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RESUMO

Nanoparticulas magnéticas possuem potencial aplicacdo na biomedicina uma vez
gue suas carateristicas possibilitam uma grande variedade de aplicacfes, tais como
carreadores de farmacos, destruicdo de células tumorais e separacdo magnética de
células e proteinas. Com vista nisso, a proposta é obter o hibrido de NiFe,0,4/SiO; a
partir da modificacdo da superficie com 3-aminopropiltrietoxissilano e avaliar a
estrutura, morfologia e citotoxicidade, visando obter um hibrido biocompativel para
aplicacdes bioldgicas como carreador de farmaco. As amostras foram analisadas por
DRX, FTIR, MEV, medidas magnéticas e citotoxicidade. Os resultados revelaram a
formacao monofasica do espinélio NiFe,O, com tamanho de cristalito de 35 e 32nm
para as amostras antes e apdés a modificacdo da superficie e presenca de bandas de
absorcdo caracteristicas do espinélio e do grupo silanol do agente silano,
confirmando formacdo do hibrido. A presenca do agente silano manteve a
caracteristica ferrimagnética e um aumento na viabilidade celular, tornando-a néo-
citotoxica.

Palavras-chave: NiFe,O4, nanoparticulas magnéticas, agente silano, citotoxicidade,
biomaterial.

INTRODUCAO

Atualmente ha um grande interesse no estudo de nanoparticulas magnéticas
divido a quantidade de aplicac6es tecnolégicas em que elas podem ser usadas,
como armazenamento de dados ), imagens por ressonancia magnética @, catalise
@) etc. Além disso, na area biolégica também existe uma grande quantidade de
técnicas envolvendo o uso de nanoparticulas em tratamentos médicos como

hipertermia ), carreamento de farmacos ® e imobilizacdo de enzimas ©. Dentre os
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nanomateriais mais explorados, as ferritas do tipo espinélio MFe,O4 (M = Co, Mn, Ni)
tém-se mostrado como um dos materiais mais promissores para obtencédo de
hibridos para uso na biomedicina ). A ferrita de niquel (NiFe,0.), no entanto, é um
dos ferroespinélios que mais apresenta aplicacdo biomédica. Este material tem
estrutura de espinélio inverso apresentando ferromagnetismo que origina do
momento magnético de spins antiparalelos entre fons tetraédricos de Fe** e fons
octaédricos Ni** ®. No entanto, estas nanoparticulas de NiFe,O, tendem a se
agregar devido a forte interacéo dipolo-dipolo. Logo, a modificacdo da superficie das
nanoparticulas de NiFe,O, com um material biocompativel e biodegradavel é
requerida.

A modificagdo de nanoparticulas por meio de tratamentos quimicos (tais como
a absorcdo de agentes silano de acoplamento) € um método util para melhorar a
estabilidade de dispersdo das nanoparticulas em varios meios liquidos, uma vez que
as transforma num hibrido inorganico/organico. O conceito de agentes de
acoplamento silano foi reportado por Plueddemann e seus colaboradores . Apds
esta publicagcdo marco, novas pesquisas surgiram no ambito de modificacdo de
superficies de particulas visando melhorar a compatibilidade entre as superficies
particulas/polimero e as propriedades dos materiais compoésitos 00,

A superficie de uma nanoparticula ndo modificada é coberta por apenas grupos
—OH, enquanto a superficie de uma nanoparticula modificada com silano € coberta
com as moléculas do préprio agente silano, logo, as particulas modificadas permite
um comportamento diferenciado dento de solventes organicos ou matrizes
poliméricas quando comparados com as particulas ndo modificadas, ou seja, as
particulas modificadas apresentam uma melhor dispersdo em ambos os meios 2.

Os materiais hibridos vém apresentando grandes avancos médicos inovadores
uma vez que oferecem a oportunidade de combinar as propriedades desejaveis do
polimero orgénico, como elasticidade e flexibilidade, com as propriedades dos
sélidos inorgéanicos, tais como rigidez, resisténcia quimica, estabilidade térmica e
quimica ¥,

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da adicéo
do agente silano 3-aminopropiltrietoxisilano sobre a superficie das nanoferritas
NiFe,O, visando a formacédo do hibrido NiFe;O4/SiO, com caracteristica nao

citotoxica para possivel aplicacdo como carreadores de farmacos.
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MATERIAIS E METODOS

Para a sintese da ferrita em estudo foram utilizados os seguintes reagentes:
nitrato de niquel hexahidratado (145,40 g/mol), nitrato de ferro monohidratado (808,0
g/mol) e ureia (60,06 g/mol). Todos os reagentes com grau de pureza entre 98 a
99%.

O processo de sintese da ferrita por reagcdo de combustdo envolveu uma
mistura de ions metalicos, como reagentes oxidantes (nitratos), e o combustivel
(ureia) como agente redutor. Para a realizacdo da reacdo de combustdo, a
propor¢cdo da mistura inicial de cada reagente foi calculada de acordo com as
valéncias dos elementos reativos estabelecida pela estequiometria da reacdo de
acordo com os conceitos da quimica dos propelentes e explosivos **. Como produto
da reacdo, obteve-se a ferrita NiFe,O,4, a qual foi desaglomerada em um almofariz e
peneirada em malha ABNT abertura325 mesh (45 pm).

Em seguida, a ferrita NiFe,O, foi silanizada com o agente 3-
aminopropiltrietoxisilano [H2N(CH,)3Si(OC,Hs)3s] com grau de pureza de 97%. A
metodologia adotada para esse processo foi com base no método de refluxo, o qual
se encontra detalhadamente descritono trabalho de Santos et al. .

As amostras de NiFe,O,4 pura e silanizada (FNi e FNiS, respectivamente) foram
caracterizadas por difracdo de raiosX em um difratdmetro da Shimadzu (modelo LAB
6000) com varredura na regido de 15 a 75° 20, radiagdo CuKa (A=1,5418A). A
cristalinidade foi determinada a partir da razdo entre a area integrada do pico
referente a fase cristalina e a area referente a fragcdo amorfa. O tamanho médio de
cristalito foi calculado a partir da linha de alargamento de raios-X (ds11) por meio da
deconvolucado da linha de difracdo secundaria do cério policristalino (utilizado como
padro) utilizando-se a equacao de Scherrer™®.

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um espectrometro modelo 400 FT-
IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer, entre 4000 e 400 cm™, com resolucéo de 4cm™ e
20 varreduras. A morfologia dos aglomerados de particulas das amostras foi
investigada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizando um
microscopio modelo XL30 FEG da Philips.

Os ciclos de histerese magnética (M x H) foram obtidos por um magnetémetro
de gradiente alternado (AGM). Por meio das curvas M x H, foi possivel determinar os
valores de magnetizacdo de saturacdo (Ms) e de campo coercitivo (Hc) das

2495



58° Congresso Brasileiro de Ceramica
18 a 21 de maio de 2014, Bento Gongalves, RS, Brasil

amostras. A magnetizacdo de saturacdo foi determinada fazendo um fitting dos
dados do campo aplicado para a fungdo M = Ms (1-a/H), onde M é a magnetizagao,
Ms a magnetizagdo de saturacéo, a o parametro do fitting, e H o campo aplicado.

A andlise de citotoxicidade foi realizada pelo Laboratério Biosintesis P&D do
Brasil LTDA, SP. No teste foi utilizado o PEAD (controle negativo) e o latex (controle
positivo) como substancias de referéncia para a preparacdo dos extratos na
concentracdo de 200 mg/mL. Para a conducdo desse teste utilizou-se células de
ovario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61). As células foram
mantidas em cultura até serem submetidas ao teste numa exposicdo de 24h. A
amostra foi considerada citotoxica quando apresentou viabilidade celular resultante
da exposicao das células ao extrato de maior concentragcdo com valor inferior a 70 %
(VC < 70 %).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 se encontra os difratogramas de raios X da ferrita pura de NiFe,O4
obtida por reacdo de combustdo (FNi) e da ferrita silanizada com o agente de
acoplamento 3-aminopropiltrimetoxisilano NiFe,04/SiO, (FNiS) além da presenca do
padrdo JCPDF 86-2267 referente ao espinélio NiFe,O,.

De acordo com os difratogramas apresentados, observa-se que ambas as
amostras revelaram a formacao monofasica do espinélio NiFe,O,4, indicando a que a
sintese por reacdo de combustdo foi eficiente para a formacdo completa da fase
desejada, e que o processo de silanizacdo nao exerceu grande influéncia sobre
estrutura do material, uma vez que seus picos mantiveram praticamente a mesma
intensidade, porém com um pouco mais de ruido devido a presenca do agente silano
que possui caracteristica de um material amorfo, e portanto, interfere na difracao das
particulas do po, causando uma leve reducdo na intensidade dos picos, o0 que tende
a interferir na cristalinidade das nanoparticulas magnéticas.

Esse efeito pode ser confirmado pelos resultados de tamanho de cristalito e
cristalinidade medidos para o pico principal 311 das amostras FNi e FNIS, cujos
valores foram de 35 nm e 63%, e 32 nm e 59%, respectivamente.

Khosravi e Eftekhar " sintetizaram nanoparticulas de NiFe,O4 pelo método
sol-gel e observaram por DRX a obtencdo monofasica do espinélio e tamanho de
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cristalito calculado para o pico principal 311 de 17 nm, ou seja, bem inferior as
nanoparticulas obtidas no presente estudo pela reacdo de combustéo.

Phadatare et al. *® analisaram o efeito do tipo de combustivel (PVA, glicina e
ureia) na reacdo de combustdo para a obtencdo de nanoparticulas de NiFe;O,4, e
observaram por DRX a formacao monofasica do espinélio cubico de NiFe,O4 para as
trés formas de sintese. Observaram também uma pequena variacdo no tamanho de
cristalito para as amostras sintetizadas com os diferentes combustiveis, sendo 0s
valores de 28, 29 e 33 nm referentes as sinteses usando PVA, glicina e ureia,

respectivamente.
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Figura 1- Difratogramas de raios X da ferrita NiFe,O4 pura (FNi) e silanizada com o

agente silano 3-aminopropiltrimetoxisilano NiFe,0,4/SiO, (FNIS).

A Figura 2 ilustra os espectros vibracionais na regido do infravermelho, na faixa
de 4000 — 450 cm™, das amostras FNi e FNiS em estudo. De acordo com os
espectros de infravermelho, pode-se observar duas bandas de absorcédo abaixo de
1000 cm™ (v; e v,), as quais sdo caracteristicas do espinélio NiFe,O, em estudo.
Estas bandas séo caracterizadas por vibragdes de ions na rede do cristal, onde v,
localizada na faixa de aproximadamente 602 cm™ é atribuida as vibracdes dos sitios
tetraédricos, e Vv», localizada na faixa de aproximadamente 515 cm™ corresponde as

vibragfes dos sitios octaédricos.
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Na amostra FNiS, a banda v, se encontra sobreposta pela banda v;. Em 3660
cm™, observa-se uma banda larga proveniente das ligacées do grupo O-H-O, que
possivelmente esta relacionada a presenca de agua adsorvida na superficie da
amostra, uma vez que se fez uso de KBr para a preparacdo das amostras, o qual é
tido como um material de alta higroscopicidade. Em torno de 1500 cm™, banda
vibracional de estiramento do grupo O-H referente a &gua livre e/ou fisicamente
adsorvida, grupos hidroxilas, resultantes da reacédo de combustdo.Em 1380 cm™,
uma banda de estiramento simétrico do grupo NO, proveniente possivelmente de
nitratos que ndo reagiram durante a combustdo. Em 2370 cm™, uma banda
relacionada a vibracdo do grupo O-C-O. Observa-se também uma banda entre 3450
e 3200 cm™ referente a absorcdes fracas atribuidas a ligacdes N-H de aminas

primarias.
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Figura 2 - Espectros na regido do infravermelho das ferritas NiFe,O4 pura e

silanizada com o agente silano 3-aminopropiltrimetoxisilano NiFe,04/SiO, (FNIS).

Analisando o espectro da amostra FNiS, entre 2914 cm™ e 2773 cm™, observa-
se uma larga banda atribuida a vibracdes de estiramento simétrico e assimétrico de
grupos alifaticos v(C-H) tipo sp®. Em 1735 cm™, observou-se uma banda intensa
referente ao estiramento do grupo C=0, que possivelmente indica a coordenacao
com metais. As bandas mltiplas em torno de 1124 cm™ e 1033 cm™correspondem
ao estiramento assimétrico do grupo Si-O-. Na faixa de 1456 cm™ e 1364 cm™ ocorre

uma absorcéo que pode ser atribuida & deformacédo simétrica de C-H. Em 1254 cm™
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observa-se uma banda referente ao estiramento Si-CHs; e em 1177 cm™ uma banda
atribuida ao estiramento assimétrico Si-O-Si. Estas bandas confirmam de certo
modo a presenca de materiais organicos, que no caso associamos ao agente silano.

Na Figura 3 se encontram as caracterizagcdes morfologicas obtidas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras FNi e FNiS em estudo. As
microestruturas apresentaram aglomerados na forma de blocos rigidos e porosos,
com indicios de pré-sinterizacdo, mas constituido por particulas finas interligadas.
Observa-se blocos com tamanhos superiores a 80 um e inferiores a 5 um. A elevada
porosidade observada se deve provavelmente a grande quantidade de gases
gerados durante a sintese de combustdo. Nada foi observado quanto ao efeito do

silano sobre a superficie morfoldgica do material.

(b)

Figura 3 - Microscopia eletronica de varredura das amostras: (a) FNi e (b) FNIS, nas

escalas de 20 pm e 5 pm.

Na Figura 4 pode ser observado o comportamento da magnetizacao (M) em
funcdo do campo magnético aplicado (H) por meio do laco de histerese referente as
ferritas FNi e FNIS em estudo. As amostras apresentaram ciclos Ms x H estreitos,
caracterizando materiais de caracteristica magnética mole “soft” (onde se tem facil
magnetizagdo e desmagnetizacdo). Ambas as amostras apresentaram ciclos Ms x H

tipicos de materiais superparamagnéticos e de comportamento ferrimagnético.
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A funcionalizacdo da ferrita NiFe,O4 com a adicao do agente silano levou a um
aumento significativo da magnetizacdo de saturagdo, passando de 11 emu/g da
amostra FNi para 19 emu/g da amostra FNiS. Os valores de coercividade foram de
0,23 e 0,19 kOe, respectivamente.

Phadatare et al. ™® ao analisar o comportamento magnético das nanoparticulas
de NiFe,O, sintetizadas por reacdo de combustdo utilizando os combustiveis PVA,
glicina e ureia, observaram o mesmo comportamento ferrimagnético observado nas
amostras em estudo, e magnetizacdo de saturacdo relativamente superior, com
valores de 39, 41 e 44 emu/qg, respectivamente.

Demirelli et al. 9 avaliaram as propriedades magnéticas do nanocompdsito
CoFe;O4,/APTES-Pd (APTES - 3-aminopropiltrietoxilano) para potencial aplicacao
como catalisador, e observaram por meio da histerese M x H, que tanto a
magnetizacdo de saturacdo como a coercividade do nanocompasito foram inferiores
ao da ferrita CoFe,O,4 pura, cujos valores foram de 48 emu/g e 80 emu/g; e de 0,2
kOe e 5,4 kOe, respectivamente. Comportamento inverso foi observado para as
amostras em estudo, uma vez que o processo de silanizagcdo da ferrita NiFe,O4
favoreceu a um significativo aumento na sua magnetizacdo de saturacao.
Entretanto, um comportamento semelhante foi observado para o0 campo coercivo,

que apresentou uma discreta reducdo apds silanizacgéo.
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Figura 4 - Curvas de histerese magnética referente as amostras FNi e FNiS, onde

(b) € uma ampliacdo das curvas presentes em (a).
Na Figura 5 se encontra os resultados das amostras FNi e FNiS quanto a sua

viabilidade celular (VC) quando expostas a células de ovéario de hamster chinés de
linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61), uma vez que a citotoxicidade de uma amostra é
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determinada pela porcentagem de células que permanecem viaveis, ap0s exposi¢cao
da populacdo celular a diversas concentragcfes do extrato da substancia teste
(amostra analisada) e das substéncias de referéncia PEAD (controle negativo) e
Latex (controle positivo).

Para uma amostra ser considerada nado citotoxica € necessario que sua
viabilidade celular seja superior a 70%. Logo, pode-se dizer que o processo de
silanizagdo tornou a amostra pura menos citotoxica, pois permitiu 0 aumento da sua
viabilidade celular, uma vez que o agente silano possivelmente agiu como selante
envolvendo as particulas da amostra em questdo. Ou seja, a viabilidade celular da
ferrita NiFe,O4 passou de 27,8% para 107,0% apds processo de silanizacdo, dando
uma margem de nao citotoxicidade de 37,0% para a amostra FNIS, tornando-a

propicia para aplicagdo como carreadores de farmacos.
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Figura 5 — Valores de viabilidade celular (VC) e do desvio padrao das amostras FNi
e FNiS em comparag&o com os controles negativo (CN) e positivo (CP).

Tomitaka et al. ®® ao avaliarem a biocompatibilidade de nanoparticulas
magnéticas de NiFe,O, em coldnias de células HeLa em concentracdo de 100
pg/mL, observaram uma viabilidade celular de 77,6% durante uma exposi¢céo de 24h
e de 59,4% para uma exposicdo de 48h. Comparando com o presente estudo,
mesmo se tratando de diferentes tipos de células, e diferentes concentragdes, pois
no presente trabalho utilizou-se uma concentracdo bem mais elevada, de 2x10°
pug/mL, observou-se uma viabilidade celular com percentual inferior de 64% para a

ferrita FNi numa exposicao de 24h.
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CONCLUSOES

Pode-se dizer que a ferrita NiFe,O, teve uma eficiente silanizagdo com a
impregnacao do agente silano na superficie das suas particulas, tornado possivel a
obtencdo do hibrido NiFe,04/SiO,, que se comportou de forma biocompativel
durante os testes realizados pelo ensaio de citotoxicidade in vitro, apresentando
elevada viabilidade celular (VC de 107,0 %). Logo, pode-se dizer que o
comportamento ferrimagnético e a biocompatibilidade da ferrita de niquel silanizada
a torna viavel para uma possivel aplicagdo no campo biomédico, como, por exemplo,

no carreamento de farmacos.
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EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY OF NiFe,04/SiO, HYBRID
NANOPARTICLES AIMING ITS APPLICATION AS DRUG CARRIERS

ABSTRACT

Magnetic nanoparticles have potential application in biomedicine since their features
allow a wide variety of applications, such as drug carriers, destruction of tumor cells
and magnetic separation of cells and proteins. Overlooking that, the proposal is to
obtain the hybrid NiFe,04/SiO, from the surface modifying with the 3-
aminopropyltriethoxysilane, and evaluate the structure, morphology and cytotoxicity,
to obtain a biocompatible hybrid for biological applications, such as, e.g., drug carrier.
The samples were analyzed by XRD, FTIR, SEM, magnetic measurements and
cytotoxicity. The results showed the formation of single phase of the NiFe,O, spinel
with crystallite size of 35 and 32nm referring to the samples before and after the
surface modification, and presence of characteristic absorption bands of the spinel
and of the silanol group from the silane agent, confirming the hybrid formation.

The presence of the silane agent kept the ferrimagnetic characteristic and increased
the cell viabilit, making it a non-cytotoxic material.

Key-words: NiFe,O4, magnetic nanoparticles, silane agent, cytotoxicity, biomaterial.
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