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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo propor um método a-
dequado de secagem de sistemas magnéticos coloidais, fun-
damental para a andlise morfologica e estrutural dos ferro-
fluidos, como os utilizados como agentes de contraste em
Imagem por Ressondncia Magnética (IRM). Foram empre-
gados trés métodos de secagem do ferrofluido: secagem em
atmosfera de nitrogénio a 70 °C, secagem em ar a 70 °C e
secagem por liofilizacdo. O estudo foi feito com o farmaco
Endorem™-Guerbet um ferrofluido biocompativel, utilizado
como marcador em IRM e que se apresenta na forma de
suspensdo coloidal. O estudo foi realizado através das téc-
nicas de difrac¢do de raios X (DRX), para observar as possi-
veis mudangas fisico-quimicas dos estabilizantes e eviden-
ciar a provavel fase do oxido de ferro e mediante a micros-
copia eletronica de transmissdo (MET) para analisar a
morfologia e distribuicdo das nanoparticulas. Dentre os
métodos de secagem utilizados neste estudo, a secagem por
liofilizagcdo mostrou-se mais adequada para o estudo da
morfologia das nanoparticulas a base de y-Fe,0;, preser-
vando a estrutura das nanoparticulas em po como em sus-
pensdo. As secagens realizadas a 70 °C em atmosfera de ni-
trogénio e no ar levaram a coalescéncia e crescimento das
nanoparticulas.

ABSTRACT

The aim of the present work is the proposal of an adequate
drying method of colloidal magnetic systems, of fundamen-
tal importance for the morphological and strutural analysis
of ferrofluids applied as contrast agents In Magnetic Reso-
nance Imaging (MRI).Three ferrofluid drying methods were
tried: drying in nitrogen atmosphere at 70 °C, drying in air
at 70 °C and drying by liophilization. The study of the dry-
ing processes was carried out using the pharmacal En-
dorem™-Guerbert, a biocompatible ferrofluid, used as a
MRI marker in the form of a colloidal suspension. The study
was performed using X-ray diffraction (XRD) to observe
possible physico-chemical changes of the stabilizers and to
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detect the probable presence of the phase of iron oxide, and
the transmission electrons microscopy (TEM) for the mor-
phological analysis and study of the nanoparticles distribu-
tion. From all drying methods tested in this study, the liofili-
zation method was shown to be the more adequate for the
study of the nanoparticles on the basis of y-Fe,Os, that has
maintaining it’s original structure in the form of dry powder
an in suspension. The drying methods carried out at 70 °C
in nitrogen atmosphere and in air led to coalescence and
growth of nanoparticles.

1. INTRODUCAO

Fluidos magnéticos ou ferrofluidos sdo dispersdes coloidais,
concentradas e estaveis, com uma fase dispersa constituida
de nanoparticulas magnéticas, geralmente composta de 6xi-
dos de ferro ou ferritas. Estas nanoparticulas formadas por
monodominios magnéticos estdo dispersas numa fase liqui-
da continua denominada dispersante, de carater organico
(alcoois, alquil-benzeno entre outros) ou inorganico (agua).
O ferrofluido possui a fluidez de uma solugdo homogénea e
possui alta susceptibilidade magnética [1-4].

Os ferrofluidos estaveis em condigdes fisiologicas (pH neu-
tro e salinidade de 0,9 % [5,6]) sdo denominados de ferro-
fluidos biocompativeis, cujas particulas magnéticas estdo
cobertas com uma camada molecular biocompativel para
prevenir a formagdo de grandes agregados, mudangas da es-
trutura original e biodegeneragcdo quando expostas aos sis-
temas biologicos[7,8].

As nanoparticulas magnéticas representam uma classe alter-
nativa de agentes de contraste para ressondncia magnética
nuclear, com vantagens do ponto de vista fisico, pois desta-
cam o comportamento dos protons de diferentes tecidos [9-
12] permitindo, assim, obter mais detalhes a respeito de or-
gdos em seres vivos. A susceptibilidade magnética da solu-
¢do esta associada ao tamanho das nanoparticulas, especial-
mente das nanoparticulas menores do que 10 nm[13] e tal
propriedade esta diretamente relacionada ao grau de contras-
te promovido pelo ferrofluido durante o exame.
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Com a recente evolucdo da nanotecnologia, uma grande va-
riedade de nanoparticulas pode ser sintetizada. Estas nano-
particulas sdo utilizadas extensamente em diversas aplica-
¢oes. Além do seu uso como marcadores de contraste em
IRM, também s3o usados em dispositivos de emissao de luz,
catalisadores, células combustiveis, cobertura de materiais,
abrasivos, tintas, no sistema da entrega de drogas, entre ou-
tros.

O objetivo do presente trabalho é propor um método ade-
quado de secagem de ferrofluidos biocompativeis, necessa-
rio para sua caracterizagdo morfoldgica e estrutural. Apds a
realizagdo da sintese do ferrofluido biocompativel e da aqui-
si¢do de um maior controle sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do material, procurou-se evitar a coalescéncia das
nanoparticulas e, conseqiientemente preservar a morfologia
e a estrutura do material sem a perda das propriedades biofi-
sicas do ferrofluido[13].

Para o estudo da secagem do ferrofluido a base de y-Fe,05,
utilizamos a amostra comercial Endorem™[14] empregando
trés métodos: secagem em atmosfera de nitrogénio a 70 °C,
secagem em ar a 70 °C e secagem por liofilizagdo, otimi-
zando em cada caso, os parametros mais relevantes. Para de-
terminar o melhor método para a secagem, foram realizados
estudos através de DRX para evidenciar a provavel fase do
oxido de ferro e observar as possiveis mudangas fisico-
quimicas dos estabilizantes. O estudo morfologico e de dis-
tribui¢do das nanoparticulas foram realizados através da
técnica MET e comparados aos valores do fabricante [14].

2. PARTE EXPERIMENTAL.

O material utilizado para encontrar o método adequado de
secagem ¢ o fluido magnético AMI-25[14], com um diame-
tro médio de 10 nm que tem como principio ativo nanopar-
ticulas de ferro superparamagnéticas (farmaco Endorem™ -
Guerbet[14]). Na sua composicao, este farmaco contém em
8mL de solugdo 126,500 mg de nanoparticulas de 6xido de
ferro, 2,714 mg de acido citrico ¢ 490,400 mg de B-D-
manitol (C¢H40g). Este € um ferrofluido biocompativel uti-
lizado como marcador em IRM e que se apresenta na forma
de suspensdo coloidal.

Para a secagem do ferrofluido selecionado foram emprega-
dos trés métodos: secagem em atmosfera de nitrogénio a 70
°C, secagem em ar a 70 °C e secagem por liofilizagdo.

A secagem em atmosfera de nitrogénio a 70 °C foi realizada
numa estufa com temperatura controlada, sob atmosfera de
nitrogénio, durante 30 minutos. 4 secagem em ar a 70 °C
foi efetuada nas mesmas condi¢des do método anterior, em
atmosfera do ar ambiente. 4 secagem por liofiliza¢do ou de-
sidratacdo a frio (“freeze drying”) ¢ um processo que con-
siste na desidratacdo de uma substincia por sublimacdo a
vacuo. Na liofilizacdo o fluido magnético foi congelado a
uma temperatura abaixo de -20 °C e submetido a pressdo de
107 Torr (vacuo), de modo que o solvente (4gua) foi subli-
mado a 0 °C, resultando em um material seco, livre de umi-
dade e capaz de ser re-suspendido pela simples adi¢do de
agua.
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Para determinar a fase cristalina e a estrutura das nanoparti-
culas o pd obtido apoés cada um dos processos de secagem
foi caracterizado por difra¢do de raios X (DRX), com varre-
dura na faixa 10° <20 < 70° e passo de 0,05° a cada 10s. A
linha Cu-K,, A = 1.5418 A, foi obtida por meio de um mo-
nocromador de Si. Para estudo da morfologia e tamanho, as
nanoparticulas foram examinadas e micrografadas ao mi-
croscopio eletronico de transmissdo LEO 906E (Zeiss) a 80
kV. Nesta etapa foram utilizadas amostras em forma de po
seco, dispersados sobre grades de cobre, recobertas por par-
l6dio e carbono[15].

A polidispersidade em tamanho das nanoparticulas foi anali-
sada a partir de micrografias obtidas por MET fazendo uso
do programa de analise e processamento de imagem em Ja-
va ImageJ v 1.33u [16]. O ajuste numérico foi obtido com a
aplicacdo da fungdo de distribui¢cdo log-normal, sugerida por
0O’Grady e Bradbury[17].

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apbs a obtengdo das amostras em p6d do ferrofluido comer-
cial pelos trés métodos de secagem, estas foram caracteriza-
das pelas técnicas de DRX e MET.

Para a compreensdo do comportamento fisico-quimico do
ferrofluido, no que se refere a secagem, foi analisado pri-
meiramente por DRX, permitindo observar as possiveis mu-
dangas fisico-quimicas dos estabilizantes e evidenciar a pro-
vavel fase do o6xido de ferro. Além disso, foi estudado o e-
feito do ar atmosférico durante a secagem e a sua influéncia
fisico-quimica sobre a estrutura.

As alteragdes dos picos de DRX podem ser observadas se-
gundo o tipo de secagem empregado, nas figuras 1, 2 e 3.
Deve-se mencionar ainda que a DRX ndo ¢ sensivel para
quantidades menores que 5% em volume, sendo este o caso
do acido citrico onde ndo € possivel a deteccdo por esta téc-
nica.

No difratograma de po, cuja secagem foi realizada em at-
mosfera de nitrogénio a 70 °C (figura 1), pode ocorrer a re-
ducdo dos estabilizantes. Esta secagem foi feita para evitar
reagdes com o oxigénio e CO, do ar. Particulas com dimen-
sOes nanométricas apresentam mais atomos formando a su-
perficie do que o corpo destas e apresentam elevada energia
de superficie, podendo degradar-se ou mudar de fase e, ain-
da, catalizar a quebra das moléculas dos estabilizantes. A-
Iém disso, esta secagem permitiu que todos os mecanismos
que levam a coalescéncia e crescimento da particulas ope-
rem. A DRX evidenciou a existéncia da fase o-D-manitol
(estrutura ortorrdmbica), mostrando a mudanga de fase do
D-manitol. Os dados foram comparados com espectros obti-
dos dos cartdes ICDD (International Center for Diffraction
Data) ficha N° 22-1797. O difratograma evidencia também a
existéncia de oxido de ferro, magnetita e/ou maghemita com
picos de baixa intensidade, como era esperado.

O difratograma obtido do p6 resultante da secagem em ar a
70 °C (figura 2) evidenciou pouca decomposi¢do dos estabi-
lizantes, onde todos mecanismos que levam a coalescéncia e
crescimento de particulas atuam. A DRX evidenciou a exis-
téncia de duas fases do D-manitol (o-D-manitol e B-D-
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manitol), existindo no espectro de DRX mudanga parcial da
fase do B-D-manitol. Os dados foram comparados com es-
pectros obtidos dos cartdoes ICDD fichas N° 22-1797 e 22-
1793. Da mesma forma que no espectro anterior, podemos
observar tragos de 6xido de ferro magnetita e/ou maghemita
com picos de baixa intensidade.
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Figura 1 - Difratograma do po resultante da secagem em at-
mosfera de N, a 70°C, evidenciando a existéncia da fase a-D-
manitol indicando a possivel reducio dos estabilizantes.
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Figura 2 - Difratograma do po resultante da secagem em ar a
70° C evidenciando a existéncia de duas fases do D-manitol (-
D-manitol e -D-manitol).

No difratograma obtido do p6 depois de que a suspensio co-
loidal foi liofilizada (figura 3) observa-se a preservagdo do
estabilizante, mostrando somente os picos correspondentes a
B-D-manitol, sem nenhuma mudancga de fase do estabilizan-
te. O po liofilizado preserva os estabilizantes do farmaco, as
forcas capilares sdao extintas e a taxa da reacdo de policon-
densacao ¢ negligenciavel devido ao seu carater endotérmi-
co. Assim foi possivel “congelar” a estrutura do ferrofluido
sem que mudangas fisico-quimicas interferissem na analise
das nanoparticulas. Entretanto, como ja era de esperar, como
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no caso dos espectros anteriores, o difratograma evidencia a

presencia de o6xido de ferro com baixa intensidade.
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Figura 3 - Difratograma do poé resultante da secagem por liofi-
lizacdo. Evidencia-se a preservacao do estabilizante e a presen-
¢a de picos correspondentes ao 3-D-manitol.

A morfologia e distribui¢@o das particulas dos pds resultan-
tes dos trés métodos de secagem foram analisadas por MET.
As figuras 4 e 5 referem-se as micrografias dos pos obtidos
apos a secagem a 70° C em atmosfera de N, e no ar, respec-
tivamente. Nestas micrografias observa-se que o didmetro
médio das nanoparticulas ¢ aproximadamente 20 nm em N,
e 15 nm no ar. Estes valores sdo superiores ao valor da refe-
réncia (10 nm) [14]. Isto significa que as nanoparticulas na
fase liquida da suspensdo coloidal apresentam didmetros
maiores do que o valor médio da referéncia. O didmetro
maior do que o esperado pode ser justificado pelo fendmeno
da coalescéncia e crescimento das nanoparticulas.
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Figura 4 - Micrografia do ferrofluido comercial em pé, apos a
secagem em atmosfera de nitrogénio a 70 °C .MET. 77500X.
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Figura 5 - Micrograa do ferrofluido comercial em po, apés a
secagem em ar a 70°C .MET. 77500X.

Na micrografia da amostra do p6 liofilizado (figura 6), o di-
ametro médio das nanoparticulas ¢ de 10 nm correspondente
ao valor referenciado pelo fabricante. O histograma mostra-
do no inset da figura 6 foi obtido a partir da micrografia da
figura 6 usando o programa de analise e processamento de
imagem Java ImageJ v 1.33u [16]. Nesta figura observa-se a
polidispersidade de tamanho das nanoparticulas e a distribu-
icdo dos tamanhos, ajustada a uma distribui¢do log-normal
[17] com diametro médio < D, >=10,0nm € com largura ti-

pica o, =0,27nm . Para a construgdo do histograma foram

contadas mais de 800 particulas. Nas micrografias da figura
4 ¢ 5 a construgdo do histograma néo ¢ possivel, dado a falta
de representatividade da morfologia das nanoparticulas.
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Figura 6 - Micrografia do ferrofluido comercial em po, apos a
secagem mediante a liofilizacdo. MET. 77500X. No inset mos-
tra-se o histograma da distribuicdo dos tamanhos das nanopar-
ticulas obtidas a partir da micrografia com aproximacio para
uma distribuicio log-normal com diimetro médio
<D, >=10,0nm e largura tipica 5, = 0,27nm -
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3. CONCLUSAO

Mostramos que a técnica de secagem por liofilizagdo é a
técnica mais adequada para obter o ferrofluido na forma de
p6 sem que ocorram mudangas fisico-quimicas na estrutura
que interfiram na andlise das nanoparticulas. As secagens
realizadas a 70 °C em atmosfera de nitrogénio e no ar leva-
ram a coalescéncia e crescimento das nanoparticulas.
Embora a técnica de DRX ndo permita identificar a fase
formada por 6xido de ferro, foi possivel identificar a forma-
¢do de magnetita e/ou maghemita. A DRX evidenciou tam-
bém a presenca dos picos correspondentes ao estabilizante
B-D-manitol na amostra liofilizada sem haver mudanga de
fase no estabilizante, como acontece nos outros métodos de
secagem.

A técnica de MET permitiu verificar que o didmetro médio
das particulas foi diferente do valor referenciado pelo fabri-
cante para a secagem a 70° C em atmosfera de N, e no ar.
Entretanto, na amostra liofilizada o didametro médio das na-
noparticulas foi de 10 nm, igual ao valor de referéncia mos-
trando, portanto, que ndo houve alteragdo de tamanho.
Dentre os trés métodos de secagem estudados, a secagem
por liofilizagdo mostrou-se a mais adequada para o estudo
morfologico e estrutural de sistemas magnéticos coloidais
biocompativeis, pois manteve a estrutura e morfologia das
nanoparticulas tanto em p6 como em suspensdo. Assim, no-
vos trabalhos ja publicados [18,19] tém sido elaborados fa-
zendo uso de este método.
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