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RESUMO

A nanotecnologia aliada no desenvolvimento de nanomateriais surge como uma ciéncia que
tem potencial em diferentes tipos de aplicacdes, havendo um foco de interesse na area de
ciéncias dos materiais e biomeédica. Assim, surge a necessidade por diferentes classes de
materiais com o objetivo de melhorar propriedades fisicas, quimicas e biologicas permeando a
nanoescala. Neste trabalho, nano-heteroestruturas com propriedades magnéticas. Utilizou-se
como suporte nanoestruturado: nanotubos de titanato decorados com nanoparticulas de anatasio
sintetizados pelo método hidrotérmico assistido por microondas, os nanotubos de titanato foram
submetidos a modificacGes quimicas envolvendo reacdo de troca inica, os fons de Na,
presentes nos nanotubos como preparados, foram trocados por ions de Fe** ocorrendo a
decoracdo com nanoparticulas com propriedades magnéticas na superficie externa e entre as
camadas dos nanotubos. Os resultados mostraram que a substituicdo dos ions de Na* pelos ions
de Fe**, resultou em um aumento na distancia interlamelar dos TiNTs. As caracterizacdes por
difracdo de raios-X e espectroscopia Mossbauer confirmaram a formagao de fases de ferro, -
FeOOH e a-Fe;03, ap0s a substituicio de Fe**. Adicionalmente, MET-V e MET-AR revelaram
uma nano-heteroestrutura complexa com abundantes nanoparticulas de B-FeOOH = 5 nm nos
espacos intercamadas, bem como nanoparticulas de a-Fe2O3 = 10 nm nas paredes externas do
Fe-TINT@AnNNP. As curvas magnéticas revelaram uma contribuicdo ferromagnética em
combinag¢do com um componente paramagnético para as duas amostras. A substitui¢do idnica
nos nanotubos de titanato com ions de ferro levou a formacdo de uma nano-heteroestrutura
complexa, apresentando alteracbes nas propriedades Opticas e magnéticas. Estes resultados,
indicam que as duas nanoestruturas investigadas possuem propriedades magnéticas e podem
vislumbrar aplicacbes em diferentes &reas: ambiental (tratamento de efluentes téxteis) e
biomedicina (sistema de imagiologia). Relatamos também neste trabalho a sintese de

nanocompositos hibridos de nHAp/TiNTs em diferentes concentracdes, (1%, 2%, 3% e 10%
XVi



em massa de TiNT) por meio da precipitacdo aquosa Umida. Observamos, por difracdo de raios-
X, espectroscopia Raman e FTIR, picos caracteristicos dos grupos de fosfato e carbonato das
amostras sintetizadas. Além disso, o refinamento de Rietveld confirmou a estrutura da HAp, a
adicdo de TiNT afeta a morfologia dos nanocompdsitos, diminuindo o tamanho médio do
cristalito de 54 nm (HAp) para 34 nm (HAp/TiNT10%), confirmando sua incorporagdo. Os
indices de cristalinidade calculados através do espectro Raman, banda = 961 cm™ (fosfato) e
das intensidades dos planos (112) e (300) pelos difratogramas de raios-X mostraram que 0s
valores decrescem de acordo com o aumento das concentragdes dos TiNTs, o que confirma a
sua adicdo a estrutura. Imagens de microscopia eletronica de varredura mostraram a presenca
de TINT. Considerando a importancia de um material biocompativel, verificamos a atividade
citotoxica em uma linhagem de fibroblastos (L929) em diferentes concentracdes 300 pg/mL a
0, 58 pg/mL, revelando que ndo houve morte celular notdvel em nenhuma das concentracdes
utilizadas. A atividade regenerativa in vivo foi realizada usando modelos animais
ooforectomizados organizados em 7 grupos contendo 5 animais cada, ocorrendo regeneracéo
tecidual em todos os grupos testados. A reparacao 6ssea foi estatisticamente maior no grupo
HAp/TINT10% (p<0,0100) em comparacdo ao grupo controle (sem qualquer tratamento), no
periodo experimental de 30 dias Assim, 0s nanomateriais sdo promissores para a medicina

regenerativa do tecido 0sseo.

Palavras-chave: Nanotecnologia, nanotubos de titanato, hidroxiapatita, nano-heteroestrutura,

decoragdo nanoparticulas.
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ABSTRACT

Nanotechnology allied in the development of nanomaterials emerges as a science that has
potential in different types of applications, with a focus of interest in the area of materials
science and biomedical. Thus, the need for different classes of materials arises in order to
improve physical, chemical and biological properties permeating the nanoscale. In this work,
nano-heterostructures with magnetic properties. It was used as nanostructured support: Titanate
nanotubes decorated with anatase nanoparticles synthesized by the hydrothermal method
assisted by microwave, the titanate nanotubes were subjected to chemical modifications
involving ion exchange reaction, Na® ions, present in the nanotubes as prepared, were
exchanged for Fe®** ions occurring the decoration with nanoparticles with magnetic properties
on the outer surface and between the layers of the nanotubes. The results showed that the
substitution of Na* ions by Fe** ions resulted in an increase in the interlamelar distance of
TiNTs. Characterizations by X-ray diffraction and Mdssbauer spectroscopy confirmed the
formation of iron phases, B-FeOOH and a-Fe2Os3, after Fe3* substitution. Additionally, MET-V
and MET-AR revealed a complex nano-heterostructure with abundant nanoparticles of B-
FeOOH 5 nm in the interlayer spaces, as well as nanoparticles of a-Fe20O3 10 nm on the outer
walls of Fe-TINT@AnNNP. The magnetic curves revealed a ferromagnetic contribution in
combination with a paramagnetic component for the two samples. The ion substitution in
Titanate nanotubes with iron ions led to the formation of a complex nano-heterostructure,
presenting changes in optical and magnetic properties. These results indicate that the two
investigated nanostructures have magnetic properties and can envision applications in different
areas: environmental (treatment of textile effluents) and biomedicine (imaging system). We
also report in this work the synthesis of hybrid nanocomposites of nHAp/TiNTSs at different
concentrations (1%, 2%, 3% and 10% by mass of TiNT) by means of wet aqueous precipitation.

We observed, by X-ray diffraction, Raman and FTIR spectroscopy, peaks characteristic of the
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phosphate and carbonate groups of the synthesized samples. In addition, the Rietveld
refinement confirmed the structure of HAp, the addition of TiNT affects the morphology of the
nanocomposites, reducing the average size of the crystallite from 54 nm (HAp) to 34 nm (HAp/
TiNT10%), confirming its incorporation. The crystallinity indexes calculated through the
Raman spectrum, band 961 cm™ (phosphate) and intensities of the planes (112) and (300) by
the X-ray diffractograms showed that the values decrease according to the increase of TiNTs
concentrations, which confirms its addition to structure. Scanning electron microscopy images
showed the presence of TiNT. Considering the importance of a biocompatible material, we
verified the cytotoxic activity in a fibroblast cell line (L929) at different concentrations 300
pg/mL to 0, 58 pg/mL, revealing that there was no noticeable cell death in any of the
concentrations used. In vivo regenerative activity was performed using animal models
oophorectomized organized into 7 groups containing 5 animals each, occurring tissue
regeneration in all groups tested. Bone repair was statistically higher in the HAp/TiNT10%
group (p<0.0100) compared to the control group (without any treatment), in the experimental

period of 30 days.

Keywords: Nanotechonology, titanate nanotubes, hydroxyapatite, nano-heterostructure,

decoration nanoparticles.
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APRESENTACAO

A nanotecnologia é um ramo emergente e interdisciplinar da ciéncia que lida com a
criacdo e uso de materiais inteligentes, superficies e dispositivos a nivel molecular voltados
para aplicacdes que se expandiram para muitas areas, incluido ciéncia de materiais, medicina e

engenharia biomédica (Geesala et al., 2016; Mazaheri et al., 2015).

A integracdo de materiais inteligentes para aplicacbes em nanomedicina é um desafio,
necessita ter um tamanho comparavel a maioria dos sistemas bioldgicos. Por isso, 0s materiais
nano (10° m), denominados de nanomateriais sio candidatos promissores para atender aos
requisitos basicos devido ao seu tamanho. Assim, a nanotecnologia se beneficia com a
utilizacdo de nanomateriais devido ao seu tamanho reduzido e, consequentemente torna os
processos de aplicacdes biomédicos menos invasivos e possivelmente implantaveis no humano
(Carofiglio et al., 2020). Além disso, outra vantagem sdo as propriedades fisico-quimicas dos
nanomateriais que sao ajustadas atraves dos métodos de sintese existentes com o intuito de
aprimorar suas funcionalidades sem precedentes em relacdo ao material precursor (Genchi et
al., 2017).

Nesse contexto, alguns nanomateriais com funcionalidades melhoradas séo
caracterizados pela coexisténcia de propriedades fisicas e quimicas especificas, como
propriedades Opticas, magnéticas ou cataliticas de modo que os efeitos de imagem quanto ao
uso terapéutico sao combinados dentro do mesmo nanomaterial (Carofiglio et al., 2020). Dentro
deste cenario, é possivel preparar materiais nanométricos capazes de serem injetados no corpo
humano, atingir o 6rgao alvo especifico e liberar o agente terapéutico, mas também serem
monitorados e visualizados diretamente no local alvo. Como relatados nos trabalhos de (Baati

et al., 2016; Mirjolet et al., 2017; Papa et al., 2011; Sallem et al., 2017).
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Outra abordagem bem sucedida para os nanomateriais é aplicacdo na engenharia de
tecidos como ferramenta capaz de promover o reparo de tecidos danificados (Oliveira et al.,
2019; Polley et al., 2020; Qiao et al., 2019). Assim, 0 uso especifico de materiais ceramicos
alguns exemplos incluem: hidroxiapatita como agente bioativo para a engenharia de tecidos
6sseos (Dapporto, Tampieri e Sprio, 2017) e nano-heteroestruturas de titanato decorados com
nanoparticulas de 6xido de ferro com propriedades magnéticas, que foram propostas com
sucesso como agentes de contraste de ressonancia magnética (Papa et al., 2011). Deste modo,
0s nanotubos de titanato e suas nano-heteroestruturas hibridas complexas sdo materiais
versateis utiliziveis para arquitetar outras nanoestruturas hibridas com classes distintas de
materiais como: metais, ceramicos e polimeros com foco nas suas propriedades sem precedente,
desejaveis para aplicacdes incluindo a area da biomedicina (Paris et al., 2015; Sallem et al.,
2017; Sprio et al., 2013). Além disso, 0s nanotubos de titanato possuem propriedades estruturais
como alta area de superficie, mesoporoso , capacidade de troca i6nica, boa biocompatibilidade,
ndo citotdxico que podem ser usados em ortopedia como refor¢o, para ajustar as propriedades
da superficie e, assim, fornece uma superficie nanoestruturada que promova a adeséo e funcéo
das células 6sseas (Polley et al., 2020).

Nesse contexto, essa tese aborda a multifuncionalidade dos nanotubos de titanato, no
estudo das modificacBes das nano-heteroestruturas de titanato através da reacdo de troca ibnica
substituindo os ions de sddio por ions de Ferro ocorrendo a decoracao da superficie com oxi-
hidroxido e Oxido de ferro, bem como, abordard também sobre a producdo de um
nanocomposito: hidroxiapatita que € um material de origem sintética, e nanotubos de titanato,
fornecendo uma alta area de superficie nano que podem apresentar um bom desempenho para
as aplicagdes em biomedicina devido as propriedades aprimoradas desses dois materiais.

Assim, espera-se que estes trabalhos relatados nessa tese, possam contribuir cientificamente
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sobre a possibilidade de novas aplicacbes na &rea de biomedicina e na disseminacdo na
comunidade académica para o grande leque de possibilidades de continuo estudos.

Para situar um melhor entendimento do leitor, a presente tese esta organizada em trés
capitulos, escritos na forma de artigos, além da introducéo geral, considerages finais do estudo

realizado e referéncias bibliogréfica.

O primeiro capitulo apresenta uma reviséo bibliografica sucinta sobre nanotecnologia,

em especial, uma breve revisdo sobre as sinteses ao longo das décadas dos nanotubos de titanato
e suas propriedades, possibilidades de modificacOes e aplicagOes voltadas principalmente para
area biomédica e possibilidades de unido para projecdo da hidroxiapatita e dos nanotubos de

titanato.

O segundo capitulo descreve o primeiro artigo experimental publicado dessa tese, trata-

se de nanotubos de titanato trocados ionicamente com ferro (I11), mostrando a importancia desse
estudo acerca da estrutura e propriedades magnéticas, detalhes da sintese, técnicas empregadas
na caracterizacdo e no estudo fisico-quimico e estrutural das amostras foram analisadas e

discutidas.

O terceiro capitulo esta destinado ao segundo artigo experimental publicado dessa tese,

apresenta a importancia no desenvolvimento de um nanocompdsitos, composto por
hidroxiapatita e nanotubos de titanato em diferentes concentracdes com relacdo a massa dos
titanatos. Descrevendo passo-a-passo do procedimento experimental para a obtencdo destes
materiais, técnicas que foram utilizadas para as analises dos materiais produzidos, bem como
aplicacdo, avaliando a atividade regenerativa in vivo, utilizando modelo animal

ooforectomizado.
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RESUMO

A nanotecnologia aliada no desenvolvimento de nanomateriais com foco na area de ciéncias
dos materiais e biomédica tem sido o interesse de estudo, incluido aplica¢cbes em nanomedicina
necessitando de um tamanho comparavel a maioria dos sistemas bioldgicos e propriedades
adequadas como biocompatibilidade. Assim, 0s nanotubos de titanato sintetizados através de
diferentes métodos ao longo dos anos vem sendo utilizados com interesse na estrutura tubular,
possibilidade de modificacdo da superficie externa dos nanotubos, especialmente através da
reacao troca idnica projetando nano-heteroestruturas complexas com o aprimoramento das
propriedades opticas, morfologicas e magnéticas devido as modificacdes em suas propriedades
fisico-quimica. A unido de dois materiais com propriedades distintas um do outro é uma outra
abordagem interessante dos titanatos com o intuito de aprimorar as propriedades em um Unico

material produzindo um nanocompésito biocompativeis para aplicacdes bioldgicas.

Palavras chave: Nanotubos de titanato, nano-heteroestrutura, modificacdo, troca ibnica

nanocompositos.
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ABSTRACT

Nanotechnology allied in the development of nanomaterials focusing on the area of materials
science and biomedical has been the interest of study, included applications in nanomedicine
requiring a comparable size to most biological systems and suitable properties such as
biocompatibility. Thus, the titanate nanotubes synthesized through different methods over the
years have been used with interest in the tubular structure, possibility of modification of the
outer surface of the nanotubes, especially through the ion exchange reaction projecting nano-
complex heterostructures with the improvement of optical, morphological and magnetic
properties due to modifications in their physico-chemical properties. The union of two materials
with distinct properties is another interesting approach of the titanates in order to improve the
properties in a single material producing a biocompatible nanocomposite for biological

applications.

Keywords:Titanate  nanotubes, nano-heterostructure, modification, ion exchange

nanocomposites.
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1. INTRODUCAO

Com desenvolvimento populacional em todo o mundo, pesquisas relacionadas a
nanotecnologia, atuando em diversas areas da ciéncia com a finalidade de melhorar a qualidade
de vida vém sendo um campo emergente principalmente na area médica que engloba engenharia

de tecidos 6sseos (Qu et al., 2019; Roux et al., 2015).

Os 0ss0s e suas doencas relacionadas sao uma das causas mundial de incapacidade e de
dor, e ainda permanecem como um dos problemas graves na ortopedia. Partes dos defeitos ou
lesbes Osseas sdo causados pela velhice, traumas por acidentes de transito, doencas
degenerativas (osteoporose), entre outros, visto ainda como um importante desafio clinico,

afetando a salde e qualidade de vida (Armiento et al., 2020; Qu et al., 2019).

No entanto, o principal requisito para qualquer material a ser colocado no corpo
humano é que ele exiba boa biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo no fluido corporal
fisioldgico (Lopez et al., 2019). Os biomateriais artificiais ou naturais que possam atuar como
um substituto a estrutura bioldgica perdida ou infectada é uma possibilidade (Geesala et al.,

2016; Wang et al., 2015).

Dentre os materiais de reforco, até hoje o titanio é o preferido, utilizados para préteses
ortopédicas por possuir mddulo de elasticidade mais proximo ao do osso (Long e Rack, 1994;
Niinomi, 2007). Porém, a longevidade do titdnio como implante 6sseo muitas vezes falha apds
uso prolongado devido a unido incompleta entre o implante e o osso circundante (Liu, Chu e
Ding, 2004). A fim de melhorar a interacdo do material implante e aumentar a longevidade,
bioatividade e crescimento 6sseo do material, tratamentos de superficie como rugosidade,
revestimento de hidroxiapatita, formacéo de fases de titanato ou tratamentos quimicos (Li, et

al., 2020; Wang et al., 2015) tém sido sugerido.
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Neste aspecto, a busca por nanomateriais que possam atender esta demanda global tém
sido um dos impulsos desse trabalho, permitindo a nanoescala através dos nanocompdsitos. Os
nanotubos de titanato sdo materiais unidimensionais, altamente versateis com um enorme
potencial para aplicacdes biomédicas, energética, ambiental, cujas excelentes propriedades
desencadearam uma abundancia de pesquisas desde a descoberta em 1998 (Kasuga et al., 1998).
Possuem excelente propriedades estruturais, com alta &rea de superficie, capacidade de troca
ibnica, porosidade e baixa citotoxicidade que os categorizaram como bom material para atuar
no campo de sistemas biol6gicos ganhando destaque como um material de refor¢o (Cunha et

al., 2013; Qiao et al., 2019; Wang et al., 2022).

Além disso, titdnia e nanoestruturas complexas de nanotubos de titanato podem ser
adequadamente funcionalizados com a inclusdo de grupos funcionais, ions de metais de
transicao de varios estados de oxidacdo e/ou decorados com nanoparticulas de modo a conferir
propriedades eletroquimicas e fotocataliticas interessantes (Morgado et al., 2007; Wang et al.,

2019).

O fosfatos de célcio sdo amplamente utilizados no reparo de regeneracdo de tecidos
0sseos (Tavorini et al., 2021). A hidroxiapatita € uma das ceramicas mais atraente na utilizacédo
como biomaterial, pois contém a composi¢cdo quimica e semelhangca com 0ssos e dentes (Qu et
al., 2019), desempenhando um excelente papel em aplicacBes biomédicas por serem
biocompativeis, osteocondutoras e bioativas, (Qu et al., 2019). Embora a HAp possa se ligar
diretamente aos 0ssos naturais, a natureza fragil e a baixa resisténcia impedem suas aplicaces
clinicas sob condicGes de carga. Uma das abordagens mais comuns para superar essa fraqueza
e fornecer melhor resisténcia, incorporando materiais de reforco como CNTs, TiO2, ZrO>

(Fathyunes et al., 2018; Gopi et al., 2013; Praveen et al., 2007) .
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Nesta presente revisdo, serdo abordadas sobre como 0s nanotubos de titanato e sua nano-
heteroestruturas complexas oferecem grande potencial de aplicacbes dependendo da
composigdo/estequiometria e/ou grupos funcionais presentes na superficie. Nano-
heteroestruturas de titanato (nanotubos de titanato decorados com nanoparticulas de 6xido de
titdnio) sdo trocados ionicamente com diferentes ions podendo gerar nano-heteroestruturas
complexa, como foi interesse nas propriedades magnéticas da nano-heteroestrutura trocada
ionicamente com fons de Fe**, podendo ser destinados a distintas aplicagdes como agentes de
contraste imagiol6gia e em adsor¢do de corantes bem como aplicagdes biomédicas sobre o uso
de biomateriais como a hidroxiapatita, unida a outro nanomaterial a fim de aprimorar as
propriedades em um Unico material, formando os nanocompdsitos: hidroxiapatita e nanotubos

de titanato

2. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é uma tecnologia interdisciplinar que surgiu como uma ciéncia que
tem o potencial de revolucionar qualquer campo que seja aplicada. Em todo o mundo, o impacto
da nanociéncia e tecnologia esté crescendo, houvendo um aumento nas aplicacGes para diversas
areas, incluindo a ciéncia dos materiais, engenharia biomédica e medicina (Mazaheri et al.,

2015; Sridhar et al., 2015).

Entre as muitas funcGes desta tecnologia, a principal é a criacdo e utilizacdo de
superficies, materiais e dispositivos a nivel molecular. A nanotecnologia aliada a nanomedicina
projeta e sintetiza materiais em nanoescala e sistemas de materiais que melhoram a salde
humana. Existem muitas maneiras de fazer isso, incluindo aplicagdes em terapias, diagndsticos
in vitro, vacinas, imagens in vivo, entrega de medicamentos e medicina regenerativa (Geesala
et al., 2016; Mazaheri et al., 2015). Por exemplo, a Figura 1, mostra algumas das muitas

maneiras pelas quais a nanotecnologia pode impactar em diversas areas de aplicacéo.
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As propriedades dos materiais mudam significativamente quando seu tamanho é
reduzido ao nivel nanométrico e quando utilizados, o desempenho do sistema resultante é
melhorado a um nivel sem precedentes, tornando os avan¢os baseados nos métodos em
nanotecnologia médica os maiores investimentos de pesquisas direcionadas em nanotecnologia

(Quetal., 2019).

Figura 1: llustracdo esquematica de possiveis maneiras de aplicacBes nanotecnoldgicas

presentes no nosso dia-a-dia.
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Tratamento de agua

Engenharia dos tecidos

Fonte: Elaborado pela autora e adaptado de (Mazaheri et al., 2015).
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3. NANOTUBOS DE TITANATO

3.1 Evolucéo dos métodos de sinteses dos nanotubos a base de 6xido titanio

Hé& algum tempo vem sendo discutido na literatura, os mais variados tipos de métodos
para o preparo de nanoestruturas como 0s nanotubos de titanato. Nesse primeiro capitulo desta
tese, revisamos brevemente também sobre os métodos de fabricacdo para sintetizar os
nanotubos de titanato a partir do 6xido de titanio nas trés estruturas cristalinas mais comuns do
p6 de TiO2 (anatasio, rutilo e bruquita), podendo gerar diferentes morfologias em dimenses

nanométricas como nanotubos de titanato.

Em 1996, a primeira sintese nanotubos a base de TiO; foi relatado por Hoyer et al.,
(1996). O método utilizado pelo autor, conhecido como replicacdo polimérica, consistia na
polimerizacdo com o uso de metil-metacrilato sobre os nanoporos de 6xido de aluminio
recoberto por um filme de ouro de aproximadamente 100 A, com a intencdo de evitar o
fechamento dos poros. A deposicdo da titania se dava num molde polimérico e a alumina era
removida com solucdo de hidréxido de sodio, resultando num filme com bastdes de
polimetilmetacrilato (PMMA) perpendicular a superficie com uma fina camada de ouro entre
0s bastdes. O eletrodo era lavado em uma dilui¢do de HCI e seco em dietilenoglicol a 80 °C por
10 minutos, acetona a 40 °C para dissolver o0 molde de PMMA, resultando em nanotubos de
oxido de titanio amorfo, que necessitava ser tratado a 450 °C por 1 hora para que ocorresse a
transicdo do Oxido de titanio amorfo para a fase anatasio. A Figura 2, mostra que 0s nanotubos
formados possuiam diametros interno que eram controlados pelo tamanho dos poros do molde,

e variavam de 70 — 100 nm e diametro de parede variando 30 — 50 nm (Hoyer, 1996).
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Figura 2: Nanotubos de oxido de titanio alinhados verticalmente produzidos via replicacdo

polimérica

Fonte: “Reimpresso (adaptado) com permissdo de {HOYER, P. FORMACAO OF A
TITANIUM DIOXIDE NANOTUBES ARRAY, 1996} Copyright {2022} American

Chemical Society."

Embora essa técnica de replicacdo polimérica tenha demostrando-se eficiente para a
formacdo dos nanotubos de 6xidos de titdnio e que outros grupos de pesquisas tenham
continuado os estudos como por exemplo: (Imai et al., 1999) e (Michailowski et al., 2001) até
0 ano 2002, a técnica de replicagdo polimérica apresentava uma desvantagem com relacdo a
utilizacdo de templates, possuia um custo muito elevado devido os produtos para a fabricacdo
serem sofisticados e, ndo podendo ser reutilizdveis uma vez que sdo destruidos por reacao

quimica.

Pouco tempo depois, Zwilling et al., (1999), relataram o método por meio de uma
oxidacdo anddica eletroquimica que foi utilizada pela primeira vez na sintese de uma estrutura
porosa de TiO. sobre chapas de titdnio utilizando como eletrolito uma solucdo de &cido
crémio/écido fluoridrico. No entanto, esse método foi utilizado para obtencéo de nanotubos de
TiO2 e, uma das desvantagens desse método é a utilizacdo de um solvente altamente toxico

como o &cido fluoridrico.
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Ainda, com o intuito de sintetizar nanotubos a base de TiO2, sem o0 uso de moldes, como
os relatados por Hoyer. Depois de dois, em 1998, Kasuga et al., (1998) propuseram a obtencgéo
de nanotubos de Oxido de titdnio por meio de tratamento hidrotérmico a partir do uso das
misturas dos pés, 6xido de titanio e 6xido de silicio (TiO2 — SiOz), em solugdo alcalina aquosa
de hidréxido de sddio (NaOH), relatando em seu trabalho a obtencéo de nanotubos de éxido de
titanio e SiO2 amorfo, em que a remogdo do SiO- era possivel por meio do tratamento quimico

(Kasuga et al., 1998).

Entretanto, a primeira sintese hidrotérmica de nanotubos de titanato realizada sem
direcionadores foi relatada por Kasuga et al. em 1998, quando eles acreditavam se tratar da
formagdo de nanotubos de TiO.. O método hidrotérmico consiste na reacdo entre Oxido de
titanio precursor tanto na fase anatésio quanto rutilo ambos em solucéo aquosa de hidroxido de
sodio, seguida da lavagem com &gua e acido diluido de HCI como relatado em seguida por
(Kasuga et al., 1999). Para os autores, tratava-se da quebra das ligagbes Ti-O-Ti, sendo
formadas ligacdes Ti-O-Na e Ti-OH, que em seguida regeneravam a liga¢do Ti-O-Ti numa
conformacao lamelar precursora e, 0s nanotubos, seriam formados ap6s um tratamento por meio
de uma solucgdo aquosa de acido cloridrico. Nem os préprios autores tinham o conhecimento
naquela época de tamanha descoberta, 0s nanotubos de titanato sdo nanomateriais diferentes
dos nanotubos de 6xido de titanio, uma das suas principais diferencas € que 0s nanotubos de
TiO e titanato sdo que 0s nanotubos de titanato além de possuir cavidade oca, abertos em ambas
as extremidades (Fig. 3), eles ttm camadas multiplas formando tipo um rocambole e possuem

a capacidade de troca ionica.

Até agora, trés métodos principais foram desenvolvidos e se concretizaram inicialmente
para a produgdo de nanotubos de TiO2 quanto de titanato, ou seja, via moldes quimico,

hidrotérmico e anodizacéo eletroquimica.
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Figura 3: Imagens por microscopia eletronica de transmissdo mostrando o0s nanotubos de

titanato produzidos por Kasuga.

" 10nm

Fonte: “Reimpresso (adaptado) com permissdo de {KASUGA, T.; HIRAMATSU, M,
HOSON, A.; SEKINO, T. FORMACAO OF A TITANIUM OXIDE NANOTUBES, 1998}.
Copyright {2022} American Chemical Society".

De fato, desde a primeira vez da utilizacdo do método hidrotérmico que produziram pela
primeira vez nanotubos de titanto (Kasuga et al., 1998), essa metodologia tem sido uma das
mais utilizados nos ultimos anos devido ser um método eficiente, de facil uso e baixo custo (Li
et al., 2014), recebendo a atencdo de muitos pesquisadores (Bavykin et al., 2004; Mechichi,
Mhiri e Sayadi, 2006; Peng et al., 2010; Wang, 2002), os quais buscaram entender o0 mecanismo
de formacdo e estrutura dos nanotubos titanato. Porém, uma desvantagem do método
hidrotérmico convencional é o seu longo tempo de reacéo (de 20 h — 96 h), tempo necessario

para que ocorra a completa formagdo dos nanotubos (Marques, et al., 2015; Ferreira, 2006).

Voltando um pouco mais, precisamente em 1996, (Komarneni et al., 1996) propuseram

a utilizacdo do método hidrotérmico assistido por microondas nas sinteses de pds-ceramicos.
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Este método despertou a atencéo e interesse na sintese de compostos organicos e inorganicos e
no tratamento térmico de muitos materiais no lugar do aquecimento convencional, uma vez,
que o um método de aquecimento por microondas é mais rapido no processamento da reagéo,
torna-o mais eficiente em comparagdo ao metodo hidrotérmico convencional que necessita de

mais tempo para a formacao dos nanotubos de titatanato (Oghbaei e Mirzaee, 2010).

O aquecimento rapido induzido pela irradiacdo por microondas geralmente envolve
interacOes diretas do microondas com os 4tomos, ions e moléculas do material (Youn et al.,
2014). Por outro lado, o processamento hibrido por microondas combina efetivamente o
aquecimento direto induzido pelo microondas e o aquecimento indireto de uma fonte de calor,
evitando uma temperatura ndo uniforme entre o interior e o exterior do material (Oghbaei e
Mirzaee, 2010). Assim, 0 uso da irradiacdo por microondas através do método hidrotérmico
possui algumas vantagens quanto a reducdo do tempo e menores temperaturas de
processamento reacional favorecendo o rapido processamento para a formacdo dos nanotubos,
0 que o torna com boa viabilidade econdmica e amigdvel do meio ambiente (Hao, Gyawali e

Lee, 2016; Manfroi et al., 2014).

Em 2005, foi a primeira vez que Wang et al., (2005), fez a primeira adaptacdo da
irradiacdo por microondas na sintese hidrotérmica alcalina a partir do p6 TiOz-anatasio proposta
por Kasuga et al., 1998. Os autores relataram que o tempo de processamento para a formacéo

dos nanotubos de titanato foi reduzido para 6 horas (Wang et al., 2005).

Em meio a tantas suposic¢des, atualmente o mecanismo reacional dos nanotubos a partir

do éxido de titdnio mais aceito na literatura é discutido a seguir.

3.2 Formagcao dos nanotubos de titanato

O mecanismo de formagao dos nanotubos de titanatos foi bastante discutido e aceito na

literatura (Kukovecz et al., 2005; Ou e Lo, 2007). Desta forma, houve um entendimento do
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mecanismo reacional dos nanotubos, e foi possivel descrever com maior precisdo a sua
estrutura, morfologia e composicao.

Kukovecz et al., (2005), relataram nanomateriais sintetizados pelo método hidrotérmico
por diferentes intervalos de tempos, as imagens de microscopia eletronica de transmisséo de
alta resolucdo mostraram que os nanomateriais obtidos ap6s 1, 2 e 3 h processamento reacional,
apresentavam-se com formato de pequenos objetos curvados com medindo 10 nm de
comprimento, formando uma espécie de espiral. No entanto, o nanomaterial sintetizado por um
tempo reacional de 72 h, ndo mostrava o mesmo formato dos demais, nanoespiral (Kukovecz
et al., 2005). Através desta observacao, os autores sugeriram que o ataque quimico inicial na
superficie de titania formaria um composto que se recristalizaria em nanofolhas de trititanatos
(NazTizOy7), que se curvaria formando essas nanoespirais, por dissolu¢do do 6xido de titanio

precursor da seguinte forma:

3TiOy(s) + 2NaOH —> 2 Na‘@g + Tis07% (ag) + H20 (1)

Através de calculos (Bavykin et al., 2006; Bavykin, e Walsh, 2009) compararam a
possivel vantagem energética durante o processo de encurvamento de multiplas folhas
empilhadas de titanato para a formacdo de nanotubos e explicaram ainda, que a taxa de
cristalizagdo das nanofolhas com diferentes tamanhos em uma mesma pilha, associado a essa
diferenga uma energia superficial. A diferenca entre o tamanho das folhas afeta a taxa de
encurvamento, como é mostrado na Figura 4, o desequilibrio na largura da camada Ax, cria
uma inflexao a fim de diminuir o excesso de energia de superficie em (a). Os autores criaram 0
seguinte esquema para explicar cinética e termodinamica da formagdo dos nanotubos de

titanato:

2Na'(aq) + Tis07% @q) <——> [NazTi307](folhas) 2
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Durante o deslocamento simultaneo de camadas e a inflexdo das nanofolhas, o ganho
em energia de superficie pode ser suficiente para compensar as tensdes mecanicas e promover
a curvatura do material formando os nanotubos. Na auséncia de fatores que estabilizam a forma

flexionada das nanofolhas, as mesmas devem regressar a forma planar.

[Na2Ti307]folhas) + 2 H20qy «—— [NazTi307](tubo) + 2 NaOHs) 3

Figura 4: Formacdo de nanoestruturas tubulares. (a) Empilhamento de nanofolhas de titanato,
(b) empilhamento com uma nanofolha maior que as demais, (c) nanofolhas curvadas para

diminuir a energia do sistema.
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Fonte: Adaptada de (Bavykin, e Walsh, 2009).

3.3 Estrutura, morfologia e composi¢do dos nanotubos de titanato

Os nanotubos de titanato é uma nanoestrutura unidimensional (1D) com morfologia
nanotubular e possui uma estrutura de paredes isoestrutural ao titanato de sédio lamelar do tipo
Na2TizO7, formados por unidades de TizO7>". Nessa estrutura os octaedros de titanio e oxigénio
(TiOs) estdo ligados pelas arestas ao longo da direcdo [010], formando camadas em forma de

zigue-zague e, 0s ions de s6dio ocupam a regido interlamelar compensando as cargas negativas
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(Ferreira, 2006; Viana, et al., 2011), conforme mostrado na Figura 5, o esquema da estrutura

dos nanotubos de trititanato.

Desta forma, os titanato de metais alcalinos tém composicdo estrutural que melhor
descrevem os nanotubos de titanato de Naz-xHxTi3O7. nH20O, onde o x pode variar de 0 a 2,
dependendo das condicGes de lavagem, e n representa a quantidade de &gua estrutural existente
na amostra (Ferreira, 2006).

Figura 5: Esquema da estrutura dos nanotubos de trititanato de sodio, (Na.TizO7) na forma de

poliedros. Nas cores: roxo, estrutura octaédrica de titanio; vermelho, atomos de oxigénio e

amarelo, ions de sddio (Na™).

0 Atomos de Oxigénio
() Titanio
O ions de sodio

’ Octaedros TiOg

Fonte: Adaptado de (Li, et al., 2020)

A Figura 6, apresenta um esquema sobre as principais etapas para a obtencdo dos nanotubos
de titanato pelo método hidrotérmico. A formacdo dos TiNT, ocorre através do uso de
nanoparticulas em p6 de TiO2 em uma das fases do precursor (a), e por meio do tratamento
hidrotérmico alcalino em solucdo de hidréxido de sédio (b), as ligacbes Ti-O-Ti da estrutura do
Oxido de titanio precursor é rompida nos pontos entre os octaedros TiOe para se religarem na

direcdo preferencial [100] e lateralmente na direcdo [001], resultando na formacdo de
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nanofolhas, que ocorre devido a delaminagdo de unidade de titanato formado em duas
dimensbes (c), (Bavykin, Friedrich e Walsh, 2006), subsequentemente ocorre a efetiva
formagé&o nanotubos pelo enrolamento de uma camada, propiciando um formato tipo rocambole
(d), em seguida uma das camadas de titanato enrola-se varias vezes em torno do seu eixo
preferencial em geometria espiral em torno do eixo [010], os ions de Na* sdo mantidos entre as
paredes do nanotubos de acordo com o mecanismo de formacéo para os nanotubos de titanato
(d), proposto por (Bem et al., 2012) como visto na Figura 6 a—d.

Figura 6: (a — d) Formacdo dos nanotubos obtidos a partir do tratamento hidrotérmico e (f)

imagem por microscopia eletrdnica de varredura mostrando a morfologia dos nanotubos de

titanato.

N: rticulas TiO
a) anoparticulas TiO, b)

V"~

~ “_

Tio, — -
. e

NaOH

Reacao hidrotérmica

Nanotubos de Titanato

lum

Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda sobre os nanotubos de titanatos produzidos pelo tratamento hidrotérmico alcalino
de TiO., estes apresentam caracteristicas morfoldgicas como: cavidade oca (abertos em ambas
as extremidades), camadas multiplas aproximadamente 4, em que cada camada consiste em
compartilhar arestas dos octaedros de TiOs dando origem a uma estrutura em forma de zigue-
zague (Ferreira, 2006). A distancia entre estas camadas é de aproximadamente 0, 86 nm

(Gusmao, et al., 2019). O seu diametro interno tende a ser constante ao longo do seu
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comprimento, da ordem de 4 — 8 nm e o didmetro externo seria da ordem de 8 — 15 nm. (Liu et
al., 2014). As caracteristicas morfoldgicas dos nanotubos sdo ilustradas nas imagens de
microscopia eletrbnica de transmissdo selecionada na Figura 7. Com relacdo a sua area
superficial especifica, esta seria intensamente superior a do seu 6xido precursor, a qual pode
variar entre 200 a 300 m. g%, dependendo do tipo de secagem e a eficacia de lavagens para a
remoc&o dos ions sodios ndo adsorvidos (Ferreira, 2006).

Figura 7: Imagens MEV e MET de alta resolu¢do dos nanotubos de titanato mostrando: a)
NaTiNT em aglomerados, b) Distancia entre camadas NaTiNT, diametros interno e externo
(linhas vermelhas na imagem direita) e na imagem insertada mostrando a se¢do transversal dos

TiNTs em forma de scroll.

Fonte: a) Elaborada pela autora b) adaptada de (Gusmaéo et al., 2020)

3.4 Nano-heteroestrutura titanato-anatasio

A combinacéo de duas ou mais nanoestruturas semicondutoras com diferentes intervalos
de banda, possibilita a geracdo de novos materiais, formagdo de uma nano-heteroestrutura
funcional que tem as propriedades personalizadas em que as partes sdo interconectadas servindo

como heterojuncdes com a tendéncia de melhorar o resultado de separacdo de portadores de
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carga fotogerada devido a sinergia da co-presencga das duas nanoestruturas diferentes. Além
disso, possuem a capacidade de aumentar a eficiéncia na fotodegradacdo por apresentar
distintas propriedades estruturais e eletrénicas, como a energia de band gap e a area de
superficie (Chen et al., 2015; Dongsheng et al., 2012; Doong e Tsai, 2015; Gusmdo, et al.,
2019).

Nesta linha, estudos de relagdo estrutura-propriedade levou os cientistas ndo apenas a
aplicar os materiais em varios campos da ciéncia, mas também a compreender 0 mecanismo
basico da transformacdo de fase entre as fases cristalinas, como por exemplo: As titanias e
titanatos, que dao origem a uma nano-heteroestrutura de trititanato/anatasio que tem sido
recentemente relatado na literatura como nanotubos de titanato decorados com nanocristais de
anatésio (TINT@ANNP) (Gusmao, et al., 2019; Ohno et al., 2003; Ohtani et al., 2010; Sun et
al., 2015; Wang e Jung, 2019).

Na literatura, sdo relatados trés principais métodos de sintese para a produgéo desse tipo
nano-heteroestrutura, (titanato decorados com nanocristais de anatasio). O primeiro e 0 segundo
método de sintese em duas etapas e o terceiro em Unica etapa de sintese para obter
TINT@ANNP. A seguir, abordaremos com mais detalhes cada um:

O primeiro método de sintese, os TiNTs sdo sintetizados pelo método hidrotérmico
alcalino, seguido por tratamento térmico controlado, ocasionando uma desidratacdo em duas
etapas, sendo a primeira etapa nas camadas, levando a uma diminuicdo da distancia entre
camadas, e a segunda etapa resultando em destruicdo parcial dos nanotubos, formando
particulas de anatasio em nanotubos de titanato a 350 — 400 °C (Zhang et al., 2007).

O segundo método sintese, os TiNTs sdo sintetizados também pelo método
hidrotérmico alcalino, seguido por tratamento acido pds-sintese. Nesse tratamento os TiNT de
sodio foram adicionados & 100 mL de solucéo de HCI 0,1 M por um tempo de 2 horas, filtrados

e lavados com 500 mL de &gua deionizada e secos a 120 °C por 6 horas, obtendo assim,
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nanotubos de titanato protonados (H-TINT). Posteriormente, os TINT sintetizados séo
submetidos ao procedimento de transicdo de fase adicional relatado por Zhu et al., (2005) em
que este tratamento consiste na preparacdo de uma dispersdo de 1,5 g de nanotubos de titanato
em 150 mL a uma concentragdo de 0,05 M de uma solucéo aquosa de HNO3, mantendo a 70
°C durante 48 h sobre agitacdo magnética (Zhu et al., 2005). Ao final do tratamento, o produto
solido obtido é filtrado a vacuo, lavado varias vezes com agua deionizada e seco a 120 °C por
6 h (Sandoval, Zanella e Klimova, 2017; Zhu et al., 2004).

Embora, ja existisse trabalhos que relatasse sobre nano-heteroestruturas como o de
Cheng e colaboradores, essas eram obtidas em duas etapas de sinteses. Os autores produziram
TiNT com a superficie decorada com nanocristais de anatasio unidimensional, comparando-0s
a semelhancga dos nanotubos ao tronco de uma arvore e as particulas de TiO2-anatésio a fruta
jabuticaba como ilustrado na (Figura 8 (a— b)), (Cheng et al., 2019).

Por outro lado, no que diz respeito a sintese em Unica etapa dessas nano-heteroestrutura,
nada tinha sido apresentado na literatura até o ano de 2019, quando relatamos pela primeira vez
uma nano-heteroestrutura composta por nanotubos de titanato decorados com nanocristais de
anatasio (TINT@ANNP) semelhantes também ao troco de uma arvore (nanotubos) e particulas
de anatasio com didmetro médio de 3, 3 nm ancoradas na superficie dos nanotubos (fruta
jabuticaba), mostradas na (Figura 8 c), obtida em Unica etapa de sintese utilizando irradiacao
por microondas incorporado ao método hidrotérmico alcalino (Gusmao, et al., 2019). Ainda,
mostrarmos o grande leque de possibilidades inovadoras sobre essas nano-heteroestruturas,
possibilidades de modificagdes e seu desempenho quando aplicados na fotocatélise (degradacédo
de corante, producédo de hidrogénio) e aplicagdes bioldgicas (Gusméo, et al., 2019; Marques et

al., 2019; Sales et al., 2020).
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Figura 8: (a— b) Imagens ilustrativas da &rvore de jabuticaba: tronco e fruta, (c) Imagem por
MET de nanotubos de titanato decorado com nanoparticulas de anatase (TINT@ANNP),

mostrando semelhanca.

Fonte: Elaborada pela autora.

O terceiro método de sintese, relatada por Gusmao et al., (2019), utilizaram o método
hidrotérmico assistido por irradiacdo por microondas. Foram utilizados 3,0 g de TiO2 na fase
anatasio dispersos em 90 mL de uma solucdo de NaOH a uma concentra¢do de 10 mol L?,
submetidos a irradiacdo por microondas doméstico adaptado para sintese (modelo Panasonic —
2, 45 MHz, poténcia maxima de 700 W) a 140 °C por 3 horas de processamento hidrotérmico,
o produto sélido obtido lavado com agua deionizada até obter pH =~ 10 e, seco a vacuo por 24

horas (Gusméo, et al., 2019).

3.5 Troca ibnica em nanotubos de titanato

Devido a estrutura com paredes lamelares idnica, 0s nanotubos de titanato tornam-se
interessante para 0s processos de troca ibnica, uma vez submetidos a reagcdes com condi¢des de
acidos fracos ou por solugbes com outros cations, o cation de sddio presente na parede dos
nanotubos podem ser substituidos completamente ou parcialmente pelo préton ou cations em

solucdo. A diferenca entre as duas estruturas, nanotubos de titanato protonado e de sodio é a
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posicdo do préton de H* que se encontram adsorvidos na lamela do titanato enquanto o cation

de Na* encontram-se livre entre as paredes (Ferreira e Monteiro, 2013).

Os nanotubos de titanato de sédio e/ou modificados ionicamente vém sendo explorado
nos processos fotocataliticos que geralmente apresentam um melhor desempenho da atividade
fotocatalitica devido a sua alta area de superficie especifica de 170 a 300 m? g (Gusmao, et
al., 2019), adicionalmente a troca i6nica com diferentes cations metalicos, terras raras, entre
outros, levando a diminui¢do da energia de banda de gap melhorando a sua atividade Optica na
regido do visivel (Bavykin et al., 2006; Bavykin, e Walsh, 2009; Marques et al., 2017). Nas
amostras trocadas nota-se geralmente uma discreta alteracdo nas distancias interlamelares em
funcdo da troca idnica com cations -tri, -treta e -pentavalente menores em comparacdo aos

TiNTSs trocados com cétions mono e divalente (Zaki e Lee, 2019).

3.6 Método de troca idnica e deposicdo de nanoparticulas nos nanotubos de titanato

No contexto dos nanotubos de titanato, estes podem ser funcionalizados através da troca
ibnica de cation tanto entre as paredes quanto em sua superficie externa. Para que a reagdo de
troca idnica ocorra bem ¢é importante escolher os precursores adequados para tornar as
interacOes eletrostaticas mais eficientes. Os precursores adequados necessitam ser espécies
caracterizadas por uma forte afinidade com os nanotubos, como os cétions metélicos de
transicdo. Assim, existe duas abordagens diferentes para a realizacdo das reacGes de troca
ibnica:

1. Pelaadicédo do cation de interesse diretamente a mistura reacional no processo de sintese
hidrotéermica em meio basico (Xu et al., 2006), permitindo com que os atomos do

catalisador sejam incorporados na estrutura cristalina dos nanotubos, entretanto, a

disperséo e a carga do catalisador ndo séo facilmente controladas;
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2. Por meio do poés-tratamento do NaTiNTs com a solucdo precursora de interesse
((Bavykin, e Walsh, 2009), sendo esse o mais utilizado nas modificagdes dos TiNTs, por
se mostrar mais eficaz devido a facilidade de troca do cétion presente nas lamelas das
estruturas nanotubulares com diferentes ions metalicos (Viana, et al., 2011), terras raras
(Marques et al., 2017) entre outros, além de permitindo uma distribuicdo homogénea de

ions e conservagdo da morfologia dos nanotubos.

A segunda abordagem para a reacdo de troca ibnica e funcionalizagcdo dos TiNTs com

metal/6xido metélico foi relatado por (Bavykin, e Walsh, 2009), e ocorre da seguinte forma:

O processso de troca i6nica dos NaTiNTs pode também ser utilizado na deposicdo de
nanoparticulas de diferentes naturezas dispersas em sua superficie. Os NaTiNTs sdo suspensos
no meio contendo ions que participam efetivamente da reacdo, permitindo uma distribuicéo
atdbmica uniforme na superficie dos nanotubos por adsor¢do (as nanoparticulas se aderem a
superficie dos TiNTSs), e entre as camadas dos titanato por difusdo (os nanotubos possuem
paredes caracterizadas por uma estrutura do tipo zigue-zague). Durante essa etapa, 0 precursor
catidnico das nanoparticulas na forma M"* é trocado ionicamente pelos prétons e/ou sédio dos
nanotubos de titanato, que pode ocupar ambos na superficie concava e convexa dos nanotubos
de titanato, assim como nos espacos entre as paredes dos nanotubos. JA o crescimento das
nanoparticulas sob a superficie dos nanotubos, ocorre através da utilizacdo de uma reacao
quimica (precipitacdo e/ou reducdo) entre o cation inserido e os sais adicionados a solucéo.
Durante este processo, ocorre a difusdo do céation entre as paredes para a superficie dos
nanotubos onde reage com produtos quimicos adicionados a solucdo para formando
nanoparticulas que decoram a superficie do nanotubos (Bavykin, e Walsh, 2009) como

mostrado na (Figura 9), o processo de troca idnica nos nanotubos de titanato.
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Assim, essa segunda abordagem de troca i6nica, pode levar a formacao de um sistema
hibrido como os descritos por (Viana et al., 2009), em que relataram a sintese de nanotubos de
titanato trocados com fons de cério que além de serem intercalados com com Ce** nas paredes
dos nanotubos, houve também a formacdo de nanoparticulas de 6xido de cério (CeO2),
decorando a superficie externa dos nanotubos tais observagdes, mostrados pelas anélises
morfologicas por MET.

Figura 9: Processo de troca de cétions com préton na parede dos nanotubos, seguido de

nanoparticulas na superficie externa dos nanotubos de titanato.

e Proétons no reticulo o Cations do metal

e Octaedros de TiO k{ ) Nanoparticulas do metal

Fonte: Adaptado de Bavykin & Walsh (2009).

A seguir citam-se alguns trabalhos que reportam sobre a capacidade de troca idnica das
nanoestruturas de titanato que apds serem trocados ionicamente, apresentaram propriedades

interessantes e potencial de aplicagcdes principalmente na area ambiental:

Sun & Li, (2003) investigaram pela primeira vez a capacidade de troca de ions de TNTs
com metais de transi¢do (Zn?*, Cu?*, Ni?*, Co?*, Mo?*, Ag* e Cd?*), mostrando a facilidade da
reacdo, mantendo a morfologia original dos nanotubos com homogénea distribuicdo de ions,

com potencial para area ambiental, processo catalitico.
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Santos et al., (2013), relataram o sucesso da troca i6nica dos ions Na* presentes nas
lamelas dos nanotubos de titanato modificados por quatro cétions diferentes, dois terras raras
(Ce*™ e La®*") e dois metais de transicdo externa (Co®" e Cu?"), verificou-se através das
caracterizagdes estruturais que a reacao de troca iénica favoreceu a formacéo de nanoparticulas
de CuO e CeO2 na superficie dos nanotubos de titanato nas amostras CeTiNT e CuTiNT

(Santos, et al., 2013).

Marques et al. (2015) sintetizaram nanotubos de titanato trocados ionicamente com ions
de cério (Ce*") utilizando diferentes concentracdes e explicaram o crescimento de
nanoparticulas de 6xido de cério (CeO.), com tamanho de 3 nm, produzidos por reacfes de

reducdo em solucdo (Marques, et al., 2015).

Outro trabalho de Marques et al., (2019), relataram um estudo sobre nanotubos de
titanato decorados com nanoparticulas de ouro com tamanho médio ~ 9,7 nm produzido por
meio de uma solu¢do aquosa de acido ascorbico em agitacdo intensa. Os autores direcionaram
esse  nanotubos de titanato decorados com ouro (AuHTINT) com eficiéncia como
fotocatalisador para a producdo de hidrogénio a partir de glicerol um agente de sacrificio

(Marques et al., 2019).

Os nanotubos de titanato de sddio proposto por (Zaki e Lee, 2019) foram trocados
ionicamente por cations de diferentes valéncias, (Mg?*, Ca?*, Zn?" K*, Cr®, Ce%*, Ce**, Mo®*
e La%"), e relacionaram os efeitos das valéncias dos cations na capacidade de adsor¢io de um
corante catidnico, azul de metileno e nas propriedades Opticas dos nanotubos trocados

ionicamente.
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3.7 Nanotubos de titanato trocados com ions de ferro: formacdo e caracterizacdo de

nanoparticulas de ferro

A preparacao de nanotubos magnéticos abre novos caminhos na nanotecnologia como
consequéncia de suas multiplas propriedades incorporadas a um Unico nanomaterial. Em nosso
estudo sobre nanotubos de titanato trocados com ions de Ferro, revelou pela primeira vez, que
ambas as nano-heteroestruturas exibem curvas de magnetizacdo que confirmaram o
comportamento ferromagnético. Esses comportamento magnético para ambas nano-
heteroestruras dao acesso ao efeito da troca idGnica nos ajustes das propriedades das nano-

heteroestruturas para trabalhos futuros (Gusmao et al., 2020).

Ja no trabalho proposto por Morgado et al., (2011) relataram pela primeira vez o
comportamento de nanoestruturas de trititanato de sodio trocado com ions de ferro em
diferentes concentracdes de sais de Fe(NOs)s. A troca com ions de Fe3*, induziu mudancas nas
propriedades estruturais e dpticas das nanoestruturas, indicando espécies em menores estados
de oxidacdo Fe?*, com nanocristais presentes na superficie e também intercalado nas camadas

da nanoestrutura de trititanato (Morgado et al., 2011).

Harsha et al., (2015) produziram nanotubos de titanato com nanoparticulas de y-Fe>Oa.
Os autores mostraram a capacidade de adsor¢do do corante azul de metileno para os compdsitos
formados de 125 mg. g em comparacdo aos nanotubos de titanato de 62,5 mg. g** (Harsha et

al., 2015).

Movidos por esta problematizacdo, Marc et al., (2018) utilizaram os nanotubos de
titanato com superficie externa decorada com nanoparticulas de FesO4 para adsorcao do corante
azul de metileno que mostrou capacidade de adsor¢do de 95 mg. g*. No entanto, os autores

relataram que as nanoparticulas possuia tamanho ~ 2 nm, ou seja, elas apresentam uma baixa
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magnetizacdo de saturacao e para promover a separa¢ao desses nanocomp6sitos do meio aquoso

seria necessario aplicar um campo magnético externo de grande magnitude (Mar¢ et al., 2018).

No trabalho de Zaki et al., (2019), sintetizaram e caracteriza¢cdo nanotubos de titanato
(Na2Ti307) dopados com Fe/Co, mostraram que a magnetizagédo aumentou com a dopagem com
Fe, enquanto a dopagem com Co aumentou a coercividade. Esse comportamento era esperado
pelo carater magnético do Fe e pela anisotropia magnetocristalina positiva do Co. Os autores
afirmam que esses resultados ddo acesso ao efeito de dopagem dos ions metalicos utilizados
com perspectiva no ajuste das propriedades magnéticas dos nanotubos de Na>TizO7 (Zaki et al.,

2019).

3.8 Aplicacdes bioldgicas dos nanotubos de titanato

Recentemente, varios estudos envolvendo nanotubos de titanato modificados s&o
reportados na literatura (Sallem et al., 2017), isto, se deve a sua forma, pois foi demonstrado
que os nanomateriais tubulures possuem maior internalizacdo pelas células do que seus
equivalentes esféricos (Barua et al., 2013), além disso, possui propriedades excelentes para a
aplicacdo neste segmento, como biocompatibilidade (Sruthi et al., 2018), sendo usado como
um vetor de moléculas e biomoléculas (Sallem et al., 2017) e no tratamento de doencas
complexas como céancer (Mirjolet et al., 2017). O interesse em utilizar nanotubos de titanato
para nanomedicina € bastante recente e a literatura sobre este tema esté crescendo rapidamente,
a seguir algumas das aplica¢fes dos nanotubos de titanato direcionados a area biomédica serdo

expostas:

Sallem et al., (2017), propuseram pela primeira vez o uso dos TiNTSs sintetizados pelo
método hidrotémico revestido com quitosana como um sistema para liberacéo de farmacos. Os
autores utilizaram a quitosana devido a sua capacidade de melhorar a biocompatibilidade dos

TiNTs. A funcionalizacdo teve duas abordagens: (i) Por ligacdo covalente usando duas
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moléculas diferentes: aminopropiltrietoxissilano (APTES) e glutaraldeido e a (ii) Por interactes
eletrostaticas entre quitosana e TINTs. Os dois nanohibridos fornecidos pelos autores indicam
que o0 enxerto com quitosana aumenta a estabilidade coloidal dos nanohibridos. Os testes de
citotoxicidade em células de carcinoma humano, hepatocelular (HepG2), monstraram baixa
citotoxicidade para ambos nanohibridos com as diferentes abordagens de funcionalizagdo com

quitosana (Sallem et al., 2017).

Outro estudo, enfatizando que os TiNTs sdo biocompativeis e possuem significativas
respostas para a capacidade de entrega de farmaco foram apresentados por Baati et al., (2016).
Os autores, utilizaram TiNTs carregados com genisteina, um flavonoide biologicamente ativo
com potencial terapéutico que ajuda a proteger contra as células do cancer, incluido o
glioblastoma. Previamente ao encapsulamento dos TiNTs com genisteina, eles foram
desidratados a 100 °C por 12 horas para remover o solvente residual dos poros. O carregamento
dos TiNTs com genisteina ocorreu suspendendo o p6 de TiNT moido (5 mg/mL), em uma
solucdo de genisteina de etanol (2, 5 mg/mL) a temperatura ambiente sob agitacdo magnética
por 24 horas. A cinética de carregamento do farmaco nos TiNTs foi estudada em diferentes
tempos pela determinacdo da concentracdo de genisteina no sobrenadante ap6s centrifugacéo
da amostra como mostra a Figura 10. A liberacdo de genisteina foi realizada embebendo os
TiNTs/farmaco em pd numa solucdo tampao a 37 °C sob diferentes tempos de incubacdo em

agitacdo continua. O valor da genisteina encapsulada foi quantificada por TGA e HPLC.

Esse estudo, ressalta que a morfologia tubular dos TiNTs com paredes multiplas é um
dos requisitos importantes como material para promover alta carga do farmaco. Os resultados
indicaram uma eficiéncia com cerca de 25 % de liberacéo da genisteina até 3h, seguido por um
aumento linear até atingir 80 % ao final de 72 h (Figura 10), os autores atribuem este resultado

a alta &rea superficial dos TiNTs, gerando uma maior absor¢do das celulas e liberacdo
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controlada do farmaco nas células de glioblastoma, o que resulta numa melhor eficiéncia na

atividade antitumoral (Baati et al., 2016).

Figura 10: (A) Cinética de encapsulamento de genisteina em TiNTSs, (B) TGA de TiNTs e

TiNTs/Genisteina e (C) Liberacdo do farmaco em condicg6es fisiologicas simulado.
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Fonte: Adaptado de Baati et al., (2016)

Rénavéri et al., (2016), reportaram um estudo de TiNTs protonados obtidos pelo método
hidrotérmico posteriormente, submetidos a reacfes de trocas idnica com diferentes cations
(Ag*, Mg*, Bi*, Sb*, Ca*, K*, Sr*, Fe*, Cu*), com o intuito de elucidar o impacto das
modificacdes dos nanotubos e repostas para as atividades bioldgicas: antibacteriana, antifingica
e antiviral. As trocas idnicas com todos os cations foram realizadas com sucesso. Os autores
investigaram também o efeito da toxicidade dos nanotubos modificados em células do tipo
cancro do colo do utero humanas (HeLa). O ensaio da atividade mitocondrial MTT foi realizado
para medir a viabilidade celular. 10* células/poco foram semeadas em placas de 96 pogos
contendo TiNT e TiNTSs trocados ionicamente em concentracdes de 5 mg/mL. Apo6s 24 horas
as células foram lavadas com PBS e incubadas em meio de cultura contendo 0, 5 mg/mL de
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reagente MTT por 1 hora a 37 °C. O BIi/TINT nédo apresentou morte celular, enquanto que
Ag/TINT resultou em total morte celular, Cu/TiNT apresentou 65% de mortalidade das células
HelLa. Os TiNTs trocados com Mg, Sbh, Ca, K, Sr e Fe tiveram uma moderada viabilidade celular
com cerca de 20 % - 40 % (Figura 11).

Figura 10: Viabilidade em linhagem celular (HeLa) em contato com TiNT e TiNTs

modificados com diferentes ions.

150

Controle
Bi-TiNT
* % Ca-TiNT
% Sr-TINT

8

** Mg-TiNT

# %% Sh-TIiNT
4+ K-TINT

## Fe-TINT

#% ¢ % Cu-TiNT

3

Reducio MTT (%)

#+e¢ Ag TiNT

Fonte: Adaptado de (Ronavari et al., 2016).

J&, com relacdo aos resultados antibacteriano e antiflgico, os nanotubos com ions de
Ag" foi o que apresentou melhores eficiéncia contra todas as espécies microbianas analisadas,

porém foram ineficazes em virus (Ronavari et al., 2016).

Beke, et al., (2014), propuseram o desenvolvimento de um scaffold, formando um
composito bioativo composto de um fotopolimero biodegradavel e TiNTs. Os autores
utilizaram os compositos em experimentos in vitro com cultura de células de fibroblastos de
camundongos. Observaram que ap0s 24 h de incubacéo, houve uma maior densidade celular
nos scaffolds revestidos com TiNTSs, ou seja, ocorreu interagcdo celular com a superficie dos
TiNTs em comparacdo com o grupo controle. Além da ades&o celular, os autores investigaram

a proliferacéo celular apds 7 dias de cultura que indicaram que as células crescem, proliferam
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e formam interconexdes. O que os tornam promissores para a engenharia de tecido ja que houve

a biointeracdo entre os scaffolds e as células (Beke et al., 2014).

Sruthi et al. (2018), reportaram 0 uso de TiNTs obtidos pelo método hidrotérmico
funcionalizados com APTES que fornece a superficie dos TiNTs grupos de amina, formando
nanohibridos TiNTs-APTES. Os autores realizaram aplicagdo in vitro com o intuito de verificar
a eficiéncia dos nanohibridos como nanocarregador e liberador de farmaco em células BV-2
microgliais (células presentes no cérebro, responsaveis pela imunidade e pode estar ativa em
doengas do sistema nervoso central). Os resultados mostraram que houve biointeracdo do
TiNTs-APTES com as células com e sem amilorida, um farmaco inibidor da endocitose,
processo em que as células absorvem os nanohibridos através da membrana celular. Além disso,
0s resultados apontaram que nao houve proliferacdo das células microglial BV-2 (Sruthi et al.,

2018).

Paris et al., (2015) apontaram que sondas Opticas baseadas em fluorescéncia para
imagiologia médica é de grande interesse na medicina de imagens. No entanto, imagens Optica
in vivo pode causar a absorcao de varios tecidos e componentes sanguineos o que restringe o
uso dos convencionais fluoroforos derivados de fluoresceina ou rodamina (que sdo materiais
com certo grau de citotoxicidade) e propGe como alternativa os titanato que nao possui
citotoxidade e é fotoativo (Paris et al., 2015).

Com essa abordagem, os autores realizaram um estudo para funcionalizar os TiNTs com
ftalocianina para imagens 6ticas in vivo pela capacidade de absorver na regido entre 650 - 800
nm (regido onde ocorre a maior penetracdo da luz nos tecidos). Os autores confirmaram que foi
possivel a funcionalizacdo dos TiNTs com a ftalocianina que emitiu fluorescéncia em torno de
680 nm mostrado na (Figura 11), que sdo compativeis a emissdo de fluorescéncia da

ftalocianina de zinco, os resultados sdo propicios e promissores para imagens 6ticas in vivo.
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Figura 11: (a) Estudos de fluorescéncia com emissdo 678 nm e (b) Nanohibridos conjugado

em aglomerados.
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Fonte: Adaptado de (Paris et al., 2015)

Biossensores  sensibilizado por ensina (ECL), baseados no sistema
guimioluminescéncia, sdo usados na producdo de luz para deteccdo do reconhecimento
bioldgico, com respostas muito aprimorada as rea¢fes enzimaticas, imunoensaios ou DNA com
0 interesse no campo da biossensibilizacdo (Huan et al., 2015). Com essa perspectiva, Dai et
al., (2010), propuseram pela primeira vez um biossensor ECL biocompativel baseado em
nanotubos de titanato/enzima/filme composto de quitosana foram utilizados para detectar uma
enzima, (colina oxidase — ChOx, luminol, que esta presente também na dieta de quem consome
leite, aveia, laranja, entre outros). Os resultados mostraram que a imobilizacdo da enzima -
ChOx, pode ser detectada pelo sistema sensivel de luminol ECL através do biossensor. Os
autores afirmam através das respostas positivas que os testes tém 95 % de confiabilidade. O uso
dos TiNTs proporcionou ndo apenas um micro-ambiente biocompativel para as enzimas
imobilizadas, mas também excelente estabilidade e longa vida til do biossensor ECL (Dai et

al., 2010).
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Papa et al., (2011), relataram pela primeira vez, TiNTs revestidos com aglomerados de
nanocristais de Oxido de ferro formando um agente de contraste denominado de USPIO
(ultrasmall superparamagnetic iron oxide). Essas nanoparticulas superparamagnéticas séo
agentes de contrates eficaz para imagem de ressonancia magnética devido ao seu efeito de
melhoria de contraste do tipo T2 (é o tempo de relaxacéo, compreendido como sendo o periodo
necessario para que a magnetizacdo de xy seja igual a 37 % da magnetizagdo inicial apds a
absorcdo ressonante) (Logothetis, 2002; Tu, Osborne e Louie, 2011). Os autores relataram que
o revestimento com USPIO nas superficies dos nanotubos, ndo ocorreu de maneira homogénea
apresentando tamanho médio de nanoparticulas de ~ 11,5 + 2,0 nm. O TiNTs-USPIO ndo
apresentaram citotoxicidade em concentragdes até 10,0 ug/mL. A Figura 12, apresenta o TINT

— USPIO sem e na presenca do campo magnético (Papa et al., 2011).

Figura 12: TiNTs — USPIO a) sem e b) com a presenca do campo magnético, c) ilustracdo do
TiNTs — USPIO, d) Imagens de ressonancia magnéticas sé com USPIO e USPIO — TiNTs em

varias concentracdes e) Imagens de ressonancia magnética com com TiNTs-USPIO.

d) ARELS

abcdef ghijkl
ET:1185ms ET:158 ms ET:197.5ms

Fonte: Adaptada de Papa et al., 2011.
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Embora a potencialidade dos nanotubos de titanato aplicados a biomedicina ja tenha
sido destacado em outros trabalhos, até onde sabemos, nenhum destacou o importante progresso
na unido dos nanotubos de titanato com a hidroxiapatita para aplicacdo de regeneracdo 0ssea
bem como, nano-heteroesturturas de titanato decorados com 6xidos de ferro com propriedades
magnéticas. Portanto, este trabalho abrange conquistas recentes no uso de nanoestruturas

modificadas, para aplicagdes em nanotecnologia, nanomedicina.

4. Nanocompositos de titanatos

Nanocompdsitos baseados em titanatos e ligas de titdnio tém sido utilizado em
combina¢Bes com fosfatos de célcio para a engenharia de tecido ésseo devido a sua
possibilidade de aplicagdes em sistemas bioldgicos com boas propriedades mecéanicas e alta

resisténcia a corrosdo (Dapporto, Tampieri e Sprio, 2017).

As proteses e implantes metalicos sdo utilizados para substituir ossos e dentes
danificados, e sua interacdo com o tecido circundante depende da quimica e microestrutura da
superficie (Roguska et al., 2011), mas sua principal desvantagem esta relacionada a sua baixa
biorreabsorcdo. A este respeito, a preparacao de nanocompasitos bioceramicos contendo fases
de Oxidos de titanio e titanato é considerada uma abordagem valiosa, exibindo boa
biocompatibilidade e melhorando a osteointegragéo in vivo (Cunha et al., 2013; Sprio et al.,
2013). Assim, a morfologia aliada a alta area de superficie especifica dos nanotubos de titanato
0s torna como um biomaterial promissor, podendo aumentar a adesdo e disseminacdo de
células, secrecdo de coladgeno do tipo I, mineralizacdo da matriz extracelular e diferenciacdo

osteogénica (Qiao et al., 2019). Nanomateriais de Oxido de titdnio também podem ser
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adicionados a cimentos e pastas injetaveis, levando a uma maior injetabilidade e melhor

desempenho mecénico (Mohammadi, Hesaraki e Hafezi-Ardakani, 2014).

Estudo com titanato de bario (BaTiOs) e hidroxiapatita (HA), foram produzidos para
combinar a bioatividade da HA com a piezoeletricidade do BaTiOs. Nesse estudo, Polley e col.
(Polley et al., 2020), realizaram atraves do processo de impressdo 3D para produzir um
Scaffolds compdsito BaTiOs piezoelétrico e HA porosa, apresentando boa citocompatibilidade

e adesdo celular.
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5. CONCLUSOES

A nanotecnologia fornece alternativas como o aprimoramento das propriedades dos
materiais e/ou aliando a outros materiais com caracteristicas e propriedades distintas a fim de
formar promissores nanocompdsitos voltados a aplicacfes especificas como em aplicaces
biologicas. Assim, as nanoestruturas a base de titanatos sdo nanomateriais versateis que
apresentam propriedades fisicos-quimicas apropriados para serem utilizados em um grande
leque de aplicacBes na area biomédica, energética, ambiental entre outras. A morfologia dos
nanotubos de titanato aliada a sua alta &rea de superficie especifica, estrutura mesoporosa, ndo
citotoxicidade, possibilidade de modificagdes através de reacBes de troca idnica,
funcionalizacdo com metal/6xidos metélicos formando por exemplo nano-heteroestuturas de
titanato complexas com propriedades magnéticas e nanocompdsitos baseados em

hidroxiapatita-titanato.
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RESUMO

Neste estudo, relatamos na literatura (Structural and magnetic properties of titanate
nano-heterostructures decorated with iron based nanoparticles — Journal of Physics
and Chemistry of Solids. 2020, doi.org/10.1016/j.jpcs.2020.109561), as propriedades
estruturais e magnéticas de nanoestruturas de titanato preparadas pelo método
hidrotérmico assistido por microondas, posteriormente modificadas pela substituicdo dos
fons Na* presentes nas paredes dos nanotubos por fons Fe3*. Observou-se que as
nanoestruturas de titanato sdo decoradas com nanoparticulas de anatésio de ~ 2 nm,

produzindo uma nano-heteroestrutura, TINT@ANNP e quando substituida a troca iénica
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por jons de Fe®* levou a formagdo de fases como B-FeOOH e a-Fe;Os, gerando Fe-
TINT@ANNP. Através da MET-AR e MET-V observou-se uma nano-heteroestrutura
complexa com nanoparticulas de tamanho ~ 5 nanémetros nos espacos entre camadas do
oxi-hidroxido de ferro akaganeita (B-FeOOH), assim como nanoparticulas de tamanho ~
10 - 12 nandmetros nas paredes exteriores do oxido de ferro hematita (a-Fe2O3). Além
disso, as medidas magnéticas, mostraram uma contribuicdo ferromagnética em
combinag¢do com um componente paramagnética para ambas as amostras. Para nosso
conhecimento, a nano-heteroestrutura com fases como a-Fe;O3 e B-FeOH foi relatada
pela primeira vez. E, por ultimo, foi enfatizado que a troca i6nica de nanotubos de titanato
com ions de ferro com comportamento magnético pode ter potencial de aplicacdo em
diferentes areas como a ambiental e biomedicina - tratamento de efluente téxteis e

imagiologia, respectivamente.

Palavras-chave: Titanate nano-heterostructure, ferro, troca ibnica, propriedades

magnéticas.

72



ABSTRACT

In this study, we report in the literature (Structural and magnetic properties of titanate
nano-heterostructures decorated with Iron based nanoparticles - Journal of Physics and
Chemistry of Solids. 2020, doi.org/10.1016/j.jpcs.2020.109561)the structural and
magnetic properties of Titanate nanostructures prepared by the hydrothermal microwave
assisted method, subsequently modified by the replacement of Na* ions present in the
walls of the nanotubes by Fe®* ions. It was observed that the Titanate nanostructures are
decorated with anatase nanoparticles of ~ 2 nm, producing a nano-heterostructure,
TiINT@ANNP and when replaced the ion exchange by Fe®* ions led to the formation of
phases such as B-FEOOH and a-Fe>Os, generating Fe-TIN@ANNP. Through MET-AR
and MET-V a complex nano-heterostructure was observed with nanoparticles of size ~ 5
nanometers in the spaces between layers of the oxy-hydroxide of akaganeita iron (-
FeOOH), as well as nanoparticles of size ~ 10 - 12 nanometers on the outer walls of
hematite iron oxide (o-Fe20s3). In addition, the magnetic measurements showed a
ferromagnetic contribution in combination with a paramagnetic component for both
samples. To our knowledge, nano-heterostructure with phases such as a-Fe2O3 and -
FeOOH was first reported. And finally, it was emphasized that the ion exchange of
Titanate nanotubes with iron ions with magnetic behavior can have potential application
in different areas such as environmental and biomedicine - textile effluent treatment and

imaging, respectively.

Keywords: Titanate nano-heterostructure, iron, ion exchange, magnetic properties.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia baseada em escala nanometrica tém sido frequentemente explorada
devido seu potencial para transformar as economias dos pais e mudangas nos processos
de producdo na industria (Kolahalam et al., 2019). Com esse intuito, surgem as
nanoparticulas, nanotubos entre outros materiais nanoestruturados que apresentam
diversas propriedades intensificadas pelo controle do seu tamanho voltados para o uso em
diferentes setores da industria, tais como catalisadores, dispositivos 6pticos, sensores,
tratamento de efluentes, rotulagem bioldgica, sistemas de imagiologia (Kalantar-Zadeh
et al., 2019; Papa et al., 2011; Sarno, 2020; Yildiz, Cevik e Bezgin Carbas, 2019).

Nanoestrutura em uma dimensdo (1D, nanotubos de titanato) foi obtida pela
primeira vez por Kasuga et al. (1998) por meio do tratamento hidrotérmico alcalino em
alta concentragdo de NaOH (10 mol L™?) e do precursor de TiO2 a uma temperatura de
(110 °C). Este nanomaterial pode ser sintetizado a partir de uma variedade de precursores
de TiO2 em escala relativamente grande com morfologia uniforme e alta eficiéncia. O
produto resultante € formado por um titanato de sddio hidratado, com composicao
quimica frequentemente descrita como NaxTisO7:xH20, que forma nanotubos com

paredes multiplas enroladas (Gusmao, et al., 2019; O. Ferreira, 2006).

Recentemente, foi relatado por Gusmao et al. (2019b), uma nano-heteroestrutura
de titanato decorados com pequenas nanoparticulas de TiOz-anatasio na superficie
externa dos nanotubos, obtidos por meio de um processo de uma sintese simples, facil,
rapido e de Unico passo a uma temperatura moderada (Gusmao, et al., 2019). J& se tem o
entendimento que os nanotubos de titanto (TiNT), apresentam alta area de superficie
especifica, excelente capacidade de troca idnica por meio de interagdes com 0s grupos

hidroxilas, -OH presentes na superficie dos TINT, bem como afinidade de intercalacdo

74



com diferentes ions no espaco interlamelar. Tais possibilidades de modificacdes podem
ser projetados para produzir inimeras nanoestruturas complexas sob condigdes
moderadas de processamento, por exemplo, nanotubos de titanato decorados com
nanoparticulas de TiO2-anatasio e trocados ionicamente com ions de Fe* (Gusmaéo et al.,
2020), Ag*Ce* (Sales et al., 2020), Au* (Marques et al., 2019). Assim, os ions de Na*
presentes nas paredes dos nanotubos podem ser substituidos por outros ions, como: 0s
metais de transicdo (Cr¥* Ni?*, Fe3*, Cu?*, Co?", Zn?*, Cd?*) (Cesano et al., 2018; Dai,
Zheng e Wang, 2013; Morgado et al., 2007; Santos, Dos et al., 2013; Wang et al., 2008);
os terras raras (Yb®, Er¥*, Nd*, Pr®*) (Marques et al., 2017a) ou ainda os metais
preciosos (Pd?*, Au®*, Ru?*, Pt**, Ag*) (Bavykin et al., 2006; Souza, Oliveira e Souza,
2020), podendo gerar diferentes nano-heteroestruturas complexas.

Um dos ions que podem ser incorporados nos TiNTs € o ferro e seus componentes
como os oxi-hidréxidos e oOxidos de ferros. No geral, eles possuem uma gquimica
interessante devido as suas propriedades magnéticas, oOpticas, fisico-quimicas e
morfologicas (Gusmao et al., 2020; Han et al., 2007; Li et al., 2018; Morgado et al.,
2011). O ferro € um material de ocorréncia natural, encontrados em abundancia na crosta
terrestre sendo composta por 5% de ferro em sua massa. A maioria dos Oxidos
apresentam polimorfismo, ou seja, possuem a mesma férmula quimica, os atomos
apresentam arranjos cristalinos diferentes e, consequentemente diferentes arranjos
cristalinos promovem distintas propriedades fisico-quimicas. Por exemplo, a hematita é
um oOxido fracamente ferromagnético a temperatura ambiente comparado a magnetita
(Oliveira, 2013).

A akaganeita -FeOOH é formada sob a presenca de ambientes acidos (pH = 3),
a presenca de ions cloreto desempenham um papel dominante na estabilizacdo da

estrutura do tipo tunel de akaganeite. Assim, de todos os polimorfos de FEOOH e
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diferente dos outros oxi-hidroxidos de ferro (111), a fase akaganeita apresenta tuneis
preenchidos por anions de CI. A perda de ions de cloreto favorece a transformacao
estrutural na fase de hematita (Musi¢, Krehula e Popovi¢, 2004; Posr e Bucnwar-0, 1991)

A hidrélise de Fe®* em solucio aquosa procede da seguinte forma de acordo com (Cai et

al., 2010):

Fe3* + 2H,0 <> FeO(OH) + 3H" (1)
Fe3* + 3H20 < FeO(OH); + 3H* (2)
FeO(OH) + H20 «> Fe(OH)s (3)

Na primeira etapa de reacdo ocorre a liberacdo dos anions cloreto no meio
reacional, esses anions sdo incorporados a estrutura do oxi-hidroxido de ferro formado,
garantindo a formacdo da akaganeita invés de outra estrutura, porém esses anions podem
ser retirados por simples lavagem ou reacgdes de troca idnica (Cai et al., 2010). Diferente
da hematita, ela é instavel termicamente e sofre oxidacdo a temperaturas elevadas até
formar hematita (Musi¢, Krehula e Popovic, 2004).

Embora ja tenhamos relatado anteriormente sobre nano-heteroestrutura de
nanotubos de titanato decorados com nanoparticulas de anatasio (TINT@ANNP) pelo
método hidrotérmico assistido por micro-ondas de passo Unico que € um processo simples
e facil sem qualquer tratamento térmico pos-cristalizacdo, conforme nosso trabalho
anterior (Gusmao, et al., 2019). Aditivamente, a troca idnica das nano-heteroestrutura
(superficial e interlamelar) com ions de ferro, dando-nos incentivo ainda maior para
desenvolver e investigar o comportamento estrutural e magnético dessas nano-
heteroestruturas apos a intercalagdo do ferro com a possibilidade distintas aplicagdes:

adsorcdo de corantes, imagiologia.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes

Para a preparacdo dos nanomateriais, 0s reagentes quimicos utilizados foram:
oxido de titanio (TiO2, fase anatésio, Sigma-Aldrich 99, 8 % de pureza), hidroxido de
sodio (NaOH, Vetec, 98% de pureza) e cloreto férrico hexahidratado (FeClz.6H-0, Vetec,
98% de pureza). Todos os reagentes usados possuiam grau analitico e foram empregados

sem purificacdo adicional. Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada.

2.2 Sintese da nano-heteroestrutura — TINT@ANNP

O método hidrotérmico assistido por microondas (modelo Panasonic — 2.45 MHz,
poténcia Mé&xima de 700 W), foi utilizado para obtencdo de TINT@ANNP como
reportado de acordo com o trabalho (Gusméo, et al., 2019). Foram utilizados 3.0 g de
Oxido de titdnio em p6 na fase anatasio, dispersos em 90 mL de uma solucdo de NaOH,
(10 mol L de NaOH em 250 mL de H.0), mantido sobre agitacio magnética por 30
minutos em temperatura ambiente. Logo apds, a suspensao foi transferida para um copo
reacional de Teflon® que foi preenchido com 64, 2 % de sua capacidade de volume e
inserido adequadamente dentro do reator com copo de Teflon® totalmente fechado,
garantido a eficiéncia da pressdo do sistema. O sistema foi colocado no microondas e
submetido a irradiacdo a 160 °C por 4 horas, com taxa de aquecimento de 5%minutos
como apresentando na (Figura 1). Terminando o tempo reacional, foi esperado o
resfriamento do reator até atingir a temperatura ambiente e a suspensao foi separada por
centrifugacéo (centrifuga de bancada: Nova) a 3500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. O precipitado sélido resultante foi redisperso em 45 mL de agua deionizada
e este processo foi repetido dez vezes ate atingir pH = 10 do sobrenadante. Em seguida o

produto sélido foi seco a vacuo por mais de 24 horas.
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Figura 1: Esquema de preparacdo da amostra TINT@ANNP pelo método hidrotérmico

assistido por microondas.

Irradia¢io por microondas
160 °C por 4 h

Agitacao
magnética

I

. - - -
Ti0, Solucio reacional “o

NOH | — ¥

-
30 min._J)

\ —a |

& NaTiNT
o TiO,- anatasio

TiNT@AnNP

Fonte: Elaborada pela autora.
2.3 Reag0es de troca i6nica com ions Fe3*

A reacdo de troca i6nica permite a substituicdo dos cations de Na* presentes na
lamela dos nanotubos por cations metalico (Fe®*") pelo método como descrito
anteriormente (Marques et al., 2017b) e da seguinte forma: Utilizou-se 300 mg de
TiINT@ANNP, em 30 mL de solugdo aquosa com concentragdo de 0,05 mol L™ do sal de
férrico (FeCls.6H.0, Vetec, 98 % pureza), adicionados a um baldo de fundo redondo e
deixados sob agitacdo magnética constante por 24 horas em temperatura ambiente.
Terminando o tempo reacional, a suspenséo foi separada por centrifugacgéo (centrifuga de
bancada: Nova) a 3500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado
solido resultante foi redisperso em 45 mL de agua deionizada e este processo foi repetido

por mais seis vezes até atingir pH 7. Em seguida, foi feita secagem sob vacuo por 24 h,
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conforme ilustra a (Figura 2). A amostra sintetizada apresentou uma coloracgéo alaranjada

e foi nomeada de nano-heteroestrutura de titatato de ferro (Fe-TINT@ANNP).

Figura 2: Esquema do processo de troca idnica da amostra Fe-TINT@ANNP decorada

com nanoparticulas de ferro.

Fe-TiNT@AnNP

Fe3* 0.05 mol L! |

q « o  TiO,-anatasio

“ B-FeOOH
© a-Fe,0;

TINT@ADNP |\ (0 —n

Agitacao 24 horas

Fonte: Elaborada pela autora.

2. 4 Caracterizacdo das nano-heteroestruturas

2.4.1 Difragéo de raios-x (DRX)

Os padr@es de difracdo de raios-X em pd (DRX), foram obtidos utilizando um
difratdmetro p6, em um difratdmetro de pd, XRD 6000 da Shimadzu, usando radiacdo
Cu-Ka (A = 1.789 A) gerada a 40 mA e 40 kV. Os difratogramas foram coletados a uma
faixa 26 em um intervalo 5 — 65°, com uma velocidade de varredura de 1°/minuto.

Adicionalmente, com o auxilio do software X Pert HighScore Plus foi possivel a
identificacdo das fases, que através da comparacao de intensidade relativa e posicao dos
picos de difracdo, permite a comparagdo da medida realizada com um padrdo de uma base
cristalogréfica, por exemplo, ICSD (Inorganic cristal structure database).

Podemos por meio da equagdo de Debye-Scherrer, estimar os tamanhos dos
nanocristais de oxi-hidroxido de ferro (B-FeOOH) e oxido de ferro (a-Fe2Oz) pela

sequinte Eq. (1) (Jovi¢ et al., 2013).
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KX\
Dhkl = Te0s0 (4)

onde D é o tamanho médio das particulas em nm, k € uma constante de proporcionalidade
que depende da forma das particulas (para particula esférica considerar k = 0,9), A € 0
comprimento de onda da radiagdo Cu-Ka (1,54 A), B ¢ a largura total a meia altura do
méaximo (FWHM) de um pico correspondente a reflexdo (hkl) de alta intensidade (104)
para a-Fe20s; (310) para B-FeOOH], e 6 ¢ o angulo de difragao [°] satisfazendo a lei de

Bragg para o plano escolhido como principal da estrutura cristalina.
2.4.2 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram coletados com exposicao das amostras de po, usando
um espectrometro Bruker Senterra Raman equipado com um microscopio Olympus BX50
acoplado e um sensor de imagem de dispositivo de carga acoplada (CCD) como detector.
Com o laser operando a 532 nm, utilizando uma lente de focagem de 20X, 0s espectros
foram obtidos a partir de 3 acumulacGes de 20 segundos com poténcia de saida do laser
de 5 mW, na regido entre 100 cm™ e 1550 cm™, e resolucdo de 3 cm™. As medidas foram

realizadas em temperatura ambiente.
2.4.3 Microscopia eletronica de transmisséo de alta resolucdo (MET-AR)

A microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolucéo foi realizado usando

um instrumento FEI Tecnai G2 F20.
2.4.4 Microscopia eletronica de transmisséo de varredura (MET-V)

As imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo de varredura foram
adquiridas usando um instrumento Titan 80-300 kV (FEI Co.) corrigido por sonda
operado a 300 kV e equipado com um detector EDS-EDAX Si (Li) (resolucdo de energia

de 132 eV) para andlises de composic¢éo quimica. As imagens foram adquiridas com um
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detector de campo escuro anular de alto angulo (HAADF) de comprimento de camera de

160 mm para melhorar o contraste da imagem entre Ti e Fe.
2.4.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

As analises elementares das amostras foram realizadas por espectroscopia de
raios-X de dispersdo de energia (EDS) através de um detector Apollo EDAX acoplado a

um microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta FEG 250.
2.4.6 Espectroscopia Optica na regido ultravioleta e visivel

As medicdes de absorbancia UV-Vis foram realizadas com um espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2600, programado para o modo de absorbancia com comprimento de onda
de 200-800 nm. A funcdo Kubelka-Munk foi usada para calcular a energia de band gap
para uma transi¢do indireta de acordo com as consideragdes tedricas relevantes (Valencia,

Marin e Restrepo, 2010)
2.4.7 Mossbauer

O espectro Mdssbauer da amostra em temperatura ambiente, ~298 K, foi obtido
em um espectrdmetro Mdossbauer miniaturizado MIMOS 1l com geometria de
retroespalhamento de radiacdo gama, operando com aceleracdo constante de uma fonte
de °’Co em matriz de Rh e ~5 mCi de atividade; um espectro com a amostra na
temperatura de 25 K, usando um banho criogénico com hélio liquido, também foi obtido
em um espectrdmetro Mdssbauer convencional com geometria de transmissdo de
radiagcdo gama, operando com aceleracdo constante de uma fonte de >’Co em matriz de
Rh e ~50 mCi de atividade. Os deslocamentos isoméricos foram corrigidos em relacdo ao
aFe em temperatura ambiente, padrdo também usado para a calibracdo da escala de
velocidade Doppler. Os dados experimentais foram ajustados com funcgdes Lorentzianas

pelo método dos minimos quadrados, com o uso do programa de computador
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WinNormos™ for Igor Pro™ versao 6.1. As analises foram realizadas no Centro de Ciéncias

da Natureza (UFPI) sob a superviséo do professor Luis Carlos Cavalcante.

2.4.8 Medidas magnéticas

As caracteriza¢Ges magnéticas foram realizadas por intermédio da magnetometria
de amostras vibrante (VSM). Essas analises foram conduzidas em um magnetémetro
modelo EV7 (VSM) com um campo magnético maximo de 1,8 kOe em temperatura
ambiente, realizadas no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE) sob a coordenacéo do professor Alexandre Ricalde.

2.4.9 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

Os espectros de fotoelétrons excitados por raios-X foram realizados no Instituto
de Fisica Gleb Wataglin (UNICAMP) sob a coordenagdo do professor Richard Landers.
Os espectros de fotoelétrons de raios X foram coletados com um analisador esférico VSW
HA-100 empregando radiagdo Al-Ka (1486, 6 ¢V). Os espectros de alta resolugdo foram
medidos com uma energia de passagem do analisador constante de 44 eV, que produziu
um espectro de largura total a meia altura (FWHM) de 1,6 eV para o pico de Au 4f7/2.
As calibracdes de energia de ligacdo e as correcdes de deslocamento de energia para
explicar o efeito de carga em estado estacionario foram realizadas assumindo que a linha
C 1s esta centrada em 284,6 eV. A pressao durante as medicdes foi sempre inferior a

2x1078 mbar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apols a sintese das nanoestruturas pelo método hidrotérmico assistido por
microondas e troca ibnica e decoracao por precipitacao, as amostras foram caracterizadas
fazendo uso da espectroscopia Raman e difracdo de raios-X com o intuito de avaliar a
estrutura e cristalinidade dos produtos formados como pode ser visto na (Figura 3 e 4),
respectivamente.

Figura 3: Espectro Raman mostrando as bandas caracteristica dos nanotubos de titanato
decorados com nanoparticulas de anatasio (TINT@AnNP) e nanotubos com ions de ferro
(Fe-TINT@ANNP)

—— TiINT@ANNP @ TiNT
@ —— Fe-TiINT@ANNP

Intensidade Raman Normalizada

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Nimero de onda ( cm'1)

Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusméo, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Os modos vibracionais TINT@ANNP e Fe-TINT@ANNP caracterizados por
espectroscopia Raman sdo apresentadas na Figura 3. Os modos em =~ 159 cm™e 192 cm
! s80 atribuidos aos modos de rede (Na-O-Ti), 277 cm™, 447 cm™, 666 cm™ e 706 cm™
identificadas como vibragdes entre Ti-O-Ti referente ao octaedro TiOs € 0 modo em 908
cmt associado as ligagdes terminais ndo compartilhadas Ti-O, tais modos confirmam a

formag&o dos nanotubos de titanato (Marques et al., 2015, 2017a; Viana et al., 2011).
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Observou-se que os modos vibracionais em baixos nimero de onda (159 cm™e
192 cm™) foram um pouco afetados apds o processo de troca idnica com o deslocamento
dos modos para ~ 160 cm™ e 197 cm™*. Além disso, as posicdes e intensidades dos modos
mais centrados (666 cm™ e 706 cm™) também foram afetados com o processo de troca
ionica, com o colapso desses dois modos para ~ 690 cm™ na amostra Fe-TiINT@ANNP,
devido a intercalagio dos ions metélicos Fe** promovendo desordem interlamelar e o
principal modo vibracional susceptivel & troca idnica (908 cm™) desaparece apos a
intercalagéo dos ions Fe** (Manfroi et al., 2014; Marques et al., 2015, 2017b; Santos, Dos
etal., 2013). Tais alteracdes, nos modos vibracionais pode ser uma caracteristica referente
a substituicio dos fons de Na* por fons metalicos de Fe®* apds o processo de troca iénica.
No entanto, ndo foi observado no espectro Raman da amostra Fe-TINT@ANNP nenhum
novo modo caracteristico de fases cristalinas adicionais.

Na Figura 4, é possivel observar a eficiéncia da troca idnica das nano-
heteroestruturas pelos dados de difracdo de raios-X, indicando que a estrutura cristalina
e a morfologia tubular do Fe-TiINT@ANNP foram preservadas apds serem decoradas com
nanoparticulas de fases adicionais de 6xido e oxi-hidroxido de Ferro. As alteracdes nos
perfis de difratogramas de TINT@ANNP em comparacdo a Fe-TINT@ANNP, estdo de
acordo com as observacOes relatados em trabalhos anteriores (O. Ferreira, 2006). Dentre
as observacOes, quatro principais picos de difracdo caracteristicos da estrutura dos
nanotubos de titanato em 260 =~ 9.8°, 24°, 28° e 48°, atribuidos aos planos cristalograficos
dos nanotubos de titanato (200), (110), (211) e (020), respectivamente, (Manfroi et al.,
2014; Marques et al., 2017b).

Identificou-se também a presenca de outros picos de baixa intensidade sendo mais
largos, que também séo atribuidos a estrutura dos nanotubos de titanato em torno de 26 =

32°,34.8°, 38.8° e 61.5°, correspondem aos planos cristalograficos (112), (31-2), (113) e
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(422), respectivamente (Chen et al., 2002). Para calcular a distancia interlamelar utilizou-
se a lei de Bragg, considerando a reflexdo em torno de 26 = 10° dos nanotubos, do0) = 0,
89 nm que esta de acordo com a estrutura semelhante ao trititanato de sddio (Na2TizO7)
(Gusméo, et al., 2019).

No perfil difratograma da amostra de Fe-TINT@ANNP, observou-se que a
intensidade do pico em 26 = 28° diminui em comparacao ao mesmo pico da amostra
TINT@ANNP, sugerindo a diminui¢do de sdédio interlamelar, confirmando que a troca
dos fons de Na* por Fe3* ocorreram com sucesso (Morgado et al., 2011). Além disso, pico
de DRX em torno de 26 = 10, 1°, correspondente ao plano (200), relacionado a distancia
interlamelar, deslocou-se para valores mais baixos de 26. Essa mudanca indica um
aumento da distancia interlamelar devido a insercdo dos ions de Fe3* entre as paredes dos
nanotubos.

A substituicdo dos fons de Na* por ions Fe3* em TINT@ANNP, neste trabalho, foi
proposta por (Bavykin e Walsh, 2009), a troca ibnica destes ions sdo fundamentadas pelo
fator magnitude do raio iénico hidratado e coeficiente de difusdo. Os atomos de Ferro
presentes em solucdo migraram para a superficie externa do nanotubos seguida da troca
idnica entre as paredes com ions de Na*.

Figura 4: Difracdo de raios-X das nanoheteroestruturas (TINT@ANNP) e (Fe-

TINT@ANNP) mostrando as novas fases formadas apds a troca inica
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Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusmaéo, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Portanto, o raio iénico hidratado de um ion € o raio efetivo do ion mais o raio das
moléculas de agua a ele coordenadas em solucéo aquosa. Quanto menor o raio hidratado
do ion escolhido, mais efetiva sera a difusdo (Zhou et al., 2002). Portanto, esse aumento
na distancia interlamelar da amostra Fe-TINT@ANnNP quando comparados com
TINT@ANNP pode ser explicado pelo mecanismo de troca ibnica, uma vez que para que
ocorra a reacdo de troca ibnica com o ion metalico, esses ions encontra-se em solucéo na
sua forma hidratada e, o raio iénico hidratado do ferro (Fe*" = 0.457 nm) que é maior que
o raio idnico hidratado do sédio (Na* = 0.358 nm) (Nightingale, Jr., 1959).

A formagéo de fases adicionais na amostra Fe-TINT@AnNNP foi confirmada pela
indexacéo dos picos de baixa intensidade em torno de 20 = 12°, 17°, 27°, 35° e 39° que
correspondem aos planos (110), (200), (310), (211) e (301), respectivamente,
constatando-se que a fase dominante € akaganeite (B-FeOOH), com os dados
cristalogréficos do cartdo JCPDS: 00-034-1266. Além disso, observou-se a presenca de
dois picos de baixa intensidade em 26 ~ 33° e 56° que correspondem aos planos (104) e
(211), respectivamente, que sdo caracteristicos da hematita (o-Fe203), com os dados
cristalogréficos do cartdo JCPDS: 96-900-2163 (Jovi¢ et al., 2013). Ambas as fases
demonstraram boa concordancia entre os padrdes de DRX e Mdssbauer encontrados em
trabalhos previamente relatados (Jovi¢ et al., 2013).

O tamanho médio das nanoparticulas de B-FeOOH foi estimado, aplicando a
equacdo de Scherrer, utilizando a largura a meia altura da reflexao intensa (310), que foi
calculada em torno de 5 nm de tamanho. Também utilizou a reflexdo (104), o tamanho

das nanoparticulas da fase a-Fe,O3 em torno de 12 nm.
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De acordo com Jovi¢ et al. (2013) e Wu et al. (2006) métodos como hidrolise
envolvendo os ions de ferro (Fe?*) e férricos (Fe**) em solugdo podem produzir produtos
finais como 6xidos, hidroxidos ou oxi-hidroxidos de ferro, dependendo das condigdes
empregadas durante a reacdo como temperatura, valor do pH ou até mesmo na presenca
de outros ions em solucdo como Zn?*, Ni¥*, Mn?*, AI** (cations) ou CI-, SO;2, CO32
(&nions) (Jovi¢ etal., 2013; Wu et al., 2006). Fases como -FeOOH (akaganeita) precipita
da solucgdo de FeCls ou FeFs enquanto a fase a-FeOOH (goethita), provém de solugdes
de Fe(NO3)s e Fex(SOa4)3. Esses resultados previamente relatados nesses trabalhos
anteriores e aqui citados sdo semelhantes para 0s nossos resultados, pois a troca ionica
ocorreu com numa solucdo aquosa de FeClz e o pH que foi realizado a reacdo de troca

ibnica foi de ~ 3, favorecendo fases akaganeita e hematita (Cai et al., 2010).

Afim de se obter um entendimento acerca da morfologia das amostras, foram
realizadas analises via microscopia eletrénica de transmissdo de varredura (Figura 5 (a-
d)). Na amostra TINT@ANNP (Figura 5 (a, b) e Fe-TINT@ANnNP (Figura 5 (c, d)),
mostrando a morfologia tipica dos nanotubos, gue revelou nanotubos que encontram-se
reunidos e orientados aleatoriamente. Apds a troca de ions de ferro nos nanotubos na
(Figura 5 (c, d)), as paredes externas do TINT@ANNP tém aspecto mais “encaro¢ado”, 0
que pode estar relacionado com a formacdo de nanoparticulas que pode ser das fases
adicionais de Oxido e/ou oxihidroxido de ferro sobre a superficie da TINT@ANNP,
confirmando o que foi visto no DRX (Figura 3), pela deteccdo dos picos adicionais de -
FeOOH e a-Fe20:s.

Além disso, as imagens microscopia eletronica de transmisséo de alta resolugéo
(MET-AR), foram realizadas (Figura 6 (a — f)), mostrando claramente a presenca de

nanoparticulas em toda a superficie dos nanotubos ante e apos a troca de ions.
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Figura 5: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de varredura mostrando (a,

b) TINT@ANNP como preparado e (c, d) apds a reacio de troca de ions com Fe3*

500 nm

Fonte: Elaborada pela autora

Na (Figura 6 (d, f)), observa-se a morfologia tubular dos nanotubos de titanato em
ambas as amostras, indicando que a morfologia dos nanotubos foram preservadas apos a
intercalagcdo com fons de Fe3* e, ndo ocorreu nenhum colapso dos nanotubos apds o
processo de troca idnica. Esses nanotubos possuem distancia entre as paredes de 0, 88
nm, consistente com o resultado de DRX (Figura 4), além disso, apresentam superficie
externa decoradas com nanoparticulas de anatasio (Figura 6 (a, b, c)), também observada
anteriormente (Gusméo, et al., 2019), sendo observado, didmetro médio interno de 3, 5
nm e externo, aproximadamente, e 10, 8 nm com comprimentos na ordem de nandémetros
(Figura 6 (c)).

Na amostra Fe-TINT@ANnNP (Figura 6 (d, e, f)), observa-se que as paredes
externas dos nanotubos continuam decoradas apds a troca idnica com Fe* com tamanho
médio de nanocristais com cerca de 2 nm, sendo estimada a distancia interplanar dessas
nanoparticulas com cerca de 0, 35 nm, que satisfazem a distancia interplanar referente ao

plano cristalografico (101) da fase anatasio (Figura 6 (f). Além disso, a (Figura 6 (d)),
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revela a presenca nanotubos com ions de Ferro praticamente isolado mostrando a
existéncia de nanoparticulas aderidas sob a superficie do nanotubos.

No geral, foram possiveis observar pelas imagens (Figura 6 (a-f)), nanoparticulas
de tamanho na ordem de nanémetros, porém em distintas varia¢fes de tamanho calculado
a partir dos dados das reflexdes de DRX. Essa variagdo de tamanho pode representar
nanoparticulas de TiOz-anatasio, a-Fe2Oz e/ou B-FeOOH. Diante das possibilidades
relacionadas a diferencas das nanoparticulas foram coletadas imagens de microscopia
eletronica de transmisséo de alta resolugdo com detector anelar de campo escuro de alto
angulo (HAADF-MET-V), (Figura 7), para distinguir melhor quais sdo os tipos de
nanoparticulas que estdo aderidas a superficie externas dos nanotubos ap6s a reagdo de
troca iénica com fons de Fe?".

Figura 6: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo de (a — )
TINT@ANNP e (d - f) Fe-TINT@ANNP

10 nm 8 10 nm

10 nm v 5 nm

GE

Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusmado, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

89



Nessa andlise, anéis detectores de alto angulo (HAADF), sdo inseridos para captar
elétrons espalhados a altos angulos. Com esse detector é possivel observar o arranjo
estrutural dos &tomos em uma imagem de alta resolucdo e ainda diferir, por contraste de
ndmero atdmico Z, um dtomo do outro. Assim, o contraste Z & o nome dado ao contraste
de massa que ocorre em niveis atbmicos, um 4tomo com maior massa que outro, que pode
ser observado somente em analises de alto angulo (Tsujino, 2022). Do mesmo modo, o
contraste Z foi utilizado nas nossas analises de imagens por microscopia eletrénica de
transmisséo de alta resolucdo (STEM), e foi capaz de distinguir melhor as nanoparticulas

baseadas em Fe (Zre = 26), mostrando contraste mais brilhante do que Ti (Zti = 22).

Logo, é possivel observar na imagem na (Figura 7 (a)), varias nanoparticulas a
base de Fe com tamanho de aproximadamente 5 nm como parte da estrutura dos
nanotubos de titanato, que provavelmente consistem da fase akaganeita com base no
tamanho médio e do resultado anterior de DRX. Além disso, um segundo tipo distinto de
nanoparticulas com tamanho de aproximadamente 10 nm, em menor abundancia também

foi visto decorando a superficie dos nanotubos (Figura 7 (b, c)).
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Figura 7: Imagens por microscopia eletronica de transmissao de varredura com detector
anelar de campo escuro de alto angulo de Fe-TINT@ANNP mostrando (a) inclusdes de
nanoparticulas de ferro na estrutura dos nanotubos, (b) e (c) nanoparticulas decorando a
superficie dos nanotubos, imagem inserida revelando as distancias interplanares, (d)
mapeamento por EDS dos elementos quimicos presentes na superficie dos nanotubos e

(e) espectro EDS adquiridos em duas posi¢des como mostrado em (d).
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Fonte: Reproduzido com permissdo de: Gusmao, et al. (2020). Journal of Physics and
Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

A composicdo quimica dos nanotubos que foram trocados com ions de Ferro foi
estudada por mapeamento elementar por meio da espectroscopia de dispersao de energia
de raios X (EDS), conforme apresentados na (Figura 7 (d, e)). De acordo com 0s espectros
de EDS, observa-se claramente a presenca de Fe em toda a superficie de nanotubos de
titanato, o que indica a substitui¢do idnica foi bem sucedida dos ions de Na* pelos ions
de interesse, Fe 3. Conforme indicado pelo mapeamento EDS (Figura (d)), essas

nanoparticulas s&o ricas em Ferro. A anélise das imagens HAADF-MEYV de alta resolucéo
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e suas transformadas rapidas de Fourier (FFTs) observada na (Figura 7 (c)), mostraram
as distancias interplanares em torno de 0, 24 e 0, 26 nm. Embora esses valores sejam um
pouco menores do que os previstos, eles sdo atribuiveis aos planos (110) e (-1-14) da a-
Fe>Os (hematita). Esses resultados sugerem que as nanoparticulas a base de Fe que
decoram as superficies dos nanotubos de titanato sdo compostas pela fase hematita,

corroborando os resultados de DRX.

A razdo atdbmica média de Fe/Ti para os Fe-TINT@AnNNP é de 0,17. Este nivel de
fons Fe3* presentes na nano-heteroestrutura, sugeri que a reacdo de troca idnica foi

altamente eficiente e satisfatoria, fato este, visualizado, do mesmo modo por DRX.

A espectroscopia de absorbancia na regido do UV-Vis foi realizada para
TINT@ANNP e Fe-TINT@AnNNP para obter os espectros dpticos, bem como os valores
da energia de band gap (Egap) foram determinadas a partir do espectro de absorbancia
usando uma série de transformacdo matematicas pelo método Kubelka-Munk as energias
de band gap podem ser calculadas pelo espectro de absorcdo dptica através da relacao

Tauc:
ahv (hv — Eg)" (5)

onde h é a constante de Planck, v é a frequéncia da luz, e Eg é a energia de band gap, n é
Y ou 2 para semicondutor de band gap com transi¢&o direta ou indireta, respectivamente.

O valor de band gap é obtido extrapolando o gréafico Tauc da funcéo de Kubelka-
Munk aplicada para estimar tanto a transicdo de band gap indireto das nano-
heteroestruturas, considerando a extrapolacéo da parte linear dos graficos para o eixo das
abcissas. A energia de bang gap, Eg, é tipicamente determinada atraves da inspecéo
de (ahv)*" versus hv plots que também é chamado de Tauc plots (Suram, Newhouse e

Gregoire, 2016).
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De acordo com o espectro de UV-Vis (Figura 8) € possivel verificar que a nano-
heteroestrutura modificada pela incorporagdo dos fons de Fe®', Fe-TINT@AnNP
apresentou mudancas na banda de absorcdo na regido de 400 nm a 600 nm, indicando
mudanca na composicdo em comparacdo a TINT@ANNP (Figura 7). A incorporacéo de
metais de transicdo, tal como o Fe, na nanoestrutura de titanato pode reduzir as energias
de band gap, ocorrendo o deslocamento da absorcdo do nanotubos de titanato do

ultravioleta para o visivel.

Figura 8: Apresenta os espectros UV-Vis de absor¢do das nanoheteroestruturas TINT@ANNP e
Fe-TINT@ANNP.

—— TiINT@ANNP
—— Fe-TINT@ANNP

Absorbancia Normalizada

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda ( nm)

Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusméo, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Na (Figura 9 (a, b)), onde sdo apresentadas as energias de band gap das amostras,
observa-se que o valor da Egsp é de 3, 16 eV para TINT@ANNp e de 1, 94 eV para Fe-
TINT@AnNNp. Entretanto, nota-se que houve um decréscimo da energia de band gap bem
acentuado para Fe-TINT@ANNP, essa diminui¢do da energia de band gap, deve-se a
insercdo dos orbitais 3d dos ions de Fe** nos nanotubos, provocando mudangas nos niveis
eletrbnicos da nanoheteroestrutura apds a troca ibnica, corroborando com resultados

apresentados por Cesano et al., (2018), sobre nanotubos de titanato trocados ionicamente
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com diferentes concentracbes de Fe®'. Os autores relataram que um aumento na
concentragéo de Fe*" em solucdo leva a diminuigio da energia de band gap. Esse aumento
do teor de ions de ferro pode proporcionar niveis de dopantes proximos a banda de
valéncia dos nanotubos de titanato tendo como consequéncia a diminui¢do na banda de
energia (Cesano et al., 2018).

Figura 9: Energia de Band gap das amostras (a) TINT@ANNP e (b) Fe-TINT@ANnNP

através do método de Kubelka-Munk.
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Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusméo, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

O espectro Mossbauer do °’Fe para a amostra Fe-TINT@ANNP em temperatura
ambiente em aproximadamente 298 K, exibe dois dupletos, tipicos da fase akaganeita
(Figura 10), juntamente com um terceiro dupleto atribuido para Fe*. Para uma maior
seguranca na interpretacdo dos dados Mdssbauer, um espectro foi obtido também com a
amostra em temperatura em aproximadamente 25 K, visando o bloqueio de eventual
relaxacdo superparamagnética e melhor resolucdo espectral. Em baixa temperatura,
espectro Mossbauer apresenta trés sextetos campos magnéticos e parametros Mossbauer
caracteristico de akaganeita, que juntos correspondem a 41% da area subespectral

relativa, além de um dupleto atribuivel a Fe%*, com subespectral relativa igual 59 %.
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Figura 10: Espectros Mossbauer do °'Fe obtidos para amostra Fe-TINT@ANNP em 298
Ke 25K.
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Fonte: Adaptado e Reproduzido com permissao de: Gusmao, et al. (2020). Journal of

Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

A caracterizacdo magnética foi realizada por intermédio da magnetometria de
amostras vibrante (VSM) a temperatura ambiente, para investigar as propriedades
magnéticas das amostras TINT@ANNP e Fe-TINT@ANNP. A (Figura 11), exibe o ciclo
de histerese pelo grafico de magnetizacdo (M) do material em fungdo do campo externo
aplicado (H). O ciclo de histerese expde quanto o material se magnetiza quando o material
estd sob a influéncia de um campo magnético aplicado e 0 quanto de magnetizagdo

persiste depois 0 campo magnético se ausenta (desligado) (Freitas, 2011).
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Figura 11: Curvas de magnetizacdo para as amostras TINT@ANNP e Fe-TINT@AnNP
(@) Insercdo inferior mostrando as curvas de magnetizacdo abertas confirmando o
comportamento ferromagnético e (b) Curvas M-H apds subtrair o componente

paramagneético e ajustado usando a lei de aproximacao.
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Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusmado, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Com o desenvolvimento dos métodos que buscam produzir nanoparticulas
magnéticas com controle de morfologia, fendmenos relacionados aos materiais com
propriedades paramagnéticos, ferromagneticos e superparamagnéticos tém sido relatados
por (Zviagin, Grundmann e Schmidt-Grund, 2020). As propriedades magneticas como

coercividade (HC), magnetizacdo de saturacdo (MS) e suscetibilidade (x) variam com o
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tamanho, morfologia e composi¢do das nanoparticulas, tais propriedades magnéticas
aliada a biocompatibilidade sdo projetadas em distintas aplicacbes biomédicas como,
aperfeicoamento de contraste em ressonancia magnética e administracdo de
medicamentos (Juang et al., 2019; Yanase et al., 2019).

Assim, percebe-se que as duas amostras sdo ferromagnéticas e, para campos mais
alto, acima de 6000 Oe a linha reta da curva confirma a contribuicdo paramagnética sem
saturacdo (Figura 11 (a)). Para verificar o ferromagnetismo incomum foi extraido os
valores do campo coercitivo (Hc), sendo evidenciado pela ampliacdo na parte inferior
direita do gréafico, estes sdo apresentados na tabela 1.

Observa-se pelos valores apresentados na Tabela 1, que os valores de Hc sdo 0s
mesmos para ambas nano-heteroestruturas e que a coercividade ndo foi afetada pela
intercalacdo dos ions de ferro apds a reacao de troca idnica (Figura 11 (a)). Os dados da
contribuicdo paramagnética foram ajustados por meio de uma funcao linear removendo
os dados de magnetizacdo mostrado anteriormente na (Figura 11 (a)) e agora sdo
apresentados na (Figura 11 (b)).

Os valores de magnetizacdo de saturacdo (Ms), foram determinados pela lei de
aproximacdo a saturacdo, que descreve a magnetizacdo para campos magnéticos
superiores a coercividade (Figura 11 (b)). A forma do ciclo de histerese atribuida a ambas
as amostras com valores iguais para 0 campo coercivo (Hc), e diferentes valores para a
magnetizacdo remanescente (My) e saturacdo de magnetizacdo (Ms) sdo mostrados na
Tabela 1.

Os valores de Ms e Mrsdo de 0, 11 emu g* * e 0, 004 emu g* para TINT@ANNP
e de 0,07 emu g?e0,002 emu g? para Fe-TINT@ANNP, respectivamente. A resposta
magnética da amostra de TINT@ANNP ndo € um comportamento tipico para estar classe

de materiais, podendo ser influenciada diretamente pelo método de sintese ou baixa
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temperatura de processamento (Gusmao et al., 2020). O comportamento ferromagnético
ndo esperado em outras nanoestruturas de ZnO, também foi relatado por outros autores
que sugeriram que esses materiais sao altamente sensiveis as condigcdes de preparacédo
(Pefia-Garcia et al., 2019; Schwartz et al., 2003). Essa forte sensibilidade as condic¢des de
sintese leva a formacdo relativamente descontrolada de defeitos na rede, que séo
predispostos a gerar portadores que medeiam o ordenamento ferromagnético (Pefia-
Garcia et al., 2018).

Tabela 1: Valores da magnetizacdo de saturacdo (Ms), magnetizagdo remanescente (M)

e campo coercivo (Hc).

-1 -1
Amostras Mc(emug ) M. (emug ) H: (Oe)
TiNT@AnNP 0, 11 0, 004 33,98
Fe-TiNT@AnNP 0,07 0, 002 33,98

Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusmao, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Outro fator plausivel para essas nanoestruturas com comportamento
ferromagnético é pelo fato de o material possuir defeitos (vacancias de oxigénio, defeitos
de cristal) e desordem atémica. Nesse sentido, acreditamos que a origem incomum do
ferromagnetismo na amostra TINT@ANNP, pode estar relacionada as interacdes de troca
entre momentos de spin de elétrons resultantes de vacancias de oxigénio nas superficies
das nanoestruturas. De acordo com Leyet et al. (2017), resultados semelhantes foram
encontrados pelos autores que sintetizaram um nanopé de NaxTisO7 pelo método
sonoquimico, e verificaram que o comportamento ferromagnético incomum para este
sistema foi causado pela desordem estrutural decorrente do método de sintese e aos

tratamentos térmicos (Leyet et al., 2017).
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Por outro lado, a inclusdo de jons Fe** em nanotubos (Fe-TiNT@ANNP) revelou
as fases de Fe presentes nas superficies modificadas dos nanotubos através de anélises de
XRD, EDS e Mdossbauer, ocasionando uma reducao nos valores de Ms e Mr em relagéo
a amostra de TINT@ANNP.

Igualmente aqui, a presenca de vacancias/defeitos na estrutura de titanato
pode explicar a magnetizacao resultante da amostra Fe-TINT@ANNP. Ao mesmo tempo,
como os ions Fe3* estdo localizados na superficie dos nanotubos, as interacdes de
supertroca entre eles podem dominar, aumentando a interacdo antiferromagnética. Uma
outra explanacdo que melhor pode explicar esse ferromagnetismo incomum em
semicondutores, e também pode explicar esse fendmeno em nosso sistema, é 0 proposto
por Coey et al. (2005). O modelo ferromagnético de transferéncia de carga requer a
existéncia de uma banda baseada no defeito (vacancia de oxigénio) e uma integral de
troca efetiva associada aos estados do defeito. O primeiro componente, ou seja, a banda
baseada em defeitos em nossas amostras, pode se originar de algumas regifes da
superficie das nanoestruturas nas quais os defeitos estendidos estdo concentrados (Coey,
Venkatesan e Fitzgerald, 2005).

E provavel que em nossas amostras o regime ferromagnético seja limitado a
regido da superficie do defeito das nanoestruturas, enquanto o nucleo permanece em
outros estados magnéticos. Com relacdo ao segundo componente, o reservatorio de carga
local pode ser algum tipo de defeito atuando como reservatorio para transferéncia de
elétrons, elevando o nivel de Fermi até um maximo na densidade de estados (Coey,
Venkatesan e Fitzgerald, 2005; Pefia-Garcia et al., 2019). Uma combinagdo de
comportamento ferromagnético e paramagnético também foi observado por Huang et al.
(2007) para nanotubos de titanato co-dopados sintetizados em condi¢fes hidrotérmicas

(Huang et al., 2007). O incomum ferromagnetismo encontrado por esses autores também
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foi explicado pelo modelo que envolve defeitos estruturais, relatado por Coey et al.
(2005) e Wang et al. (2008), observaram comportamento paramagnético em nanotubos
de titanato dopados com ions Fe**/Ni*’Mn?" também sintetizados por método
hidrotérmico (Coey, Venkatesan e Fitzgerald, 2005; Wang et al., 2008). Um estudo de
trititanato de sodio nanoestruturado 1D sintetizado por tratamento hidrotérmico alcalino
de anatase de TiO2 com adicdo de Fe foi realizado por Morgado et al. (2011), embora
esses autores ndo tenham analisado 0 comportamento magnético de suas nanoestruturas
(Morgado et al., 2011). Considerando a importancia tecnoldgica desses materiais,
acreditamos que nosso estudo pode contribuir para uma melhor compreensdo das
diferentes propriedades conferidas por essas nanoestruturas, e assim foi analisado o
importante fendmeno do comportamento magnetico.

O ambiente quimico das superficies das nano-heteroestruturas foi caracterizado
por espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) (Figura 12 (a)), mostrando a
composicdo de Fe-TINT@ANNP, indicando a presenca de Ti, Fe, O e C, sendo calibrada
a medida de XPS para o pico C 1s localizado em 285, 8 eV como relatado (Pu et al., 2014)

e sem a presenca de elementos contaminantes.

A (Figura 12 (b)) exibe os picos de Fe 2p 32 e 2p 12 de alta resolucéo, os pontos
representam 0s dados experimentais, enquanto que as curvas correspondem as
componentes utilizadas no processo de ajuste, sendo ajustados por uma combinacéo de
trés singletos, respectivamente, apos a extracdo do fundo Shirley. Esse pico de Fe 2p 312
esta relacionado a energia de ligacdo em torno dos valores 710,6 eV a 711,5 eV relatados

em varios trabalhos (Roosendaal et al., 1999; Yamashita e Hayes, 2008; Zhu et al., 2015).

A deconvolugéo do pico de Fe 2p mostra dois picos adicionais de Fe*, Fe** (1) localizado
em torno do valor 711,8 eV e Fe*" (11) localizado no valor de 713,9 eV, correspondendo

a FexO3 e B-FeOOH, respectivamente (Grosvenor et al., 2004; Moreira et al., 2017).
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Observou-se também um pequeno satélite em torno do valor 718, 9 eV que esta associado
com Fe** em Fe203 e y-FeOOH (Biesinger et al., 2011; Roosendaal et al., 1999). O outro

pico Fe* indica a fase de Fe,Oj3 presente nos nanotubos de titanato (Li et al., 2016).

Figura 12: Espectro XPS da nano-heteroestrutura de ferro (a) Fe-TINT@ANNP, (b)
deconvolugdo dos subpicos de Fe, mostrando a posicdo do Fe (I e II), (c) O 1s
deconvoluidos em subpicos e (d)Ti em subpicos, mostrando os picos 2p3/2 e 2pl/2 das

espécies Ti*" e Ti*",
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Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusmao, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

A deconvolucéo do pico Fe 2p indica 82, 3% de Fe;Oz e 17, 8% de B-FeOOH na
amostra. Esses resultados estdo de acordo com os da espectroscopia de Mdssbauer,

mesmo que as concentracdes parecam um pouco diferentes. A diferenca era esperada
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devido as diferentes profundidades sondadas pelas respectivas técnicas, uma vez a analise
de XPS ¢ sensivel a apenas algumas camadas do material, j& a espectroscopia Mdssbauer

¢ sensivel a toda a amostra.

A Figura 12 (d) mostra os perfis XPS de Ti 2psz e Ti 2p12 , componentes nos
valores em torno de 459, 0 eV e 466, 5 eV (ap6s a correcdo de carbono), respectivamente,
atribuiveis ao atomo de Ti em estados de oxidagdo Ti** e Ti** (Manivannan et al., 2003;
Yoon et al., 2005). As linhas de Ti foram ajustadas por uma combinacdo de duas duplas
gaussianas e o fundo de Shirley foi extraido. A reducéo dos ions Ti** para Ti* resulta na
mudanga desses picos para energias mais baixas. A deconvolucdo desses picos indica
uma concentracdo mais alta de fons Ti** (73,4%) do que estados de oxidacdo,
Ti #* (26,6%). O perfil O 1s é mostrado na (Figura 12 (b)). Foi ajustado por uma
combinacao de trés singletos gaussianos, e o fundo de Shirley foi extraido. O ajuste indica
trés tipos de ligacdo diferentes, com picos localizados em valores de 531,2, 532,8 e 534,5
eV, atribuiveis a Ti—O, grupos “OH presentes na superficie da amostra e H0O,
respectivamente. Assim, existem trés formas de 4&tomos de oxigénio nos nanotubos de

titanato (Wang et al., 2018; Yoon et al., 2005).

A Tabela 2 mostra as concentragdes percentuais de cada estado de oxidacédo de
ferro e titénio, juntamente com as energias de ligacdo de Ti 2p1/2 e Ti 2p3/2 (Craciun et
al., 2018). Os resultados indicam um grande nimero de espécies de Ti*" com 73, 4%,
implicando assim a transformagcéo efetiva de Ti** em Ti®** na nanoestrutura modificada
com ferro (Wang et al., 2018).

O processo de troca de ions na nanoestrutura de Fe-TINT@ANNP no nosso experimento
ocorreu em condicdes acidas (pH igual a 3) e, os dados de XPS indicaram um aumento
no teor de espécies de Ti%*. De acordo com alguns trabalhos reagbes que ocorrem em

condigdes acidas como a relatada por (Morgado et al., 2011) nanoestruturas de trititanato
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trocadas ionicamente com ions de ferro em diferentes concentracdes de nitrato de ferro,
utilizando o &cido nitrico para regular o pH para 2 (acido), observaram espécies de Fe* e
Fe?*

Tabela 2: Composicdo elementar superficial do Fe-TINT@ANNP estimadas pelo

espectro de XPS.
Picos Composicao da superficie (%)
3 711, 8 82,3
Fe @ 725, 4 ’
3 713,9 17,8
Fe (ID) 77 3
3+
Ti 459, 5 73,4
4+
Ti 466, 8 26, 6
Ti-O 531,2 68, 4
-OH 532, 8 27,6
HzO 534,5 4,0

Fonte: Adaptado e reproduzido com permissdo de: Gusméo, et al. (2020). Journal of
Physics and Chemistry of Solids. Direitos autorais Elsevier.

Outro trabalho, apresentado por Arana et al., (2003), relataram a sintese de TiO>
com Fe(NOs)s que através da analise de XPS apresentou 100 % de espécies de Fe**, mas
quando utilizaram &cido férmico por 45 minutos durante a sintese ocorreu uma reducao
no estado redox encontrado nas espécies de ferro como ions de Fe?* (Arafia et al., 2003).
Assim, 0 aumento de espécies de Ti** encontrados na nossa amostra Fe-TiINT@ANNP é
fundamentado nesses trabalhos prévios. Essas espécies Ti®* em altas concentragdes em
TiNTs mostram-se ser espécies de ions magneticos favorecidos pela deficiéncia de
oxigénio (vacancias), podemos concluir tal fato, pelas nossas analises magneticas do Fe-
TINT@ANNP. Ainda de acordo com Zaki et al., (2019), também relataram que
nanotubos de titanato com vacancias de oxigénio leva a uma ordenagdo a uma orientacao
preferencial, o que pode afetar a magnetizacdo dos nanotubos de titanato (Zaki et al.,

2019).
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4. CONCLUSAO

Nano-heteroestruturas de nanotubos de titanato de sodio decorados com
nanoparticulas de anatasio foi obtida pelo método hidrotérmico assistido por microondas
que foram modificadas através da reacéo de troca idnica de ferro (método de precipitacao)
em solucdo de FeClz, gerando uma nova nano-heteroestrutura, Fe-TINT@ANNP. A
caracterizagdo estrutural e morfolégica mostra a presenca de jons Fe3* intercalados no
interior das lamelas dos nanotubos juntamente com a decoracdo de nanoparticulas de
anatasio e duas fases adicionais ferro: a-Fe2O3 (hematita) e B-FeOOH (akaganeita), como
esperado tendo em vista o pH do meio reacional (pH =~ 3). A caracterizacdo completa
revelou a preservacdo da estrutura e morfologia tubular dos nanotubos apds a modificacéo
com ions de Fe®*. Pelas imagens de MET-AR e MET-V foi possivel observar que as
nanoparticulas de B-FeOOH possui diametro médio de 5 nm intercaladas nas camadas na
dos nanotubos de titanato, adicionalmente observou-se nanoparticulas de a-Fe,O3 em
abundancia com diametro médio 10 nm, decorando os nanotubos em suas superficies
externas. Os estudos da contribuicdo magnética dessas nanoestruturas indicaram
magnetizacdo para ambas as nanoestruturas TINT@ANNP e Fe-TINT@ANNP que
apresentam propriedades magnéticas, mostrando curvas de histerese que indica
contribuicdes ferromagnéticas e paramagnéticas. O estudo através do XPS indicou uma
alta concentragdo de espécies de Ti®* provavelmente vem da reducéo de Ti**. No entanto,
a troca idnica com fons Fe** nos nanotubos e a decoracdo da superficie dos TiNTs

diminuem a magnetizagéo da nanoheteroestrutura.
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RESUMO

Estratégias para a producdo de novos nanocompoésitos que promovam a regeneracao do
tecido 0sseo sdo importantes, principalmente aquelas que potencializam a osteoinducgéo
da hidroxiapatita in  situ. Aqui, estudamos e relatamos na literatura
(Nanohydroxyapatite/Titanate Nanotubes Composites for Bone Tissue Regeneration —
Journal of Functional Biomaterials. 2022, doi.org/10.3390/jfb13040306), a sintese de
nanohidroxiapatita e nanotubos de titanato (nHAp/TINT) formulados em diferentes
concentracgdes (1, 2, 3 e 10% de massa de TiNT) por meio de uma reacdo quimica aquosa
umida. A adicao de TiNT afeta a morfologia dos nanocompasitos, diminuindo o tamanho
médio do cristalito de 54 nm (nHAp) para 34 nm (nHAp/TiNT10%), enquanto confirma
sua interacdo com o nanocomposito. O indice de cristalinidade (IC) calculado por
espectroscopia Raman e DRX mostrou que os valores diminuiram conforme o aumento
da concentracdo de TINT, o que confirmou sua adicdo a estrutura do
nanocomposito. Imagens MEV ~ mostraram a presenca de TiNTs no
nanocomposito. Verificamos ainda a citotoxicidade potencial da linha celular de
fibroblastos murinos L929, revelando que ndo houve morte celular notavel em nenhuma
das concentragOes testadas. A atividade regenerativa in vivo foi realizada em modelos de
animais ooforectomizados (rato) organizados em sete grupos contendo cinco animais
cada, em dois periodos experimentais (15 e 30 dias), ocorrendo regeneracdo 6ssea em
todos os grupos testados em 30 dias. No entanto, o grupo nHAp/TiINT10% apresentou
reparacdo tecidual estatisticamente maior, em comparagdo com o grupo controle ndo
tratado. Assim, os resultados deste estudo demonstram que 0s nanocompositos

nHApP/TINT sdo promissores para inumeras aplicagcdes em regeneracao de tecidual 6sseo.

Palavras-chave: Nanocompdsito, nanotubo de titanato, hidroxiapatita, reparacdo 0ssea.

114


https://doi.org/10.3390/jfb13040306
https://www.mdpi.com/search?q=nanocomposite
https://www.mdpi.com/search?q=titanate+nanotube
https://www.mdpi.com/search?q=hydroxyapatite
https://www.mdpi.com/search?q=bone+repair

ABSTRACT
Strategies for the production of new nanocomposites that promote bone tissue
regeneration are important, especially those that potentiate hydroxyapatite osteoinduction
in situ. Here, we study and report in the literature (Nanohydroxyapatite/Titanate
Nanotubes Composites for Bone Tissue Regeneration - Journal of Functional
Biomaterials. 2022, doi.org/10.3390/jfb13040306), the synthesis of nanohydroxyapatite
and titanate nanotubes (nHApP/TINT) formulated at different concentrations (1, 2, 3 and
10% TiNT mass) by means of a wet aqueous chemical reaction. The addition of TINT
affects the morphology of nanocomposites, decreasing the average crystallite size from
54 nm (nHAp) to 34 nm (nHAp/TiINT10%), while confirming its interaction with the
nanocomposite. The crystallinity index (CI) calculated by Raman and XRD spectroscopy
showed that the values decreased as the TiNT concentration increased, which confirmed
its addition to the nanocomposite structure. SEM images showed the presence of TiNTs
in the nanocomposite. We also verified the potential cytotoxicity of the cell line of murine
fibroblasts L929, revealing that there was no remarkable cell death in any of the
concentrations tested. In vivo regenerative activity was performed in models of
oophorectomized animals (rat) organized in seven groups containing five animals each,
in two experimental periods (15 and 30 days), occurring bone regeneration in all groups
tested in 30 days. However, the nHAp/TiINT10% group presented statistically higher
tissue repair compared to the untreated control group. Thus, the results of this study
demonstrate that nanocomposites NnHAp/TINT are promising for numerous applications

in bone tissue regeneration.

Keywords: Nanocomposite, titanate nanotube, hydroxyapatite, bone repair.
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1. INTRODUCAO

Reposicao 6ssea e implantes artificiais sdo necessarios em varias doencgas 0sseas,
como lesdes acidentais que podem ser causadas pela velhice, traumas por acidentes de
transito, doencas degenerativas (osteoporose), entre outros (Armiento et al., 2020; Qu et
al., 2019). Assim, os materiais de substitutos 6sseos substituem cada vez mais o uso de
autoenxertos e podem ser divididos em diferentes classes de materiais como os metalicos,
ceramicos e poliméricos, podendo ser utilizados sozinhos ou em combinagdes,
compositos. Independentemente de sua composicdo, uma vez implantado no 0sso podem
mimetizar a matriz extracelular éssea, induzindo uma resposta favoravel da célula-
implante (Nuss e Rechenberg, 2008).

Um dos principais componentes inorganicos dos 0ssos e dentes humanos € a
hidroxiapatita (HAp), possuindo 70% em peso da massa 6ssea humana, o que o torna
como sendo o principal material constituinte mineral do tecido duro natural. Além disso,
dada a semelhanca com o tecido humano, a HAp sintética pode se ligar aos 0ssos naturais
(Monika, 2015; Zazakowny et al., 2016). Um dos biomateriais mais utilizados como
enxerto em cirurgias ortopédicas é a hidroxiapatita, possuindo composi¢cdo quimica
[Cai10(PO4)s(OH)2] (Tavorini et al., 2021).

A possibilidade de desenvolver materiais novos e aprimorados com propriedades
especiais para implantes de substitui¢cdo ou reparacdo de tecidos duros tem incentivado,
em todo o0 mundo, os pesquisadores a explorarem o0 campo dos nanobiomateriais que
podem mimetizar o tecido humano, a fim de diminuir os riscos de rejeicdo pelo corpo
humano e possam ser biocampativeis, biofuncionais, e que ele exiba boa resisténcia a

fluido corporal fisiolégico, tenacidade a fratura, dureza, que sdo fatores consideradas

116


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/artificial-implant

importantes no projeto de um implante 6sseo. Além disse, que proporcione uma resposta

rapida e previsivel ao tecido bioldgico (Zanin et al., 2015).

Assim, a possibilidade de nanomateriais hibridos, nanocompositos baseados em
HAp tém impulsionado pesquisas com o intuito de melhorar as propriedades mecanicas
e aumentar a resisténcia a corrosdo, sua estrutura tem sido reforcada com combinacgéo
com outros materiais, como nanotubos de carbono (CNTs), TiO2 ou ZrO; (Fathyunes et

al., 2018; Gopi et al., 2013; Praveen et al., 2007).

Os nanotubos baseados a partir do 6xido de titdnio como os nanotubos de titanato
séo um dos nanomateriais inorgénicos de interesse devido a sua morfologia tubular, alta
area superficial, capacidade de troca idnica, larga banda fotoativa, e pela possibilidade de
modificacOes superficiais. Além disso, propriedades como alta capacidade de resposta as
condicGes de processamento, biocompatibilidade e ndo-citotoxicidade os tornam Uteis
para varios tipos de aplicacdes na area ambiental, energética e biomédica (Gusmao, et

al., 2019; Rodrigues et al., 2022; Sallem et al., 2017).

Na area biomédica os TiINT e seus derivados, nanocompdsitos sdo agentes
promissores para aplicacdes como nanocarreadores de drogas, imagiologia, biossensor,
propriedades antibacteriana, entre outras (Sallem et al., 2017; Zazakowny et al., 2016).
Em particular, uma caracteristica interessante dos TiNTs para aplicacdo biomédica é a
sua forma, pois foi demonstrado que nanomateriais tubulares tém uma maior

internalizacdo pelas células do que as particulas esféricas (Barua et al., 2013).

No presente trabalho, relatamos as sinteses de nanocompositos, nHApP/TINT em
diferentes concentracdes de massa de TiNT, (1%, 2%, 3% e 10%) para aplicacdes em
regeneracao 0ssea. Para a obtengdo dos TiNTSs utilizamos o método hidrotérmico assistido

por microondas e, para a sintese dos nanocompositos 0 metodo por precipitagdo aquosa.
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A fase e as estruturas quimicas das amostras em po foram analisadas por difracéo de raios-
X, espectroscopias Raman e por infravermelho por transformada de Fourier. Além disso,
a morfologia dos nanocompdsitos foram analisadas por MEV e os elementos quimicos
presentes nas amostras identificados por mapeamento elementar. Constatou-se que a
estrutura principal dos nanocompésitos € formada pela HAp, além disso, com aumento
da porcentagem (massa) dos TiNTs o tamanho médio do cristalito da HAp diminuiu, bem
como os indices de cristalinidade também tendem a diminuir. Os nanocompositos nao séo
citotoxicos, apresentando regeneracdo tecidual 6sseo apds o periodo de 30 dias de
implantacdo, especificamente no grupo de nHAp/TINT10%, promovendo um maior
crescimento 6sseo em comparagdo ao grupo controle sem qualquer tratamento. De acordo
com os resultados do estudo in vivo, este estudo apresenta um novo implante ortopédico

promissor composto de nHApP/TINTSs.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes

Para a preparacdo dos TiNTs e nanocompositos, 0s reagentes quimicos utilizados
foram: dioxido de titanio (TiO., fase anatasio, Sigma-Aldrich 99,8 % de pureza),
hidroxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich, 97,0% de pureza), nitrato de célcio
tetrahidratado ([Ca(NOs3)2-4H20], Sigma-Aldrich 99, 0% de pureza), hidrogenofosfato de
diaménio ([(NH4)2HPO4], Sigma-Aldrich 98,0% de pureza) e hidroxido de aménio
(NH4OH-25%). Todos os reagentes usados possuiam grau analitico e foram empregados

sem purificacdo adicional. Todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada.

A obtencdo dos nanocompositos consiste, primeiramente, da producdo dos
nanotubos de titanato de sédio, em seguida, produz-se 0os hanocompoésito de nHAp com

TiNT.
2.2 Sintese dos Nanotubos de Titanato

Os TiNTs foram sintetizados utilizando o método hidrotérmico convencional
baseado na sintese relatada por Kasuga et al., (1998) que foi realizado procedimento
adaptado por Marques et al., (2020): 2,00 g do pé TiO2 na fase anatasio foi disperso em
60 mL de uma solucéo aquosa de hidroxido de sddio (concentragdo 10 mol L), com
agitacdo magnética por 30 min. a temperatura ambiente. A suspensdo formada foi
transferida para autoclave de aco inoxidavel revestida com Teflon e mantida a 140 °C por
96 h. Apos a sintese, os produtos solidos foram centrifugados a 3500 rpm por 5 min. e
lavados varias vezes com agua deionizada, a fim de remover 0 excesso de ions sodio e
outras impurezas do material, até o pH final ~ 10. Posteriormente, os produtos foram

secos a vacuo durante 24 horas como apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo da sintese dos nanotubos de titanato pelo método hidrotérmico

convencional.

v

-

1° Etapa: Sintese dos TiNT r N

)
-
[ TiO, —anatésio — f
NaOH 10+ I/L i _
Na (10 mol/L)
Autoclave T | Forno
]
& ,.-/

140 °C

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
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2.3 Producao dos Nanocompositos, nHAp/TIiNT

Os nanocompositos NHAp/TINT foram preparado em diferentes concentragdes de
(1, 2 e 3% em peso de TiNT) através do método por precipitacdo aquosa (Lobo et al.,
2013). As solugdes utilizadas para todas amostras foram as seguintes: (Ca(NOs)2 4H20)
(nitrato de calcio tetra hidratado, 0,167 mol L™?) e ((NH4)H2PO,) (hidrogénio fosfato de
diaménio, 0.1 M) foram dissolvidos em 100 mL de 4gua deionizada separadamente. Para
a producdo de cada um dos grupos, o po de TINT (1%, 2%, 3% e 10% em massa m/m),
foram dissolvidos nas solugdes de Ca(NOs)2 4H20 e (NH4)H2POy4, utilizando uma sonda
ultrassénica (Vibracell Sonics, 500 W) por 30 minutos. O controle do pH foi realizado
inserindo-se solucdo de NH4+OH (hidroxido de aménio, 25%) gota a gota, visando a

manutencdo do pH da mesma em torno de 10 durante todo 0 processo.

As suspensdes resultantes foram deixadas em repouso por 120 horas até a
maturacdo. O precipitado resultante foi centrifugadas a 3500 rpm por 5 min., lavado
varias vezes com agua deionizada, alcool isopropilico e colocado em forno estufa por 48
horas a 80°C para secar o material, obtendo os grupos de nHApP/TINT, como grupo

controle utilizou-se nHAp, sem adi¢do de TINT e também o proprio po de TiNT.
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Figura 2: Representacdo da sintese dos nanocompositos, hidroxiapatita com diferentes

concentragOes de massa de nanotubos de titanato pelo método por precipitacéo.
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2.4 Caracterizacdo dos nanocompositos

2.4.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi realizada a temperatura ambiente no espectrémetro
Raman, Micro espectrometro Bruker Senterra 11, com com lentes objetivas de 10 x. Como
excitacdo foi utilizado laser de comprimento de onda de 785 nm com poténcia de saida,
de 50 mW. O espectrometro foi ajustado para obter uma resolucdo espectral de 3 cm™
varrendo na faixa de 85 - 1530 cm™. Os indices de cristalinidade também foram
calculados por espectroscopia Raman, e foram obtidos através do perfil da banda de maior
intensidade, 961 cm™, referente a vibragdo de estiramento simétrico do grupo do fosfato
(PO37). Os valores de FWHM foram coletados apds a deconvolugéo da banda de 961 cm”
! usando perfis padréo do tipo Lorentz. O indice de cristalinidade foi estimado usando a

Equacdo 1.

4.9
ClRaman = ? (1)
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onde o valor de 4,9 refere-se ao FWHM médio do padréo de apatita magmatica com alta

cristalinidade, e ' ¢ o FWHM do pico 961 cm™.
2.4.2 Difracéo de raios-X

Os padrdes de difragéo de raios X foram obtidos em difratdmetro Bruker modelo
d8 advance, equipado com detector linear lynxeye, utilizando radiagdo Cu-Ka (A = 1,
5406 A), com tubo operando a 40kV e 40mA. Os dados sdo coletados na faixa de 20 de

5°a 70° com uma velocidade de varredura de 0,02° e 0,5 s/passo.

Os difratogramas obtidos foram comparados com o arquivo cristalografico para
nHAp centro internacional de dados de difracdo (JCPDS) de n° 01-074-0566. Para analise
de refinamento de Rietveld, os padrdes difratométricos utilizados foram retirados do
banco de dados de estruturas cristalinas inorganicas (ICSD) de n° 161328 para a HAp
pura foram empregados como modelo inicial de refinamento estrutural (Renaudin et al.,
2008). Assim, o refinamento de Rietveld foi realizado usando o programa GSAS para
obter os parametros de rede, volume da célula unitéria, tamanho do cristalito anisotropico

e microdeformacéo.

O indice de cristalinidade foi estimado através dos planos (hkl) por difracdo de

raios X foi calculado usando a seguinte relagdo empirica (Equagéo 2).

Clprx = 1- (V112/300/1300) 2

onde Cl-prx € a cristalinidade, 1300 é a intensidade da reflexdo (300), e V112/300 € a
intensidade do vale entre os picos das reflexbes (112) e (300), que desaparece
completamente em amostras que nédo séo cristalinas. Com base na equacgédo de Debye-

Scherrer (3), podemos estimar o tamanho médio das nanoparticulas (Jovi¢ et al., 2013).
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kA
Bcos (3)

Dhkl =

onde D é o tamanho do cristalito em nanémetros, k é a constante considerada como uma
forma esférica (neste caso k = 0,9), A é o comprimento de onda da radiagdo CuKa (1,54
A), B ¢ a largura total na metade do maximo (FWHM) de pico correspondente a reflexdo
hkl de alta intensidade (002) para nHAp e, 6 é o angulo de difragdo [°] que satisfaz a lei

de Bragg para o plano escolhido da estrutura cristalina.

2.4.3 Espectroscopia de absorcdo na regido infravermelha de refletancia total

atenuada - ATR-FTIR

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
registrada usando uma configuracdo de refletancia total atenuada (ATR) em um
espectrometro Vertex 70 (Bruker), sob vacuo, empregando um cristal de Ge. Um total de
64 varreduras e uma resolucéo de 4 cm™ foram usados para obter espectros com boas
relagdes sinal-ruido. A faixa utilizada foi de 4000-600 cm™, as medicoes foram feitas a

temperatura ambiente.
2.4.4 Andlise de tamanho de particula e Potencial Zeta

O tamanho médio de particulas e o indice de polidispersao (PDI) das amostras em
estudo foram determinados por espalhamento de luz dindmico (DLS), utilizando um
equipamento Zetasizer Nano ZS, da (Malvern instruments, modelo DTS 1070), com
cubeta de policarbonato dotada de eletrodos de ouro revestidos com berilio/cobre. A
preparacdo da amostra envolveu a diluigdo das nanoestruturas em uma aliquota de 1 mL
de &gua ultrapura, dispersa em banho ultrassénico por 20 minutos, em seguida a analise

foi realizada em angulagéo incidente 90° na temperatura de 25 °C. Adicionalmente, as
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amostras foram-colocadas em tubos capilares e foram analisadas a 25 °C para estimar 0s

valores de carga superficial por potencial Zeta.

2.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens MEV foram obtidas usando um microscopio Quanta 450 FEG
fabricado pela FEI. Para analise SEM as amostras trituradas e peneiradas foram
pulverizadas em fita de carbono fixada em porta amostras de aluminio e revestidas com
ouro por pulverizagdo catddica usando um ES Quorum QT150. Para o mapeamento
elementar, a espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) foi registrada
usando o detector de raios X modelo 150 de Oxford acoplado ao microscépio Quanta 450

FEG.

2.5 Estudo In Vitro

2.5.1 Ensaio de bioatividade

A solucdo do fluido corpéreo simulado (SBF 5x) foi preparada dissolvendo o0s
componentes em agua deionizada e agitadas magneticamente por 1h. As composi¢oes do
SBF foram propostas por (Barrere et al., 2002), conforme estéo listados na Tabela 1. Apds
a dissolucdo dos compostos, o pH das solucdes foi ajustado com pHmetro (Meter), para
atingir o valor 7, 4 adicionando uma solugdo de HCI 0, 01 mol L para que o pH do fluido
ficasse proximo ao do plasma sanguineo. NnHApP/TINT em diferentes concentracdes de
TiNT, foram colocados em frascos de polipropileno numa relagdo de sélido/liquido de
250 mg/25 mL sem renovacgao da solucgéo de SBF, acondicionada em uma mesa agitadora
(TE-420 incubadora, tecnal), agitadas a 100 rpm, com controle de temperatura a 36, 5 °C
incubados no total de 14 dias. Transcorrido o tempo determinado de incubagéo: 7 e 14
dias, os nanocompositos foram centrifugados e lavados com agua deionizada a 80 °C para

remoc¢do dos sais e, em seguida secos & vacuo. Os nanocompositos foram analisados
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quanto a sua bioatividade através do FTIR-ATR para identificar o processo biomimétrico
promovido pela nucleacdo de Ca — P sobre a superficie das amostras apds imersdo em
meio SBF (Silva et al., 2019).

Tabela 1: Representacdo dos componentes e quantidades utilzadas na producéo de SBF
(5x).

Componentes Concentrag¢io (m mol L)
NaCl 733,5

MgCl: .6H20 7,5
CaCl:.2H20 12,5
Na:HPO4.2H20 5,0

NaHCO3 21,0

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5.2 Viabilidade Celular

As células de fibroblastos de murinos (L929) foram adquiridas na American Type
Culture Collection (ATTC). A viabilidade de células L929 ap6s exposicdo a TINT, nHAp,
NHAP/TINT1%, nHAp/TiNT2%, nHAP/TINT3% e nHAP/TINT10% foi avaliada pelo
ensaio de resazurina (Czekanska, et al., 2011) e de acordo com a norma (ISO, 2009).
Resumidamente, células em crescimento exponencial, semeadas em placas de 96 po¢os
(10* células/pogo), foram incubadas com concentragdes de até 300 pg/mL de TiNT,
nHAp, nHAP/TINT1%, nHAp/TiNT2%, nHAP/TiINT3% e nHAP/ TiNT10% por 24 h,
que foram ressuspensos em meio suplementado com RPMI com 5% de soro fetal bovino
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA). No final deste periodo, o meio foi removido
e as células lavadas duas vezes com PBS pH 7,4. Em seguida, um novo meio contendo
10 uL de 10 mg/mL de resazurina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) foi

adicionado em cada poco e incubado a 37 ° C por 4 h. A absorbancia do meio foi
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determinada em 570 e 600 nm usando o leitor Multiskan GO ELISA (Thermo Fisher
Scientific, Califérnia, EUA) e o gréafico foi plotado como % de viabilidade (média * erro

padrdo médio) em comparacdo com células néo tratadas (controle - Ctr).
2.6 Estudo In Vivo
2.6.1 Aspecto Etico

Os experimentos descritos a seguir foram realizados de acordo com os Principios
Orientadores para Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laboratdrio e foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais do Centro Universitéario
Uninovafapi (CEUA-UNINOVAFAPI) sob nimero de aprovacdo, n° 002P-V2/2019, em
conformidade com a Lei Federal n.° 11. 794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto 6. 899
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle

da Experimentacdo Animal — CONCEA.
2.6.2 Animais

Foram utilizando 70 ratos fémeas (Rattus novergicus albinus Wistar), com oito
semanas de nascidas, com peso corporal médio variando entre 250 e 300 g, fornecidos
pelo biotério da Universidade Estadual do Piaui. Todos animais ficavam alojados em
gaiolas de aco com cinco animais cada uma, alimentados com comida e dgua ad libitum
a vontade e cama de palha de arroz, sendo trocadas a cada dois dias, sob temperatura de

24 °C, com intervalo de claro e escuro de 12 horas.
2.6.3 Procedimento Cirurgico

O procedimento experimental foi realizado no Nucleo de Biotecnologia e
Biodiversidade da Universidade Estadual do Piaui. As amostras foram divididas em seis

grupos: grupo controle das amostras, (nHAp e TiNT) e os grupos em diferentes
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concentracdes em massa de TiNT, (nHAp/TiNT1%, nHAp/TiNT2%, nHAp/TINT3% e
nHApP/TiINT10%,). Outro grupo foram os dos animais sem qualquer tratamento
(controle). Por sua vez, cada grupo foi subdividido em dois periodos de observacao,

periodo de eutanasia, aos 15 e 30 dias, todos 0s grupos com 5 animais cada.

Todos animais foram ooforectomizadas sob anestesia pela associacdo de quetamina
e xilazina por via intramuscular e através de uma incisdo na pele subcutanea lateral de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento, abaixo da ultima costela para retirada dos
ovarios em seguida, as margens das lesdes foram suturadas utilizando fio de seda 4-0.
Posteriormente, foram devolvidos nas gaiolas nas mesmas condicdes citadas
anteriormente, por um periodo de 45 dias, tempo necessario ao surgimento da osteopenia
(Oliveira et al., 2019). Apos esse periodo, as ratas foram divididas em sete grupos

conforme indica a Tabela 2.

Tabela 2: Nome dos grupos de animais em periodos de avaliacdo apds a implantag&o.
*GC1, GC2, GC3 - groupos controles e G1, G2, G3, G10 - grupos com diferentes

concentracdes de TiNTs.

Amostras Grupo experimental Dias p6s-operatorios
Animais néo tratados GC1 15
30
nHAp GC2 15
30
TiNT GC3 15
30
nHApP/TINT1% Gl 15
30
nHApP/TINT2% G2 15
30
NHApP/TINT3% G3 15
30
nHApP/TINT10% G10 15
30

Fonte: Elaborada pela autora
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Para o implante dos nanocompdsitos, o0s animais foram anestesiados
dissociativamente por via intramuscular quetamina e xilazina com uma dose de 0,1/0,1
mL., respectivamente, para cada 100 g de peso corporal. Apds a anestesia, cada animal foi
submetido a epilacéo na regido da tibia direita e para 0 acesso ao tecido 6sseo foi realizado
uma incisao pelo lado medial da mesma tibia, com auxilio de uma lamina de bisturi, o
tecido 0sseo foi exposto, o defeito critico em formato circular que foi provocado por meio
de um micromotor, broca de trefina de 3 mm de diametro (Figura 3a), a cavidade cirargica
foi concluida, estando apta para receber os tratamentos proposto (implantagdo do
nanocompositos), (Figura 3b) e, os grupos denominado controle, onde a cavidade 0sseas
ndo recebeu nenhum tratamento. Logo em seguida, as margens das lesdes foram suturadas
utilizando fio de seda 4-0. Apos a realizacdo do procedimento cirdrgicos, 0s animais

receberam 50 mg/kg de dipirona por gavagem a cada 12 horas como analgesia.

Figura 3: Fotografia do procedimento cirtrgico para realizar (a) cavidade 0ssea e (b)

implante dos nanocompdsitos.

“{ : . N ! !
(a) (b)

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
MDPI de acesso aberto.

2.6.4 Periodo experimental

Passados os periodos de 15 e 30 dias do implante do material na tibia do animal,

foram eutanasiadas por meio de overdose anestésica de sodio thionembutal (150 mg/kg).
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As tibias de todos os animais de todos os grupos foram removidas e, conservadas em
nitrogénio liquido, e foram submetidas posteriormente a analises por espectroscopia
Raman para verificar a composicdo Osseas formadas. ApoOs as analises Raman, as
amostras de tecido 0sseo foram armazenadas em formol para conservacao e,

posteriormente realizada a inclusdo em parafina e analise histopatoldgica.

2.6.5 Analise por espectroscopia Raman da tibia

As amostras de tecido 6sseo foram retiradas do nitrogénio liquido e mantidas a
temperatura ambiente. O equipamento utilizado é o mesmo descrito na se¢do 2.3. As
andlises ocorreram da seguinte forma: na regido de interesse 6ssea (transigdo fronteirica),
foram obtidos trés espectros com uma distdncia aproximada de 10 um entre os pontos.
Um espectro da regido distante da lesdo também foi obtido, (osso cortical normal sem
defeito), denotado como saudavel. Assim, os espectros Raman das amostras de tecido
0sseo baseado nos grupos: osso saudavel, controle (sem qualquer tratamento), nHAp,
TiNT, nHAp/TiNT1%, nHAp/TiINT2%, nHAp/TINT3% e nHAp/TiINT10%, foram
comparados entre a regido tratada e a regido saudavel. Foram identificados os picos de
interesse em aproximadamente entre 957 cm™ - 961 cm™ caracteristico do grupo fosfato,
com o intuito de quantificar a composicdo 6ssea formada, bem como de caracterizar
alteragBes dsseas no mineral e, o conteddo mineral foi obtido calculando a razéo da area
integrada da banda caracteristica do grupo fosfato ~ 960 cm™ (Alves et al., 2018; Monzem
et al., 2018). Além disso, etapas de pré-processamento, tais como para eliminar a
fluorescéncia da amostra, um polindmio de quarta ordem foi realizado para cada espectro
nas regides de 900 — 3500 cm™ utilizando o software Fityk para caracterizar alteracdes
nos componentes minerais do 0sso recém-formados. Houve também o ajustamento da

linha de base. Na sequéncia, o processamento foi concluido no software Origin 2018, para
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realizar a normalizacdo vetorial (cada intensidade Raman foi dividida pela raiz quadrada

da soma das intensidades quadradas de todo o espectro).

2.6.6 Analise histopatoldgica

Os cortes histologicos foram obtidos através da dissecacdo das amostras de tecido
0sseos (tibias), que foram descalcificadas em acido cloridrico a 20% durante sete dias e,
posteriormente, desidratadas em solucBes alcoodlicas em concentragcBes graduais e
crescentes e tratado com xilol, impregnacéo pela parafina e inclusdo em parafina, ficando
o longo eixo da tibia paralelo a superficie do bloco de parafina usando um processador
automatico de tecidos (PTO5 TS Luptec, S&o Paulo, Brasil). Depois de ser incluido na
parafina, foram realizados cortes com uma distidncia e espessura entre 2 ¢ 3 um num
microtoma rotativo (MRP09 Luptec, Sdo Paulo, Brasil), que foram coradas com

colorag@o hematoxilina e eosina (H&E), duas sec¢des/lamina.

As analises histoldgicas dos processos de reparo 6sseo foram realizadas por uma
histologista certificada e cego aos tratamentos realizados. Os cortes de todas as amostras
foram analisados em um microscopio de luz trinolucular (Olympus CX31, Japdo) e
fotografadas nas objetivas de 10x com uma camera digital (Moticam WiFi X, Motic
Microscopios, Richmond, VA) anexada a um computador. As laminas foram analisadas
e parametros de neoformacdo dssea foram adotados para cada periodo considerado no
experimento. A analise histopatologica semi-quantitativa da reparacdo tecidual ocorreu
através um sistema de pontuacdo numérica (escores) adaptado a partir de (Alves et al.,
2018; Hedner e Linde, 1995). A definicdo dos escores foi: Escore 0 — Auséncia completa
de reparacédo 0Ossea; Escore 1 — Neoformacdo 0ssea incipiente restrita as bordas da lesdo;
Escore 2 — Neoformacdo 6ssea mais evidente com trabéculas compostas por tecido 6sseo

imaturo provenientes a partir das bordas da leséo; Escore 3 — Neoformacao dssea a partir
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das bordas e no interior do defeito 6sseo, mas em areas restritas; Escore 4 — Neoformacéo
0ssea nas bordas e no interior do defeito preenchendo quase toda a extensdo do defeito
0sseo; Escore 5 — Neoformacdo Gssea nas bordas e no interior do defeito 0sseo
preenchendo toda sua extensdo, com espessura até 1/3 quando comparado as margens
Osseas integras; Escore 6 — Neoformacao dssea nas bordas e no interior do defeito 0sseo
preenchendo toda sua extensdo, com espessura superior a 1/3 e inferior a 2/3 quando
comparado as margens 0sseas integras; Escore 7 — Neoformacédo 0ssea nas bordas e no
interior do defeito dsseo preenchendo toda sua extensdo, com espessura superior a 2/3
mas ainda ndo com espessura semelhante as margens integras; Escore 8 — Defeito 6sseo

totalmente preenchido e com espessura semelhante as margens integras.

2.6.7 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram analisados pela analise de variancia, ANOVA e pelo teste
ndo paramétrico de Kruskall Wallis visto o nimero de amostras de cada grupo ser
reduzido seguido pelo pds-teste de Dunn. Para essas analises foi utilizado o programa
Graphpad Prism (verséo 8.3.0), San Diego California USA, Copyright@. As diferencas
significativas foram consideradas como significativas quando p menor que 0,005. Os

resultados foram expressos em médias e desvio padréo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4a, mostra os resultados das analises de raios—X de nHAp como
sintetizada e com diferentes concentracfes de TiNTs, confirmando a fase cristalina do
material, foi realizado refinamento pelo método Rietveld (Figura 2b). As principais
caracteristicas do pico de reflexdo da HAp hexagonal em 20 estdo presentes =~ 25. 8°,
31.8°, 32.2°, 32.9° e 34.0°, referindo-se aos planos (002), (211), (112) e (300), (202),
respectivamente, além de outros picos que estdo de acordo com o arquivo cristalografico
([JCPDS]: 01-074-0566) para hidroxiapatita. Na amostra dos TiNT a estrutura é
confirmada pelos principais picos caracteristicos em 20 = 10.1°, 24.5°, 28.6°, 48.5°, que
correspondem aos planos cristalinos (200), (110), (211) e (020), respectivamente
(Gusmdo, et al., 2019). Os resultados por DRX também revelaram a formacdo de materiais
com maior cristalinidade que pode ser atribuido a HAp cristalina em propor¢éo superior

aos TiNTs na formacdo dos nanocompdsitos proposto neste trabalho (Fig. 4a).

Na Figura 4b, apresenta-se o perfil de DRX observado e calculado da
hidroxiapatita, bem como a diferenca entre eles (Yobs — Yca) apos refinamento pelo
método Rietveld utilizando o ICSD de n° 161328. Os padrdes calculados foram ajustados
ao padréo experimental observado, fornecendo os parametros estruturais do material
desejado e seu perfil de difracdo. O perfil de refinamento da HAp mostra que ha uma boa
correlacéo entre as intensidades e os padrdes de difragdo observado e calculado (Fig. 4b).

Além disso, os perfis de DRX ndo mostraram nenhuma fase adicional nos materiais.
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Intensidade Normalizada

Figura 4: (a) Difratogramas de raios — X: nHAp, TiNT, nHAp/TIiNT1%, nHAp/TiNT2%,
NHApP/TINT3% e nHAp/TiNT10% mostrando os planos hidroxiapatita e do TiNT e (b)
Perfil de refinamento pelo método Rietveld com o observado (pontos pretos), o calculado

(vermelho) e a diferenca (azul) entre os dados observado e calculados para a nHAp

¢ YObs
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

A Tabela 3 mostra os pardmetros de rede de refinamento da hidroxiapatita.
Geralmente, o refinamento é considerado satisfatério quando os valores dos coeficientes
de confiabilidade como valor de qui-quadrado (x?) ou qualidade de ajuste (S), obtido
empiricamente por S = Rup/Rexp, apresentam valores de S <2 de acordo com (Vieiraet al.,
2013). O valor y* = 2, 58 obtido (S = 1,6) apresentou um bom refinamento. Valores de
Rwp <10% s&o considerados aceitaveis para a estrutura hexagonal da HAp. Assim, 0 Rwp
obtido para nossa amostra de nHAp foi de 6, 94 %, o que foi considerado um bom
refinamento, quando comparado com a literatura (Cavalcante et al., 2012, Vieira et al.,

2021).
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A estrutura da hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2 consiste de uma celula unitaria
hexagonal de grupo espacial P63/m. Ela possui 10 ions de célcio localizados em dois sitios
cristalogréficos independentes para célcio (Cal e Ca2): quatro &tomos de Cal localizados
nas extremidades da célula unitaria e seis de Ca2 que formam triangulos paralelos ao eixo
¢, localizados nos cantos do hexagono ao redor do ion OH". A célula unitaria hexagonal
da hidroxiapatita também possui, quatro oxigénio (O1, 02, O3 e O4) e, os sitios de P1
sdo todos equivalentes, do tipo PO43, que estdo ligados com o oxigénio (01, 02 e 03)
(Sang Choetal., 2014). Os parametros de rede: a=b#ce a = #vy=120°, as coordenadas
atémicas confirmando os resultados de DRX com a sintese de Unica fase da estrutura de
HAp. Além disso, o cristal da HAp é anisotropico, ou seja, apresenta dois tamanhos de
cristalitos em relacdo ao seu eixo c. O refinamento de Rietveld forneceu um tamanho
paralelo com valor de 59, 2 nm, um tamanho perpendicular 19, 2 nm e um valor de
microdeformacéo de 0, 11%.

Tabela 3: Resultados do refinamento Rietveld dos pardametros de rede (a, b e ¢ =

dimensdes da rede; o, p e y = angulos, volume da célula unitéria (V), densidade da célula

(p) para a amostra nHAp.

Parametros (Hidroxiapatita)

a=b(A) c®)  a=BO 10 VA  plgem)

9. 436 6. 887 90 120 531. 107 3.141

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

Os modos vibracionais da nHAp e TiNT foram caracterizados por espectroscopia
Raman s&o apresentados na Figure 5. Os modos vibracionais em 159 cm™e 192 cm™ sdo

atribuidos aos modos de rede (Na-O-Ti), 277 cm?, 447 cm?, 666 cm™ e 706 cm™
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Intensidade Raman Normalizada

identificadas como vibragdes entre Ti-O-Ti referente ao octaedro TiOg e a banda em 908
cm? associada as ligagdes terminais ndo compartilhadas entre Ti-O confirmando a
formacéo dos nanotubos de titanato (Gusmao, et al., 2019; Viana et al., 2011). O espectro
Raman da nHAp possui um modo de estiramento caracteristico de
(PO43) vi = 961 cm™, como pode ser visto na Figura 5a, que é dominante da HAp
cristalizada, bem como bandas de menores intensidades que também foram observados e
sdo atribuidas a vibragdes de outros grupos de apatita: modos de vz (PO4) = 431 cm™
dobramento do fosfato de octacilcio, vz (POas) =~ 587 cm™ fosfato de calcio desidratado,
v4 (PO4) = dobramento do grupo de fosfato de apatita (Oliveira et al., 2019; Rodrigues et
al., 2016), sdo vistas nas amostras nHAp e nHAp/TINT em diferentes concentracdes (1%,
2%, 3% e 10%). No entanto, as bandas caracteristicas dos TiNTs sdo observadas apenas
na amostra com a concentracdo de 10 % de massa de TiNTs na formacdo do

nanocomposito (Fig. 5b).

Figura 5: (a) Espectros Raman para nHAp, TiNT, nHAp/TiNT1%, nHApP/TiINT2%,
NHApP/TiINT3% e nHApP/TiNT10% e (b) Zoom da regido 100 a 900 cm™.
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.
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Através dos resultados dos indices de cristalinidades, mostrados na (Tabela 4),
percebe-se que os valores referentes a cristalinidade das amostras diminuem em ordem
decrescente. Estes resultados da diminuicdo dos Clprx também corroboram com os
resultados de Clraman. ESSa diminuicdo, pode estar associado ao uso de uma maior

concentracdo em termos da massa de TiNTs na formacdo dos nanocompadsitos.

Tabela 4: Apresenta os indices de cristalinidade calculados através das analises por
espectroscopia Raman e DRX

Amostras CI raman Clprx
(média) (média)
nHAp 0,71 0,42
NHApP/TINT1% 0, 62 0, 20
NHApP/TINT2% 0, 63 0,22
NHApP/TINT3% 0, 50 0,19
NHApP/TINT10% 0, 49 0,18

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

Na tabela 5, encontra-se o principal pico de reflexdo caracteristico da nHAp em
20 presente a =~ 25,9°, e 0s tamanhos dos cristalitos foram calculados através da equacéao
Scherrer com base na largura a meia altura da reflexdo (002), conforme explicado na
secdo experimental e encontrado como sendo 54 nm para nHAp, e tendem a diminuir com
0 aumento das concentragdes de TiINT apds a formagdo dos nanocompositos apresentando
um menor tamanho na amostra NHApP/TiINT10% com valor de 34 nm. Além disso, 0
tamanho do cristalito de todos os grupos esta em escala nanométrica, podendo resultar

numa melhor interacdo do composito com as células (He et al., 2008).
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Tabela 5. Amostras dos nanocompdsitos nHAp/TINT (1%, 2%, 3% e 10%) em diferentes

concentragdes mostrando tamanho do cristalito.

Amostras 20 [°] (20) Tamanho do Cristalito
Pico (002) FWHM DRX (nm)
nHAp 25, 87 0, 208 54
NHApP/TINT1% 25, 88 0, 270 37
NHApP/TINT2% 25, 89 0, 225 48
NHApP/TINT3% 25, 88 0, 273 36
NHApP/TINT10% 25, 89 0, 286 34

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

Como mostrado a Figura 6, os espectros FTIR-ATR sdo similares para ambos 0s
nanocompositos. No espectro das amostras nHAp e nHAP/TINT (1%, 2%, 3% e 10%) os
modos vibracionais = 1.029 cm™ - 1.092 cm™ e 962 cm™ estdo relacionados ao contelido
do grupo anibnico (PO4?) que séo atribuidas aos modos de estiramento simétrico P-O
antissimétrico triplamente degenerado (vs) e modo de estiramento simétrico P-O n&o-
degenerado (v1), respectivamente, enquanto a banda observada em 632 cm ¢ atribuida a
vibracdo de deformacédo dos grupos OH™ da HAp. Além disso, foi observado um modo
em ~ 1.451 cm™ que é caracteristica do grupo carbonato (COs?) nos nanocompositos
(Medeiros et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Essa banda de carbonato, deve-se a
incorporacdo de CO> da atmosfera devido a reagdo de sintese ndo ter sido realizada em

atmosfera inerte.
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Figura 6: Espectros ATR-FTIR das amostras citadas no grafico, mostrando os picos

caracteristicos da hidroxiapatita e nanotubos de titanato
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

A banda 1.643 cm® pode ser atribuida a vibragoes de flexdo H-O-H das moléculas
de 4gua. Observamos também uma banda em torno de 899 cm™ que correspondem a
ligacGes de Ti-O envolvendo modos de estiramento, as quais sdo um tipo de ligacao
terminal saindo a partir das paredes dos TiNTs, e que podem formar ligacdes com outras
moléculas (O. Ferreira, 2006).

As propriedades da superficie de nanoparticulas sdo dirigidas, dentre outros
fatores pela sua carga superficial. Estas propriedades podem definir as suas interagdes
com os diferentes componentes bioldgicos, podendo também prever o comportamento
das nanoparticulas, através da sua carga superficial (potencial Zeta) em fluidos bioldgicos
(Bertrand et al., 2017; Casals et al., 2003). Assim, o estudo através da analise de potencial
Zeta é de fundamental importdncia para a realizagdo de estudos pré-clinico de

nanocompositos com estes candidatos neste trabalho para a aplicagéo In Vivo utilizando
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um modelo animal. Na Tabela 6, observa-se as medidas de potencial Zeta e as
distribuicbes do tamanho meédio das nanoparticulas que foram caracterizadas utilizando
medidas baseadas de espalhamento de luz dindmico (DLS) e os indices de polidispersao
(PDI) que é um valor sem unidade que mede a amplitude da distribuicdo do tamanho da

particula.

Tabela 6: Valores das médias realizada em triplicata de potencial Zeta e espalhamento

de luz dindmico e indice de polidisperséo.

Amostras Potencial Zeta diametro hidrodindmico PdlI
(mV) médio (nm)

TINT - 27,40 300, 4 0, 552
nHAp - 5,160 4888 0,274
nHap/TiNT1% -0,921 3824 0, 266
nHap/TiNT2% -0,391 3416 0, 215
nHap/TiNT3% -0,019 3606 0, 363
nHap/TiNT10% -1,520 2247 0, 586

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
MDPI de acesso aberto.

Neste trabalho, a andlise de potencial Zeta dos nanocompdsitos revela que elas
possuem valores negativos baixo, variando as cargas superficiais de - 0,019 mV a— 1,520
mV, conforme descritos na Tabela 6. J& os valores das amostras TiNT e nHAP foram de
-27,40 mV e - 5, 16 mV respectivamente. Estes valores de potencial negativo podem ser
atribuidos a presenca dos grupos funcionais como as hidroxilas presentes na superficie
dos nanocompdsitos, evidenciados pelos espectros de FTIR (Figura 6), principalmente
esse alto valor de potencial Zeta negativo nos TiNTs que possuem muitas hidroxilas na

sua superficie.
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Ja os valores dos diametros hidrodinamicos medidos por DLS, apresentou um
didmetro medio entre 2247 nm a 3824 nm. (Tabela 6). Esses valores de didametros bem
elevados podem estar associados a possiveis aglomeracfes dessas nanoparticulas por
conta do carregamento superficial, indicada pelas medidas de Potencial Zeta. Ja, 0s
valores de Pdl acima de 0, 1 indicam uma populacdo de particulas polidispersa ou mesmo
varias populacdes. Assim, os altos valores de Pdl de 0, 215 — 0, 586 encontrados para
essas particulas, apresentados na Tabela 6, nos indica que a formulagdo se encontra
dispersa e possivelmente com mais de uma populacéo.

As anélises morfolégicas (Figura 7), mostram que todas as amostras tém
nanoparticulas muito pequenas em aglomerados formando placas. Observou-se também
na amostra de nHAp/TiINT10% presenca dos nanotubos de titanato. O Mapeamento
elementar foi realizado com o intuito de investigar a composi¢do quimica mostrando que
na formacdo dos nhanocompositos com concentracdes de 1%, 2% e 3%, a composicdo do
elemento Ti apresenta-se em pouca quantidade, como pode ser visto na Tabela 7, mas na
concentracdo de 10% de TiNT na formacdo do nanobiomaterial a presenca de Ti é mais

consideravel (Figura 7).
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Figura 7: Imagens por MEV da nanohidroxiapatita, nanotubos de titanato e dos
nanocompositos nHApP/TINT em diferentes concentracdes de massa (1, 2, 3, e 10 %) de
TINT e mapeamento elementar da nHAp/TINT10%.
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.
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Ainda, por meio do EDS, foi possivel calcular a razdo atbmica Ca/P, descritos na
Tabela 7. Verificou-se razdo atdbmica Ca/P 1,93 para nHAp e, que houve um aumento na
amostra com a concentracdo de 3% de TINT com maior valor de Ca/P 3,03 para
nHApP/TINT3%. Contudo, de acordo com estes resultados dessa relacdo Ca/P obtidas por
meio das analises semiquantitativa de EDS, ndo podemos sugerir que o tipo de HAp
sintetizada neste trabalho € do tipo deficiente em célcio que normalmente apresentam
valores de Ca/P menores que 1, 67 [27]. No entanto, essa maior proporcao de calcio pode

estar relacionada a formacao de carbonato de célcio na superficie dos nanomateriais.

Tabela 7: Mostrando a presenca de Ti nos nanobiomateriais e a razdo atbmica

Amostras Ti % Ca/P (%)
nHAp - 1,93
nHAp/TiNT1% 0,37 1,92

nHAp/TiNT2% 0, 40 2,13

nHAp/TiNT3% 0, 61 3,03
nHAp/TiNT10% 8,53 2,08

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
MDPI de acesso aberto.

As andlises de bioatividade, foram verificadas através da imersdo por 7 e 14 dias
em solugdo de SBF 5X que foi preparada na forma de solucéo classica ja relatadas em
outros trabalhos (Fathyunes et al., 2018; Zanin et al., 2015), porém com concentracdo de
ions 5 vezes maior (Barrere et al., 2002). Esse aumento de concentracdo do meio SBF é
uma tentativa para deposicdo de camadas de fosfato de célcio em curtos periodos de
tempo (Silva et al., 2019).

Os valores de pH da solugdo de SBF foram verificados nos intervalos de tempo 7

e 14 dias para cada grupo de nanocompositos testado (Tabela 8). Verificou-se que houve
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alteracdes nos valores do pH em funcao do tempo de imersdo até o 14° dia com o0 aumento
no valor do pH para > 7,4 principalmente nas amostras nHAp, TiNT e nHAp/TiINT3%.
Esse aumento nos valores do pH em todas as amostras testadas até o 14° dia de imersao
pode estar associado a reatividade dos nanocompoésitos em solugdo como também
observado em trabalhos anteriores (Lobo et al., 2013). Essa reatividade até o 14° dia
também foi observado em outro trabalho, Hashimi e Shah (2014), afirmaram que o
aumento dos valores de pH ocorreu devido a liberacdo de ions Ca* e a troca por ions H*
ou HsO*, ocorrendo no primeiro dia de imersdo na solugdo de SBF, o que resulta na
formacéo de carbonato de calcio (Hashmi e Shah, 2014).

Tabela 8: Valores de pH em diferentes intervalos de tempo, 7 e 14 dias de imersao em

solucéo de SBF.

Grupos 7 dias 14 dias
TiNT 7,93 7,85
nHAp 8,40 7,88
NHApP/TINT1% 7,20 7,34
NHApP/TINT2% 7,18 7,39
NHApP/TINT3% 8,29 7,32
NHApP/TINT10% 7,26 7,46

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 8, observa-se os espectros FTIR-ATR coletados a partir das amostras
TiNT, nHAp, nHAP/TINT1%, nHAp/TiNT2%, nHAp/TiNT3% e nHAp/TiINT10% apds
a imersdo em SBF 5x por diferentes intervalos de tempo 7° e 14° dias. Percebe-se que nas
amostras de nHAp quanto nos nanobiomateriais em diferentes concentra¢fes, grupo

carbonato (COs?2) em =~ 873 cm™ atribuido a0 modo (v, fora do plano da curva de
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vibraco), observa-se também =~ 1420 cm™ - 1649 cm™ atribuidos aos modos (v3, vibragéo
de estiramento assimétrico) (Leite, 2015; Rodrigues et al., 2016). Os modos vibracionais
~ 1.029 cm™ - 1.092 cm™ sdo atribuidos aos modos de estiramento simétrico P-O
antissimétrico triplamente degenerado (vs) € 0 modo em = 962 cm™ atribuido ao
estiramento simétrico P-O n&o-degenerado (v1), todos relacionados ao contetdo do grupo
anibnico (PO4%). Em todas os nanocompdsitos e nHAp foram encontrados esses modos

com excecdo dos TiNT.

Figura 8: Espectros por FTIR-ATR das amostras nHAp, TiNT, nHAp/TINT1%,
NHApP/TINT2%, nHAp/TiINT3% e nHAp/TINT10% ap6s 14 dias de imersas em SBF 5X.
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

De acordo com LeGeros, (1991), as relagbes das intensidades das bandas de
carbonato (1420 cm™) e de fosfato (1029 cm™), IC/IP, podem ser utilizadas para estimar
o teor de ions de carbonato CO3? na estrutura da hidroxiapatita formada, de acordo com

a equacao 4:
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Yoos = 10,134 (=) + 0, 2134 )

Através desta equacdo 4, pode-se dizer se houve aumento do carbonato apés
ensaio de bioatividade. Na Tabela 9, estdo descritos os valores do teor de CO3% obtidos
pelas analises em triplicata de FTIR-ATR nos tempos de 7 e 14 dias apds imerséo e o
controle (tempo 0), ou seja, as amostras sem imersdo em SBF servindo como controle.
Percebe-se pelos valores que o teor de carbonato aumenta com o tempo de imersao nas
amostras nHAp, o que pode indicar a deposicdo de COs? sobre a superficie das amostras,

confirmando a presenca de HAp carbonatada apds a imersao em solucéo de SBF.

Tabela 9: Média dos valores obtidos pela anélise de FTIR-ATR para os célculos dos
contetidos de fons de carbonato COs?* das amostras nHAp, TiNT, nHAp/TiNT1%,
NHApP/TINT2%, nHAp/TiNT3% e nHAp/TINT10% apos 14 dias de imersas em SBF 5x.

Grupos Controle 7 dias 14 dias
TINT - 2,16 2,01
nHAp 0,41 0,75 0, 80
NHApP/TINT1% 0, 42 0,55 0,63
NHApP/TINT2% 0, 46 0,74 0, 85
NHApP/TINT3% 0,42 0,72 0, 69
NHApP/TINT10% 0,42 0, 87 0, 75

Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

De acordo com Kokubo e Takadama, (2006), estudos como esse em solucdo de
SBF com concentrag¢@es de ions que simulam o plasma sanguineo, serve para saber sobre

a capacidade de ligagdo de um material ao 0sso através da formacdo de apatitas na
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superficie de um material. Em que os autores concluiram que € uma andlise interessante
para prenunciar a bioatividade in vivo de um material na regeneracdo do tecido 0sseo,
levando a selecdo dos materiais e a diminuir 0s ensaios com animais, a quantidade de
individuos e a duracdo dos experimentos (Kokubo e Takadama, 2006). Os grupos
evidenciaram potencial no ensaio de bioatividade, sinalizando um potencial para
aplicacdes biologicas.

Considerando a importancia do desenvolvimento de material biocompativel,
avaliamos a atividade citotoxica de todas as amostras neste estudo em uma linhagem
celular de fibroblastos murinos L929 (adquirida da American Type Culture Collection

(ATCC)), de acordo com a Organizagéo Internacional de Estandardizagéo (1SO).

As andlises de viabilidade celular foram realizadas e na Figura 9, sdo apresentadas
a citoxicidade de todas as amostras expostas em formulacdes em diferentes concentracdes
neste estudo, os resultados indicam a nao-citotoxicidade dos nanocompdsitos, ou seja,
apresentam altos niveis de citocompatibilidade e, sustentam que sdo estruturas viaveis,

seguras sem nenhuma morte celular notavel.

Anélises estatistica das tibias com defeito 6sseo de todos os grupos nos dois
periodos experimentais de 15 e 30 dias (Figura 10), foram realizadas através das analises
por espectroscopia Raman, utilizando o pico de fosfato ~ 960 cm™ (este pico investigado
é caracteristico da hidroxiapatita), utilizado como um marcador de reparo 6sseo (Monzem

et al., 2018; Vieira et al., 2021).
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Figura 9: Analises de citotoxicidade dos nanocompdsitos nHAp/TINT em diferentes
porcentagens (1%, 2%, 3% e 10% m/m) de TiNT) em célula L929. A viabilidade celular
foi determinada ap0s exposicdo por 24 horas dos nanocompositos, em concentracoes de
até 300 pg/mL. Os dados sdo expressos como * erro padrdo *p<0,05, **p <0,01, *** p<
0,001 and **** p<0,0001, em comparac¢do ao controle, ANOVA unidirecional (pos-teste
de Dunnett).
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O pico ~ 960 cm™ (v1 PO4 %), foi usado para obter a area integrada do espectro.
Para cada grupo, foi realizada uma média dos espectros e em seguida calculada a largura
a meia altura (FWHM). Os espectros (Figura 10 ¢, d) mostram que 0s grupos tém as
mesmas posicoes de pico, mas com intensidades e larguras diferentes, sendo que o grupo

nHap/TiNT10% (Figura 10 ¢ - d), mostrou uma maior intensidade de pico em comparacao
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com outros grupos avaliados para ambos os periodos de tempo experimental, 15 dias e 30

dias. O pico Raman ~ 960 cm™ do grupo osso saudavel foi utilizada como referéncia. Esta

area esta estritamente ligada a quantidade de hidroxiapatita no 0sso neoformado, ou seja,

quanto maior a intensidade, maior a concentracdo de fosfato (Vieira et al., 2021).

Figura 10: Andlises estaticas de 15 dias (a) e 30 dias (b), espectros Raman de 15 dias (¢)

e (d) 30 dias mostrando o pico 961 cm™ dos grupos experimentais tratados e sem

tratamento em comparacdo ao 0sso normal. a = p<0,0001 quando comparado ao grupo

Higido; b = p<0,0001 quando comparado ao grupo HAp/TiNT10%, ns = Nao
significativo.
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
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Andlises estatisticas dos dados de pico de fosfato (960 cm™) foram realizadas

(Figura 10 a, b). Para os grupos experimentais de 15 dias (Figura 10 a), os resultados ndo

indicaram diferencas estatisticas de area entre todos 0s grupos testados em relagéo ao
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grupo do osso saudavel, ou seja, ndo houve reparacdo 0ssea dentre os grupos avaliados,
no entanto, nota-se uma melhor tendéncia na formacdo éssea no grupo de

nHap/TiNT10%.

Ap06s 30 dias de periodo experimental (Figura 10 b), todos 0s grupos apresentaram
0 mesmo comportamento estatistico observado no periodo de 15 dias, exceto 0 grupo
nHap/TiNT10% que apresentou diferencas estatisticas de area em relacdo ao grupo
controle (sem qualquer tratamento). Ja, com relacdo ao grupo 0sso saudavel, o grupo
nHap/TiNT10% ndo apresentou diferencas significativas, mostrando que os dois grupos

sdo compativeis e que, portanto, houve reparo 6sseo no grupo nHap/TiNT10%.

As andlises histopatoldgicas semi-quantitativas (Figura 11 a-b), foram realizadas
para avaliagdo do reparo dsseo nos dois periodos experimentais, 15 e 30 dias. O processo
de reparacéo 0ssea foi avaliado de acordo com os escores mencionados na metodologia,

secdo 2.6.

No periodo experimental de 15 dias, a analise histologica evidenciou neoformacéo
Ossea a partir das bordas e no interior do defeito, consistindo em areas de tecido
conjuntivo com diferenciacdo 6ssea, bem como trabéculas de 0sso imaturo provenientes
das bordas da lesdo e em crescimento para o centro dos defeitos, variando entre uma
deposicdo 6ssea em area mais restrita as bordas ou mais extensa envolvendo areas centrais
do defeito. Visualizou-se uma tentativa de fechamento do defeito ésseo, que nao foi
suficiente, entretanto para preencher toda sua extenséo na maioria dos grupos. Apesar da
variacdo identificada entre os espécimes dos diversos grupos de nanocompdsitos:
HApP/TiNT1%, HAp/TiINT2%, HAp/TiNT3%, HAp/TiNT10% e demais grupos TiNT e

HAp, ndo houve diferenca significativa estatisticamente (Figura 11a).
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ESCORE

Figura 11: Andlises histopatoldgicas dos reparos 6sseos nos dois periodos experimentais:
15 dias (a) e 30 dias (b) mostrando todos os grupos: HAp, TiNT, HAp/TiNT1%,
HApP/TiNT2%, HAp/TiNT3% e HAp/TiNT10%. a = p <0,0001 quando comparado ao

grupo controle sem qualquer tratamento.
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas
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A analise dos espécimes no periodo de 30 dias evidenciou neoformacao dssea em
toda a extensao dos defeitos 6sseos, consistindo em trabéculas compostas por tecido 6sseo
maduro ou em etapa avancada de organizacdo, com espessura variavel, desde 1/3
correspondente a cortical 6ssea original adjacente até completamente preenchidos, com
espessura semelhante a cortical adjacente. Diferencas significativas foram encontradas
entre os grupos HAp/TiNT10% e o controle (sem qualquer tratamento), (Figura 11b). A
reparacdo Ossea foi estatisticamente maior no grupo HAp/TiNT10% (p < 0.0100) em
comparagao ao grupo controle. Comparando os dados estatisticos da histologia de todos
grupos com tratamento verifica-se que ndo houve diferencas significativas entre eles,
HApP/TINT1%, HAp/TiNT2%, HAp/TiNT3%, HAp/TiNT10%, TiNT e HAp.

Até o momento, ndo houve investigacao das analises in vivo de nanocompositos
nHApP/TINTs em diferentes porcentagens de TiNTs (1, 2, 3 e 10% em peso) como 0S
nanocompositos produzidos neste trabalho voltados para aplicagcdo em regeneragéo 0ssea.
Além disso, este mesmo estudo demonstrou que todos os nanocompdsitos em 30 dias de
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fase experimental apresentaram regeneracdo 0ssea. Ainda sobre os grupos de 15 dias,
pode-se observar nos grupos HAp/TiNT10% e TiNT uma tendéncia da melhor reparacao,
o0 que foi confirmado no grupo experimental de 30 dias.

Na Figura 12, (lado esquerdo mostra a reparacdo 0ssea nos grupos experimentais no
periodo de 15 dias), pode-se observar neoformacdo consistindo em areas de tecido
conjuntivo em diferenciacdo 0ssea, bem como trabéculas de 0sso imaturo provenientes
das bordas da lesdo e em crescimento para o centro dos defeitos foi evidenciada apds 15
dias de implante dos nanocompositos (Figura 12, lado direito da imagem mostra a
reparacdo Gssea nos grupos experimentais no periodo de 15 dias). E possivel observar
também grande quantidade de nanocompdsitos na periferia matriz 6ssea indicada por

setas.

Figura 12: Analises histologicas dos grupos dos nanocompdsitos CG1 (grupo controle
sem tratamento), CG2 (HAp), CG3 (TiNT), G1 (HAp/TiNT1%), G2 (HAp/TiNT2%), G3
(HAp/TINT3%) e G10 (HAp/TiNT10%) na esquerda as imagens de 15 dias e na direita
imagem de 30 dias. Médula éssea (MO), seta (presenga de material, corpo estranho), Osso
neoformado (NB), Osso original (B) e Defeito 6sseo (DO).
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Fonte: Adaptado de Gusmao, et al. (2022). Journal of Functional Biomaterials. Revistas

MDPI de acesso aberto.

Apos 30 dias, percebe-se que a neoformagdo Ossea nos defeitos era bastante
evidente, com maior nimero de trabéculas de tecido 6sseo maduro, com preenchimento
total da extensdo do defeito e variacdo apenas na espessura do preenchimento quando
comparado a cortical ossea adjacente, classificadas pelo sistema de pontuagéo histolégica
usado, com base em diferentes parametros (escores) no processo de neoformagéo 0ssea.

Presenca de ilhas de tecido conjuntivo, rico em capilares sanguineos, espalhadas no
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defeito também foram vistos (Figura 12, lado direita da imagem mostra a reparagéo 6ssea
nos grupos experimentais no periodo de 30 dias). Percebe-se também a presenca de
nanocompositos na periferia da matriz 6ssea indicadas por setas. Em nenhum dos grupos

de nanocompasitos implantaveis foram observadas areas de necrose.
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4. CONCLUSOES

NOs reportamos as sinteses de nanocompdsitos, HAp/TINT em diferentes
concentracdes (1%, 2%, 3% e 10% em massa de TiNT), preparados por meio da
precipitacdo aquosa Umida. Observamos por difracdo de raios-X, espectroscopia Raman
e espectroscopia no infravermelho, picos caracteristicos da estrutura HAp como fase
principal. Além disso, o refinamento de Rietveld confirmou a estrutura da HAp, a adicao
de TINT afeta a morfologia do nanocompdsitos, diminuindo o tamanho médio do
cristalito de 54 nm (HAp) para 34 nm (HAp/TiNT10%). As imagens por microscopia
eletronica de varredura mostraram a presenca de TiNT na amostra contento 10 wt% de
TINT. A atividade citotoxica em uma linhagem de fibroblastos em diferentes
concentracdes, revelou que ndo houve morte celular notavel em nenhuma das
concentragdes. O estudo in vivo realizada utilizando modelos animais com osteoporose,
mostrou claramente que a presenca de todos materiais utilizados pode acelerar a
regeneracdo 0Ossea e que o grupo nHApP/TINT10% estatisticamente aumenta a
neoformacéo 6ssea no periodo experimental de 30 dias comparado ao grupo controle sem

qualquer tratamento, como demostrado através de espectroscopia Raman.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Considerando os resultados, discussdes e concluses abordados neste trabalho,

algumas sugestdes e perspectivas para pesquisa futuras sdo destacadas a seguir:

- Preparar novas nano-heteroestruturas TINT@ANNP modificadas com ions de ferro em
tnico passo de sintese e com diferentes concentragdes de Fe3*, a fim de estudar a estrutura
e propriedades magnéticas. Verificar o potencial destas nano-heteroestruturas em

aplicacdes na area: ambiental e biomédica.

- Realizar microscopia eletronica de transmissdo e espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios-X amostras de nanocompositos (NHAp/TINT em diferentes
concentragdes 1%, 2%, 3% e 10% de massa de TiNT) para verificar a interacdo entre 0s

nanocompositos.

- Produzir novos nanocompositos baseados em hidroxiapatita e nanotubos de titanato
modificados com diferentes ions. Utilizar em aplicac6es biologicas, regeneracéo tecidual,

citotoxicidade e adeséo celular, bactérias gram-positiva e gram-negativa.
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