81 111 4,91
AJ20 199.65 199 0.33

Ao observar-se a figura 36 verifica-se que as particulas AJ10 sdo mais redondas
que as AJ20 (mais alongadas). Observa-se ainda que existem algumas situagdes
estranhas na imagem das particulas AJ20 (riscos, sombras), ndo se sabendo a sua
origem, podendo, no entanto, ser devido a artefactos do préprio AFM, sujidade do
cristal, entre outros. Pela andlise da tabela 11, confirma-se o maior didmetro das
particulas AJ20 relativamente ao das particulas AJ10, o que seria de esperar pelos
valores reais fornecidos pelo fabricante. Relativamente a técnica DLS constata-se que
no AFM, para as particulas AJ10 o erro relativo obtido foi superior, enquanto nas
particulas AJ20 foi menor, o que revela que a precisdo da medicdo por AFM sera tanto
melhor quanto maior for o didmetro das particulas.

Uma vez optimizada a técnica de AFM com as particulas de poliestireno,
procedeu-se a analise das amostras de nanoparticulas suspensas em &gua e huma mistura
agua/etanol. No primeiro caso ndo foi possivel obter nenhuma imagem. Tal pode ser
devido ao facto do cristal (apds limpeza) se tornar polar e como as particulas tém uma
natureza apolar, apds a colocacdo de uma gota da amostra no cristal, a agua sai, devido
a forcas de repulsdo, ndo ficando nenhuma particula no cristal. No segundo caso foi
possivel observar as amostras, como se pode ver na figura 37 (apenas se apresenta o
caso da analise da amostra NP1, visto que nas restantes amostras as imagens sdo muito
similares), mas ndo foi possivel obter o diametro das nanoparticulas, pois nédo é possivel
identifica-las individualmente, uma vez que se encontram bastante aglomeradas. Tal
situacdo vai de encontro aos resultados obtidos no Malvern Zetaziser Nano Series com a
mistura dgua/etanol, onde os elevados valores do diametro podem estar associados ao
tamanho médios dos aglomerados de particulas e ndo ao diametro médio individual das
mesmas. Procurou-se assim a utilizacdo de uma técnica mais adequada, como SEM e

XRD para se obter o diametro médio das nanoparticulas sintetizadas.
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Figura 37: Analise AFM a amostra de nanoparticulas NP1.

3.4 FEG-SEM e SEM

No FEG-SEM observaram-se as nanoparticulas imersas em agua. Juntamente
com as imagens da geometria de cada particula, também é possivel determinar o seu
diametro médio. Para o efeito faz-se uma contagem para obter a distribuicdo de
tamanhos de particulas de cada amostra, contudo nestes casos ndo foi possivel estudar
tal pardmetro, como se mostra a seguir. Ao FEG-SEM utilizado esta associado um
analisador EDS (como ja referido), sendo possivel fazer a andlise dos elementos
presentes em cada amostra de nanoparticulas e determinar a respectiva composicdo
atébmica. Nas figuras 38 a 42 observa-se a geometria das amostras NP1 a NP5 e os

respectivos EDS.
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EDS Spectrum 1 EDS Spectrum 2
Figura 38: Resultados da amostra NP1 obtidos por FEG-SEM/EDS.

Analisando a figura 38, constata-se que as nanoparticulas, na ampliacdo usada,
ndo sdo muito perceptiveis, contudo parecem ter uma forma cubica. Relativamente a
EDS estudaram-se duas zonas distintas, sendo os resultados idénticos. Na regido
designada Spectrum 1 verifica-se a presenca de O, Fe e Na, com uma percentagem
atobmica de 55.33, 29.22 e 15.46, respectivamente. A relacdo atomica Fe/O foi
quantificada, obtendo-se um valor de 0.528, indicando que a amostra ndo é composta
por FeO, Fe,03 ou Fe3O,4 puro, mas sim por uma mistura destes ou outros éxidos com
diferente estequiometria (a relacdo Fe/O nos 6xidos FeO, Fe,03 e Fes0,4 € de 1, 0.667 e
0.75, respectivamente). A presenca de Na na amostra pode ser devida a uma ma
lavagem das particulas ap0s a sintese, existindo nestas ainda alguma quantidade do
reagente NaOH. Na regido designada Spectrum 2 apenas esta presente O (65.57%) e Fe
(34.43%), com uma relagdo Fe/O de 0.525, reforcando a provavel composicédo de éxidos

discutida anteriormente.
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EDS Spectrum 1 EDS Spectrum 2
Figura 39: Resultados da amostra NP2 obtidos por FEG-SEM/EDS.

Da andlise da amostra NP2 (figura 39), verifica-se que estas nanoparticulas,
apesar de estarem muito aglomeradas, tornando muito dificil a sua andlise
individualmente, € possivel observar que possuem uma forma quase esférica. Repara-se
também que a amostra ndo € muito monodispersa, uma vez gque se observam facilmente
particulas com diferentes tamanhos, o que esta de acordo com os resultados obtidos por
DLS. Dos resultados da EDS para as duas zonas estudadas, averigua-se que a amostra
NP2 é essencialmente constituida por Fe (39.52% na regido Spectrum 1 e 44.04% na
regido Spectrum 2) e O (60.48% na regido Spectrum 1 e 55.96% na regido Spectrum 2),
ndo existindo, neste caso, qualquer outro elemento (ao contrario do observado na
amostra NP1), um bom indicador de uma adequada purificacdo da amostra. Na regido
Spectrum 1, a relacdo atobmica Fe/O tem um valor de 0.65, estando muito proximo da
relacdo apresentada pelo Fe O3 (0.66), enquanto que na regido Spectrum 2 a relacao
Fe/O tem um valor de 0.787 (proximo da relacdo apresentada pelo Fe3O,4). Ou seja,

pode-se concluir que a amostra NP2 tem Fe,O3 e Fe3O4 na sua constituicao.
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EDS Spectrum 1
Figura 40: Resultados da amostra NP3 obtidos por FEG-SEM/EDS.

Pela observacdo da figura 40 € dificil perceber qual a forma geométrica das
particulas na amostra NP3, aparecendo mais uma vez bastante aglomeradas. Por EDS na
regido designada Spectrum 1 observa-se que 0s elementos presentes sdo O (66.73%) e
Fe (33.27%), com uma relacdo Fe/O de 0.499, o que podera revelar também a presenca

de uma mistura de 6xidos nesta amostra.

62



Capitulo 3: Resultados e Discussdo

0 2 4 & &8 10 12 14 16 18
keV

EDS Spectrum 1
Figura 41: Resultados da amostra NP4 obtidos por FEG-SEM/EDS.

Os resultados obtidos na anélise FEG-SEM/EDS da amostra NP4 apresentam-se
na figura 41, sendo possivel observar que as particulas da amostra NP4 se encontram
aglomeradas sob a forma de filme. A respectiva analise EDS evidencia, na regido
analisada, a presenca de O (48.64%), Fe (23.10%), 9.83% de CIl (proveniente do
percursor FeClz.6H,0) que pode ser devido a uma ma lavagem e 18.63% de Al que
indica que existe uma pequena zona do stubb que nao foi “preenchida” com amostra. O
valor da relagdo Fe/O (0.47) ndo indica a presenca de apenas um dos tipos de oxidos de

ferro ja referidos, mas sim uma possivel mistura.
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EDS Spectrum 1 EDS Spectrum 2
Figura 42: Resultados da amostra NP5 obtidos por FEG-SEM/EDS.

Ao examinar-se a figura 42, correspondente a amostra NP5, observa-se que
existem particulas mais pequenas e outras um pouco maiores, podendo estas Ultimas ser
aglomerados das particulas mais pequenas, sendo dificil concluir sobre a sua forma. A
amostra NP5 possui na sua composicdo O e Fe, com valores de percentagem atémica de
59.60 e 24.61%, (regido Spectrum 1) e 61.53 e 21.92% (regido Spectrum 2),
respectivamente. A relacdo Fe/O toma valores de 0.413 (regido Spectrum 1) e 0.356
(regido Spectrum 2), o que podera revelar a presenca de uma mistura de 6xidos nesta
amostra. Também se observa a presenca de Al (12.56% na regido Spectrum 1 e 11.82%
na regido Spectrum 2), que corresponde a zonas do stubb que ndo contem amostra
(como ja referido para casos anteriores), e Au (3.23% na regido Spectrum 1 e 4.73% na
regido Spectrum 2) que pode advir do facto de as amostras terem sido levadas ao sputter
(tendo sido revestidas por uma pelicula de ouro e paladio para as tornar condutoras).

Relativamente ao diametro médio das nanoparticulas, ndo sendo possivel
realizar medicOes e contagens individuais das nanoparticulas, com as imagens
disponiveis, ndo foi possivel por este método obter esses valores. Foi possivel contudo

verificar que as particulas estdo muito aglomeradas, o que pode indicar que os diametros
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obtidos com a técnica de DLS sejam referentes aos aglomerados de particulas e nédo as
particulas individuais.
Por SEM examinaram-se as amostras de nanoparticulas suspensas na mistura

agua/etanol, observando-se os resultados para todas as amostras nas figuras 43 a 45.

(2) NP1 (b) NP2
Figura 43: Imagens SEM das amostras (a) NP1 e (b) NP2.

(a) NP3 (b) NP4
Figura 44: Imagens SEM das amostras (a) NP3 e (b) NP4.

(a) NP5 (b) NP6
Figura 45: Imagens SEM das amostras (a) NP5 e (b) NP6.
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Observando as figuras 43 a 45, verifica-se que as imagens de SEM tém muito
menos qualidade e resolucdo que as obtidas por FEG-SEM. Nestes casos, ainda € mais
dificil observar particulas individuais. Em todos os tipos de nanoparticulas verifica-se
que as particulas estdo muito aglomeradas, ndo se conseguindo descobrir quais as suas
formas geométricas.

Com esta técnica analitica também ndo se consegue efectuar o célculo do
didmetro das nanoparticulas, visto que a ampliagdo € muito pequena (ainda mais que a
das imagens de FEG-SEM).

3.5 XRD

No sentido de tentar obter o tamanho médio do cristal das nanoparticulas por um
outro método e a composi¢do de cada uma das amostras, fez-se a analise de todas as
amostras sintetizadas por XRD. Os resultados obtidos sdo apresentados nas figuras 46 a
51 e foram, posteriormente, analisados no software Match!2, com o intuito de verificar
quais os elementos presentes em cada amostra e quais 0s planos (hkl) correspondentes a
cada particula (aqui, para além do software Match!2, também se compara com o0s

valores padrdo da difraccdo, fornecidos pelo CEIT para os elementos Fe3O,4, a-Fe,0O3 e

v-Fe;03).
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Figura 46: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP1.
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Figura 47: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP2.
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Figura 48: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP3.
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Figura 49: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP4.
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Figura 50: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP5.
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Figura 51: XRD Intensidade vs. 26 da amostra NP6.

Através do software Match! 2 é possivel identificar as fases presentes em cada
amostra (apenas interessa 0s compostos de Fe e O), tendo especial atengdo aos valores
de FoM (figure-of-merit) apresentados pelo software e a sua cor (um valor elevado de
FoM indica uma maior probabilidade de esse composto estar presente, ou seja, um valor
aceitavel aparecera a verde, caso apareca a laranja avermelhado ndo é tdo provavel a

presenca de tal composto na amostra), como se pode exemplificar na figura 52 [115].

FoM FoM

0.8729 0.7146

0.8715 0.7132
(@) (b)

Figura 52: Exemplo de um valor FoM aceitavel (a) e de um menos aceitavel (b).

Assim sendo, constata-se que a amostra NP1 é constituida maioritariamente por
Fe30,4, apresentando um valor de FoM de 0.7403. A amostra NP6 é também constituida
maioritariamente por FesO,4, possuindo um valor de FoM bastante superior (0.8729).

Nestas duas amostras, comparando-se com os valores padrdo de difraccdo, também se
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constata que h& maior probabilidade do Fe3O, estar presente na amostra NP6. Tal é
revelado na figura 51 pelo facto dos planos (311) e (440), caracteristicos da magnetite,
serem 0S maiores picos existentes, indo de encontro aos valores padrdo. As amostras
NP3 e NP4 apenas tém um valor aceitavel de FoM (0.78118 e 0.7875, respectivamente),
considerando a presenca de Fe metalico, possuindo contudo também magnetite e
Woustite (valores de FoM baixos, 0.6841 e 0.6614). Nestas duas amostras ndo se exibem
os planos cristalograficos nas figuras 48 e 49, visto que ndo existem oxidos de ferros
com valores de FOM aceitaveis que indiciem uma grande probabilidade de estarem
presente na amostra. Por sua vez, a amostra NP2 tem na sua composi¢cdo 61.6% de
magnetite e 38.4% de maghemite com valores de FoM de 0.8528 e 0.7399,
respectivamente, acontecendo o mesmo na amostra NP5. Contudo, neste caso a
composicdo da amostra é de 56.9% em magnetite (FoOM de 0.8516) e 43.1% em
maghemite (FoM de 0.7673). Nestes dois ultimos casos, por comparacao com os valores
padrdo de difraccdo ndo é possivel retirar conclusGes, visto que os planos
cristalogréficos, observados nas figuras 47 e 50, que sdo caracteristicos da magnetite e
maghemite, se sobrepdem. Ainda no caso da amostra NP2, os resultados estdo de
acordo com os obtidos por FEG-SEM/EDS, onde também se verificou a presenca de y-
Fe,O3 e de Fe;0a.

Conclui-se assim que as amostras NP1 e NP6 sdo as que apresentam maior
composicdo em magnetite. No entanto, as nanoparticulas da amostra NP6 sdo as que
apresentam uma maior pureza, visto que o valor de FoOM é muito mais elevado, o que
indica uma maior possibilidade da existéncia de magnetite nessa amostra. Em sentido
contréario, ou seja, as que ndo contém vestigios de magnetite sdo as amostras NP3 e
NP4, o que estd em linha com a auséncia de comportamento magnético observado por
estas amostras.

Em relacdo ao efeito da razdo molar NaOH/precursor na quantidade de FezO4
sintetizado, constata-se que uma razdo molar NaOH/precursor de 4 (casos das amostras
NP1 e NP6) conduz a bons resultados. Por outro lado, quando esse valor é de 2
(amostras NP3 e NP4) os resultados, como ja foi referido, ndo foram de encontro ao
pretendido, ndo se conseguindo, nestas condicdes, sintetizar Fe3O4. No caso de valores

de razdo molar NaOH/precursor superiores (8 para a amostra NP2 e 6 para a amostra
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NP5) os resultados revelam nestas amostras, para além de Fe3O,4, também a presenca de
v-Fe,0s.

Por XRD é também possivel saber qual o tamanho médio dos cristais de cada
uma das amostras sintetizadas, usando para tal a equagdo (11) apresentada na sub-
seccdo 2.2.5. Na figura 53 representam-se as constantes dessa equacédo e sua relagédo
com os picos de XRD obtidos. Nos anexos, mostra-se como se efectuou o calculo para
todas as amostras. Na tabela 12 encontra-se os diametros obtidos paras todas as

nanoparticulas.

Intensigafle

Figura 53: llustracdo das constantes da equacdo de Scherrer, em que I, corresponde a intensidade no
maior pico e B a diferenca entre 26, e 20, a meio de |, (Adaptado de [116]).

Tabela 12: Tamanho médio de cada uma das nanoparticulas.

Amostra Tamanho

médio (nm)
NP1 22.8
NP2 25.7
NP3 21.6
NP4 21.6
NP5 16.0
NP6 21.9

Pela anélise da tabela 12, conclui-se que as nanoparticulas da amostra NP5 sdo
as que possuem um menor diametro, enquanto que as nanoparticulas da amostra NP2
sdo as que ttm o maior didmetro. Comparando estes resultados com os obtidos na
técnica de DLS (unica em que foi possivel obter valores para o didametro), verifica-se
que os valores obtidos sdo bastante dispares, obtendo-se neste caso tamanhos médios na
casa das duas dezenas, enquanto que no DLS se obteve valores na casa das centenas e,
em alguns casos, na dos milhares. Assim sendo, pode-se afirmar uma vez mais que 0s

resultados da técnica de DLS dizem respeito ndo a particulas individuais, mas sim a
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aglomerados de particulas. Em comparacdo com os valores obtidos na literatura, 0s

didmetros aqui obtidos séo bastante inferiores [43].

3.6 Estudo do Escoamento de Nanoparticulas em Microcanais

Como ja foi referido, em primeiro lugar foi estudado o escoamento de dois
fluidos (Dx40 e Dx40 com GVs em suspensdo) num microcanal em PDMS com duas
entradas e saidas com o intuito de se verificar se existe mistura destes dois fluidos. As
imagens foram capturadas com uma objectiva de 10x (abertura numérica de 0.25), com
uma resolucédo de 800x400 pixels, com uma velocidade de 400 frames/s e um caudal de
1 ul/min. Como se pode visualizar na figura 54 (a), ndo houve mistura dos dois fluidos.
De seguida introduziram-se as nanoparticulas comerciais de FezO4 (concentracdo de
1%) ao sangue e aplicou-se um campo magnético, com o objectivo de verificar se estas
se aglomeram na zona da parede em que é aplicado esse campo. Tal facto ndo acontece,
como se observa na figura 54 (b), que foi adquirida com 0s mesmos pardmetros

anteriores.

Sangue + Nanoparticulas

(a) (b)

Figura 54: Sangue com (a) 5%Hct e (b) com nanoparticulas misturadas aplicando-se um campo
magnético.

Numa segunda fase foi também testado com um unico fluido com nanoparticulas
em suspensdo. No entanto, neste caso, foi observado a formagdo de uma grande
guantidade de aglomerados contendo GVs e nanoparticulas junto das paredes dos
microcanais. Assim, optou-se por efectuar novos estudos usando microcanais circulares
de vidro em borosilicato com 300 um (Vitrocom, EUA). Como ja referido
anteriormente, com o intuito de se visualizar a camada de plasma fez-se o escoamento

s6 com sangue (5%Hct). A visualizagdo da camada de plasma é um fendémeno
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fisiol6gico que acontece no ser humano e pretende-se verificar se este mesmo fendmeno
sofre alguma alteracdo com a juncéo de nanoparticulas magnéticas.

Estes testes foram efectuados com um caudal de 2 pl/min, usando uma objectiva
de 20x, com uma resolucdo de 800x600 pixels e uma velocidade de 1000 frames/s. As
imagens obtidas foram transferidas para o computador e avaliadas com o software
Image J. Em primeiro lugar converte-se o video numa sequéncia de imagens estaticas
ndo sendo necessario, neste estudo, converter as imagens para niveis de cinzento.
Depois foi necessario calibrar a imagem, seleccionando a opcao Set Scale no comando
Analyze. De seguida procede-se ao seu realce por aplicagdo de um filtro (Unsharp
Mask) e delimitou-se a area correspondente a CP (em cima e em baixo). Para tal,
desenhou-se um quadrado em que se seleccionou a opcdo Draw (presente no comando
Edit) com o objectivo de apenas se visualizar as linhas desse rectangulo. Na figura 55
(@) pode-se observar a imagem original retirada num plano préximo ao centro do
microcanal, enquanto que na figura 55 (b) pode-se visualizar a mesma imagem tratada

com a area da camada de plasma seleccionada junto as paredes do microcanal.

Camada Plyssa (parte cena)

Camada Plasssa (parte bao)

@ (b)

Figura 55: Sangue com 5%Hct, onde (a) é a imagem original e (b) imagem tratada com a zona
correspondente & camada de plasma.

De seguida, para retirar os valores da espessura € necessario redesenhar o
rectangulo, mas neste caso foi seleccionada a opgédo Fill (também presente no comando
Edit), ficando o rectdngulo com a area preenchida como se pode observar na figura 56.
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De seguida, seleccionou-se a ferramenta de rastreamento (varinha) para obter os valores

da espessura da camada de plasma que foram posteriormente tratados em Excel.

Figura 56: Tratamento de imagem realizado na camada de plasma (parte cima e parte baixo) no sangue
com 5% de hematécrito com o objectivo de determinar as suas espessuras.

3.6.1 Efeito das Nanoparticulas na Camada de Plasma (Auséncia de

Campo Magnético)

Posteriormente, introduziram-se nanoparticulas juntamente com o sangue para
averiguar qual o efeito destas na camada de plasma, como ja mencionado. As imagens
foram obtidas da mesma forma que o caso apresentado anteriormente, tendo sido
efectuadas as mesmas etapas para se observar a espessura da CP. Neste caso, apenas se
apresenta o exemplo de duas nanoparticulas sintetizadas neste trabalho (amostra NP4,
representativa das particulas ndo magnéticas e amostra NP6, representativa das
particulas magnéticas). Nas figuras 57 e 58 observa-se, respectivamente, as imagens
obtidas com as amostras NP4 e NP6, onde (a) representa a imagem original e (b) a area
demarcada da camada de plasma. Mais uma vez estas figuras correspondem a uma zona

central do microcanal.

(@) (b)

Figura 57: Amostra NP4, onde (a) é a imagem original e (b) a zona correspondente a camada de plasma.
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(@) (b)

Figura 58: Amostra NP6, onde (a) é a imagem original e (b) a zona correspondente a camada de plasma.

Na figura 59 sdo apresentados os valores correspondentes a espessura da camada
de plasma destas duas amostras e das nanoparticulas comerciais ja referidas, misturadas

com O sangue.
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Figura 59: Espessura da camada de plasma para o sangue com 5 %Hct e este misturado com 4 tipos
distintos de nanoparticulas.

Os resultados da figura 59 sugerem que a presenca de nanoparticulas magnéticas
proporciona a diminuicdo da espessura da camada de plasma, tendo o escoamento com
sangue obtido um valor de CP (cima) de 32.07 um e CP (baixo) de 37.06 um. Estes
resultados sugerem que as nanoparticulas no plasma diminuem, de alguma forma, a
tendéncia dos Gvs em migrarem axialmente. Por outro lado, a presenca de
nanoparticulas ndo magnéticas (NP4) proporcionou um ligeiro aumento da espessura da
camada de plasma (CP (cima) tem uma espessura de 32.78 um e CP (baixo) de 39.19
um), podendo dever-se quer ao facto de a densidade das nanoparticulas na amostra NP4
ser menor que a densidade das nanoparticulas na amostra NP6 (visivel nas figuras 57 e
58, em que a parte central da figura 58 é muito mais uniforme e mais densa que a da
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figura 57), quer ao facto de as NP4 formarem aglomerados de GVs e nanoparticulas
(partes mais escuras na figura 57).

De salientar ainda, que em termos gerais, a camada de plasma da parte de baixo
possui valores ligeiramente superiores quando comparados com os valores da parte de
cima dos microcanais. Esta discrepancia, pode dever-se a erros provenientes do
tratamento de imagem e devido ao facto de o microcanal ndo se encontrar
completamente horizontal e conter uma ligeira inclinacdo devido a construcdo adoptada.
Na figura 60 € possivel observar ndo s6 o microcanal como também, com o campo

magnético que foi empregue nas proximas etapas.

l-lhl\

Microcanal

Agulba

Figura 60: Microcanal de vidro borosilicato de 300um e metodologia usada para aplicar o campo
magnético.

3.6.2 Efeito das Nanoparticulas na Camada de Plasma (Campo

Magnético Aplicado)

Na etapa seguinte aplicou-se um campo magnético ao escoamento de cada uma
dessas nanoparticulas misturadas com sangue (com 5%Hct), como se pode observar na
figura 60. Em todos os casos variou-se 0 campo magnético, tendo valores de 61.5, 123.1
e 138.5 G, como mostrado anteriormente, obtendo imagens minuto a minuto a medida
gue se aumentava 0 campo magnético. Isto apenas ndo sucedeu no caso do estudo
realizados com as nanoparticulas da amostra NPCE, na zona central, para a situacdo em
que foi aplicado um campo magnético de 138.5 G.

As imagens correspondentes a cada uma destas misturas foram adquiridas e
tratadas usando o mesmo procedimento das etapas anteriores. Foram retiradas imagens
de distintas zonas do microcanal de vidro, como se pode observar na figura 61 (na zona

onde € aplicado o campo magnético - “meio central (C) ” -, na zona imediatamente
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anterior e posterior a este campo — “antes montante (M) ” e “depois jusante (J) ”,

respectivamente — e huma zona a montante mais afastada do campo magnético, cerca de

650 um para trds — “mais montante (MM)” (ver figuras 62 e 63). Para estas situacoes

apenas se mostram as imagens obtidas para dois tipos de nanoparticulas (NPCE e NP6)

para 0 caso em que é aplicado um campo magnético de 138.5 G, como se observa nas

figuras 62 e 63, onde (a), (c), (e) e (g) correspondem as imagens originais

correspondente a cada uma das 4 zonas e (b), (d), (f) e (h) a area da espessura da

camada de plasma nessas mesmas zonas.

mals montante (VM) meio central (C)

depois jusante (J)

antes montante (M)

Figura 61: Diferentes zonas do microcanal.
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antes montante (M)

—20m2

zoma M

meio central (C)

(9) (h)
depois jusante (J)

Figura 62: Imagens obtidas no escoamento de nanoparticulas da amostra NPCE nas vérias zonas
estudadas quando sujeitas a um campo magnético de 138.5 G.

(@ (b)

mais montante (MM)
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antes montante (M)

(e) )

meio central (C)

() (h)
depois jusante (J)

Figura 63: Imagens obtidas no escoamento de nanoparticulas da amostra NP6 nas véarias zonas estudadas
guando sujeitas a um campo magnético de 138.5 G.

Nas figuras 64 a 66 podem ser observados os valores correspondentes a camada
de plasma para estas duas amostras e para a amostra NPC. Estes graficos representam a
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espessura da camada de plasma tendo em consideracdo a zona estudada e o campo
magnético aplicado.

OCP (baixo) ®CP (cama)
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Figura 64: Espessura da camada de plasma observada nos estudos com a nanoparticulas NPCE, tendo em
conta as distintas zonas estudadas e o campo magnético aplicado.

Tendo em consideracdo a figura 62 e os resultados da figura 64, para o caso dos
estudos conduzidos com a amostra NPCE, verifica-se a existéncia de camada de plasma
na parte de baixo na zona “MM?”, diminuindo a sua espessura na zona seguinte (“M”)
para desaparecer por completo nas zonas a seguir (“C” e “J”), verificando-se isto
independentemente do campo aplicado. Na zona onde €é aplicado 0 campo magnético
(“C”), observa-se que as nanoparticulas comecam a aglomerar, ocorrendo um fenémeno
fluidico bastante interessante. Este € visivel na figura 62 (e) e (f), em que se observa um
escoamento trifasico. A primeira fase é uma parte com zonas praticamente sem células
(zona 1) e corresponde a camada de plasma, a fase seguinte € uma zona mais evidente
(zona 2) e corresponde a zona central (cor “avermelhada) onde se pode observar uma
elevada concentracdo de GVs devido a tendéncia destas células em migrarem para o
centro do microcanal. Uma terceira fase (zona 3) corresponde a uma zona com uma
menor concentragdo de células sanguineas, verificando-se uma mistura do “plasma”
(soro fisiologico e Dx40) juntamente com as nanoparticulas magnéticas que estdo a
migrar na direccdo do campo magnetico situado na parede inferior. Adicionalmente
existe uma outra zona mais escura (zona 4) que diz respeito a aglomeracdo das
nanoparticulas devido as forcas magnéticas geradas pelo campo magnético aplicado
exteriormente.

Por sua vez, para a camada de plasma existente na parede de cima e na zona
“C”, quando sujeitas a um campo magnético de 138.5 G, verifica-se um aumento

relativamente grande em relacdo aos outros 2 casos. Isto pode dever-se ao facto de aqui
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a imagem ter sido adquirida com mais de 1 min de intervalo, como ja referido. Aqui
também se averigua que quanto maior o nimero de imanes existe uma ligeira tendéncia

da camada de plasma na parte superior aumentar, podendo dever-se ao facto de os GVs
zona do campo magnético.

OCP (baixo) ®CP (cima)

conterem Fe na sua composicdo, fazendo com que os GVs também se aproximem da
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Figura 65: Espessura da camada de plasma observada nos estudos com as nanoparticulas NP6, tendo em
conta as distintas zonas estudadas e o campo magnético aplicado.
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Figura 66: Espessura da camada de plasma observada nos estudos com as nanoparticulas NPC, tendo em
conta as distintas zonas estudadas e 0 campo magnético aplicado.

Analisando as figuras 63, 65 e 66, verifica-se que, contrariamente ao observado
nos estudos com as nanoparticulas NPCE, a camada de plasma existente na parte de
baixo da zona “MM?”, tem tendéncia a desaparecer nas duas zonas seguintes (“M” e
“C”), pois as particulas NP6 e NPC comecam logo a aglomerar-se na zona anterior onde
¢ aplicado o campo magnético (“M”). Contudo, a CP reaparece novamente depois da
zona onde se aplica o campo magnético (“J”’), uma vez que, contrariamente as NPCE,

ndo existe, possivelmente, micro-turbuléncias que proporcionam o aumento da mistura
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dos varios elementos que constituem o fluido. Na regido “J”, a mistura das
nanoparticulas NPCE com os GVs promove a formagdo de uma zona com uma baixa
concentracdo de GVs quando comparada com a zona axial do microcanal.

Relativamente a camada de plasma na parte de cima, também aqui, como no
caso dos estudos conduzidos com as nanoparticulas NPCE, quanto maior o campo
magnético maior a camada de plasma na zona “C”.

Nas figuras 67 a 70 apresentam-se novamente 0s resultados com as espessuras
da camada de plasma (cima e baixo), mas neste caso organizados tendo em conta as

diferentes particulas e o campo magnético aplicado.

CCP (taixo) ®CP (cima)

‘ ‘ -
‘ |
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NP6 NPC NPCE| NP6 NPC NPCE NP6 NPC NPCE

Espessura (jun)
s

61,5 123,1 138,5
Campo Magnético (G)

Figura 67: Espessura da camada de plasma na zona “MM?” observada nos estudos com as diferentes
nanoparticulas, tendo em consideracdo o campo magnético aplicado.

Pela observacdo da figura 67, verifica-se que em todas as nanoparticulas existe
camada de plasma quer em cima quer em baixo. Tendo em conta a espessura da camada
de plasma na parte inferior, repara-se que esta é sempre menor quando se utilizam as
nanoparticulas NPC, enquanto que a utilizacdo das nanoparticulas NPCE levam a uma
menor camada de plasma em cima (caso em que 0 campo magnético é de 61.5 G). Nos
casos em que sdo aplicados um campo de 123.1 e 138.5 G nada se pode concluir, pois
as pequenas diferencas que se verificam podem dever-se a erros cometidos durante o

processamento de imagem.
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OCP (baixo) ®CP (cma)
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Figura 68: Espessura da camada de plasma na zona “M” observada nos estudos com as diferentes
nanoparticulas, tendo em consideracdo o campo magnético aplicado.

Na figura 68, constata-se que apenas as NPCE levam a formacéo de camada de
plasma na parte inferior da zona “M” e que a espessura da camada de plasma na parte
superior é sempre inferior comparativamente aos estudos conduzidos com as

nanoparticulas NP6 e NPC.

OCP (baixo) ®CP (cma)
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Figura 69: Espessura da camada de plasma na zona “C” observada nos estudos com as diferentes
nanoparticulas, tendo em consideracdo o campo magnético aplicado.

Analisando os resultados obtidos na zona “C”, figura 69, observa-se que nédo
existe camada de plasma na parte de baixo, independentemente do tipo de particulas
utilizadas nos estudos, uma vez que em todas elas se verificou a formacdo de um
aglomerado de particulas junto a parede, quando sujeitas a um campo magnético. Nesta
situacdo verifica-se que a camada de plasma na parte de cima aumenta com 0 campo
magnético, sendo que é no caso dos estudos conduzidos com as nanoparticulas NPC que
se obtém os maiores valores para a espessura da CP. Em sentido contrério, as

nanoparticulas que conduzem a menores valores da CP sdo as NPCE. Esta situacdo
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pode acontecer pelo facto da area de particulas aglomeradas junto a parede ser maior
nos estudos com as nanoparticulas NPC e menor no caso em que foram utilizadas as

nanoparticulas NPCE, como vamos discutir mais a frente.
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Figura 70: Espessura da camada de plasma na zona “J” observada nos estudos com as diferentes
nanoparticulas, tendo em conta o campo magnético aplicado.

Por ultimo pela andlise da figura 70, verifica-se que na zona “J” apenas nos
estudos com as nanoparticulas NPCE ndo se observa camada de plasma na parte de
baixo. Em relacdo a camada de plasma na parte superior, vé-se que, nos casos em que
sdo aplicados um campo magnético de 61.5 e 138.5 G, as espessuras sdo bastante
préximas, podendo indicar que nesta zona ndo existe muita influéncia do campo
magnético e do tipo de particulas utilizadas. O facto desta situacdo ndo acontecer com
um campo magnético de 123.1 G pode indicar que foi cometido algum erro durante a

aquisicao e/ou tratamento da imagem.

3.6.3 Nanoparticulas Aglomeradas Consoante o Campo Magnético

Aplicado
A J(ltima etapa deste trabalho teve como objectivo o calculo da &rea de

nanoparticulas aglomeradas junto a parede em que foi aplicado o campo magnético.
Foram utilizadas todas as nanoparticulas sintetizadas neste trabalho (NP1, NP2, NP3,
NP4, NP5 e NP6), as NPC e as NPCE, todas elas com uma concentracdo de 1% e
suspensas em soro, como ja mencionado anteriormente. Foi estudado o escoamento em
soro de todas estas nanoparticulas e o escoamento em sangue com 5%Hct das NP6,
NPC e NPCE. Para as nanoparticulas misturadas com GVS usou-se 0S mesmos

parametros utilizados anteriormente. De referir que as nanoparticulas misturadas em
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soro foram observadas com uma objectiva de 10x com zoom de 1.6, com uma resolucéo
de 800x600 pixels e com um caudal de 10ul/min.

Para o tratamento destas imagens (com soro e sangue) recorreu-se uma vez mais
ao software Image J, onde se converteu o video numa sequéncia de imagens estaticas,
ndo sendo uma vez mais necessario converter as imagens em niveis de cinzento. E
indispensavel, novamente, calibrar a imagem e aplicar o filtro Unsharp Mask. De
seguida traca-se as areas correspondentes as nanoparticulas com o auxilio da ferramenta
Polygon selections, seleccionando-se no menu Plugins e submenu Analyze o comando
Measure and Label para se obter o valor da area (um?).

Na figura 71 observa-se a area delimitada para o caso dos estudos realizados
com as nanoparticulas NP6 em soro - (a) - e em sangue - (b) -, quando sujeitas a um
campo magnético de 138.5 G.

e
(a) Soro (b) Sangue

Figura 71: Area delimitada pelas nanoparticulas NP6 em soro - (a) - e em sangue - (b) - quando sujeitas a
um campo magnético de 138.5 G.

Para o escoamento em soro das nanoparticulas NP3 e NP4 (comportamento nédo
magnético) ndo sdo apresentados os resultados do calculo da area visto que, como ndo
apresentam comportamento magnético, ndo ocorre aglomeragdo de particulas junto a

zona onde se aplicou 0 campo magnético, como se pode visualizar na figura 72.
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Figura 72: Visualizacdo do escoamento contendo as nanoparticulas NP4 quando se aplica um campo
magnético.

Outros dos fendmenos que ocorreram nos estudos realizados estdo apresentados
na figura 73, onde se observa os comportamentos das nanoparticulas NPC, NPCE e NP6
apo6s ser retirado o ultimo campo magnético (138.5 G). De salientar que as
nanoparticulas NP1, NP2 e NP5 tém o mesmo comportamento das nanoparticulas NPC

e NP6, mas ndo sdo aqui apresentadas.

(2) NP6 (b) NPC (c) NPCE

Figura 73: Comportamento das nanoparticulas (a) NP6, (b) NPC e (c) NPCE quando é retirado o campo
magnético.

Analisando a figura 73 observa-se que, ap0s remover 0 campo magnético, as
nanoparticulas NP6 e NPC continuam aglomeradas a parede, se bem que essa
quantidade diminui ligeiramente, enquanto que as nanoparticulas NPCE desaparecem
por completo, entrando na corrente normal da suspensdo. Tal pode dever-se ao facto de
estas possuirem um encapsulamento de &cido citrico e sal de sddio, o que impede que
haja interac¢do entre as particulas e a superficie do microcanal e que as particulas
mantenham magnetizacao entre elas aquando da auséncia do campo, uma vez que existe

um revestimento que impossibilita o contacto directo entre elas.
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Nas figuras 74 e 77 visualiza-se, respectivamente, as areas aglomeradas das
diferentes nanoparticulas suspensas em soro e em sangue com 5%Hect, nos diferentes

estudos de escoamento conduzidos.
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Figura 74: Area correspondente a aglomeragao das nanoparticulas nos estudos realizados em soro.

Analisando a figura 74 constata-se que a medida que aumenta a intensidade do
campo magnético, a area de nanoparticulas aglomeradas é cada vez maior. Para 0 caso
das nanoparticulas NPC, com excepcdo da situacdo em que é aplicado um campo
magnético de 61.5 G, estas sdo aquelas que tém uma &rea menor. No caso em que é
aplicado este campo, sO as nanoparticulas NPCE é que possuem uma area de
aglomeracédo inferior. Por outro lado, as nanoparticulas que possuem uma area de
aglomeracéo superior sao as NP2 (caso em que € aplicado um campo de 61.5 G e 123.1
G) e as NP6 (campo aplicado de 138.5 G). Entre as particulas sintetizadas, as NP5 sdo
as que formam o menor aglomerado de nanoparticulas.

Nas figuras 75 e 76 analisa-se a influéncia do tamanho das nanoparticulas
sintetizadas, da sua composicdo e do campo magnético aplicado na area de

aglomeracéo.
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Figura 75: Area correspondente a aglomeracio das nanoparticulas sintetizadas tendo em conta o
didmetro de cada uma delas.
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Figura 76: Area correspondente & aglomeragao das nanoparticulas sintetizadas em fung&o do campo
magnético aplicado.

Pela andlise da figura 75 verifica-se, de uma forma geral, que a area das
nanoparticulas aglomeradas junto a parede aumenta a medida que aumenta o tamanho
das nanoparticulas. No entanto, pela observacdo da figura 76 constata-se que a
composicdo das nanoparticulas também tem influéncia na area. Ou seja, para as
nanoparticulas compostas somente por magnetite (NP1 e NP6), verifica-se um aumento
muito pronunciado da area aglomerada com o aumento do campo magnético, aumento
esse ndo tdo pronunciado nos ensaios realizados com as particulas compostas por uma
mistura de magnetite e maghemite (NP2 e NP5). Nas NP6 e nas NP1 verifica-se um
aumento de &rea superior a 100% quando se aumenta 0 campo magnético de 61.5 G
para 138.5 G, enquanto que nas NP2 esse crescimento é inferior a 50%. Tal
comportamento pode ser devido ao facto da magnetite pura ser um material mais

magnético que a mistura de magnetite com maghemite, fazendo com que as
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caracteristicas magnéticas da magnetite se intensifiquem aquando do aumento da

intensidade do campo magnético.
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Figura 77: Area correspondente a aglomeracao da nanoparticulas NP6, NPC e NPCE nos estudos
conduzidos em sangue.

Por andlise da figura 77, verifica-se que as areas de aglomerados aqui formadas
sdo de uma maneira geral inferiores as obtidas nos estudos em soro. Contudo, tal como
no caso anterior, & medida que se aumenta 0 campo magnético também aumenta a area
de aglomerado de nanoparticulas. Repara-se também que as nanoparticulas NPC séo as
que formam uma area superior, enquanto as nanoparticulas NPCE s&o as que originam

uma area menor.
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4.1 Conclusdes

Este trabalho teve como objectivos principais a sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro e o estudo do seu comportamento num
fluido composto por células sanguineas a escoarem num microcanal sujeitos a um
campo magnético. As principais concluses retiradas deste trabalho sdo as seguintes:

A sintese pelo processo solvotérmico usando FeCl; como precursor,
etilenoglicol como solvente e NaOH como base, permite obter nanoparticulas
magnéticas com elevado rendimento. O pH bésico, 0 aumento da temperatura e a
conversdo completa do FeCl; (filtrado incolor) fazem com que o rendimento de sintese
seja superior. Do estudo da influéncia do pH do meio no processo de sintese, conclui-se
que o comportamento magnético é afectado pelo pH do meio, sendo que as particulas
com comportamento magnético sdo formadas em meios com pH basico.

Em relacdo as técnicas empregues na sua caracterizagdo reparou-se que as
técnicas usadas ndo permitiram retirar muitas conclusoes, principalmente no que toca a
determinacdo do didametro médio das nanoparticulas, como aconteceu nas técnicas de
DLS, AFM e FEG-SEM. O problema comum a todas estas técnicas residiu no facto de
se ter verificado uma elevada aglomeracdo das particulas, impedindo assim uma
correcta avaliacdo dos resultados. A difracgdo de raios-X foi de entre as vérias técnicas
aplicadas aquela que permitiu tirar conclus@es elucidativas. Foi assim possivel conhecer
a composicao das amostras, bem como o tamanho médio das nanoparticulas. Em termos
de tamanho conclui-se que todas elas possuem um tamanho inferior a 50 nm, indicando
que poderdo ser aplicadas em hipertermia magnética. Em termos de composicao
verificou-se que apenas nas amostras NP6 e NP1 se conseguiu obter nanoparticulas
compostas somente por Fe3O4. Assim sendo, tendo em consideracdo a composi¢do em
Fes0,4 e o rendimento obtido conclui-se que as nanoparticulas NP6 sdo aquelas que
obtiveram melhores resultados.

Nos estudos de escoamento realizados verificou-se que as nanoparticulas,
magnéticas e ndo magnéticas, tém influéncia na espessura da camada de plasma do
sangue, sendo que as nanoparticulas magnéticas promovem a diminuigdo dessa
espessura enquanto as nanoparticulas ndo magnéticas promovem o aumento dessa
espessura. Conclui-se também que, dependendo do tipo de nanoparticulas e das zonas

que se analisa, se obtém distintos comportamentos. No caso das nanoparticulas NPCE a

90



Capitulo 4: Conclus6es e Trabalhos Futuros

camada de plasma apdés a zona “M” deixa de existir, enquanto que com as
nanoparticulas NP6 e NPC a camada de plasma desaparece na zona “M” e¢ “C”, mas
reaparece na zona “J”. Relativamente a area de nanoparticulas aglomeradas junto a
parede, quando se aplica um campo magnético, conclui-se que esta area aumenta com o
aumento do campo magnético, com o tamanho das particulas e quando sdo compostas
apenas por magnetite. No caso em que, posteriormente, se retira 0 campo magnéetico
verifica-se que existe influéncia quando as nanoparticulas sdo encapsuladas (o
aglomerado de nanoparticulas NPCE desaparece).

Apos a realizacdo de todos estes estudos, pode-se concluir que de todas as
nanoparticulas magnéticas sintetizadas ao longo deste trabalho, apenas as NP1, NP2,
NP5 e NP6 tém propriedades que podem permitir que estas sejam aplicadas na
hipertermia magnética. Contudo, seria necessario efectuar mais alguns testes ao nivel do
escoamento, de forma a provar que quando é aplicado um campo magnético alternado, a

temperatura aumenta para os valores pretendidos.

4.2 Trabalhos Futuros

Como trabalhos futuros seria interessante, na parte da sintese de nanoparticulas,
variar mais parametros como os tipos de precursor, o tempo de reac¢do e novas formas
de lavagem e separacdo das particulas, mais eficazes, de modo a procurar aumentar
assim o respectivo rendimento.

Na parte de caracterizacdo das nanoparticulas devia-se procurar um solvente, ou
uma técnica mais eficaz, de forma a impedir que as particulas depositem rapidamente e
se aglomerem, influenciando negativamente os ensaios que foram efectuados (Malvern
Zetaziser Nano Series, AFM, FEG-SEM e SEM). Na técnica de FEG-SEM também
seria importante conseguir imagens com uma maior resolucdo, de modo a permitir
identificar as formas das nanoparticulas e a medicdo do seu didmetro, comparando
assim os resultados com os obtidos nos outros métodos. No que diz respeito a técnica de
XRD, e nos casos em que ndo se conseguiu determinar o tipo de 6xido de ferro presente
em algumas amostras magnéticas (caso em que os planos da magnetite e maghemite se
sobrepdem) podia-se aplicar a espectroscopia de Mossbauer.

No estudo do escoamento sanguineo em microcanais era interessante perceber
melhor a razdo pela qual o escoamento ndo funcionou quando se usou 0 PDMS e tentar

aperfeicoar novas técnicas de fabricacdo para este material poder ser usado em estudos
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futuros. Também se podiam testar diferentes hematocritos, diferentes caudais e um novo
microcanal de vidro com outro didmetro, verificando assim a influéncia destas variaveis
na camada de plasma. Para a andlise da espessura da camada de plasma deve-se
procurar um novo software para tratar as imagens, de forma a cometer menos erros de
avaliacdo. Em termos de campo magnético podia-se aplicar um campo magnético
alternado, vendo assim a influéncia das nanoparticulas na geracdo de temperatura, ou
seja, verificar se as nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho geram temperaturas

suficientes para serem aplicadas em hipertermia magnética.
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Anexos




NP1
Dados:
A =1.5406

_(29.57-29.21) *m
N 180
29.4)

0 = cos (-
cos cos (—

Tamanho Médio:

B 0.9 « 1.5406
© 6.2832 %1073 %0.9673

=22.8nm

T

NP2
Dados:
A =1.5406

_(29.57-29.25) *m
B = 180

29. 38)

0 = cos (
cos cos >

Tamanho Médio:

_ 0.9 + 1.5406
~ 5.5851 %103 % 0.9673

=25.7nm

T

NP3
Dados:
A =1.5406

(29.59 — 29.21) * T
- 180
29.4
)

cos0 = cos (

Tamanho Médio:

B 0.9 «1.5406
"~ 6.6323%1073%0.9673

T =21.6nm
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NP4
Dados:
A =1.5406

_(29.59-29.21) *m
B = 180
29.4

cos0 = cos (T)

Tamanho Médio:

_ 0.9 «1.5406
© 6.6323%10°3%0.9673

T =21.6nm

NP5
Dados:
A =1.5406

(35.69-35.17) *m
180
35.44
)

ﬂ:

cos0 = cos (

Tamanho Médio:

_ 0.9 + 1.5406
"~ 9.0757 *10-3 x 0.9526

=16.0nm

T

NP6
Dados:
A =1.5406

_ (35.59-35.21)*m
B = 180

35.38)

0 = cos (
cos cos >

Tamanho Médio:

B 0.9 « 1.5406
" 6.2832 %1073 x0.9527

=21.9nm

T
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