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“A diferenca entre o possivel e o impos-
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RESUMO

MAGNO NUNES DE OLIVEIRA, ELISA. Agentes de contraste nanoestruturados a
base de 6xido de ferro: sintese, caracterizacdo e avaliacado toxicolégica. Porto
Alegre. 2018. Tese. Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O presente trabalho aborda o desenvolvimento de nanoparticulas compostas
por um nucleo magnético de 6xido de ferro com diferentes revestimentos biocompati-
veis e estudo comparativo de suas toxicidades. Foram sintetizadas nanoparticulas de
oxido de ferro sem revestimento e com revestimentos de dextrana, quitosana, polieti-
lenoglicol e silica, e com a adicdo de marcadores Opticos da classe dos benzotiazdis.
As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas foram caracterizadas, incluindo
as suas propriedades magnéticas, dpticas e de contraste em imagens por ressonancia
magnética nuclear (relaxividades), bem como a afinidade ao peptideo beta-amiloide,
no caso particular de funcionalizacdo com a molécula 6-OH-BTA-1. Em uma segunda
etapa, foram avaliados os efeitos toxicoldgicos dessas nanoparticulas em ensaios bi-
olégicos in vitro em células VERO, e in vivo tendo como animal modelo o peixe zebra.
O tamanho das nanoparticulas com revestimentos variou entre 13 a 30 nm, e estrutura
cristalina coerente com o espinélio de ferrita. As nanoparticulas ndo apresentaram
magnetizacao residual e histerese, indicando superparamagnetismo, independente do
revestimento. Para a maioria das nanoparticulas, os valores de relaxividade transver-
sal r2 variaram de 76-64 mM1.s%, com excecdo das nanoparticulas sem revestimento
e de quitosana, os quais foram mais elevados, possivelmente devido ao efeito de
agregacdao. Os valores de r1 foram semelhantes para todas as nanoparticulas (12,6 a
18 mM1.s1), com excecdo das nanoparticulas de silica (r1= 2,1 mM=.s?). As razdes
r2/r1 foram entre 4 e 17, valores tipicos de agentes de contraste negativos comercial-
mente disponiveis. As nanoparticulas funcionalizadas com os benzotiaz6is mantive-
ram sua fluorescéncia com deslocamentos de Stokes na ordem de 197 nm para o pico
de emisséo. As analises da interacdo do peptideo beta-amiloide com a molécula 6-
OH-BTA-1, mostraram valores de constante de Stern-Volmer para supressao de fluo-
rescéncia de 1,53x10* mMt (monémero), 1,40x10* mM- (oligbmero) e 1,33x10* mM-
! (placa), indicando quenching por um mecanismo estatico. O peptideo na forma mo-

nomérica demonstrou maior facilidade de acesso as moléculas de 6-OH-BTA-1. Os



resultados dos ensaios in vitro indicaram valores aceitaveis de viabilidade celular para
concentracéo de ferro inferior a 2 mmol.L?. As nanoparticulas com o carboxisilano e
polietilenoglicol demostraram maior biocompatibilidade e as nanoparticulas de silica
tiveram a maior citotoxicidade. Os resultados dos ensaios in vivo ndo mostraram alte-
ragOes significativas na taxa de sobrevivéncia e de eclos&o do corium, exceto para as
doses maiores que 2 mmol.L* das nanoparticulas revestidas com quitosana. Os per-
centuais de animais com alteracdes anatdmicas foram similares entre os grupos tra-
tados e de controle. Nos ensaios de locomocao e exploracdo, apenas as nanoparticu-

las de quitosana e de silica induziram altera¢Bes adversas significativas.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas, agentes de contraste, imagens biomédi-

cas, toxicidade.



ABSTRACT

MAGNO NUNES DE OLIVEIRA, ELISA. Nanostructured contrast agent based on
iron oxide nanoparticles: synthesis, characterization and toxicological evalua-
tion. Porto Alegre. 2018. PhD Thesis. Post-Graduation Program in Materials Engineer-
ing and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO
SUL.

The present study focuses on the development of nanoparticles with an iron
oxide magnetic core, with different biocompatible coatings, and on a comparative study
of their toxicities. Uncoated and dextran-, chitosan-, polyethylene glycol- and silica-
coated nanoparticles were synthesized. The addition of optical markers of the benzo-
thiazoles class was also accomplished. The physico-chemical properties of the nano-
particles were characterized, including their magnetic, optical and contrast properties
in nuclear magnetic resonance imaging (relaxivities). In the particular case of hanopar-
ticles functionalized with 6-OH-BTA-1 molecules, the affinity to the beta-amyloid pep-
tide was also investigated. A second step was to evaluate the toxicological effects of
these nanoparticles in vitro (using in VERO cells), and in vivo with zebrafish as an
animal model. The size of the nanoparticles with the coatings ranged from 13 to 30
nm. Their crystalline structure was consistent with the ferrite spinel. The nanoparticles,
independent of the coating, did not present residual magnetization and hysteresis, in-
dicating superparamagnetic behaviour. For most nanopatrticles, the r2 transverse re-
laxivity values ranged from 76-64 mM.s1, exceptfor uncoated and chitosan-coated
nanoparticles, which present higher values, possibly due to the aggregation. The val-
ues of r1 were similar for all nanoparticles (12.6 to 18 mM-1.s1), with the exception of
silica-coated nanopatrticles (r1=2.1 mM-1.s1). The r2/r1 ratios were between 4 and 17,
typical of commercially available negative contrast-agents. The nanoparticles function-
alized with benzothiazoles showed fluorescence with a Stokes shift of the emission
peak of ~ 197 nm. The interaction of the beta-amyloid peptide with the 6-OH-BTA-1
molecule analyzed by fluorescence suppression is characterized by a static mecha-
nism and Stern-Volmer constants of 1.53x10* mM-! for the monomeric form, 1.40x10*
mM - for oligomers) and 1.33x10* mM -1 for amyloid plagues.The in vitro toxicity assays

indicated acceptable values of cell viability for iron concentration up to 2 mmol.L. The



nanoparticles with the carboxysilane and polyethylene glycol showed higher biocom-
patibility and silica-coated nanoparticles had the highest cytotoxicity. The in vivo as-
says did not show significant changes in survival and hatchability rates, except for
doses greater than 2 mmol.Lt in the case of the chitosan-coated nanoparticles. The
percentages of animals with anatomical alterations were similar between the treated
and control groups. In the locomotion and exploration tests, only chitosan- and silica-

coated nanoparticles induced significant changes.

Key-words: magnetic nanoparticles, contrast agent, biomedical imaging, toxicity.
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1. INTRODUGAO

Materiais nanoestruturados tém atraido muita atencdo nos ultimos anos por
apresentarem propriedades fisico-quimicas inusitadas e diferenciadas de suas formas
massivas (bulk). A dependéncia das propriedades como o tamanho e forma, elevada
razdo superficie/volume e a possibilidade de combinac¢éo de diferentes funcionalida-
des sdo as principais caracteristicas que tornam as nanoestruturas Uteis numa varie-
dade de aplicagGes tecnoldgicas.>? O uso de nanomateriais nas areas da biologia e
da medicina levou ao surgimento de um novo campo de pesquisa: a nanomedicina,
criando novas formas de diagnéstico e terapia, bem como monitoramento de sistemas

biolégicos.34

Dentre as nanoparticulas (NPs) utilizadas em aplicacbes biomédicas, desta-
cam-se as superparamagnéticas de oxido de ferro (SPIONs), sendo a magnetita e a
maguemita as mais utilizadas. As SPIONs, normalmente, possuem uma estrutura
compostas por um nucleo magnético e sua superficie pode ser modificada pela adi¢cao
de materiais biocompativeis.>®’ A modificacdo da superficie atua na protecdo das
SPIONSs frente ao ambiente circundante, minimizando a agregacao e fornece sitios
para adicao de grupos quimicos ou moléculas inteiras capazes de provar multiplas
funcionalizadades ao sistema.?° Além disso, as SPIONs podem ser dispersas em di-
ferentes solventes, formando suspensées homogéneas (ferrofluidos), que, na pre-
senca de um campo magnético externo, interagem com o mesmo e podem ser con-
duzidas para locais especificos, conforme a aplicacédo pretendida.l%!! As SPIONSs po-
dem servir como um material sinalizador, aumentando o contraste com tecidos de in-

teresse na ressonancia magnética ou interagir com sistemas biol6gicos em nivel mo-
Iecular.12'13'14 15,16,17

Na terapia e no diagnostico por imagem, a utilizacdo de SPIONs tem crescido,
principalmente pela possibilidade de conjugagdo com marcadores moleculares de pro-

cessos fisioldgicos especificos ou com afinidade seletiva a determinadas estruturas
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biolégicas, pela possibilidade simultdnea de carreamento (ou entrega) de farmacos

para diferentes patologias, como o cancer.!>1819.20

Quando funcionalizadas com fluoroforo, as SPIONs também possibilitam o ima-
geamento optico, um método nado invasivo de elevada sensibilidade de deteccao,
dando origem a uma nova modalidade de materiais que atuam como agentes de con-
traste multimodal. O uso de mais de uma técnica de imagem fornece informacdes
complementares, portanto, a combinacdo simultdnea de imagens por ressonancia
magnética e opticas beneficiaria grandemente o diagnostico e tratamento de diferen-

tes doencas ou os estudos pré-clinicos com peguenos animais ou células.16:1821,22.23

Apesar de avancgos nas aplicacdes das SPIONs na nanomedicina, a maioria
das abordagens ainda estdo longe de uma solucéo clinica efetiva, restringindo-se a
provas de conceitos, principalmente com base em estudos com pequenos animais. O
desempenho bioldgico, farmacocinético e de contraste depende das propriedades fi-
sico-quimicas das SPIONs (tamanho, forma, disperséo, carga superficial, entre ou-
tros).'224 Por isso, devido as especificidades e a dinamica dos organismos vivos, o
comportamento in vivo dessas SPIONs é altamente dependente da estrutura e reco-
brimento, sendo necessario um estudo detalhado para cada classe de SPIONs de-
senvolvida. Apesar da vasta literatura ja existente, ha muito ainda para ser investigado
quanto as caracteristicas estruturais, de agregacéo e estabilidade coloidal e sua rela-
céo com as propriedades de absorcéo, eliminacdo, biodistribuicdo e toxicidade vincu-

ladas as SPIONSs. 19,20,24,25,26,27,28,29

O presente trabalho de doutorado esté relacionado com a preparacao, a carac-
terizacao fisico-quimica, o desempenho de contraste em ressonancia magnética e de
perfil toxicologico de nanoparticulas de 6xido de ferro com diferentes revestimentos,
e a insercao de marcadores 6pticos derivados de benzotiazdis. Também foi estudada
a afinidade molécula 6-OH-BTA-1 como marcador do peptideo beta-amiloide nas trés

formas estruturais: mondémero, oligdmero e placa.

Durante o periodo de doutorado, foram elaboradas diferentes produc¢des cien-
tificas e trabalhos paralelos referentes aos resultados obtidos, 0s quais sédo apresen-

tados no anexo 1.

O texto esta dividido em 7 capitulos, a comecar por essa introducao. No capi-

tulo 2, estdo abordados os objetivos e objetivos especificos desenvolvidos durante o
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trabalho. No capitulo 3, esta descrito uma reviséo bibliogréafica a respeito dos prin-
cipais aspectos e caracteristicas das nanoparticulas magnéticas e suas aplicacdes, a
fim de situar o leitor quanto ao estado da arte dessa area. No capitulo 4, estdo descri-
tos os materiais e métodos utilizados para a realizacdo dos experimentos, compreen-
dendo a preparacao e as diferentes caracterizagoes realizadas para todas amostras
sintetizadas. No capitulo 5, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da
sintese e caracterizacfes fisico-quimicas, magnéticas e de contraste das nanoparti-
culas, bem como os ensaios de toxicidade in vitro e in vivo. No capitulo 6, sédo apre-
sentadas as conclusdes gerais do trabalho e as perspectivas futuras. E por fim, no
capitulo 7, as producdes cientificas geradas durante o periodo de doutorado.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho é preparar e caracterizar por analises fisico-
quimica e a avaliar do perfil toxicolégico de nanoparticulas magnéticas de éxido de
ferro com diferentes revestimentos, com potencial uso para o imageamento por res-

sonancia magnética e métodos opticos.

2.1. Objetivos Especificos

Foram objetivos especificos do trabalho:

e Produzir nanoparticulas de 6xido de ferro com revestimentos de dextrana, qui-
tosana, polietilenoglicol e silica, e moléculas fluorescentes;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas em relacao a
composicdo, morfologia, distribuicdo de tamanho, estabilidade coloidal, fase
cristalina e comportamento magnético;

e Determinar o desempenho das nanoparticulas como agentes de contraste por
relaxometria, por imagens por ressonancia magnética e opticas;

e Investigar a toxicidade in vitro das nanoparticulas em cultura de células VERO;

e Investigar a embriotoxicidade e teratogenia das nanoparticulas em modelo ani-
mal peixe zebra (in vivo);

e Investigar a afinidade de moléculas derivadas do benzotiazol com o peptideo

beta-amiloide
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Propriedades de materiais magnéticos

As propriedades magnéticas dos materiais estao relacionadas com os momen-
tos de dipolo magnético com contribuicdo dos momentos angulares orbital e de spin
dos elétrons, prétons e néutrons.3° Os atomos que possuem niveis de energia incom-
pletos possuem um momento magnético remanescente (momento magnético liquido
nao nulo) resultado do desemparelhamento dos spins. Quando um material € exposto
a um campo magnético externo (H), os momentos de dipolos magnéticos tendem a
orientar-se de acordo com a direcédo e sentido desse campo, produzindo um campo
magnético préprio: a magnetizacdo (M). A magnetizacdo é o momento magnético li-
quido por volume de material. As respostas magnéticas podem ser classificadas em
termos da susceptibilidade magnética (), variavel que relaciona a magnetizacdo com

0 campo magnético externo, de acordo com a Equacéo 3.1:

S
R
Tl

(3.1)

Esse parametro permite identificar a natureza magnética do material. Quando
x < 0, o campo magnético induzido se opde ao campo externo e o material € dito
diamagnético. Ja quando y > 0, o campo induzido alinha-se na mesma direcao do
campo magnético externo. Ao remover o campo magnético externo, devido a agitacao
térmica, perde-se a coeréncia dos spins e a magnetizacdo se reduz até um valor

nulo.30:31

O ferromagnetismo ocorre quando a orienta¢ao dos spins resulta num momento
magnético diferente de zero (momento magnético intrinseco), mesmo sem campo
magneético externo aplicado. Quando o campo magnético externo é aplicado, os spins
alinham-se na mesma direcdo desse campo, resultando numa suceptibilidade mag-
nética positiva e elevada.®*3? O ferrimagnetismo ocorre em materiais com diferentes

atomos presentes no material. Os spins tendem a se alinhar na mesma diregéo, porém
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em sentidos opostos e a magnetizagdo resultante ndo é nula. Por exemplo, na mag-
netita (FesOa), os ions ferro podem ter o nimero de valéncia igual a +2 ou +3, ocor-
rendo um momento magnético liquido para cada numero de valéncia. Os ions de oxi-
génio presentes sdo magneticamente neutros, contudo, geram interacdes de parea-
mento de spins antiparalelo entre os ions de ferro e o momento magnético liquido

resulta do cancelamento incompleto dos spins.30:34

Na Figura 3.1, estdo representadas as orientacdes dos momentos dos dipolos

magneéticos. A curva de magnetizacédo é dada pelo grafico de M versus H.
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Figura 3.1. Orienta¢bes dos dipolos magnéticos e as curvas de magnetizacdo para materiais diamag-
néticos, paramagnéticos, ferromagnéticos e ferrimagnéticos (A). Curva de magnetizacdo versus

campo magnético para materiais ferromagnéticos (B) (adaptado da ref. 33).

Um material magnético nem sempre possui 0 seu volume magnetizado numa
mesma direcdo e, sim em pequenas regides com magnetizacao uniforme, porém de-
sorientadas, denominadas de dominios magnéticos.3! Para materiais magnéticos
bulk, existem multidominios magnéticos, separados por paredes de dominios, for-
mado pelo balan¢o energético entre a energia magnetostatica (proporcional ao volume
do material), e a energia de formagédo das paredes de dominio (proporcional com a
area interfacial entre os dominios).23° Portanto, em materiais ferromagnéticos, na pre-
senca de um campo magnético externo, o0s momentos atbmicos tendem a alinhar-se
no sentido do campo aplicado e as paredes de dominio deslocam-se sucessivamente
para favorecer o crescimento dos dominios alinhados com o campo em detrimento de
outros dominios. Isso ocorre até os dominios alinharem-se num valor maximo, cha-

mado de magnetizacdo de saturacdo (Ms). Ao diminuir a intensidade do campo apli-
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cado o valor da magnetizag&o n&o evolui mais na mesma propor¢ao do que anterior-
mente. Devido aos acoplamentos dos momentos magnéticos dos atomos néo volta-
rem para sua orientacao original, o material ndo exibe magnetizacédo nula quando o
campo magnético externo € igual a zero, mas uma magnetizacao residual, chamada
de magnetizacdo remanescente (M), ocorrendo a histerese. Para que o material n&o
apresente remanéncia, inverte-se a aplicacdo do campo magnético externo no sentido
contrario ao campo inicial. A magnitude do campo aplicado para anular a Mr do mate-
rial € chamada de campo coercitivo (Hc). Os dominios reorientam-se até a sua des-
magnetizagdo. Depois de saturado no sentido inverso ao inicial, completa-se o ciclo
da histerese (Figura 3.1B).3031

Para materiais em dimensdes pequenas, o0 numero de dominios magnéticos
pode diminuir até existir um Unico dominio (monodominio), desde que o tamanho do
material seja inferior a um certo diametro critico (dc).”® Esse diametro critico pode ter
dezenas de nandmetros e depende do material, sendo influenciado pela contribuicao

de diferentes energias anisotropicas.’

Os momentos magnéticos no monodominio magnético ao sofrer a agdo de um
campo magnético movimentam-se de forma coerente para uma mesma direcdo de
rotacdo da magnetizacdo. A diminuicdo do tamanho do monodominio faz com que o
momento magnético se torne instavel no eixo magnético preferencial quando o campo
magnético esta sendo aplicado.®3134 As interagfes atdmicas em materiais magnéticos
possuem direcdes preferenciais em relacdo aos eixos cristalogréficos, portanto sao
anisotrépicas. A energia de anisotropia magnética, que determina a direcao preferen-
cial da magnetizacao por particula, € responsavel por manter os momentos magnéti-

cos ao longo de uma determinada direcéo e é dada por:

E = K.sVsen?#, (3.2)

onde V é o volume da particula, Keff € a constante de anisotropia e 8 é o angulo entre
a magnetizacéo e a direcdo facil de magnetizacéo preferencial.®34 A energia de bar-
reira KeffV separa, energicamente, duas dire¢coes de magnetizacdo. Com particulas de
tamanho cada vez menores, a energia térmica (ksT) pode ultrapassar a barreira de

energia KeV € a magnetizagéo é facilmente invertida, sendo livre para girar entre as
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direcdes de facil magnetizacdo. A direcdo dos momentos magnéticos torna-se instavel
e a magnetizacao total do material € nula na auséncia de um campo magnético ex-
terno e o seu comportamento € dito paramagnético. Na presenca de um campo mag-
nético externo a resposta magneética é relativamente rapida, mostrando magnetizacao
de saturacdo maiores que de um material paramagnético. Esse comportamento é cha-
mado de superparamagnetismo e € caracterizado por apresentar auséncia de histe-

rese magnética e valores de coercividade e remanéncia praticamente nulos.83!

No caso de nanoparticulas magnéticas (NPMs), cada momento magnético pro-
prio pode ser facilmente saturado na presenca de um campo magnético externo. Po-
rém, a magnetizacao retorna a zero, apos a remoc¢ao do campo, como consequéncia
de flutuacdes térmicas.** O momento magnético da particula como um todo esta livre
para flutuar, enquanto que os momentos atémicos individuais mantém o seu estado
relativo ordenado uns com 0s outros. Esse comportamento € similar aos materiais
paramagnéticos, porém ao invés de momentos individuais, € 0 momento coletivo das

particulas presentes.3*

3.2. Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro

A magnetita e a maguemita pertencem a classe de materiais de 6xidos metali-
cos magnéticos denominados de ferritas cubicas e séo classificadas como estruturas
cristalinas de espinélio.2 O elemento ferro, presente nos 6xidos de ferro, sdo de grande
interesse cientifico quando comparados com outros metais de transicdo, por ser um
metal pesado biocompativel, com importancia nutricional na producao de hemaceas
do sangue e no transporte de oxigénio para as células do corpo.®® As nanoparticulas
de 6xido de ferro (NPOFe), com nucleos menores que 10 a 30 nm, exibem comporta-
mento superparamagnético a temperatura ambiente.” A Figura 3.2 mostra o gréafico da
magnetizagdo versus o campo magnético de uma amostra de NPOFe comerciais
(Sigma-Aldrich). As NPOFe apresentam valor de distribuicdo de tamanho de, aproxi-
madamente, 30 nm, revelando comportamento superparamagnético, com valores de

magnetizacado de saturacédo de 75 emu/g.
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Figura 3.2. Curva de magnetizacdo em funcéo do campo magnético, em temperatura ambiente, de

nanoparticulas de 6xido de ferro comerciais (Sigma-Aldrich).

A magnetita (FesO4) e a maguemita (y-Fe203) sdo os principais 6xidos metali-
cos que constituem as nanoparticulas superparamagnéticas (SPIONs-superparamag-
netic iron oxide nanoparticles). Na forma de ferrofluidos, as SPIONs formam suspen-
sOes magnéticas finamente divididas em um meio liquido.3* Uma caracteristica impor-
tante € a possibilidade de manipulacéo e controle mediante um campo magnético ex-
terno, podendo penetrar em células e tecidos humanos e atingir um determinado alvo
guando injetadas no organismo. A superficie das SPIONs pode ser passivel de ser
funcionalizada com diferentes ligantes, que favorecem a interagdo com o ambiente

biolégico.36:37

3.2.1. Aplicacdes das nanoparticulas magnéticas

Alguns exemplos de aplicacdes tecnoldgicas das SPIONs em diferentes areas
incluem catalise383°, vedantes magnéticos®, tintas*!, armazenamento de dados e mi-
tigacdo de impacto ambiental.8%° J4 na nanomedicina, as SPIONs podem ser utiliza-
das para aplicacdes in vitro, como na separacgédo e rotulagem de biomoléculas*? ou
células.*®* O método por separacdo magnética pode ser utilizado de modo rapido e
simples para a captura de biomoléculas especificas. A separacdo magnética tem va-
rias vantagens em comparagao com o0s processos de separacao tradicional, por exem-

plo as colunas cromatograficas convencionais. As SPIONs sdo adicionadas a uma
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solucdo contendo a biomolécula especifica, a qual se liga a SPIONs e o complexo

formado é recolhido por meio da acdo de um campo magnético.1>2444

Para aplicag@es in vivo, elas sdo utilizadas para terapias de cancer!®!® , como
liberacdo de farmacos®7:688° e hipertermia.”>4> Nos Ultimos anos, diversos trabalhos
foram publicados, reunindo os dados de diferentes aplicacdes biomédicas das
SPIONSs, principalmente em imageamento médico (Figura 33).234647 A Tabela 3.1
mostra alguns exemplos de SPIONs comercialmente disponiveis em areas biomédi-

cas.

Tabela 3.1. SPIONs comercialmente disponiveis em diferentes areas biomédicas.

Empresa Aplicac&o biomédica Referéncias
Dexter Magnetic Technologies Separagdo biomagnética 48
Ocean Nanotech Sintese de nanoparticulas 49
European Institute of Science Hipertermia 50

_ Agentes de contraste para resso-
Advanced Magnetics L » 51
nancia magnética

Outra aplicacao interessante é seu uso para tratamento de cancer por hiperter-
mia, considerado como um tratamento suplementar a quimioterapia, a radioterapia ou
a cirurgia. A ideia basica da magnetohipertermia € explorar o efeito de morte seletiva
de células tumorais, por meio de aguecimento controlado do tecido patolégico.
Quando as SPIONs sdo expostas a um campo eletromagnético alternado, normal-
mente gerado por bobinas de radiofrequéncia, a magnetizacdo das SPIONs oscila
nesse campo, gerando uma conversao de energia magnética para energia térmica. O
calor gerado ¢€ liberado para o tecido patolégico adjacente. As células patolégicas sao
mais sensiveis a temperaturas mais elevadas do que as células sadias, e essa tem-

peratura pode se manter acima do limite terapéutico de 42 °C.8
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Terapia magnetoresponsiva

Figura 3.3. Imagem ilustrativa mostrando imageamento magnético, liberacédo de farmacos e terapia. A
imagem multimodal direcionada a liberagao guiada, liberagdo controlada e tratamento térmico realiza-

dos usando nanoparticulas magnéticas (adaptado da ref. 25).

As SPIONs também podem ser utilizadas como transportadores de farmacos
(drug delivery). O conceito geral é ligar/enxertar o farmaco as SPIONs e guia-las a um
local bioldgico, através de gradientes de campos magnéticos localizados, mantendo-
as nesse local até que a terapia esteja completa. Os transportadores magnéticos de
farmacos tém potencial para produzir uma elevada concentracao local, diminuindo a
toxicidade e outros efeitos colaterais adversos resultantes da administracédo de doses

elevadas de farmacos em outras partes do organismo.8>2

Na terapia e diagnéstico por imagem, a utilizacdo de SPIONs tem crescido,
particularmente para aplicacdes em imagens moleculares. Isso decorre da possibili-
dade de conjugacdo com muitos marcados moleculares especificos de processos fi-
siolégicos ou com afinidade seletiva a determinadas patologias, bem como da capa-
cidade intrinseca das SPIONs de alterar o contraste em diferentes modalidades de
imagens. As SPIONs séo particularmente Uteis em imagens por ressonancia magné-
tica (MRI). O uso de materiais como agentes de contraste em MRI pode aumentar

significativamente a sensibilidade das imagens moleculares de alta resolucéo.!?

3.2.2. Métodos de obtencdo de nanoparticulas de 6xido de ferro

Diversas estratégias foram desenvolvidas para sintetizar SPIONSs, tais como
diferentes composicdes e distribuicdes de tamanhos.3*3¢ Os métodos via processos

fisicos, como deposicdes em fase gasosa e litografia por feixe de elétrons, podem ser
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néo apropriados por apresentarem disparidade no controle de tamanho das particulas
que se deseja obter.253 A sintese via rota quimica é mais indicada em comparacéo a
sintese por métodos fisicos, pela maior vantagem no controle de varios parametros e

menor custo.1®

Um dos primeiros métodos de producéo de particulas magnéticas na presenca
de um solvente e de um surfactante foi proposta por Khalafalla, que produziu ferroflui-
dos estabilizados pela adicdo de acido oleico.>* A partir disso, diversos métodos foram
estudados e usados para sintetizar as SPIONSs, tais como: microemulséo, sol-gel®>°8,
eletrosprays®’, decomposicédo térmica ou pirélise34°8, sondlise®®, coprecipitacdo®°?,

poliol .62,

Alivisatos e colaboradores®® desenvolveram pela primeira vez o método por de-
composicdo térmica para a producdo de nanocristais monodispersos de Y-Fe20s,
Mn3O4 e Cuz0 por pirdlise de complexos metalicos. Esse método utiliza precursores,
como Fe(acac)s (acetilacetonato de ferro Ill), Fe(Co)s (pentacarbonil de ferro) e com-
plexos de oleato de ferro (Fe(oleato)s), sob elevadas temperaturas. A vantagem dessa
abordagem € que os nanocristais resultantes apresentam uma faixa estreita de distri-
buicdo de tamanho, de modo que ndo € necessario qualquer processo seletivo de
tamanho, como etapas de centrifugacao ou filtracdo. Porém, esse tipo de sintese uti-
liza grandes quantidades do precursor e de solvente organico, (normalmente toxicos).
Por isso, antes das NPs serem utilizadas em aplicacdes biomédicas, é necessaria

uma etapa adicional de purificacdo.8°34

O método de sintese por microemulsado utiliza uma dispersao estavel de dois
liquidos imisciveis, na qual o microdominio de um ou ambos os liquidos séo estabili-
zados por uma pelicula interfacial de moléculas tensoativas. Em microemulsdes de
agua em Oleo, a fase aquosa é dispersa como microgoticulas (1-50 nm de diametro)
rodeado por uma monocamada de moléculas de agente tensioativo na fase continua
de hidrocarboneto. Ao misturar duas microemulsdes de agua em 6leo contendo 0s
reagentes desejados, as microgoticulas colidem e coalescem, formando um precipi-
tado de micelas. Usando o método por microemulsdo, por exemplo, diferentes mate-
riais metalicos podem ser sintetizados em micelas invertidas de brometo cetiltrimetila-

monio, utilizando 1-butanol como co-agente tensioativo e octano como fase oleosa.??
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O método de sintese por poliol € versatil para a obtencdo de particulas com
formas mais definidas e tamanhos controlados. Os solventes derivados de polidis (po-
lietilenoglicol, dietilienoglicol e trietilenoglicol) apresentam constantes dielétricas ele-
vadas, atuando como solventes capazes de dissolver compostos inorganicos e, de-
vido ao alto ponto de ebulicdo, oferecem uma ampla faixa de temperaturas para a
sintese. Os polidis também servem como agentes redutores, bem como estabilizado-
res no controle do crescimento de particulas e para prevenir a agregacao entre parti-
culas.8924 Na sintese, 0s compostos precursores sdo suspensos em um poliol liquido,
agitados e aquecidos até a temperatura de ebulicdo do poliol. Durante essa reacao, o
precursor metalico torna-se solubilizado na fase diol, formando um composto interme-
diario e reduzido para formar nucleos metalicos, que entdo passam pelo processo de
nucleacédo, formando as particulas metalicas. Em comparacdo com outros métodos, a
superficie das SPIONs pode ser revestida por ligantes poliés hidrofilicos, sendo entédo

facilmente dispersas em meios aquosos ou outros solventes polares.8924

Ja 0 método por coprecipitacdo € um dos métodos por rota quimica mais sim-
ples, que pode produzir dispersdes em meio aquoso.'>?* O método Massart foi uma
das primeiras técnicas de precipitacdo a partir de cloretos férricos e ferrosos.®* Os
oxidos de ferro dispersos sao coprecipitados a partir de uma solucéo de sais férrico e
ferroso. O controle do tamanho, forma e composi¢cao das SPIONs depende do tipo de
sal de ferro utilizado, da razdo estequiométrica entre os férricos e ferrosos, do pH do
meio reacional e da base usada. A oxidacdo da magnetita pode ser evitada, durante
a sintese, adicionando um material de revestimento, bem como um gés inerte (nitro-

génio ou argonio).?453

Mohammad-Beigi e colaboradores®® estudaram a influéncia do tipo de base no
meio reacional e encontraram que ao utilizar NH4OH, ao invés de NaOH, as proprie-
dades magnéticas melhoraram e a faixa de distribuicdo de tamanho foi mais estreita.
Gribanov e colaboradores® também confirmaram esse resultado, alegando que utili-
zar uma base forte pode levar a formagao de componentes nédo magnéticos (fase a-
FeOOH), e uma com base fraca permite um controle mais preciso do pH. Os estudos
obtidos por Wei demostraram a importancia da raz&o entre os ions de ferro na sintese
das NPMs e ambos os grupos averiguaram que mantendo a razdo de, no minimo 2:1

(Fe*3/Fe*?), obtém-se SPIONs homogéneas em tamanho, em distribuicdo e de maior
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qualidade.®” Lodhia e colaboradores?!? constataram que além das proporgées estequi-
omeétricas, o pH do meio influenciava bastante a formacao de pequenas SPIONs, que
€ a magnetita pode ser formada numa faixa de pH de 9-14. Sun e colaboradores es-
tudaram a influéncia da temperatura do meio reacional com a distribuicdo de tamanho
das SPIONSs, revelando que o aumento de temperatura pode levar a diminuigdo do
seu tamanho.®® A vantagem do método de coprecipitacdo consiste em sua simplici-
dade, reacdes em baixas temperaturas, tempo de reacao relativamente curto, possi-
bilidade de processamento em grande escala e ser economicamente mais viavel. A
desvantagem é vista no controle de tamanho da SPIONSs, a baixa cristalinidade e a

possibilidade de agregagéo.*

3.2.3. Estabilizagdo e modificac&o de superficie

Os materiais de revestimento desempenham um papel importante na estabili-
zacao de suspensdes aquosas de SPIONs. Qualquer que seja a aplicacdo biomédica,
a estabilidade dos nanomateriais em condic@es fisiologicas € um dos fatores chave
para a sua utilizacdo com éxito. Devido a grande razao entre a area superficial/volume
e sua natureza magnética, as particulas tendem a se desestabilizar, pois as forcas de
Van der Waals e as forcas magnéticas entre as SPIONs podem conduzir a agregacao.
Além disso as SPIONs, quando em contato com proteinas do plasma, em sistemas
bioldgicos, pode levar ao aumento do tamanho das particulas por adsorcao de prote-
inas na superficie, levando entdo a aglomeracao. Portanto idealmente, as SPIONs
devem ser capazes de evadir o sistema reticuloendotelial (RES), ter estabilidade em
meio aquoso e em salinidade fisioldgica. Por isso, a etapa de estabilizacdo é essencial
para obter um ferrofluido que seja estavel em meio fisiolégico e mediante a acao de

um campo magnético.5%.7°

Tipicamente a estabilizacdo pode ser realizada pela presenca de cargas ositi-
vas e negativas, polimeros ou surfactantes sobre a sua superficie. A estabilizacédo
eletrostatica ocorre quando as cargas da superficie de duas particulas sdo capazes
de evitar agregacao pela repulséo da dupla camada elétrica interparticular. Ja a esta-
bilizacdo estérica sdo observados dois efeitos devido a interpenetracdo da cadeia do

material de revestimento. Quando duas particulas se aproximam, ocorre um efeito
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osmatico pelo aumento na concentracdo de espécies adsorvidas e um efeito entro-
pico, devido a perda de graus de liberdade de movimentacéo das cadeias poliméricas.
A estabilizacéo ocorre quando o solvente se desloca para solvatar novamente as par-
ticulas, gerando uma barreira que dificulta a aproximacéo das particulas, e pela reto-
mada da entropia, na qual for¢as repulsivas afastam as particulas devolvendo grau de
liberdade do movimento das cadeias poliméricas (Figura 3.4).24"1

Figura 3.4. Particulas estabilizadas pela camada eletrostatica (A); particulas estabilizadas por repul-

sdo estérica (B) (adaptado da ref. 24).

O material de revestimento nas SPIONs diminui sua energia de superficie, evi-
tando agregacdo. A teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) explica
gue a energia potencial total entre dois corpos € resultante da acdo combinada entre
as forcas atrativas de Van der Waals e as forcas repulsivas da dupla camada elétrica
formada em solucdo aquosa.”® Os revestimentos, além de atuar como uma barreira
estérica, estabilizam a disperséo e auxiliam na prevencéo de agregagéo, na biocom-
patibilidade, nas alteracfes estruturais, e de biodegrada¢do quando expostas ao meio
fisiolégico. Os diversos tipos de materiais de revestimento podem ser classificados de

acordo com a Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Classificagdo dos materiais estabilizantes de SPIONs.

Materiais Estabilizantes Referéncias
I6nicos Carboxilatos, fostatos, sulfatos 73,74
Inorgénicos Ouro, silica, gadolineo 75, 58, 76

) Dextrana, quitosana, polietileno-
Polimeros ] i o 60, 70, 77 78, 79, 80
glicol, &lcool polivinilico
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As principais classes empregadas a SPIONs sdo polimeros biocompativeis,
bem como materiais inorganicos como oxido de silicio e ouro. Abaixo séo detalhadas

as caracteristicas de materiais de revestimentos usados nesse trabalho.

3.2.3.1. Dextrana e quitosana

A dextrana e a quitosana sdo polissacarideos biocompativeis, considerados
nao toxicos e que possuem grupos quimicos que permitem aumentar a funcionaliza-
cao das SPIONSs (Figura 3.5). A dextrana é produzida tanto por bactérias (Leuconostoc
mesenteroides), como por sintese quimica. E composta por moléculas de glicose
(CeH100s5)n € mondmeros de a-D-glucaconopiranosil, com ramificagbes de cadeias de

diferentes comprimentos.’%8!

A estabilidade da dextrana como revestimento para SPIONs pode variar em
relacdo as possiveis modificacdes de superficies para a fixacdo de biomoléculas. Em
solucBes aquosas, a dextrana interage com a superficie das NPs por interacdes pola-
res (de quelacao e de ligacao de hidrogénio). Embora as ligacdes de hidrogénio sejam
relativamente fracas, a energia de ligacéo total das ligacbes de hidrogénio ao longo
do comprimento da molécula de polissacarideo pode ser elevada, devido ao grande
namero de grupos hidroxil presente na molécula de dextrana. O comprimento das ca-
deias e o peso molecular (Mw) da dextrana desempenham um papel fundamental para
a absorcao das SPIONs no meio biolégico. As dextranas de baixo peso molecular,
normalmente menores que 10 kDa, sédo eliminados do organismo através da filtracéo
glomerular que ocorre nos rins e, no caso de seu uso em particulas maiores que 80
nm, podem ser assimiladas pelo sistema reticuloendotelial (RES). Para as dextranas
de peso molecular maior, a eliminacdo passa por uma metabolizacdo através de en-
zimas, dextranase, que se encontra presente em diversos 6rgédos do corpo humanos

como figado, rins ou célon.® 2482
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Figura 3.5. Estruturas dos polissacarideos dextrana (A) e quitosana (B).

As SPIONSs revestidas com dextranas tém sido desenvolvidas desde 1978, a
partir do trabalho publicado por Syusaburo e colaboradores®3, na qual as SPIONs fo-
ram produzidas em meio aquoso. Porém, as SPIONSs preparadas por este método nao
séo estaveis o suficiente devido a fraca adsorcao da dextrana na superficie das NPMs.
No método in situ desenvolvido por Molday®*, a dextrana foi funcionalizada apés a
estabilizacdo de 6xido de ferro por oxidagcdo com periodato para criar mais grupos

hidroxil e permitir a ligacdo dos grupos aminados de proteinas.

O efeito de reducgéo de grupos de glicose terminais na formagéo e estabilidade
das SPIONs revestidas com dextranas tem demonstrado ser importante para o tama-
nho de particula, a estabilidade e as propriedades magnéticas. Para as dextranas de
baixo peso molecular (< 10k Da), o processo de reducao resultou numa diminuicao de
10 vezes na propor¢ao necessaria de dextrana/ferro durante a formacéo das SPIONs
com tamanhos menores de 20 nm.?* Hong e colaboradores®® usaram hidrazina como
redutor e obtiveram as mesmas respostas, tamanhos de particulas menores e melho-
rias nas propriedades magnéticas. Xu e colaboradores®® estudaram a relacéo de ab-
sorcdo da dextrana de diferentes pesos moleculares na superficie das SPIONs e ob-
servaram que quanto maior o peso molecular, menos dispersas tornaram-se as
SPIONSs. Os autores também mostraram que ao modificar a temperatura de reacéo
de 60 °C para 90 °C, obtiveram uma maior cristalinidade e tamanhos menores de
SPIONs (valores de 25 nm). As moléculas de dextrana podem ser dessorvidas da
superficie das SPIONs por aguecimentos acima de 120 °C ou em alta diluicdo. De

modo a evitar isso, utiliza-se um agente reticulante, normalmente a epicloridrina.16.24
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J& a quitosana € um copolimero natural biocompativel e biodegradavel obtido
pela desacetilagéo da quitina em meio alcalino.”*8 E composta de unidades mono-
méricas 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.
O tratamento da quitina em meio alcalino e temperaturas proximas a 100 °C, resulta
na desacetilacdo da quitina, sendo isso que determina as principais caracteristicas da
quitosana: o peso molecular e o grau de desacetilagdo (GD) (porcentagem de grupos
NH: livres). Quando o GD da quitina alcanga aproximadamente 50%, o polimero torna-
se soluvel em solucdes aquosas de acidos organicos (acidos fracos). A solubilidade
da quitosana esté relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (NHz*)
na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade desses grupos, maior a repulsdo
eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatacdo em agua. A alta quanti-
dade desses grupos permite modificacdes quimicas de carboxilacdo, acilacdo, sulfo-
nacao, amidacgéo, entre outros. A classificacdo da quitosana esta relacionada a massa
molecular, considerado de baixa (100 kDa), média (500 kDa) e elevada massa mole-
cular (1.000 kDa).

Bhattacharya e colaboradores®’ realizaram a sintese de SPIONs com quitosana
e uma posterior etapa de modificacdo de superficie com grupamentos amina, carbo-
xila, tidis, com a proposta de obter um material bioativo. O método in situ utilizado por
Unsoy e colaboradores®® envolveu a coprecipitacdo de sais de ferro na presenca de
quitosana em meio &cido. A quitosana foi capaz de interagir com os grupos hidroxil

presentes na superficie das SPIONSs.

3.2.3.2. Polietilenoglicol

O PEG, também conhecido como 6xido de polietileno (PEO), é sintetizado a
partir da polimerizacdo do polietieno em agua e apresenta formula estrutural
H(OCH2CH2)nOH (Figura 3.6). Os PEGs sao soluveis na maioria dos solventes orga-
nicos (benzeno, cloroférmio) e também em agua, mas a solubilidade diminui com o

aumento do peso molecular.”0:89
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Figura 3.6. Estrutura do composto quimico polietilenoglicol.

Diversas técnicas tém sido empregadas para obter SPIONs modificadas com
PEG.%991 Garcia e colaboradores®” mostraram a formacgéo de suspensdes aquosas
estaveis de SPIONs com PEG ndo modificado, sendo a interacdo dada entre os gru-
pos éter do PEG com a superficie positiva das SPIONs. Rinaldi e colaboradores®?
sintetizaram NPMs monodispersas em agua pelo método de decomposicao térmica,
trocando as moléculas de acido oléico por cadeias de PEG-silano. Larsen e colabora-
dores®! também sintetizaram SPIONs com &cido oléico e posteriormente revestidas
com PEG-silano, utilizando como agente de revestimento para MRI.

O processo de adicao de PEG nas SPIONs também é chamado de peguilacdo
(do inglés, pegylation), desenvolvido por Abuchowsky®* que resulta na diminuicdo da
hidrofobicidade da superficie do complexo formado. Estudos mostraram que em solu-
cdo aquosa cada subunidade de etileno glicol esta fortemente associada com duas ou
trés moléculas de agua. O polimero PEG, juntamente com as moléculas de agua as-
sociadas, atua como um escudo para proteger o composto ligado da degradacédo en-
zimética, depuracéo renal rapida e interac6es com proteinas de superficie celular, li-
mitando, assim, os efeitos imunoldgicos adversos. Por isso, o0 PEG é utilizado ampla-
mente para aumentar a solubilidade aquosa de farmacos hidrofébicos. Um revesti-
mento de PEG minimiza a absorcao por fagocitose e aumenta o tempo de circulacéo
no corpo. O PEG também atua como um espacador para a posteior ligacao de dife-
rentes biomoléculas. O processo de peguilacdo demonstrou ser uma boa estratégia
para minimizar a agregacdo de SPIONs em condic¢des fisioldgicas devido a hidrofilici-

dade e repulséo estérica das cadeias de PEG.%>%

Diferentes grupos funcionais (fosfato, carboxilato, silano e dopamina ou seus
derivados) podem ser usados para ligar PEG a superficie de SPIONs. Amstad e cola-
boradores®’ estudaram a influéncia dos grupos funcionais na estabilidade das SPIONs

revestidas com PEG em condi¢des fisiologicas e demonstraram que esses grupos
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com alta afinidade de ligagdo podem introduzir um revestimento PEG de alta densi-
dade e proporcionar elevada estabilidade coloidal.®®

3.2.3.3. Silica

A silica é geralmente escolhida como revestimento por formar facilmente parti-
culas core-shell, com elevada estabilidade contra a coagulacéo e para sua transpa-
réncia optica. A modificacdo de sua superficie é facil em virtude da existéncia de gru-
pos silanol na camada de silica que sdo compativeis com varios grupos funcionais,
como aminas, tiois ou carboxilas. Moléculas como proteinas, corantes podem ser li-
gados covalentemente a superficie da silica. Isso permite diferentes aplicacées, prin-
cipalmente nas areas biomédicas e areas industriais, como no tratamento de efluen-
tes.® Por exemplo, Mohammadi e colaboradores® sintetizaram SPIONs revestidas
com silica (SPION@SIOz2) funcionalizada com efedrina como um solvente para cap-
tura de ions de chumbo e cobre em aguas. Yoon e colaboradores!® utilizaram SPIONs
de silica para marcacao de células estaminais para o rastreamento in vivo ou para o
encapsulamento de corante. A silica auxiliou na separacéo 6ptica entre as SPIONs e

0 corante, evitando a anulacédo de fluorescéncia do corante.

Dentre os processos de obtencdo de NPs revestidas com SiOz, o sol-gel € um
método de sintese bastante utilizado na producéo de materiais hanoestruturados inor-
ganicos e hibridos. SPIONs revestidas com silica via 0 método sol-gel podem ser ob-
tidas a partir de dois tipos de precursores: sais de metais alcalinos ou alcéxidos. Den-
tre os alcoxidos mais utilizados, destacam-se o tetraetilortossilicato (TEOS), o 3-ami-

nopropilmetoxissilano (APTS) e 3-(trietoxisilil)propilsuccinico anidrido (TEPSA).62.65101
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Figura. 3.7. Estruturas dos compostos quimicos TEOS (A), APTES (B) e TEPSA (C).
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A sintese por sol-gel permite o controle da homogeneidade e das caracteristi-
cas estruturais dos materiais obtidos, a partir do controle das condi¢cdes da reacgao,
tais como o pH do meio, os precursores, o catalisador e o solvente.>® O método Stéber
foi a primeira sintese de NPs puras de silica pela reacéao de hidrolise e condensacéao.
Usa-se organoalcoxissilanos em solucdo alcodlica e a aménia como catalisador, ob-
tendo-se nanoesferas de silica com uma distribuicdo de tamanho bastante homogé-
nea. Stober estudou a influéncia do tipo de alcool, meio basico, 4gua e a quantidade

do precursor alcoxissilano.1%?

Mohammad-Beigi e colaboradores®® estudaram o efeito do pH na sintese das
SPIONSs, a estabilizacdo pds-sintese com grupos citratos e a influéncia do revesti-
mento de silica perante o processo sol-gel. Assim como Stdber, os autores descreve-
ram gue o uso de solucéo de amdnia no controle do pH da reac¢éo diminuiu a dispersao
das SPIONs e o uso de ions citrato como estabilizante tornou as SPIONs mais homo-
géneas, nédo influenciando no processo sol-gel. Estudos realizados por Deng e cola-
boradores®® mostraram que o aumento da polaridade do alcool leva a formacéo de
SPIONSs revestidas com 6xido de silicio com morfologia mais irregular. O uso de me-
tanol praticamente ndo permite o efeito de revestimento, enquanto etanol promove
melhor revestimento a SPIONs (raz&o de EtOH/H20 de 1 a 4). O aumento da quanti-
dade de precursor gerou particulas maiores e mais monodispersas. As SPIONs de
silica muitas vezes sao funcionalizadas, formando SPIONs hibridas. Por exemplo,
pela adicdo de grupos amino para posterior bioconjugacéo.1% Dimitri e colaborado-
res®2.101 sintetizaram SPIONSs revestidas com derivado de carboxisilano, o TEPSA. Os
resultados demostraram que a fina camada de TEPSA obtida revelou boa estabilidade
coloidal as SPIONs e a presenca de grupos carboxilicos facilitou a conjugacao de
grupos fluoréforos, melhorando o desempenho das SPIONs como agentes de con-

traste multimodais.



47

3.3. Imageamento biomédico assistido por nanoparticulas

3.3.1. Principios de ressonancia magnética

Imagens por ressonancia magnética (IRM; MRI — do inglés magnetic resso-
nance imaging) é uma técnica de imagens médicas vinda dos principios de espectros-
copia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Baseia-se na deteccao de sinais de
RMN emitidos por protons presentes no corpo em contato com um campo magnético

externo.105.106

Comparando com outras modalidades de imagens, como tomografia de emis-
sao de pésitrons (Pdésitron emission tomography — PET) e a tomografia computadori-
zada (Computed tomography — CT), o MRI tem as vantagens de ndo utilizar radiagao
ionizante, reduzindo o risco aos pacientes, e uma vasta possibilidade de manipulagao
do contraste melhorando a diferenciacao de tecidos ndo-saudaveis e saudaveis, com
boa resolucéo espacial.}°® Na medicina, MRI é usada para produzir imagens anatomi-
cas de orgaos e também fornecer informacdes sobre o estado fisico dos tecidos, vas-
cularizacao e, em alguns casos, sua funcao. Ha limitacdes a pacientes portadores de
dispositivos eletronicos, ou similares, bem como de visualiza¢ao de tecidos mais den-
S0s, como 0s 0ss0s'%. Contudo, atualmente a MRI tém sido um dos métodos mais

poderosos para a investigacdo nédo invasiva da anatomia humana.107.108,109

O torque exercido pelo campo externo no momento angular de spin resulta em
um movimento de precessao. A frequéncia com que o nucleo precessiona sobre o
campo magnético é conhecida como a frequéncia de Larmor (wo). A frequéncia de

precessao € proporcional a intensidade do campo magnético externo:

Ay (3.3)

21

na qual wo € a frequéncia de precessao (frequéncia de Larmor), y € a razdo giromag-

nética e Bo a intensidade do campo magnético externo. O hidrogénio (*H) possui um
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alto momento magnético nuclear e € um elemento quimico abundante no corpo hu-

mano; por isso, é o nuclideo escolhido para a obtencdo de imagens em MRI.1%®

O movimento de precesséo dos prétons ocorre em torno do eixo z, chamado
de eixo longitudinal, que é dado pela direcdo do campo magnético aplicado (Bo). O
plano xy é chamado de plano transversal. Os spins remanescentes dos cancelamen-
tos formam uma componente de magnetizacéo residual (Mz) (Figura 3.8A). Os mo-
mentos magnéticos individuais precessionam no plano transversal, sem ter coeréncia
de fase entre eles, portanto a magnetizagcdo em Mx e My s&o iguais a zero, ndo ha-
vendo magnetizacdo no plano xy. Um segundo campo magnético (B1) de curta dura-
¢éo pode ser usado para reorientar o vetor de magnetizacdo (Figura 3.8B). Ao aplicar
um pulso de radiofrequéncia ressonante, variavel com o tempo, perpendicular a Bo e
oscilando em wo, 0s prétons mudam seu nivel de spin, formando coeréncia de fase
aos spins no plano xy. Um pulso de 90° (B1, ao longo do eixo x) traz o vetor de mag-
netizacdo ao plano xy. A partir do instante em que o pulso de radiofrequéncia é desli-
gado, o sistema excitado dos spins relaxa e volta ao seu estado de equilibrio, reemi-
tindo a radiofrequéncia que € captada através de correntes induzidas em bobinas re-
ceptoras no equipamento. O processo através do qual os spins dos prétons voltam

para o seu estado original, é referido como relaxagdo magnética nuclear.105110

Figura 3.8. Conjunto de prétons com momento magnético liquido na presenca de um campo magné-
tico externo Bo (A). Momento magnético precessionando em torno do Bo, na frequéncia de Larmor
(wo) (B). Segundo campo externo aplicado a 90 ° perpendicular ao Bo, oscilando no plano Mxy (C)

(adaptado da ref. 33).
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3.3.1.1. Relaxagé&o nuclear

A relaxagdo nuclear é o processo na qual os spins excitados retornam ao es-
tado de equilibrio devido a liberacdo de energia para o ambiente. O efeito de relaxacéo
dos spins é devido a trocas de energia entre spins (spin-spin) e entre 0s spins e suas
vizinhancas (spin-rede), fazendo com que o vetor de magnetizacao volte a orientar-se
paralelamente ao Bo (equilibrio). Esses dois processos sdo denominados relaxagéo

transversal (T2) e relaxagédo longitudinal (T1).105111.110

A relaxacédo longitudinal (T1), ou spin-rede, € o retorno da magnetizacdo do
plano xy ao estado inicial de equilibrio ao longo do eixo z. Por definigédo, T1 é o tempo
necessario para a magnetizacao longitudinal recuperar 63% do seu valor inicial. Essa
recuperacao segue em processo exponencial com uma constante de tempo (T1), que
quantifica a rapidez do acoplamento dipolar dos momentos de prétons para 0 meio

envolvente, descrito na Equacéo 3.4.196.110
M,(t) = M, (1 — e _t/T1) + MZ(O)e_t/Tl (3.4)

O termo spin-rede refere-se ao fato de que esse préton excitado (o spin) trans-
fere sua energia para seu ambiente (a rede). Essa transferéncia de energia pode ser
induzida pela presenca de algum movimento molecular de vibracdo ou rotacéo na vi-
zinhanga do préton com uma frequéncia w1 equivalente a frequéncia ressonante de
wo. Quanto mais proximo for o valor de wo de w1, mais eficiente é a transferéncia de

energia para a rede e o retorno dos prétons ao equilibrio.106.110

Mz(t) Mxy(t)

s /"‘_

37%

0
Tempo T4 Tempo T2

Figura 3.9. Graficos da recuperacao da magnetizacao longitudinal em fungéo do tempo (A) e do de-

caimento da magnetizacao transversal em fun¢éo do tempo (B) (adaptado da ref. 111).
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A relaxacéao transversal (T2), ou spin-spin, € 0 processo necessario para que a
componente transversal de Mxy decaia 37% do seu valor inicial, através de processos
irreversiveis. Apos o pulso de 90 °, os momentos magnéticos individuais dos spins
terdo coeréncia de fase (Figura 3.10B). Com o tempo, essa coeréncia de fase desa-
parece devido as interacdes magnéticas com outros prétons nos tecidos e o valor de
magnetizacado no plano xy diminui a zero. Portanto, o relaxamento spin-spin refere-se
a essa transferéncia de energia de um proton excitado para outro préton préximo e a
energia absorvida permanece como excitacéo de spin, ao invés de ser transferida para

o ambiente como o processo de relaxagéo T1.196:110

Pulso 90°

Figura 3.10. Magnetizacdo M; orientado paralelo com o Bo (A). Rota¢@o da magnetiza¢éo para o
plano Mxy apds o pulso de radiofrequéncia de 90 ° (B). Defasagem dos spins individuais (C). Decai-
mento da Mxy devido a defasagem dos spins individuai (D). Decaimento completo da Myxy (E) (adap-

tado da ref. 111).

A relaxacdo no plano xy é relativamente rapida em relacao a relaxacéo no plano
z, e é descrita de acordo com a Equagéo 3.5.105.111,110

Mxy (t) = IVIxy(O)e_t/T2 (35)

Existem duas causas principais para a perda de coeréncia de fase no plano xy.
A primeira € o campo magnético dos préprios spins adjacentes que flutua devido a
vibracbes ou rotacdes moleculares (interacdo spin-spin) e a segunda seria pela ndo
homogeneidade do campo magnético local, aumentando mais a relaxacéo no plano
xy e acelerando o decaimento do sinal.1%>1% Devido a esse segundo processo, foi
definida outra constante de tempo, denominada T2*, a qual descreve um tempo de

relaxagcdo menor, seguindo a Equacéo 3.6:
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L =2 4 yAB,, (3.6)

onde yABo representa a taxa de decaimento do sinal devido a nao uniformidades do
campo. De modo a compensar o decaimento do sinal devido as ndo-uniformidades de
campo, pode ser usado uma sequéncia de pulsos spin eco.% A intensidade do sinal

obtido por MRI depende dos parametros descritos pela Equacao 3.7:
SI=lkpy (1—€ " "/r1).e”""/
=ku(1—e e /T2 (3.7)

na qual k é a constante de proporcionalidade dependente do fluxo, perfuséo e difusao,
pH é a densidade de spins da amostra (densidade de prétons), TR € o tempo de re-
peticdo (intervalo de tempo entre as repeticfes da sequéncia) e TE € o tempo entre 0
pulso de 90 ° e o maximo de amplitude no eco, e T1 e T2 séo as velocidades de

relaxacéo longitudinal e transversal.110.111

Os tempos de relaxacdo podem ser utilizados para redefinir o contraste das
imagens de MRI com o auxilio de uma sequéncia de pulso especifico e 0 ajuste de
seus tempos (parametros extrinsecos). Imagens ponderadas em T1 e T2 foram de-

senvolvidas para produzir diferentes tipos de contraste no tecido.'!
3.3.1.2. Agentes de contraste em imagens por ressonancia magnética

As imagens de MRI podem ser definidas apenas modulando o contraste da
imagem a partir das diferencas naturais dos tempos de relaxacdo T1, T2 e densidade
dos protons da agua nos diferentes tecidos. No entanto, quando essa resolu¢ao néo
é suficiente, € necesséria a administracdo de um agente de contraste (AC). Os ACs
sdo compostos quimicos que podem localizar-se em determinadas regides anatémi-
cas, a fim de melhorar a visibilidade das estruturas internas do corpo, diferenciando
tecidos.''? Os ACs séo capazes de alterar as propriedades de relaxacéo dos prétons

no tecido em que o agente se acumula, ocasionando um melhor contraste.'?
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Os agentes de contraste podem ser divididos em dois grupos: agentes positivos
e agentes negativos. O contraste positivo aumenta o sinal ponderado em T1 nas ima-
gens, encurtando T1, formando imagens mais claras. Sao predominantes em comple-
X0s de compostos com propriedades paramagnéticas, principalmente de metais de
transicdo, como gadolinio (Gd*®), manganés (Mn*2, Mn*3), ferro (Fe*?, Fe*3), lantani-
deo (La*3) e disprésio (Dy*3).107.113,114

Os agentes de contraste T1 a base de gadolineo sdo os mais utilizados, devido
a presenca de sete elétrons ndo emparelhados, alta relaxividade e um ndamero de
coordenacao total igual a nove. Contudo, metais paramagnéticos ndo podem ser utili-
zados como agentes de contraste na forma totalmente iénica por apresentar altos ni-
veis de toxicidade.1%"115> Os agentes a base de gadolinio podem causar uma reacéo
toxica conhecida como fibrose sistémica nefrogénica (FSN) em pacientes com proble-
mas renais graves. Como consequéncia, para evitar a liberacdo de ions livres de ga-
dolineo, é necessario usar compostos quelantes para formar estruturas de complexos
estaveis, 0s quais usualmente sdo excretados de maneira intacta por vias metab0li-
cas, reduzindo significativamente a toxicidade.0”112116 Qs quelatos de gadolineo
como Gd-DTPA (Magnevist®, Schering AG, Alemanha), Gd-DTPA-BMA (Omniscan®,
Amersham-Nycomed, Noruega), Gd-DO3A-HP (ProHance®, Bracco Imaging, ltalia) e
Gd-DTOA (Dotarem®, Guerbet SA, Franca), sdo agentes de contraste atualmente em

uso clinico.107.114

J& os agentes de contraste negativos diminuem o sinal ponderado em T2, oca-
sionando um encurtamento do tempo T2, formando imgens mais escuras. Sao predo-
minantes em compostos que possuem propriedades ferromagnéticas e superpara-
magnéticas.!1>116 Diversas proteinas contendo ferro (como ferritina e hemoglobina)
produzem contraste endégeno de T2. As SPIONs geram efeitos em T2 particular-
mente potentes e ja estdo sendo usadas como agentes de imagens anatdomicas e
moleculares.'12116.117 A maioria dos agentes de contraste SPIONs possuem um ndcleo
com tamanhos de 5 a 20 nm com um revestimento biocompativel e inerte, tornando-
0s soluveis em meio aquoso. Os nucleos possuem propriedades superparamagnéti-
cas e, consequentemente, maior relaxividade em comparacao as substancias para-
magnéticas, devido seus momentos magnéticos serem maiores quando expostas a

um campo magnético. 115,116,117
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Os agentes de contraste superparamagnético ultra-pequenos (ultra-small su-
perparamagnetic iron oxide nanoparticles - USPIOs) sdo preparados por fraciona-
mento de tamanho de 6xidos de ferro maiores e heterogéneos. Um subconjunto des-
tes contém apenas um unico cristal de 6xido de ferro e sdo referidos como NPs de
oxido de ferro mononucleares (MIONS). Essas particulas sdo geralmente revestidas
com polissacarideos ou PEG, e com diametros de particula totais de 20-50 nm.1*?

Como as particulas séao eficientemente eliminadas pelas células reticuloendo-
teliais (RES), as particulas de 6xido de ferro foram avaliadas como agentes do sistema
RES para imagens do figado, baco, linfonodos e bacia (uso oral); e para imagens de
perfusdo de cérebro, miocéardio e rim; angio-RM; e imagiologia vascular tumoral. No
entanto, uma nova geracao de particulas USPIOs com tamanhos inferiores a 10 nm
também foi reportada como tendo excelentes propriedades de aumento de T1, depen-

dendo da sequéncia de TE e TR utilizada no equipamento.107.116

A capacidade intrinseca de um agente de contraste afetar os tempos de rela-
xacdo T1 e T2 é denominada de relaxividade, r1 e rz2, respectivamente. A relaxividade
(ri) é definida como a capacidade de uma solu¢cdo 1 mM de agente de contraste au-
mentar a taxa de relaxacao dos prétons da agua (diminuir os tempos de relaxacéo T1
e T2) e expressa em unidade de mM1.s! (ou mmol.L.s1), definida por:

_—+f:Ti[M]+— i=12, (38)

na qual Tiobs € 0 tempo de relaxacéo longitudinal (i=1) e transversal (i=2) observados,
Tid e Tip sdo as contribuicbes diamagnética e paramagnética dos tempos de relaxacao
nucleares, respectivamente, M é a concentracdo das espécies paramagnéticas ou su-
perparamagnéticas (mM ou mmol.L?) e ri é a relaxividade longitudinal (r1) ou transver-

sal (r2).1?

A razao r2/r1 € um indicador das propriedades de relaxagcdo para um agente de
contraste e é usada para classifica-lo. Os agentes T1 tém geralmente valores de razao
r2/r1 proximos de 1-2, enquanto que os agentes T2 normalmente tém valores de razéo

r2/r1 igual ou maior que 5.112:116
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De maneira geral, as variagcdes nas taxas de relaxacéo surgem devido a cam-
pos magnéticos flutuantes gerados pelo préprio agente de contraste. Em baixas con-
centracdes (<10 mM), as interacdes entre as proprias moléculas de agente de con-
traste sdo negligenciaveis e observam-se taxas de relaxacdo do solvente que variam

linearmente com a concentracdo do agente de contraste.!®

3.3.2. Principios de Fluorescéncia

A absorcéo e emissdo de luz sdo causadas por transicdes dos elétrons entre
niveis de energia. Ao chegar ao estado eletrénico excitado, a dissipacao de energia
no atomo ou molécula pode ocorrer por diferentes mecanismos de desativacao, inclu-
indo processos de transicdo ndo radiativo, processos radiativos (com emissao de luz)
ou reacOes fotoquimicas. Nos processos radiativos (Figura 3.11), responsaveis pela
emissao de luz, quando a energia é reemitida a partir do primeiro estado singlete ex-
citado (S1) apos converséo interna entre niveis excitados, o fendbmeno corresponde a
fluorescéncia, e as transicfes eletrénicas responsaveis ocorrem entre os estados de
mesma multiplicidade e ndo envolvem mudanca de spin eletrénico. Também pode
ocorrer transicdes menos provaveis singleto-triplete correspondentes a intensidade de
fosforescéncia.''®11° A diferenca de comprimento de onda do féton de excitacéo e do

foton emitido é chamada de deslocamento de Stokes.
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Figura 3.11. Diagrama de Jablonski (adaptado da ref. 120).



55

Diversas moléculas absorvem radia¢ao no ultravioleta ou visivel, porém poucas
apresentam o mecanismo de fluorescéncia.**>*'® Contudo, alguns fatores sdo impor-
tantes para que ocorra o mecanismo de fluorescéncia em moléculas, tais como: a
rigidez da molécula, para que tenha menor perda de energia ndo radiativa, o que leva
ao aumento de transi¢des radiativas; a estrutura e planaridade da molécula, a conju-
gacao de elétrons pi, grupos funcionais substituintes. Os corantes fluorescentes (fluo-
réforos) normalmente contém grupos aromaticos conjugados, moléculas planares ou
ciclicas com varias ligagdes 1T conjugadas. Alguns fatores podem ocasionar desativa-
cdo da molécula excitada, como a temperatura, o pH e a concentracéo e tipo de sol-

vente, 118118

3.3.2.1. Fluordforos

Moléculas com propriedades fluorescentes podem ser usadas como ferramenta
em diversas areas, como em técnicas analiticas, ensaios de imunofluorescéncia, em
estudos de estrutura e dindmica da matéria, ou em estudos de sistemas vivos a nivel
molecular.?! Uma sonda fluorescente é um fluoréforo concebido para responder a um
estimulo especifico ou para ser direcionado a uma regido especifica de uma amostra

bio|égica_118,122 123

Um fluoréforo eficaz para aplicacdes biomédicas tem de apresentar uma boa
intensidade luminescente e um espectro de emissao livre de interferéncias causadas
pelos emissores de substancias presentes no material analisado. Um elevado desvio
de Stokes é uma caracteristica interessante para uma sonda fluorescente, pois per-
mite uma melhor separacdo da luz da excitacdo e da luz reemitida pela amos-
tra.8947.124 Na faixa no NIR com comprimentos de onda entre 600-900 nm é caracteri-
zada por baixa absorcéo de tecido e, portanto, poderia também ser adaptada para

transiluminacéo biolégica e imagens de refletancia.*®

Os compostos luminescentes podem ser contituidos por materiais organicos
como hidrocarbonetos arométicos (naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno, etc), iso-
tiocianato de fluoresceina (FTIC)'?%, rodaminas, derivados de cumarina®?®, difenilpo-
lienos, pontos quanticos®®, benzoxazoéis'?’1?8 benzotiaz6is?®120.130  aminoacidos

(triptofano, tirosina, fenilalanina),*? entre outros. Também podem ser por compostos
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inorganicos, tais como ions lantanideos (Eu*3, Th*3)!13, ou composto organometalico
como complexos de ruténio (Ru(bPy)s)!'8. Proteinas de origem natural sdo também
utilizadas como produtos de genes para monitorizar a expressao génica ou substi-
tuindo o gene alvo. 118131132 O sistema mais conhecido é a proteina fluorescente verde
(GFP), presente na agua-viva (Aequorea Victoria), utilizado como marcador em estudo
de ensaios celulares para tecidos.®® Outra proteina fluorescente isolada de fonte na-
tural é a proteina fluorescente vermelha (dRFP) do coral Discosoma.!'® Qutra classe
de compostos fluorescentes € por transferéncia proténica ESIPT (Excited-state intra-

molecular proton transfer).
3.3.2.2. Derivados de benzotiazois

Os benzotiazbdis sdo compostos organicos contendo heterociclos aromaticos
ligados ao anel tiazol (Figura 3.12). Esses compostos séo comumente sintetizados a
partir da condensacédo de aminotiofendis com aldeidos, acidos carboxilicos ou cloretos
de &cido.'? E utilizado como molécula de partida para a sintese de estruturas maiores,
normalmente bioativas. A presenc¢a do aromatico o torna uma molécula relativamente

estavel, tendo locais reativos que permitem posterior funcionalizacéo.

W

N

Figura 3.12. Estrutura quimica do benzotiazol.

Nos anos 50, diversos derivados do 2-aminobenzotiazois e do 2-arilbenzotia-
z06is foram estudados por possuirem atividade biolégica. Devido a isso, constituem a
base de diversos farmacos em aplicacdes terapéuticas, como tratamento de inflama-
coes, fungos, malaria, tuberculose, tumores.*3413> Com a descoberta do Riluzole (6-
trifluorometoxi-2-benzotiazolamina) em mecanismos bioquimicos de interferéncia na

neurotransmissao de glutamato, diversos benzotiazéis vem sendo estudados como



57

inibidores de atividade bacteriana e viral**6137 e principalmente em estudos de desor-
dens neurodegenerativas.??13 Verificou-se até entdo que os benzotiazéis possuem

grande atividades biologicas.13413

A molécula 2-(2'-hidroxifenil)benzazol exibe duas bandas de emisséo e é co-
nhecido por ser altamente sensivel a natureza do microambiente circundante do nu-
cleo fluorogénico.1?%12! S3o0 corantes em que a desativacéo do estado excitado ocorre
através de uma reacao de transferéncia protdnica intramolecular no estado excitado

(ESIPT, do inglés, excitated state intramolecular proton transfer).

O mecanismo ESIPT é descrito, em solventes apolares e aproticos, o isdbmero
conformacional enol-cis, de maior predominancia estado fundamental, possui uma
forte ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio fendlico e o atomo de
nitrogénio (Figura 3.13). A excitacdo dessa molécula gera o enol-cis excitado, sendo
que sucessivamente se converte ao tautbmero ceto excitado através da transferéncia

intramolecular do hidrogénio fendlico para o atomo de nitrogénio. 120:121.127
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Figura 3.13. Mecanismo ESIPT de HBT (adaptado da ref. 120).

Em relacdo ao uso de benzotiazois em doencgas neurodegenerativas, existem
diversos agentes de ligacdo especificos para as placas beta-amiloides (B-amiloides),
presentes em pacientes que possuem a Doenca de Alzheimer (DA). Esses agentes
de ligacdo sdo derivados de compostos arométicos como naftaleno, benzotiazol, es-
tilbeno ou outros derivados homo ou heterociclicos, que contenham um grupo doador

de elétrons em um dos anéis aromaticos. A preferéncia por 2-arilbenzotiazéis baseia-
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se na sua semelhanca estrutural com a Tioflavina T (ThT), marcador eficiente para
identificar as placas B-amiloide. Como a ThT é carregada positivamente, ela é incapaz
de penetrar na barreira do cérebro-sangue, e por esse motivo, o desenvolvimento de
derivados neutros da ThT ainda é um objeto de pesquisa. Outros compostos, analogos
usados para deteccdo de placas B-amiloides em exames histopatoldgicos, tais como
Crisamina G, Vermelho do Congo e estirilbenzenos, ndo sdo adequados como agen-
tes marcadores para as placas B-amiloides, devido a limitada captacdo no cérebro
depois de injecdo intravenosa.'*® Para alcancar uma elevada afinidade e penetragcéo

no cérebro, normalmente utilizam-se compostos neutros, pequenos e lipofilicos.4°

Os derivados do 2-arilbenzotiazo6is também podem ser ligados a radionuclideos
de meia-vida curta, como flior-18 ou carbono-11, formando radiofarmacos, radiotra-
cadores utilizados em Tomografia por Emissdo de Pésitrons (PET).4! Entre os radio-
farmacos conhecidos para o diagnéstico da DA, destacam-se o composto marcado
(*8F)-2-(1-(2-(N-(2-fluoroetil)-N-metilamino)naftaleno-6 YL)-etileno)malononitril, conhe-
cido por (*¥F)FDDNP1%2, e 0 composto (**C)-2-(4-(metilamino)fenil)-6-hidroxibenzoti-
azol, conhecido como (*C)-6-OH-BTA-1, derivado do 2-arilbenzotiaz6is.?° Esse Ul-
timo, conhecido por (}*C)-PIB, é considerado padréao ouro no diagnéstico da DA devido
a capacidade de atravessar rapidamente a barreira hematoencefélica e ter elevada

seletividade as placas B-amiloide. 129143144

3.3.3. Nanoparticulas magnetofluorescentes

Nos ultimos anos, nanoparticulas multifuncionais contendo metais (Au, Ag, Fe,
etc), com propriedades magnéticas com componentes fluorescentes, como pontos
guanticos (QDs) ou corantes organicos, estao sendo investigados como sistemas ver-
sateis para diagnéstico e terapia de doencas.'*> Atualmente combinagcGes comple-
mentares de imagens foram desenvolvidas, incluindo MRI/0ptica. Cada modalidade
de imagem (6ptica e ressonancia magnética) tem suas proprias limitacées, mas a
combinacao de duas técnicas formando uma imagem bimodal pode melhorar a quali-
dade diagnéstica de tumores.'*® A combinagdo de ressonancia magnética e imagem

Optica estad sendo bastante estudada ultimamente, devido ao fato de ambas serem
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complementares e amplamente utilizadas em praticas clinicas. Por exemplo, o image-
amento Optico pode fornecer detalhes funcionais de eventos moleculares usando di-
ferentes sondas fluorescentes com alta sensibilidade, mas fornece informacdes ana-

tbmicas insuficientes.146

Para combinar imagens oticas e de MRI, as SPIONs sdo normalmente conju-
gadas com corantes fluorescentes.?>145 Na literatura, as SPIONSs reticuladas (do in-
glés, crossinked iron oxide nanopartilces-CLIO) marcadas com um corante fluores-
cente no infravermelho proximo (NIR), a cianina Cy5.5 sdo usadas para imagens de

linfonodos.16:147

Recentemente, NPs heteroestruturadas compostas de ouro e 6xido de ferro
foram conjugadas com o fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) e complexos
com eurdpio, aumentando a eficiéncia de fluorescéncia. Em comparacdo com a con-
jugacao direta de corantes fluorescentes, a encapsulagédo de NPs em corantes fluo-
rescentes dentro da casca de silica tem varias vantagens. A matriz de silica protege
0s corantes de mecanismos de quenching (anulagéo da fluorescéncia) e a fotoestabi-
lidade pode ser reforcada. Além disso, a encapsulacdo de multiplos corantes leva a

amplificag&o de sinais de fluorescéncia.

Pinheiro e colaboradores?? produziram nanosondas bifuncionais, utilizando es-
truturas nucleo-casca de SPIONs com 6xido de silicio e polieletrdlitos de polietilenoi-
mina (PEI), acoplando a FTIC para estudos em células de neuroblastos. Estruturas do
tipo nucleo-casca aumenta o efeito de contraste em MRI, assim como 0s sinais de
fluorescéncia. Chekina e colaboradores!?® também produziram SPIONs bifuncionais
de silicio e marcadas com FTIC, testadas em células tronco mesenquimais. Yoon e
colaboradores'® sintetizaram SPIONs com 6xido de silicio a partir de silica funciona-
lizada com fluoresceina e rodamina B, ambas com agrupamento amina como marca-
dores biol6gicos de proteinas. Santra e colabortadores®® co-encapsularam o corante
lipofilico dialquilcarbocianina, que emite no NIR, e o farmaco anticancerigeno Taxol
enxertado numa matriz polimérica de poli(acido acrilico) como também sonda bifunci-

onal e direcionadas para terapia do cancer.

Ao inveés de corantes organicos, 0s pontos quanticos sdo NPs de semicondu-
tores fluorescentes inorganicos. Essas NPs surgiram como novas sondas opticas com
vantagens sobre os corantes organicos, devido ao elevado rendimento quéantico, ao

espectro de absor¢cdo mais amplo e grande deslocamento de Stokes, e a excelente
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fotoestabilidade e estabilidade quimica. Contudo, sua toxicidade devido ao uso de
metais pesados ainda € uma grande preocupacao e limitante para as aplicacdes in
vivo. As NPs acopladas a lantanideos apresentam o fenébmeno de conversédo ascen-
dente de energia (do inglés, upconverting nanoparticles - UCNP), sendo atualmente
uma nova classe de materiais com um potencial de aplicacdo em sondas de imagem
Optica para o diagndéstico e tratamento de doencgas. Ao contrério dos fluoroforos con-
vencionais, 0s UCNPs emitem luz visivel de alta energia quando excitados na regido
do NIR, em gque a absorcéo sequencial de dois ou mais fotons permite a emissao de
um féton tnico com comprimento de onda menor. O processo em UCNP é téo eficiente

que uma Unica particula pode ser detectada.4> 148

3.4. Nanotoxicidade

3.4.1. Toxicidade das nanoparticulas de 6xido de ferro

Devido ao uso crescente das NPs em diversas setores industriais nas ultimas
décadas, € extremamente importante determinar quais 0s possiveis impactos e riscos
relacionados a exposi¢cdo das NPs em seres vivos e também ao meio ambiente. O
conhecimento atual da toxicologia de materiais em escala macroscopica (bulk) néo
pode prever de forma confiavel a toxicidade de nanomateriais e suas respectivas rotas

e mecanismos moleculares, biodistribuicdo, degradacéo, eliminagéo.149:150.151

As propriedades das NPs, como tamanho e forma, também s&o importantes na
citotoxicidade. Diferentes estudos relativos a dependéncia da toxicidade conforme o
tamanho e a forma da NPs demonstraram os impactos biocinéticos, como alteracéo
de absorgédo celular, adsorcdo de proteinas, entre outros. Possivemente, essas alte-
racdes sao efeitos da elevada area superficial presente nas NPs. Portanto, a toxici-
dade e a biocompatibilidade das NPs em suas diferentes formula¢des devem ser ava-
liadas, com énfase na compreensao das propriedades fisico-quimicas que estéo rela-

cionadas as respostas bioldgicas adversas e desconhecidas.%?

O sistema imunoldgico tem como funcgéo principal a defesa contra a entrada de

diferentes compostos. As células dendriticas apresentando antigenos, macréfagos e
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outras células fagociticas podem reconhecer e responder a estimulos externos, inclu-
indo as NPs.?” A superficie das NPs pode ser revestida por diversas biomoléculas,
guando no primeiro contato com esses fluidos biologicos, principalmente, pela intera-
cdo com células influenciadas por proteinas/biomoléculas presentes na membrana
plasmética, que circundam as NPs instantaneamente ao entrar em contato com o
plasma. A ligacdo com essas proteinas (formando proteinas corona) e opsonizagao
sao processos adicionais que alteram as propriedades da superficie das NPs e, por-
tanto, sua absorcédo. Dependendo da classe de NPs (poliméricas, metélicas, etc) e o
fluido biolégico de contato, apenas certas proteinas com afinidade a superficie das
NPs podem se aderir e permanecer fortemente ligadas por um longo tempo.27:153

Estudos experimentais ja mostraram que as NPs séo incorporadas na célula
por endocitose. Uma vez que as NPs capturadas por células-alvo, sédo direcionadas
para a via endossomal/lisoss6mica, e entdo degradadas. Certos tipos de NPs pene-
tram diretamente na membrana das vesiculas (ou células) e entram no citossol, onde
podem induzir o0 estresse oxidativo. Além disso, pode ocorrer a interacdo com orga-

nelas, por exemplo, com mitocéndrias ou nucleos celulares (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Possiveis efeitos toxicos celulares provocados pela presenca de nanoparticulas (adap-
tado da ref. 150).

A presenca de juncdes ocluidoras evita que as NPs maiores que 2 nm sejam
eliminadas da circulacdo. J& as NPs maiores (>100 nm) sdo encontradas, principal-

mente, no figado e no baco, enquanto particulas menores (> 50 nm) podem extravasar
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para a medula 6ssea. Da circulagdo, as NPs séo eliminadas pelo figado, baco e atra-
vés da filtracdo glomerular. O mecanismo de absor¢do depende das caracteristicas
fisico-quimicas intrinsecas das NPs (tamanho, forma, composicao, estabilidade), bem
como na via de exposicao, a reatividade quimica e a composi¢cdo desempenham um
papel importante na estabilidade da NPs. Enquanto algumas NPs sdo rapidamente
degradadas, outras podem permanecer no corpo por um longo tempo e sua acumula-
¢ao no corpo pode causar sérios danos.'#91% Diversos estudos demonstraram efeitos
toxicos das NPs, tais como inflamacéao, estresse oxidativo, apoptose!®>1%6 bem como

alteracGes na expressdo génica.®’

As SPIONs em contato com o plasma sanguineo sdo capturadas, principal-
mente, pelo sistema reticuloendotelial (RES) presentes no figado e no baco. Dentro
das células sdo degradadas pelos lisossomos, podendo liberar ions de ferro, o que
leva a alteragbes do metabolismo comum do ferro no corpo. O ferro livre pode ser
armazenado na célula por proteinas, como a ferritina. No entanto, quando sua capa-
cidade de armazenamento de ferro € excedida, a célula entra em um estado de so-
brecarga e pode desencadear estresse oxidativo (ROS), resposta inflamatoria e levar
a necrose/apoptose.t> Atualmente diversos estudos foram realizados para investigar
seus potenciais efeitos toxicos.'%® Estudos clinicos e experimentais indicaram que de-
vido ao tamanho pequeno das SPIONs e elevada superficial, aumenta a geracéo de
ROS. A geracdo de ROS induzida pelas SPIONs afeta a sinalizacdo celular em trés
estagios: primeiro um baixo nivel ROS aumenta a transcricdo de genes de defesa
através do fator de transcricdo nrf2; segundo nivel mais elevado ativo a sinalizacao
de inflamacao através do NFkB; e niveis muito altos estédo relacionados com a ativa-
cao de caminhos apoptéticos e necrose. Essa alteracdo nas vias de sinalizagéo celular

esta também associada aos efeitos cancerigenos das NPs.15158

Os primeiros estudos toxicolégicos em SPIONs foram relatados com NPs re-
vestidas com dextrana, com principal foco dos estudos nos mecanismos celulares en-
volvidos apos exposicdo. Os autores relataram que uma variedade de células pode
ser eficientemente rotulada com as SPIONs por incubagao e serem utilizadas como
agentes de contraste para ensaios de rastreamento celular in vivo.?%159 Por exemplo,
Mueller e colaboradores!® relataram que alguns tipos de SPIONs apresentaram alta
toxicidade. Berry e colaboradores!®162 mostraram que SPIONs néo revestidas ou re-

vestidas com dextrana podem causar diferentes graus de morte celular e sdo capazes
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de induzir a formacgé&o de vacuolos e disrup¢cdes no esqueleto de fibroblastos. Soenen
e colaboradores?®® estudaram quatro tipos de SPIONs, com diferentes revestimentos
e em uma variedade células (progenitoras neurais, feocromocitoma de PC12 e endo-
teliais de sangue humano). Os autores avaliaram o efeito das SPIONs sobre a morfo-
logia celular, a proliferagcéo, espécies reativas de oxigénio, funcionalidade, viabilidade
e homeostasia celular. Os resultados revelaram que para os diferentes tipos de
SPIONSs os valores de concentracdo segura para toxicidade variaram, aproximada-
mente, de 67-18 pgFe/kg, dado extremamente dependente do tipo de SPIONs. Shukla
e colaboradores?® estudaram SPIONs revestidas com quitosana e avaliaram o efeito
do revestimento sobre a estabilidade e toxicidade utilizando células de carcinoma cer-
vical humano (HelLa), carcinoma pulmonar humano (A549), rim embrionario humano
(Hek293) pelo ensaio de MTT (ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazdlio), juntamente com o estudo de integridade, potencial de membrana e
da mitocondrial e producdo de ROS. As SPIONs apresentaram formas esféricas, es-
taveis e também indicou que o uso da quitosana resultou na diminuicdo do dano ce-
lular e na producdo moderada de ROS, diminuindo o impacto citotoxico em relacéo as

SPIONSs sem revestimento.

Desde entdo, uma variedade de estudos in vitro ja foram avaliados em diferen-
tes linhagens celulares, e cada uma revela um comportamento diferenciado, causa
depende da dose e do tipo de SPIONSs testada. Um pequeno resumo de ensaios de

viabilidade celular de diferentes NPs esta descrito na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Ensaios da toxicidade in vitro por MTT de SPIONs com diferentes revestimentos.

Tipos de cé- . Concentracédo | Tempos de o
Revestimentos o Resultados Referéncias
lula SPIONs exposicao
25% toxicas
(SPIONS; 250 165,166,
PEG 0-1 mg.mL1 24 h pg/mL); ndo toxi-
Fibroblastos cas para 99% 167,168
(SPIONs-PEG)
Etilenoglicol 1 mg.mL? 24 h N&o téxicas 169
Pulmonar )
Silica 4 mg.mL1 24 h ICs0=4 mg/mL 170
(A549)
) ) 51 mg.L1- )
Renal (Cos-7) | Tetrametilaménio 4h N&o toxicas 171
1,3g/L
Levemente to-
Macroéfagos Dextrana 1-10 mg.L™*? 14 dias xica na dose 160
maior
Figado ) toxica na dose
Quitosana 0-123,5 mg.L? 24 h _ 172
(SMMC-7721) maior
3 0,
Figado Reducéo de 25%
Diversos metais 0-25 mg. L? 24 h na viabilidade 173
(BRL 3A)

(250 mg.L?)

3.4.2. Peixe zebra como animal modelo para toxicidade

O peixe zebra, Danio rerio, também chamado de zebrafish, foi primeiramente

descrito por Francis Hamilton, em 1822. E classificado como um teledsteo, da familia

Cyprinidae. Na década de 1930, o peixe zebra foi bastante utilizado como modelo

classico de desenvolvimento e de embriologia. Os estudos iniciais basearam-se na

combinac¢ao Unica da claridade 6ptica dos embrides e das larvas (permitindo a visua-

lizacao in vivo de eventos bioldgicos) e na manipulacdo embriolégica para fazer varias
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observacdes importantes. O pesquisador George Streisinger iniciou estudos de técni-
cas de analise mutacional para investigar o desenvolvimento embrionario desse mo-

delo.174

O peixe zebra é naturalmente encontrado no sul e sudeste da Asia.'”> Normal-
mente, seu tamanho é de 3-4 cm, facilmente adaptado a aquarios, além de possuir
baixo custo, em comparagdo a outros animais, alta taxa de fecundacéo, embrides
transparentes (permite a observacdo e manipulacéo) e rapida maturacao sexual (3-6
meses). Em 24 horas pos-fertilizacao (24 hpf), o eixo do corpo do animal ja esta con-
solidado e todas as células precursoras e tecidos do cérebro, olhos e coracdo estédo
formados. A embriogénese (desenvolvimento da fase embrionaria) estd completa por
volta de 72 hpf, e a maioria dos 6rgaos internos como o intestino, figado e rins estéo
completamente desenvolvidos. Apds 72 hpf, ocorre a eclosao da larva, facilitando o
acompanhamento dos processos de evolugdo em tempo real, principalmente genoto-
xicidade e teratogenia.l’® O rapido desenvolvimento do peixe zebra pode ser compa-
ravel ao desenvolvimento de um embrido humano de trés meses. Sua conservacao
génica é grande, o desenvolvimento do sistema nervoso, renal, cardiaco, avaliacao
de angiogénese, apoptose e respostas toxicoldgicas, tornando-o um animal modelo
interessante para estudos do sistema biol6gico (Figura 315).177

Figura 3.15. Imagens das diferentes fases de desenvolvimentos do peixe zebra. (A) peixe zebra na
fase adulta, (B) 24 hpf, (C) 3 dpf e (D) 5 dpf (adaptado da ref. 174).

O peixe zebra possui sensibilidade a produtos quimicos e é capaz de absorver
de maneira rapida o que é adicionado na agua e acumular em diferentes tecidos, prin-
cipalmente no sistema nervoso central, importante para estudos farmacolégicos e to-

xicolégicos.174178
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Uma maneira inicial de avaliar a toxicidade em NPs é empregar ensaios que
utilizam cultura de células in vitro, porém nao € possivel obter os mesmos resultados
para a complexidade de um sistema in vivo. Apesar de ensaio in vitro serem mais
simples e econdmicos, ja foi demonstrado na literatura uma pequena divergéncia nos

resultados entre a toxicidade in vivo e in vitro de SPIONs.17?

Atualmente, existe uma necessidade de modelos vivos que avaliem o grau de
toxicidade de nanomateriais. Diferentes estudos ja foram publicados envolvendo esse
tema, tais como indicador de toxicidade e de estudos dos mecanismos metabolicos
envolvendo NPs ouro'®0.181.182,183,184 = 1rqta185186  coprel®’, titaniol88189, sjlical®l 1%,
zinco!®!, utilizando o peixe zebra, tanto em fase larval quanto em fase adulta.'®? Por-
tanto, como alternativa, o peixe zebra mostra-se como um modelo rapido e facil de

avaliar o potencial toxicologico de nanomateriais.

Em relagdo a toxicidade de SPIONs, Zhu e colaboradores!®® publicaram um
dos primeiros trabalhos envolvendo embrides e larvas do peixe zebra em exposicao
as SPIONs puras. Os resultados mostraram que nas concentracdes maiores que 10
mg.L? de Fe provocaram toxicidade no desenvolvimento dos embrides, mortalidade,
malformacéo e atraso na taxa de eclosdo. O mesmo grupo também discute um proto-

colo eficaz para avaliar o potencial toxicolégico das NPs.

Atualmente, poucos estudos descrevem a exposicao de diferentes SPIONs em
peixes zebra, principalmente estudos adicionais em relacdo aos efeitos tdxicos de
SPIONs com diferentes revestimentos, bem estudos comportamentais.187,193,194,195,196

Nosso grupo de pesquisa ja vem trabalhando em colaboracéo, utilizando o
peixe zebra para ensaios de nanotoxicidade, com foco nos efeitos no comportamento

e perfil de expresséo apds a exposigdo as SPIONs, 197198
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No presente capitulo, serdo apresentados os aspectos associados aos materi-

ais e reagentes utilizados, procedimentos experimentais, técnicas de caracterizacao

e equipamentos utilizados.

4.1. Materiais e reagentes

Na realizacao da parte experimental, foram utilizados reagentes sem nenhuma

purificacdo prévia. As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam 0s reagentes e materiais utiliza-

dos, com suas respectivas especificacdes técnicas.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados nas etapas experimentais.

Reagentes

Formula Molecular

Procedéncia

3-(trietoxisilil)propilsuccinico ani-

drido (TEPSA) Ci13H2506Si TCI
Acido acético CHsCOOH Merck
Acido cloridrico HCI Merck
Acido nitrico HNO3 Sigma-Aldrich
Agua ultrapura H.0 Sistema Milli-Q
alcool etilico 70% CHsCH20H Merck
Alcool isopropilico CH3sCHOCHs3 F. MAIA
Brometo de potassio KBr Merck
Tampéo fosfato-salino (PBS) NacCl, KCI, NazHPOa4, KH2PO4 Sigma-Aldrich
Citrato de sodio NazCeHs07.2H20 Merck

Cloreto de ferro Ill FeCls Riedel-de Haén
Cloreto de ferro |l tetraidratado FeCl2.4H20 Merck
Cloreto de ferro Il hexaidratado FeCls.6H20 Merck

Cloreto de sédio NaCl Nuclear
Dextran T10 H(CsH1005)xOH Pharmacosmos

Dietilenoglicol (DEG) C4H1003 Merck
Dimetilformamida (DMF) CsH7/NO Sigma-Aldrich

DMEM (meio)

Themo Fisher
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Epicloridrina CsHsCIO Sigma-Aldrich
Etanol (EtOH) C2HesO Sigma-Aldrich
Hidroxido de aménio 25% NH4OH Merck
Hidroxido de sédio NaOH Merck
hidroxido ?$h;?;g\$etilam6nio CHNO Sigma-Aldrich
N'(3'd('j“iri‘§1ti'('jaa'"ﬂ;Qfopgﬁﬁg):"('ggtg)carbo' CsH17N3-HC| Sigma-Aldrich
O'(Z'ami”'ggfi&g’i'r?c‘fg'é’g;ie“'e”eg”' NH2(CH2CH20).H Sigma-Aldrich
Per6xido de hidrogénio H20:2 Merck
Quitosana (50-190 kDa) (CeH1104N)n Sigma-Aldrich
Soro fisiolégico (comercial) NacCl Lifar
Tetraetilortosilicato (TEOS) Si(OC2Hs)4 Sigma-Aldrich
B-amildide (1-42) C203H311N55060S Sigma-Aldrich
Tabela 4.2. Equipamentos utilizados nas etapas experimentais.
Equipamento/utensilio Modelo Marca
Agitador tipo vortex Vortex 1 IKA
Centrifuga KC5 — 40 kHz Kindly
Difratdmetro de raio-X 7000 Shimadzu
Disperséo de relaxagcdo magnética nu- Stelar Mede
clear
Espalhamento de luz dindmico Zetasizer - ZEN3600 Malvern
Espectroscopia naILeogiéo do infraverme- Spectrum Onde Perkin Elmer
Espectroscopia por fluoroscéncia LS 55 Perkin Elmer
Estufa Q317M Quimis
Imagens por ressonéncia magnética 450 W G&E

Liofilizador Micromodulic-115 Thermo Fisher
Magnetdmetro de amostra vibrante EZ9 MicroSense
Micro-ondas Mega MLS-1200 Milestone
Microscopio eletréonico de transmisséo JEM-2010 JEOL
Relaxometria nuclear Minispect Bruker
Sistema de purificacéo e e agr:ﬁc;éo IR ED Millipore
Tubos de ultrafiltrag&o Amicon 50 kDa Millipore

Ultrassonificador

UltraSonic Clearner

Unique
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4.2. Procedimentos experimentais de sintese

Na primeira etapa desse trabalho, foram sintetizadas NPs compostas com o
nacleo de 6xido de ferro (NPOFe) e revestimentos de dextrana, quitosana, silica e
polietilenoglicol. Também foi realizada sintese dos derivados do benzotiazol e o seu
acoplamento as NPs. Os procedimentos utilizados na preparacdo dessas amostras
diferiram entre si e serdo descritos no decorrer desse capitulo. As NPs obtidas foram
caracterizadas quanto a sua morfologia, sua composicao, suas propriedades magné-

ticas e Opticas, e toxicidade.

4.2.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro sem revestimento

As NPOFe sem revestimento foram sintetizadas por duas rotas sintéticas: por
coprecipitacao e por poliol, descritas a seguir. A coprecipitacdo é um método conven-
cional baseado em suspensdes aquosas de 6xido de ferro em meio alcalino. Esse
método leva a producdo de NPOFe que necessitam de um revestimento subsequente
para assegurar a sua estabilidade em pH fisiolégico. O método poliol € um método de
sintese em alta temperatura com dietilenoglicol (DEG). Segundo os estudos de Ca-
runtu e colaboradores, o DEG pode ser usado como solvente para a sintese e atuar

como um agente de cobertura das particulas.199.290

4.2.1.1. Rota de sintese por coprecipitacdo (NPOFe-C)

As NPOFe foram preparadas por coprecipitacdo de sais de ferro em meio alca-
lino, de acordo com o protocolo adaptado de Mohammad-Beigi e Digigow.5%1%4 Apro-
ximadamente, 8,6 g de FeCls.6H20 e 3,3 g de FeCl2.4H20 foram dissolvidos em 370
mL de agua deionizada (previamente purgada com gas N2). Entdo, 30 mL de NH4OH
foram adicionados vagarosamente, em constante agitacao, ainda em fluxo de Na2.
Apds, as NPOFe foram ultrassonificadas por 20 minutos, e lavadas sucessivamente
com agua atraves de decantacao magnética. Devido a dificuldade de disperséo das

NPs em agua, as mesmas foram estabilizadas com ions citratos. Portanto, as NPOFe
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decantadas foram redispersas em 50 mL de uma solucdo de citrato de sodio 7,5
mmol.L! e aquecidas a 80 °C, em fluxo de Nz, por 30 minutos. Por fim, o pH foi ajus-

tado a 7 e as NPs estocadas a 4 °C. Essas NPs foram denominadas de NPOFe-C.

4.2.1.2. Rota de sintese por poliol (NPOFe-P)

As NPOFe foram preparadas por rota poliol na presenca de dietilenoglicol, de
acordo com o protocolo adaptado de Forge.'®® Aproximadamente, 8,9 g de
FeCl2.4H20 e 9,1 mL de solucéo de FeCls foram misturados e homogeneizados, e
entdo adicionado 250 mL de dietilenoglicol. O sistema ficou em agitagdo mecénica por
30 minutos, na temperatura de 170 °C. Posteriormente, 15 g de NaOH foram adicio-
nados a mistura, ainda em agitacdo mecanica, e mantido assim por 1h. No término do
tempo, esperou-se a solucdo de NPOFe chegar a temperatura ambiente para realizar
a separacao por decantacdo magnética. As NPs foram lavadas 5 vezes com uma so-
lugdo de HNOs 0,1 mol.L, também por decantacdo magnética. O sélido remanes-
cente foi redisperso em 100 mL de agua deionizada e deixado em agitacdo magnética
por 18 h. A solucdo de NPs foi centrifugada a 10.000 rpm por 45 minutos para a de-
cantacdo das NPOFe maiores. Por fim, o sobrenadante contendo as NPs menores foi
extraida e estocada. Essas NPs foram denominadas por NPOFe-P.

4.2.2. Nanoparticulas de 6xido de ferro com dextrana (NPOFe-DX)

As NPOFe revestidas com dextrana foram preparadas de forma in situ, na qual
a dextrana foi adicionada junto as solucdes de sais de ferro, de acordo com o protocolo
de Wunderbaldinger e Palmacci.?°%2%2 Primeiramente, 9 g de dextrana foram dissolvi-
das em 30 mL de agua, e 0,65 g de FeCls.6H20 foram adicionados na solucdo de
dextrana em banho de gelo por 30 minutos. Posteriormente, 0,40 g de FeCl2.4H20 foi
adicionado a mistura, ainda em banho de gelo e em fluxo de N2. Entdo, 10 mL de
NH4OH foi gotejado na solucdo e deixado em constante agitacao por 90 minutos, entre
75-80 °C. Apos o término do tempo, esperou-se a solucdo de NPOFe chegar a tem-

peratura ambiente e o excesso de dextrana foi eliminado com sucessivas lavagens
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com agua em tubos Amicon de 50 kDa (Millipore) e centrifugados a 4000 rpm, por 30
minutos. Foram adicionadas vagarosamente, na solucao remanescente de NPOFe,
35 mL de NaOH 5 M gelado, em agitacdo magnética por 15 minutos, e logo adicionado
mais 14 mL de epicloridrina para a reticulacdo da dextrana. Posteriormente, 60 mL de
NH4OH foram adicionados a mistura, anterior que ficou em agitacdo magnética por 24
h. Apos, o NH4OH remanescente foi removido por didlise, com o auxilio de uma mem-
brana celulose de 10-12 kDa, submergindo-a em agua destilada e a agua trocada a
cada 1h, por 9 vezes. Por fim, a solugdo de NPOFe foi purificada em tubos Amicon de
50 kDa com lavagens com &gua e centrifugadas a 3.500 rpm por 15 minutos. O pro-
duto resultante foi redispero em tampao de citrato com pH igual a 8,3 e estocadas a 4
°C. Essas NPs foram denominadas por NPOFe-DX.

4.2.3. Nanoparticulas de 6xido de ferro com quitosana (NPOFe-QS)

As NPOFe revestidas com quitosana foram preparadas em meio de acido acé-
tico, de acordo com o protocolo de Mohammadi-Samani.?®® Primeiramente 21,6 mg
de quitosana foram dissolvidas em 30 mL de acido acético 0,1M. Entdo, 70 mg das
NPOFe-C foram também dissolvidos em 30 mL de &cido acético 0,1 mol.L* e colocado
no ultrassom por 20 minutos. A solugdo de NPOFe foi gotejada na solugcéo de quito-
sana e deixada em agitacdo magnética por 18 h. Apéds, a solucdo de NPOFe foi cen-
trifugada a 3.600 rpm por 30 minutos. A solu¢cdo de NPOFe foi purificada em tubos
Amicon de 50 kDa, lavadas quatro vezes com agua e centrifugada a 3.500 rpm por 30
minutos. Por fim, a solucao final foi estocada a 4 °C. Essas NPs foram denominadas
por NPOFe-QS.

4.2.4. Nanoparticulas de O0xido de ferro com derivados de polissilanos

4.2.4.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro pela rota poliol com revestimento de polis-
silano TEPSA (NPOFe-T)
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As NPOFe revestidas com uma fina camada de 6xido de silicio foi preparadas
a partir do precursor polisilano 3-(trietoxisilil)propilsuccinico anidrido (TEPSA) em meio
alcalino, de acordo com o protocolo de Bridot.5? As NPOFe-P foram solubilizadas em
50 mL de DMF e a agua presente na solucéo foi removida em rotavapor a 80 °C, por
1h. Entdo, 7 mL de TEPSA 0,1 mol.L? foram adicionados a solucdo de NPOFe, em
constante agitacdo magnética, em refluxo a 100 °C. Apds o término do tempo de re-
fluxo, a solugdo de NPOFe foi precipitada em éter/acetona (50:50 v/v), e lavadas va-
rias vezes com acetona. As NPs foram redispersas em 80 mL de agua deionizada e 0
pH ajustado a 8,5 (hidroxido de tetrametilam6nio). As NPOFe foram purificadas em
uma célula de agitacdo com membranas de 30 kDa, e o sistema lavado cinco vezes

com agua. Essas NPs foram denominadas por NPOFe-T.

4.2.4.2. Nanoparticulas de 6xido de ferro pela rota poliol com revestimento de 6xido
de silicio (NPOFe-P-SiOz)

As NPOFe revestidas com oOxido de silicio foram preparadas pelo processo
Stober, a partir do precursor tetraetilortosilicato (TEOS) em catélise basica em meio
alcéolico e partindo das NPOFe-P.2%* A superficie das NPOFe-P foram primeiro ativa-
das por um tratamento acido. Aproximadamente 2,0 mL de NPOFe-P foram mistura-
das em &cido citrico 10 mmol.L1, em agitacdo por 20 minutos. As NPOFe foram pre-
cipitadas em acetona com auxilio de um ima, e entdo redispersas em 12 mL de agua
deionizada, tendo o pH ajustado a 10 (hidréxido de tetrametilamdnio). Uma mistura de
75 mL de etanol, 23,5 mL de 4gua deionizada e 1,5 mL de NH4OH ficaram em agitacdo
magneética por 2 minutos e, entdo, a solu¢cdo de NPOFe-P foi adicionada na mesma,
gue ficou por mais 5 minutos em agitacao. Por fim, 850 pL de TEOS foi adicionado e
o sistema ficou em agitacdo por 18 h. Apos, a solucdo de NPOFe foi centrifugada duas
vezes a 10.000 rpm, por 45 minutos. Foram realizadas diversas lavagens com etanol
e o solido remanescente foi disperso em agua deionizada por 30 minutos no ultras-

som. Essas NPs foram denominadas por NPOFe-P-SiOx.
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4.2.4.3. Nanoparticulas de 6xido de ferro pela rota coprecipitagdo com revestimento
de 6xido de silicio (NPOFe-C-SiO2)

As NPOFe revestidas com 6xido de silicio foram preparadas pelo processo
Stober, a partir do precursor tetraetilortosilicato (TEOS) em catélise basica em meio
alcéolico, de acordo com o protocolo de Deng'® e partindo das NPOFe-C. As NPOFe-
C estabilizadas com ions citrato foram diluidas em 40 mL de agua, dispersadas em
160 mL de etanol e 6 mL de hidréxido de amoénia, sendo essa mistura homogeneizada
em banho de ultrassom. A solugéo preparada foi deixada em constante agitacao e 2
mL de TEOS foi lentamente gotejado a solucdo de NPOFe e deixada em agitacao
mecanica por 4h. A solucao final de NPOFe foi centrifugada e lavada com etanol por
diversas vezes. Por fim, as NPs decantadas foram secas a 80 °C. Essas NPs foram
denominadas por NPOFe-C-SiOs2.

Paralelamente ao trabalho desenvolvido no periodo de doutorado, houve uma
colaboracédo associada a um aluno de doutorado do curso de Pos-Graduacéo de Ma-
teriais Dentario-PUCRS, no Departamento de Odontologia Restauradora. O trabalho
desenvolvido relacionou a adaptacdo da nossa sintese de NPs de 6xido de silicio,
sem o 6xido de ferro (NPs-SiO:2 puras), como o intuito de serem utilizadas para avaliar
as propriedades mecéanicas de gessos dentarios apds a adicdo dessas NPs em dife-

rentes concentracdes. Essa parceria resultou em um artigo mostrado no Anexo 1.

4.2.5. Nanoparticulas de 6xido de ferro com polietilenoglicol (NPOFe-PEG)

As NPOFe revestidas com uma fina camada de polietilenoglicol foram prepara-
das com o polimero amino-PEG, de acordo com o protocolo de Stanicki'®?, a fim de
assegurar uma melhor estabilidade coloidal e solubilidade das NPOFe-T citadas an-
teriormente. Essas NPOFe foram preparadas com o polimero amino-PEG pela reacéo
de acoplamento com EDC. Foram adicionados a solucdo de NPOFe-T, aproximada-
mente, 34 mg de amino-PEG (pH=8,6) e 8,6 mg de EDC, o pH ajustado a 7, em agi-
tacdo magnética por 18 h, em temperatura ambiente. A solucdo de NPOFe foi purifi-
cada em uma célula de agitacdo com membranas de 30 kDa, e o sistema lavado di-

versas vezes com agua. Essas NPs foram denominadas por NPOFe-PEG.
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4.2.6. Sintese da molécula 2-(4-N-(metilaminofenil))-6-hidroxibenzotiazol (6-OH-
BTA-1) e da molécula 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)propilurea-2’-hidroxifenil] benzoti-
azol (2’0OH-BTA-SI)

A molécula 2-(4-N-(metilaminofenil))-6-hidroxibenzotiazol (6-OH-BTA-1) foi sin-
tetizada de acordo com o protocolo Klunk.129144 e a molécula 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)pro-
pilurea-2’-hidroxifenil] benzotiazol (2’OH-BTA) foi sintetizada de acordo com o proto-
colo Campo'?°. Essas moléculas foram obtidas em colaboracdo com a Profa. Dra.
Leandra F. Campo, no Laboratério de Fotoquimica Organica Aplicada- UFRGS.
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Figura 4.1. Estruturas quimicas derivadas dos hidroxobenzotiazéis: 2-(4-N-(metilaminofenil))-6-hidro-
xibenzotiazol (6-OH-BTA-1) (A); 2-[5’-N-(3-trietoxisilil)propilurea-2’-hidroxifenil] benzotiazol (2’0OH-
BTA) (B); 2-[5-N-(3-trietoxisilil)propilurea-2'-hidroxifenillbenzotiazol silanizado (C) .

4.2.7. Conjugacao da molécula 2-[5'-N-(3-trietoxisilil)propilurea-2'-
hidroxifenil]benzotiazol silanizado (NPOFe-C-Si-BTA-1) e da molécula 2-[5’-N-

(3-trietoxisilil)propilurea-2’-hidroxifenil] benzotiazol nas NPOFe-C-SiO2

A NPOFe-C-SiO:2 foi conjugada com a molécula fluorescente através dos gru-
pos silanol da superficie da silica. As conjugacdes de ambas moléculas foram realiza-
das pelo mesmo processo de sintese. Dissolveu-se 240 mg de NPOFe-C em 30 mL
de acetato de etila e 21,3 mg de Si-BTA-1 em 30 mL de acetato de etila. A mistura foi
agitada a temperatura ambiente, sob refluxo durante 48 horas. O sélido resultante foi

purificado lavando com etanol até remover todo o corante néo ligado e seco a 80 °C.



75

4.2.8. Conjugacdo da molécula 2-(4-N-(metilaminofenil))-6-hidroxibenzotiazol na
nanoparticula NPOFe-T (NPOFe-T-BTA-1)

A conjugacdo da molécula fluorescente 6-OH-BTA-1 foi realizada na amostra
NPOFe-T, preparada via reacao de acoplamento com o EDC, de acordo com o proto-
colo adaptado de Stanicki.1%* Primeiro 2,7 mg de 6-OH-BTA-1 foi dissolvido em 500
puL de DMF e homogeneizado em vortex. Foi misturado a solucao de 6-OH-BTA-1 em
5 mL de NPOFe-T e 0 pH ajustado a 7,5, e posteriormente, adicionado 15 mg de EDC.
A mistura ficou em agitacdo magnética por 15 h. A solucdo de NPs foi purificada em
uma célula de agitacdo com membranas de 30 kDa, e o sistema foi lavado diversas
vezes com agua até que ndo houvesse mais fluorescéncia no liquido filtrado. Essas
NPs foram denominadas por NPOFe-T-BTA.

4.3. Estudos de toxicidade

4.3.1. Cultura de células e citotoxicidade in vitro

Os ensaios de toxicidade foram realizados para estudar possiveis efeitos noci-
vos das NPOFe perante as células. Os testes foram realizados em colabora¢do com

o Laboratorio de Farmacologia Aplicada - PUCRS.

4.3.1.1. Cultivo celular e tratamento

A linhagem celular de tecido epitelial de rim de macaco (VERO) foi proveniente
da ATCC (Rockville, Maryland, EUA). Estas células foram mantidas em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle Medium) de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), su-
plementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), sob condi¢des ideais de cultivo e

mantidas em incubadora de células umidificada (37 °C, 5% CO2, 95% umidade).
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Ao atingir a semi-confluéncia, as células foram tratadas com as seguintes subs-
tancias: solucdes das NPOFe com concentracdes de ferro iguais a 4 mmol.L?, 2
mmol.L, 1 mmol.L, 0,5 mmol.L%, 0,25 mmol.L%, 0,100 mmol.Lt, 0,05 mmol.Lt. Os
tratamentos foram divididos em 24 h para fins da formacao de uma curva de relacéo

tfratamento versus resposta.

4.3.1.2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT, decorridas 24 h da adi¢ao
dos tratamentos conforme descrito no item 4.3.1.1. O meio de cultura presente nos
pocos foi desprezado e substituido por 100 uL de uma mistura de 90% DMEM e 10 %
de uma solugdo de MTT 5 mg.mL™* (PBS). A sequir, as células foram incubadas por 3
h em condic¢des ideais de cultivo (37 °C e 5 % de CO2). Apos esse periodo, o meio foi
novamente desprezado e adicionado 100 puL de DMSO por poco, a fim de dissolver os
cristais de formazan, resultantes da reacao. A absorbancia em 570 nm foi quantificada
em leitor de placas de 96 pocos (Spectra Max M2e, Soft Max® Pro 5, Molecular Devi-

ces).

A reacdo do MTT ocorre em células metabolicamente ativas. A intensidade da
reacdo € uma estimativa da viabilidade mitocondrial dos controles comparadas as cé-

lulas tratadas. Através da equacéo, calcula-se a razédo tratadas/controle (4.1)

Viabilidade celular (%) = (2320 @mostra)y, 1 o, (4.1)

ODs79 (controle)

na qual ODs7o@mostra) representa a densidade éptica dos pocos tratados com as di-
ferentes NPs, e ODs7o(controle) representa 0os pocgos tratados apenas com o meio de

cultura.

Para contagem celular foram plagqueadas a 20x102 células/poco por pogo, em
placas de 24 pocos, com meio DMEM suplementado com FBS a 10% e crescido du-
rante 24 h. ApOs esse tempo, as células foram tratadas conforme descrito no item
4.3.1.1. Ao final do periodo de tratamento, o meio foi removido e as células foram
lavadas com tampao PBS e adicionados 200 pL de solucdo de tripsina/EDTA a 0,25
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% para soltar as células dos pog¢os. O numero de células foi determinado utilizando o
método de exclusado pelo corante Tripan Blue utilizando um contador de células (Coun-
tess FL I, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Os resultados foram expressos em

namero absoluto de células em relacdo ao controle.

4.3.2. Ensaio de toxicidade em peixe-zebra

Os ensaios de toxicidade em peixe-zebra foram realizados em colaboracao
com o Laboratorio de Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso e ZebLab da
PUCRS. Para o potencial toxico foi realizada a separacao dos grupos e delineamento
experimental para definicdo das concentracdes de NPOFe a serem usadas, a fim de
minimizar o numero utilizado de animais. Foi caracterizado o potencial toxico das
NPOFe e o estudo com curva de dose-resposta de seus diferentes componentes, con-
forme descrito na Figura 4.2. Os ensaios toxicologicos foram realizados para as
NPOFe com os revestimentos de dextrana, quitosana, silica e polietilenoglicol. As do-
ses utilizadas foram de 0,125 mmol.L? (6,975 mg.Lt), 0,5 mmol.L (22,3 mg.L?), 2,0
mmol.Lt (111,6 mg.L?), e 8,0 mmol.L (446,4 mg.L?), relativo a quantidade de Fe
presente.

Figura 4.2. Esquema representativo do desenho experimental do peixe zebra.

Conforme o padrao para testes embriotdxicos nessa espécie, 0s animais foram
testados em n de 16 por grupo, em duplicata, e o meio trocado diariamente. Desses,

todos foram monitorados com relacdo a embriotoxicidade (sobrevivéncia e morfologia)
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diariamente durante os 5 dias que seguiram as exposi¢ées. Apds completarem 5 dias

pos fertilizacdo (dpf), todos foram eutanasiados por crioeutanasia.

4.3.2.1. Animais

Os animais foram obtidos no biotério do CeMBE-PUCRS e criados no ZebLab.
Os animais utilizados séo da espécie Danio rerio, também chamado de peixe zebra
ou zebrafish, da linhagem AB selvagem. Para a reproducéo, foram utilizados animais
adultos para acasalamento numa proporcdo de 2 machos para 1 fémea. Esses ani-
mais foram mantidos em um sistema de recirculacdo com agua do sistema (agua pro-
pria para peixes - osmose reversa equilibrada com sal marinho - Instant Ocean®) e um
ciclo dia-noite de 14/10 horas. Os animais foram alimentados 3 vezes ao dia com ra-
cdo e paramécio. Parametros de qualidade de agua, incluindo condutividade, pH e
temperatura (28 + 2 °C) foram monitorados.2%> A noite, antes do acasalamento, os
machos e a fémeas foram separados por uma barreira transparente, e removida na
manha seguinte. Apds 30 minutos, os embrides fertilizados foram limpos e colocados
em placas de petri com agua do sistema para os respectivos tratamentos e logo apés
foram mantidos em estufa BOD até o final do tratamento, com duracdo de 5 dias.
Todos os procedimentos e protocolos foram aprovados pelo CEUA-PUCRS (namero
de licenca 7127), seguindo as instru¢des do Conselho Canadense de Cuidados com
Animais (CCAC) para uso de peixes ha pesquisa e da legislacéo brasileira (COBEA,
N ° 11.794/08).

4.3.2.2. Monitoramento de embriotoxicidade e teratogénese

Durante o tratamento dos embrides, cada grupo foi monitorado diariamente,
individualmente em estereomicroscoépio a fim de avaliar a taxa de mortalidade de cada
grupo através da técnica de Kaplan Meier e possiveis alteracdes teratogénicas no
plano corporal, coluna vertebral, olhos, coracdo e vitelo. Esses parametros foram
acompanhados todos os dias no turno da manha até os animais completarem 5 dpf.

O n amostral foi de 16 animais, em duplicata.
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4.3.2.3. Teste de locomocéo e exploracdo de um novo ambiente

O comportamento exploratorio foi realizado 5 dpf, com as larvas do peixe zebra
colocadas em placas de 24 pocos, com 3 mL de agua do sistema, 1 larva por poco,
sendo analisados quatro animais por vez (Figura 4.3). Apoés, 0s animais ficaram du-
rante 2 minutos para climatizar-se com o ambiente e 0 comportamento exploratério
das larvas foi registrado usando uma webcam digital HD (Logitec) durante 5 minutos.
Os videos gravados foram analisados, usando um software de rastreamento de video
(Ethovision). A distancia total percorrida, a velocidade média, o tempo gasto na area
externa do poco e os angulos de volta do corpo absoluto foram os principais parame-

tros examinados nessa analise.

larva de peixe
zebra

area externa do
pogo (periferia)

area interna do
pogo (centro)

Figura 4.3 Configuracé@o do procedimento para avalia¢gdo da capacidade locomotora e exploratoria.

A capacidade cognitiva dos animais foi avaliada através do teste de comporta-
mento aversivo, realizado apos o comportamento exploratério. As larvas dos grupos
experimentais foram colocadas em uma placa de 6 pocos, 5 larvas por poco e expos-
tas a um estimulo aversivo.?%6297 Placas de 6 pocos foram colocadas sobre uma tela
de LED com uma apresentacdo em PowerPoint, com um estimulo aversivo consis-
tindo de uma bola vermelha saltando na metade inferior de cada poco, oscilando da
esquerda para a direita (Figura 4.4). O numero de animais que evitou eficientemente
o hemisfério de estimulo, a cada vinte segundos, foi o principal parametro para res-

postas cognitivas de escape em ensaios consecutivos.
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Figura 4.4. Configuracédo do procedimento para avaliacdo do comportamento aversivo sem (A) e com

estimulo (B).

4.4. Ensaios in vitro com o peptideo B-amildide

4.4.1. Preparacao do peptideo beta-amildide

O peptideo B-amiloide foi preparado em trés formas estruturais: monémero, oli-
gbmero e placa. A partir da solugdo estoque de (B-amiloide, fez-se uma solugéo de 1
mmol.L! de cada. Na forma monomérica, o p6 liofilizado foi resuspenso em agua dei-
onizada, titulado com uma solucdo de NaOH 1 mol.L* até pH neutro, agitado até ho-
mogeneizar. Diluiu-se o produto em PBS para armazenar a -20 °C, seguindo protocolo
de Cameron.?®® A forma oligomérica foi obtida incubando o mondémero durante 3-5
dias a 37 °C, seguindo protocolo de Pontrello.?®® As placas, foram obtidas incubando
a solucdo de monémero sob agitacdo (800 rpm) a 23 °C por 36 h. ApGs a incubacéo,
o produto foi centrifugado (10 minutos, 15000 g), armazenado a -20 °C, seguindo pro-

tocolo de O’Hare.?10

4.4.1.1. Estudo da afinidade do 6-OH-BTA-1 ao peptideo beta-amiloide

A interacdo do 6-OH-BTA-1 com as diferentes formas nas trés formas estrutu-
rais do peptideo beta-amiloide (mondémero, oligdmero e placa) foi avaliada pelo mé-
todo de titulacdo por supresséo de fluorescéncia. Para isso, foi preparado um volume
fixo de 6-OH-BTA-1 em tampéao PBS (pH 7,0, 3 mL) e adicionadas aliquotas do pep-

tideo (5-50 uL) até a concentracdo desejada. Os espectros de fluorescéncia foram
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monitorados utilizando o comprimento de onda de excitagdo de 330 nm e o compri-

mento de onda de emissdo em 415 nm.

4.5. Procedimentos de caracterizagao

A seguir serdo descritas as caracterizacdes realizadas para todas as NPs sin-
tetizadas. Essas NPs estdo na forma de disperséo, portanto para algumas caracteri-
zacoes, as amostras foram secas em estufa e/ou liofilizadas para a obtencao da fase

solida.

4.5.1. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A analise da distribuicdo de tamanhos e da morfologia das NPOFe foram reali-
zadas em um microscépio eletrdnico de transmissédo (TEM), equipado com espectrb-
metro de raios X por dispersdo em energia (EDS), modelo Tecnai G2 T20 — FEl, loca-
lizado no Laboratorio Central de Microscopia e Microanélise (LabCEMM), da PUCRS.
As amostras em solucao foram diluidas em agua deionizada (~300x), ultrasonificadas
por 5 minutos e gotejada em grades de cobre/carbono, até sua total evaporacao. As
grades com as NPOFe depositadas foram mantidas sob vacuo por pelo menos 24 h,
antes da analise no TEM. O didmetro médio das NPOFe foi medido no software Ima-

geJ, com uma contagem de no minimo 100 particulas por imagem.

4.5.2. Difragdo de raio-X (XRD)

As medidas da estrutura cristalina das NPOFe foram realizadas em um equipa-
mento de difragédo de raio X (XRD), modelo 7000 - Shimadzu, localizado no Centro
Interdisciplinar de Nanociéncias e Micro-Nanotecnologia - NanoPUC, utilizando-se ra-
diacdo Cu-Ka (A=1,54056 A), 40 kV e 30 mA. Os difratogramas foram obtidos vari-

ando-se 2 6 de 15-80 °, com passo de 0,05 ° e tempo de aquisi¢do de 4 s por ponto.
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Para o calculo do diametro médio dos cristalitos foi estimado pela Equacéo de Scher-
rer e o valor de largura a meia altura do pico de maior intensidade do difratograma.s?
O equipamento da Shimadzu ndo é apropriado para medir o diametro média das
NPOFe, porém as amostram também foram medidas no equipamento Bruker D8 Ad-
vanced (poténcia de 40 kV/30 mA, com um tubo de Cu, comprimento de onda de A =
1,5418 x 10 m), em trabalho paralelo, e os resultados ndo diferiram entre si. As
amostras solidas foram dispostas diretamente no porta-amostras de vidro disponivel

no equipamento.

4.5.3. Magnetdmetro de amostra vibrante (VSM)

As curvas de magnetizagdo foram obtidas por um magnetdometro de amostra
vibrante (VSM), EZ9 - MicroSense, localizado no Laboratério de Magnetismo da
UFRGS. As amostras liofilizadas foram pesadas e dispostas no porta-amostras de
vidro. O campo magnético aplicado variou de -20 a 20 kOe e as medidas foram reali-
zadas a temperatura ambiente, considerando a magnetizacdo em relacdo a massa

total de NPs pesada.

4.5.4. Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

A estrutura quimica das NPOFe e insercdo de grupos funcionais foram avalia-
das por espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR), modelo Spectrum One -
Perkim Elmer, localizado na Escola de Ciéncia da PUCRS. Foram confeccionadas
pastilhas das amostras de NPs com KBr, e secas em estufa a 110 °C. Os espectros

foram obtidos no intervalo de 400-4000 cm™.
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4.5.5. Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (ZP ou Q)

As medidas do diametro hidrodinamico das NPOFe em dispersédo foram reali-
zadas por espalhamento dinamico de luz (DLS) em diferentes solventes: agua deioni-
zada, buffer fosfato (PBS) e agua de osmose reversa do aquario dos peixes (equili-
brada com sal marinho - Instant Ocean®). Para todas as analises de DLS, foi conside-
rada a medida com ponderacdo em distribuicdo por nimero e as medidas realizadas
a 25 °C. A estabilidade coloidal e os valores dos pontos isoelétricos das amostras
foram realizados, utilizando a técnica por mobilidade eletroforética (ME). As amostras
foram avaliadas em diferentes valores de pH. As analises foram realizadas com as
amostras numa concentracéo de 10 mmol.L? (relativo ao Fe), sendo o pH variado na
faixa de 2-12. Ambas as analises foram realizadas em um Zetasizer, modelo ZEN3600
— Malvern, localizado no Centro Interdisciplinar de Nanociéncias e Micro-Nanotecno-
logia — NanoPUC.

4.5.6. Relaxometria magnética nuclear (RN)

As medidas da taxa de relaxacdo magnética nuclear longitudinal (R1) e trans-
versal (R2) em 0,47 e 1,41 T foram realizados num relaxdmetro Minispec mq — Bruker,
da Universidade de Mons - Bélgica, durante o estagio de doutorado no exterior. As
taxas de relaxacao foram medidas em fungédo da concentracdo molar de Fe presente
nas NPs em 0,47 (20 MHz) e 1,41 T (60 MHz), a fim de calcular as relaxividades r1 e
rz, definida como a taxa de relaxacao dos protons de agua por 1 mM de solucao do

agente de contraste (Hz/mM ou mM1.s1),

4.5.7. Imagens por ressonancia magnética (MRI)

As medidas dos tempos de relaxacdo magnéticas T1 e T2 foram realizadas no
equipamento de ressonancia magnética, modelo 450 W gen - G&E, com campo de
1.5 T, localizado no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. A andlise foi realizada com o

phantom em uma bobina de cranio (head 24), utilizando sequéncias de fast spin eco
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(FSE). Para os mapas T1, foi empregado o modo de recuperacao de inversdo com
tempo TR de 3000 ms e Tl de 50, 70, 90, 110, 130, 150, 200, 400, 600, 800, 1000,
1300 ms, com quatro fatias em cada seringa e uma matriz de 512x512 pixels. Para os
mapas T2, foi usado um TR de 1000 ms e TE de 7.4, 10, 14, 18, 25, 35, 50, 75, 100,
150, 200, 250 ms, também numa matriz de 512x512 pixels.

As medidas de relaxometria de cada amostra foram feitas em solugdo das
NPOFe com concentracdes de Co/100; Co/200; Co/500; Co/1000 e Co/2000, na qual Co
€ a concentracdo da solucdo estoque das NPOFe. Cada amostra diluida foi colocada
em seringas plasticas de 3 mL e dispostas em um phantom cilindrico de espuma, com
quinze orificios, ao longo de sua borda e uma abertura central, no qual uma solucdo

controle de agua foi adicionada como referéncia, de acordo com a Figura 4.5.

Figura 4.5. Imagem do phantom no equipamento de MRI. As posi¢des das seringas com as NPs nas

cinco concentragdes estéo descritas de A1-A5 (Co/100-Co/2000), no sentido horario da mais concen-

trada. No centro estd como referéncia a agua (A). Imagem do equipamento de MRI com o phantom
instalado (B e C).

A partir destes dados, foram determinados os tempos de relaxagéo T1 e T2,
para as diferentes concentracfes de NPOFe, 0 que permite o céalculo da relaxividade

da disperséo.

4.58. Teor de ferro

A concentracgéo de ferro total foi medida por espectrofotometria na regiéo visivel

(UV-vis). Utilizou-se cubetas de plastico descartaveis, com caminho 6ptico de 10 mm.
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Foi preparada uma solucao estoque do padrao de ferro e, a partir deste padréo, nove
concentracdes diferentes foram preparadas (variando de 0,1 a 10 mg.mL!) para mon-
tar a curva de calibracdo. Para cada cubeta, adicionou-se 10 pL de cada solugao pa-
dréo, mais 10 pL de H202 e 980 uL de HCI 6 mol.L1. Para a leitura no espectrofoto-
metro, utilizou-se o comprimento de onda A = 410 nm.?°! Para a leitura de cada amos-
tra, fez-se 0 mesmo preparo realizado nos padrdes. As medidas de absorcao foram
obtidas no espectrofotbmetro UV-Vis modelo Lambda 35, fabricado pela Perkin Elmer,

localizado Centro Interdisciplinar de Nanociéncias e Micro-Nanotecnologia-NanoPUC.

A concentracao de ferro total foi também determinada medindo a taxa de rela-
xagao longitudinal R1 de acordo com o protocolo Henoumont e Boutry, num relaxo-
metro de 0,47 T da Minispec mqg-Bruker, da Universidade de Mons-Bélgica, durante o
estagio de doutorado no exterior.?12211 212 As amostras foram digeridas em micro-on-
das (Mega MLS-1200, Milestone) e o valor R1 das soluc¢des resultantes foi analisado
em 0,47 T, a 37 °C, o que permitiu a determinagéo da concentracao de ferro usando

a Equacao:

[Fe] = (Rlamostra - deiam)x0-0915i (4-2)

em que R1 é a taxa de relaxacdo diamagnética de agua (0,36 s*) e 0,0915 (mmol.L
1.s1) é ainclinacéo da curva de calibracéo.

4.5.9. Espectroscopia por fluorescéncia (FL)

Inicialmente, foram analisados os espectros de absor¢do e emissao das molé-
culas fluorescentes em diferentes solventes (etanol, acetato de etila, cloroférmio, ace-
tona, e buffer PBS). Os espectros de absor¢ao e emissdo em meio aquoso e no estado
soélido foram registados a temperatura ambiente e em 40 °C em um espectrofotdmetro
LS 55-Perkin Elmer. As amostras foram diluidas e medidas nos respectivos compri-
mentos de onda de absor¢gdo maxima e emissdo maxima. Os espectros foram obtidos
no intervalo de comprimento de onda de 300-600 nm, com comprimento de onda de

excitacao de 330 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo, inicialmente, serdo abordadas as caracteristicas estruturais e
morfolégicas das NPOFe sem revestimento (NPOFe-C e NPOFe-P). Em seguida, se-
rdo apresentados os resultados obtidos da caracterizagdo fisico-quimica e relaxivi-
dade magnética nuclear e propriedades fotofisicas das NPs magnetofluorescentes
das NPOFe com os revestimentos de dextrana (NPOFe-DX), de quitosana (NPOFe-
QS), de polietilenoglicol (NPOFe-PEG) e de polissilanos (NPOFe-T e NPOFe-P-SiOz).
Posteriormente, os resultados do estudo da interagdo do 6-OH-BTA-1 com os pepti-
deos beta-amiloide. E por fim, serdo apresentados 0s ensaios toxicologicos in vitro em
células VERO e in vivo com o peixe zebra.

5.1. Caracteristicas estruturais e morfolégicas das nanoparticulas de 6xido

de ferro sem revestimento

Como j& descrito no item 4.2.1, para a producao de NPOFe sem revestimento,
foram sintetizadas suspensdes aquosas seguindo dois métodos: por coprecipitacdo
alcalina e por poliol. As Figuras 5.1 e 5.2 apresentam as imagens de TEM das NPOFe
sintetizadas pelo método de coprecipitacdo (NPOFe-C) e poliol (NPOFe-P), respecti-
vamente. Para todas as imagens de TEM, foram realizadas medidas de EDS em re-
gides especificas da amostra para a confirmacdo dos elementos presentes. Em todas
as amostras, os espectros de EDS confirmaram a presenca do elemento ferro. Obser-

vou-se também o formato, preferencialmente, esférico das NPOFe.
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Figura 5.1. Imagens de TEM e a distribuicao de tamanho das NPOFe obtidas por coprecipitacéo
(NPOFe-C) sem (A e B) e com estabilizante de citrato (C e D).

As NPOFe-C apresentaram distribuicdo de tamanho médio de (7,9 £ 1,9) nm
para a amostra sem citrato (Figura 5.1A) e de (9,5 + 1,7) nm para amostra com citrato
(Figura 5.1C). A Figura 5.2 apresenta as imagens de TEM das NPOFe sintetizadas
por poliol (NPOFe-P).
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Figura 5.2. Imagens de TEM das NPOFe obtidas pela rota poliol (NPOFe-P) (A e B); a distribuigdo de
tamanho obtida por TEM (C).
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As NPOFe-P apresentaram distribuicdo de tamanho médio de (9,8 + 2,7) nm.
Nao houve diferengas significativas nos tamanhos médios das NPOFe obtidas pelos

dois métodos (Tabela 5.1).

Informacdes da estrutura cristalina e tamanho das NPOFe foram também obti-
das por XRD. A Figura 5.3 mostra uma comparacao entre os difratogramas de XRD
das NPOFe sem revestimento.

NPOFe-P

NPOFe-C com citrato

Intensidade (u.a.)

NPOFe-C sem citrato|

20 30 40 50 60 70 80
20 (Graus)

Figura 5.3. Difratograma de XRD das NPOFe-P e das NPOFe-C sem citrato e com citrato.

O padréao de difracdo das NPOFe-C e NPOFe-P mostrou picos distintos em 26
de, aproximadamente, 30,3 °, 35,6 °, 43,3 °, 53,8 °, 57,2 ° e 62.7 °, representando os
planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511), e (440), da estrutura cubica espi-
nélio inverso da magnetita (FesOa4), segundo a ficha cristalogréfica JCPDS, n°® 19-629.
Observou-se também que no difratograma da NPOFe-C ha trés picos referentes ao
cloreto de sodio (PDF n° 5-628 JCPDS), correspondente ao sal halita, com picos em
20 de aproximadamente 27,4°, 31,9° e 45,5°, proveniente provavelmente do sal rema-
nescente da sintese. O tamanho médio dos cristalitos foi calculado de acordo com a

Equacéo de Scherrer:
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D = (K.2)/(B cos(8)), (5.1)

na qual K € uma constante igual a 0,94, A € o comprimento de onda do raio X, B é a
largura a meia altura do pico e 6 é o angulo de Bragg correspondente ao pico. De
acordo com a largura do pico de maior intensidade (311), o tamanho do cristalito foi
de 10,9 nm para as NPOFe-C sem citrato, 10,1 nm para as NPOFe-C com citrato e
9,0 nm para as NPOFe-P (Tabela 5.1) com boa concordancia com os dados de TEM.

Os grupos quimicos presentes nas NPs podem ser identificados nos espectros

de absorcao na regido do infravermelho, apresentado na Figura 5.4.

T (%)

3425

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™)

Figura 5.4. Espectro de infravermelho das NPOFe-C (—) e NPOFe-P (—).

Os picos largos em torno de 3400 cm séo referentes as vibracdes de estira-
mento OH e os e picos em 1636 cm™ sdo referentes as deformacgées angulares do
grupo OH. Como ambas as sinteses das NPOFe sem revestimento foram realizadas
em meio aquoso, a supericie do 6xido de ferro permaneceu encoberta por grupos
hidroxi, por isso 0 aparecimento dessas duas bandas distintas. Os espectros mostram
picos de absorcdo em torno de 590-429 cm, atribuidos a deformacéo das ligacoes
Fe-O. De acordo com Ozkaya e Maity1213, a diferenca entre os picos das ligacoes

Fe-O podem ser devido as pequenas diferengas estruturais da magnetita e da mague-
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mita, regido pelo niumero de sitios octaédricos e tetraédricos. Os dois picos em,
aproximadamente, 2916 e 2842 cm, sdo atribuidos aos estiramentos de grupos C-H
assimétrico e simétrico, respectivamente, pertencentes aos grupos CH:z presentes nas
estruturas do dietilenoglicol, que pode ter ficado remanescente das lavagens e do ci-
trato. J& os picos em, aproximadamente, 1120 cm* sdo atribuidos a presenca da liga-
cdo C-O também presentes nas estruturas do dietilenoglicol e do citrato.

5.2. Propriedades coloidais e estabilidade das nanoparticulas de Oxido de

ferro sem revestimento

A Figura 5.5 apresenta a distribuicdo de tamanho médio (com ponderacao em

namero) obtidas por DLS das solu¢des aquosas das amostras NPOFe-C e NPOFe-P.
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Figura 5.5. Distribuicdo de tamanho por DLS das NPOFe-C (o) e NPOFe-P (o) em solugcéo aquosa.

As NPOFe-C apresentaram diametro hidrodinamico médio de 49,3 nm e as
NPOFe-P de 9,5 nm. A amostra NPOFe-C obteve o valor do didmetro hidrodinamico
meédio em solucédo aquosa consideravelmente maior do que o diametro obtido por TEM
(Tabela 5.1), demonstrando a sua menor estabilidade coloidal e maior tendéncia de

aglomeracao.
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Tabela 5.1. Tamanho médio obtida por TEM, DLS XRD e potencial zeta das NPOFe.

Diametro Diametro hidrodinamico
Potencial zeta
Amostras (nm) (nm) pHfina*
(mV)
TEM XRD DLS
NPOFe-C | 95+1,7 10,1 49,3+ 23 -41,4 8,4
NPOFe-P | 9,5+2,7 9,0 9,8+0,3 +46,6 5,0

* pHiinal relativo a solugdo de NPOFe numa concentragédo de Fe de 10 mmol.L? para medidas de ZP.

Os valores de potencial zeta (¢) obtidos para as NPOFe-C e NPOFe-P foram
de -41,4 mV e +46,6 mV, respectivamente. Nessas medidas o pH final das suspen-
s@es nao ficou igual devido a diferencas nos estabilizantes presentes e sua diluicdo
(Tabela 5.1). O valor do potencial zeta das NPOFe-C indica carga superficial negativa,
relacionadas a presenca de ions citrato adsorvidos na superficie das NPs, os quais
sdo constituidos por grupos aninicos carboxilatos (Figura 5.6).2** A adicdo de citrato
diminui possiveis efeitos de agregacéao, formando uma barreira repulsiva eletrostatica
ao redor das particulas.?'>216 O valor positivo potencial zeta das NPOFe-P indica
carga superficial positiva, pela presenca de contra-ions de nitrato, realizado pelas la-
vagens acidas. Essa carga positiva é caracterizada pelos grupos hidroxil protonados

em meio acido (pHtina=5,0) (Figura 5.6).2%7
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Figura 5.6. Esquema representando a NPOFe estabilizada com o contra-ion nitrato (A) e estabilizada

com ions citrato ions citrato (B).

A estabilidade das NPOFe sem revestimento dispersas em meio aquoso foi
avaliada pela mobilidade eletroforética. Utilizou-se para isso as medidas de potencial
zeta e de diametro hidrodindmico, variando o pH do meio. A Figura 5.7A apresenta a

titulacdo do potencial zeta das NPOFe com adi¢cdes de solucdo acida e basica. De
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acordo com a literatura, a estabilidade das NPOFe em meio aquoso é dada pela
repulsdo eletrostatica entre particulas carregadas e floculam em torno do ponto isoe-

létrico, estabelecido em torno de pH 7 para a magnetita e maguemita.?*

Os valores dos pontos isoelétricos (PI, valor de pH que representa carga elé-
trica liquida igual a zero) encontrados foram de 2,43 mV para a NPOFe-C com citrato,
6,31 mV para NPOFe-C sem citrato e 6,92 para NPOFe-P.
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Figura 5.7. Gréfico do potencial zeta em fung&o do pH das NPOFe-C com citrato (o) e sem citrato (m)

NPOFe-P (o) (A); diametros médios em funcéo do pH para as NPOFe-C com citrato (o) e NPOFe-P
(o) (B).

A adicdo dos ions citrato melhorou a estabilidade em meio aquoso das NPs,
em comparacdo com a NPOFe-C sem citrato. Observou-se também na Figura 5.7A
gue para a mostra NPOFe-C o PI foi deslocado da regido em torno de 6 para 3, uma
regido mais acida, confirmando a modificacdo da superficie da particula pelos ions
citrato. Observa-se também que os valores de potencial zeta em pH acima de 8 mos-

traram-se mais elevados, melhorando sua solubilidade nesta faixa de pH.

Comparando as amostras NPOFe-C e NPOFe-P, a estabilizacdo através de
lavagens em meio acido levou a uma melhora na distribuicdo de tamanho, apesar do

Pl da amostra NPOFe-P estar proximo da NPOFe-C sem citrato. O acido nitrico utili-
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zado nas lavagens contém o nitrato, considerado um contra-ion que estabiliza ele-
trostaticamente as NPs. De acordo com Bridot e colaboradores®?, essas lavagens con-

ferem melhor solubilidade das NPOFe em meio aquoso.

A Figura 5.7B apresenta o diametro hidrodindamico médio em funcéo das dife-
rentes faixas de pH. As NPOFe-C, na faixa de pH inferior a 5, apresentaram tamanho
médio muito grande, devido a repulsdo eletrostatica entre as particulas nao ter sido
suficiente para preservar a estabilidade coloidal da solucédo, levando a sua precipita-
cdo. O tamanho médio das particulas diminuiu na medida que aumentou o pH. O con-
trario foi observado em relacdo a NPOFe-P, as quais apresentaram uma distribuicdo
de tamanho mais estavel, na faixa de pH inferior a 5.

Na regido de valores de pH entre 6-8, que € ideal para aplicacdes bioldgicas,
as NPOFe sem revestimento ndo apresentaram boa estabilidade, reforcando a neces-

sidade de modificacdes na superficie para melhorar esse parametro.

A estabilidade temporal também foi avaliada. A Figura 5.8 apresenta o diametro
hidrodindmico médio, em solucdo aquosa, das NPOFe sem revestimento medidas du-
rante varios dias consecutivos. Observou-se uma maior oscilacdo nos diametros hi-
drodindmicos médios das NPOFe-C no decorrer do tempo, em comparagdo as
NPOFe-P. Ja para a NPOFe-P, observou-se pouca variacdo nos diametros hidrodina-

micos médios, ocorrendo mudancas so a partir do sétimo dia de medida.
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Figura 5.8. Diametro médio das NPOFe-C (o) e NPOFe-P (o) em solucdo aquosa durante 9 dias.
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5.3. Caracteristicas estruturais e morfolégicas das nanoparticulas de 6xido

de ferro com diferentes revestimentos

Diferentes rotas de sinteses foram realizadas para a confeccdo das NPOFe
com os revestimentos, conforme descrito no item 4.2. As Figuras 5.9 a 5.14 apresen-
tam as micrografias de TEM e as distribuicdes de tamanho médio das NPOFe com os
revestimentos de dextrana (NPOFe-DX), quitosana (NPOFe-QS), polietilenoglicol
NPOFe-PEG) e silica (NPOFe-T, NPOFe-P-SiO2, NPOFe-C-SiOz).

Pode ser observado nas imagens de TEM o formato aproximadamente esférico
das particulas. Os valores de tamanho médio de cada particula vistos no TEM estéo
dispostas na Tabela 5.2 e variaram de 6 a mais de 200 nm, dependendo do tipo de
revestimento. Naturalmente, os revestimentos organicos de baixo numero atdmico
nao sao claramente visiveis no TEM. Nas NPs com oOxido de silicio foi visivel e contri-
bui para o diametro total medido. Também foi medido o EDS em regibes especificas
da grade (grid), o que confirmou a presenca do elemento ferro (espectro de EDS nao

mostrado aqui).

50 T T T T

W NPOFe-DX

40k -

30 .

20 E

NuUmero de particulas (u.a.

0 1 1
3 8 13 18 23

Diametro da particula (nm)

Figura 5.9. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-DX.
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Figura 5.10. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-QS.
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Figura 5.11. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-T.
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Figura 5.12. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-PEG.
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Figura 5.13. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-P-SiOa.
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Figura 5.14. Micrografias de TEM (A e B) e histograma (C) representando a distribuicdo de tamanho
das NPOFe-C-SiO2.



Tabela 5.2. Diametro médio e valores de potencial zeta das NPOFe com diferentes revestimentos
obtidos por DLS, TEM e XRD.

Diametro Diametro hidrodindmico
AMostras (nm) (nm) Potencial zeta oHina*
(mV)
TEM XRD DLS
NPOFe-C 95+1,7 10,1 49,3 + 23 -41,4 8,4
NPOFe-P 9,5+ 2,7 9,0 9,8+0,3 +46,6 5,0
NPOFe-DX 59+1,7 5,2 220+14 +11,6 8,3
NPOFe-QS 11,7+ 3,1 9,1 23,3+3,6 +58,7 3,7
NPOFe-T 6,7+2,6 6,9 10,2+0,9 -37,0 7,7
NPOFe-PEG 95+25 7.4 13,8+0,1 -11,5 6,8
NPOFe-P-SiO2 | 29,5+4,6 - 359+1,7 -19,5 5,6
NPOFe-C-SiO; 226 + 22 - 207 + 18 -51,2 -

*pHtinal relativos a solugdo de NOFe numa concentragdo de Fe de 10 mmol.L! para medidas de ZP.

A analise por XRD confirmou a estrutura cristalina do 6xido de ferro em todas

as NPs com diferentes revestimentos, como pode ser visto nos difratogramas da Fi-

gura 5.15. O tamanho dos cristalitos também foi calculado de acordo com a equacédo
5.1 e foram de 5,2 nm para as NPOFe-DX, de 9,1 nm para as NPOFe-QS, de 6,9 nm
para as NPOFe-T e 7,4 nm para as NPOFe-PEG (Tabela 5.2). Para a NPOFe-P-SiOz,

a fase predominante foi a da silica amorfa, ja que essas NPs possuem uma camada

espessa de silica ao redor do nucleo de 6xido de ferro. Além do mais, o porta-amostra

utilizado na medida é composto por vidro, o que também influenciou nos difratogramas

de algumas NPs, aparecendo um pequeno sinal em angulos mais baixos (< 30 °).
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Figura 5.15. Difratograma de RX das NPOFe com os diferentes revestimentos.

Os espectros de absor¢éo na regidao do infravermelho e a tabela com as princi-
pais atribuigcdes obtidas para as NPOFe com diferentes revestimentos estdo descritos
na Tabela 5.3 e na Figura 5.16. Os picos em, aproximadamente, 3421-3394cm- estdo
presentes nos espectros de todas as amostras, e correspondem a bandas de absor-
céo do grupo hidroxila (OH) das estruturas dos diferentes revestimentos ligados a su-
perficie das particulas. Os grupos hidroxi estdo presentes nas estruturas dos polissa-
carideos (dextrana e quitosana), na estrutura das NPs de 6xido silicio, por sua super-
ficie ter terminacdes do tipo Si-OH, bem como nas NPs que possuem moléculas com
polietilenoglicol e o polissiloxano. Em seguida, as duas bandas de absorcao formando
dois picos consecutivos em 2919-2916 cm™, e também em 2855-2839 cm%, sdo atri-
buidos aos grupos metilénicos (CH2) presente nas estruturas dos diferentes revesti-
mentos, com excecdo da amostra NPOFe-P-SiO2. Os picos de bandas de absorgao
em torno de 600-488 cm sdo atribuidos a deformacéo das ligagées Fe-O. Os picos
descritos na regido de 1710 e 1725 cm sdo dos grupos carbonila (C=0) presentes
nas estruturas do polissiloxano, que estédo presentes nas amostras NPOFe-T. Os pi-
cos descritos em 1069 e 1066 cm™ sdo atribuidos ao modo de deformacgéo do anel a-
glucopiranose dos polissacarideos. As bandas de absorcdo caracteristicas de liga-
coes Si-O-Si aparecem em frequéncias proximas de 1098 cm nas amostras NPOFe-
P-SiO2 e NPOFe-C-SiO2 (ndo apresentado na Figura 5.16), 1984 cm™ na amostra
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NPOFe-PEG e 1111 cm™ na amostra NPOFe-T. Os picos em 953 e 949 cm™ sédo
referentes a vibracdes de ligacdes Si-OH das amostras NPOFe-P-SiO2, e NPOFe-T,
respectivamente, enquanto que para a amostra NPOFe-PEG esta deslocado para 797
cmt. As NPOFe-DX e NPOFe-QS (que passaram por um processo de aminagéo), tém
a presenca de grupos amino (NHz), em torno de 1630-1640 cm™. O pico de absorgéo
em 1630 cm™ pela presenca de grupos amina primaria e pico em 1540-1553 cm™ é
devido a presenca de grupo amida, observado na amostra NPOFe-PEG (devido a
reacdo dos grupos amina da molécula amino-PEG com os grupos carboxilas do
TEPSA) e nas amostras NPOFe-QS.

Tabela 5.3. Posi¢Ges das bandas e atribuicbes dos espectros FTIR das NPOFe com diferentes reves-

timentos.
AtribuicGes
Amostras Numero de onda (cm™)
OH CH:2 Fe-O | C=0 | Si-O-Si/Si-OH | C-H N-H | N-C=0
NPOFe-DX 3394 | 2920/ 2855 | 587 - - 1066 | 1634 -
NPOFe-QS 3403 | 2920/2839 | 600 - - 1069 | 1630 | 1553

NPOFe-T 3412 | 2916/2848 | 636 | 1710 1111/949 - - -

NPOFe-PEG 3417 | 2916/2851 | 636 - - 1084 | 1639 | 1540

NPOFe-P-SiO, | 3421 - 466 - 1098 /953 - - -
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Figura 5.16. Espectro de infravermelho das NPOFe com os diferentes revestimentos.
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5.4. Propriedades coloidais e estabilidade das nanoparticulas de Oxido de

ferro com os diferentes revestimentos

O gréfico da Figura 5.17 apresenta a distribuicdo de tamanho (com ponderacao

em numero) obtido por DLS das solu¢des aquosas das NPOFe com os diferentes

revestimentos. Os valores dos diametros hidrodindmicos médios obtidos foram de
22,0 nm para as NPOFe-DX, de 23,3 nm para as NPOFe-QS, de 10,2 nm para as
NPOFe-T, de 13,8 nm para as NPOFe-PEG, 35,9 nm para as NPFe-P-SiO: e de 207,2



101

nm para NPOFe-C-SiO2. As NPOFe-C-SiO2 apresentaram uma baixa solubilidade
em agua e distribuicdo de tamanho larga.
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Figura 5.17. Distribuicdo de tamanho por DLS das NPOFe-DX (m), NPOFe-CS (o), NPOFe-T (e),
NPOFe-PEG (z), NPOFe-P-SiO2 (4) e NPOFe-C-SiO2 (©) em solugéo aquosa, T= 25°C, nos pHrinais
(Tabela 5.2).

Os valores de potencial zeta obtidos pela analise de mobilidade eletroforética
diferiram entre si, de acordo com o tipo de revestimentos. Observou-se para as
NPOFe-DX um potencial zeta de +11,6, possivelmente devido a presenca de grupos
NHs* na superficie da dextrana apds processo de aminagdo. Trabalhos ja realizados
em nosso grupo (anexo 1; artigo 4) mostraram diferencas no potencial zeta das NPs
revestidas com dextrana pela presenca ou néo das etapas de reticulacéo e aminacao.
Ha um deslocamento do potencial zeta para valores negativos ({= -6,38 mV) na au-
séncia da etapa de reticulacdo e aminacdo. Observou-se também, através de andlises
térmicas, que a reticulacao deslocou a temperatura inicial de degradacdo da dextrana
para temperaturas mais altas (AT ~ 40 °C), resultando entdo numa estrutura mais re-
sistente a variacdes de temperatura. E também observado carga superficial positiva
para as NPOFe-QS (= +58,7 mV), pela quitosana apresentar grupos amino em sua
estrutura, em pH acido.®® Para as NPOFe-T o sinal negativo foi observado devido a
presenca da camada carboxilada do polissiloxano ({= -37,0 mV).%? Para as NPOFe-
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PEG, NPOFe-C-SiO2 e NPOFe-P-SiO2, o sinal de carga negativo é devido a pre-
senca de grupos hidroxilas na superficie das NPs.62:65

A Figura 5.18A apresenta o gréafico da titulagéo do potencial zeta das particulas
com diferentes revestimentos em funcdo do pH, com adi¢cdes de solucdo acida ou
bésica e a Tabela 5.4 apresenta as medidas de potencial zeta e didmetro hidrodina-
mico das particulas em pH=7 e seus respectivos pontos isoelétricos (PI).
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Figura 5.18. Grafico da titulacdo do potencial zeta das NPOFe-DX (m), NPOFe-QS (o), NPOFe-T (¢),
NPOFe-PEG (Z), NPOFe-P-SiO: (+) em funcéo do pH. (A); e acompanhamento da distribuicéo de ta-

manho em fun¢éo do pH (B).

De acordo com a literatura, quanto maior for o valor do potencial zeta, melhor
é a estabilidade das NPs.?1821° Observa-se que a partir de pH ~ 6, o diametro hidrodi-
namico das NPOFe com revestimentos nao foi alterado de maneira expressiva, bem
como os valores dos diametros hidrodindmicos médio em pH neutro (pH=7) (Tabela
5.4), ndo havendo muitas diferencas, com excecdo da amostra NPOFe-QS. Nas dis-
persdes NPOFe-QS, quando o pH da amostra estd em ~7, gera um enorme aumento
no didmetro hidrodindmico médio. Observou-se que as NPOFe-QS se tornam mais
estaveis em valores de pH baixo. Nessa faixa de pH o grupamento amino estar proto-

nado, dando maior estabilidade para a molécula.??°
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Tabela 5.4. Tabela com os valores de potencial zeta e didmetro hidrodinAmico médio em pH=7,
pHiina € Seus pontos isoelétricos.

Potencial Diametro | Potencial . Ponto isoelé-
Amostras zeta (nm)* zeta (nDnl]?r?peS:On P Hfinar+ trico (P1)
(mV)* pH=7

NPOFe-C -41,4 49,3 -44,0 70,0 8,4 2,43
NPOFe-P +46,6 9,5 -1,61 112,7 5,0 6,92
NPOFe-DX +11,6 22,0 +17,20 21,1 8,3 10,1
NPOFe-QS +58,7 23,3 +7,18 112,0 3,71 7,33
NPOFe-T -37,0 10,2 -43,8 11,5 7,7 3,02
NPOFe-PEG -11,5 13,8 -6,77 12,3 6,8 5,62
NPOFe-P-SiO; -19,5 35,9 -24,6 35,7 5,6 5,62

*pHtinal relativos a solugdo de NPOFe numa concentracdo de Fe de 10 mmol.L1.

A Tabela 5.5 mostra os valores do diametro hidrodindmico médio das NPOFe
com os diferentes revestimentos em solu¢éo de 4gua ultrapura (Milli-Q), de buffer PBS
e de 4gua do sistema (osmose reversa equilibrada com sal marinho-Instant Ocean®
utilizada na exposicéo das particulas ao peixe zebra). Isso permite uma comparacao
da estabilidade das particulas em meios normalmente utilizados em estudos biol6gi-

Ccos.

Tabela 5.5. Diametro hidrodinamico e condutividade elétrica das NPOFe com os diferentes revesti-
mentos em H20, PBS e agua do sistema.

H20 PBS H20 do sistema

Amostras Diametro | Cond. elétrica | Diametro | Cond. elétrica | Diametro | Cond.elétrica

(nm) (mS/cm) (nm) (mS/cm) (nm) (mS/cm)

NPOFe-DX 22,0 0,0262 20,8 2,08 17,2 0,358
NPOFe-QS 23,3 0,0442 65,8 1,88 28,8 0,432
NPOFe-T 10,2 0,0119 111 1,99 11,4 0,320
NPOFe-PEG 13,8 0,0265 18,1 2,17 15,6 0,322
NPOFe-P-SiO; 35,9 0,0369 32,4 2,17 48,2 0,315
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Observaram-se apenas pequenas diferencas nos diametros hidrodinamicos
das NPs nos diferentes meios aquosos nos casos das NPOFe-DX, NPOFe-T e
NPOFe-PEG. As NPOFe-QS foram a mais sensivel a salinidade com mudancas de

guase um fator 3 no diametro em PBS quando comparada com agua ultrapura (Milli-
Q).

A Figura 5.19A apresenta o didmetro hidrodindmico médio, em solu¢édo aquosa,
das NPOFe-DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG medidas durante dias consecutivos. Obser-
varam-se apenas pequenas oscilacdes nos diametros hidrodinamicos médios das par-
ticulas, sem uma tendéncia clara de aumento com o tempo. Em termos de compara-
cdo da estabilidade das NPs para um periodo de 24 h, a Figura 5.20B apresenta uma
comparacao do diametro médio das NPOFe-C com as NPOFe-DX realizada em tra-
balhos paralelos.1% Observou-se estabilidade das NPs a partir do tempo de 12 h ho-

ras.
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Figura 5.19. Diametro médio das NPOFe-DX (o), NPOFe-T (o) e NPOFe-PEG (4) em solucao aguosa
medidas durante 10 dias (A). Comparac¢do do didmetro médio das NPOFe-C e NPOFe-DX durante
24h.

5.5. Propriedades magnéticas

5.5.1. Curvas de magnetizacao

As propriedades magnéticas das NPOFe antes e ap0s o0s revestimentos foram
avaliadas por VSM. A curva de magnetizacdo (M) em funcdo do campo magnético
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externo (H), na temperatura ambiente, é apresentada na Figura 5.20 e os respec-

tivos valores de magnetizacao de saturacao (Ms). Os valores estdo descritos na Ta-
bela 5.6. As NPOFe sem revestimento apresentaram valores de magnetizacéo de sa-
turacdo de 61,8 e 38,1 emu/g para NPOFe-C e NPOFe-P, respectivamente, e para
comparacao, o valor da magnetizacéo de saturacédo de uma NPOFe sem revestimento
comercial (NPOFe-Padrao) foi de 75 emu/g. Os valores de magnetizacdo de satura-
cao das NPOFe sem revestimento sao inferiores em relagcdo a magnetita bulk (100-85
emu/g)8. As curvas de magnetizacdo das NPOFe sem revestimento ndo mostraram
magnetizacdo residual em campo magnético externo, nem histerese, resposta mag-

nética caracteristica de comportamento superparamagnético.
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Figura 5.20. Curvas de magnetizacdo em funcdo do campo magnético a temperatura ambiente das
NPOFe puras (NPOFe-C, NPOFe-P e NPOFe Padréo) (A). Curvas de magnetizacdo em fungéo do
campo magnético a temperatura ambiente das NPs com diferentes revestimentos (B).

As NPOFe com os diferentes revestimentos também mostraram comporta-
mento superparamagneético, indicando que as propriedades magnéticas das NPs se
conservaram mesmo apos as etapas de modificacdo de superficie, mas com valores
de magnetizacdo de saturacao inferior as NPOFe sem revestimento. Esse resultado
€ esperado, pois a magnetizacdo de saturacdo € medida por unidade de peso da
amostra, ndo de ferro, e leva-se em consideracao a presenca de componentes nao

magnéticos (camada diamagnética) na superficie do nucleo de éxido de ferro.
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Tabela 5.6. Valores de magnetizacé@o de saturadas das NPOFe sem e com os diferentes revesti-

mentos.

Amostras MagnEtiza(Gec'?rl:])uc;ge)saturagao

NPOFe-Padréo 75,0

NPOFe-C 61,8

NPOFe-P 38,1

NPOFe-DX 7.04

NPOFe-QS 36,4

NPOFe-T 39,5

NPOFe-PEG 33,8

NPOFe-P-SiO, 381

5.5.2. Relaxividade magnética nuclear

Para investigar a eficiéncia das NPOFe como agentes de contraste, as relaxi-
vidades r1 e r2 (taxas de relaxacdo R2=1/T2 e R1=1/T1 por concentragdo de Fe em
mM (mmol.Lt) em dispersdes aquosas com as NPs foram medidas em campos mag-
néticos de 0,47 e 1,47 T (equivalentes a frequéncias de ressonancia de 20 e 60 MHz),
usando um relaxdmetro. As medicdes de relaxacdo magnética nuclear das NPs tam-
bém foram realizadas num equipamento de MRI clinico de 1,5 T (equivalente a fre-
guéncia de 61,22 MHz). Um conjunto de imagens utilizando sequéncias de fast spin
eco, com bobinas receptoras de cabeca foram realizadas para se obter os mapas de
T1 e de T2 das regides de interesse (metodologia descrita no item 4.5.7). Um tempo
de eco efetivo (TE) variavel foi usado para obter curvas de relaxagéo T2 e de imagens
de recuperacao de inversao rapida com diferentes valores de tempo para inversao (TI)

para obter os valores de T1.

As medidas foram realizadas em temperatura de 37 °C no relaxdmetro e tem-
peratura ambiente no equipamento de MRI. As relaxividades obtidas estdo apresen-

tadas na Tabela 5.7.
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Uma imagem tipica de MRI de uma fatia com seringas com suspensfes em
cinco concentracoes diferentes de ferro para trés NPs esta ilustrado na Figura 5.21.
Observa-se diferenca no contraste pelo nivel de cinza, sendo que com o0 aumento de

concentracdo de NPs a intensidade de sinal decai mais rapidamente.

Figura 5.21. Imagem de ressonancia magnética (FSE com TR = 1000 ms e TE = 7,4 ms) do phantom
mostrando disperséo de trés NPs em diferentes concentracdes (A) e ilustracdo do phantom com a lo-
calizacéo das NPs; A1-A5 sdo NPOFe-DX, B1-B5 sdo as NPOFe-T, séo as C1-C5 NPOFe-PEG).

As Figuras. 5.22 a 5.26 mostram curvas de intensidade de sinal S(t) como uma
funcdo de TE e Tl para as diferentes NPs. Os tempos de relaxagdo T2 foram extraidos
ajustando a equacéo do sinal em funcao de TE, e os tempos de recuperacéo T1 foram
obtidos ajustando a curva da intensidade do sinal em uma funcgéo de TI, utilizando as

equacodes 3.5 e 3.6. Esse procedimento foi repetido para cada concentracao.
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Figura 5.22. Intensidade do pixel em funcdo de Tl efetivo (A) e TE (B) para solu¢cdes aquosas com di-

ferentes concentracdes de NPOFe-DX.
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Figura 5.23. Intensidade do pixel em funcdo de Tl efetivo (A) e TE (B) para solu¢des aquosas com di-

ferentes concentracbes de NPOFe-QS.
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Figura 5.24. Intensidade do pixel em funcdo de Tl efetivo (A) e TE (B) para solu¢des aquosas com di-

ferentes concentragbes de NPOFe-T.
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Figura 5.25. Intensidade do pixel em funcdo de Tl efetivo (A) e TE (B) para solu¢cdes aquosas com di-
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Figura 5.26. Intensidade do pixel em funcdo de Tl efetivo (A) e TE (B) para solu¢cdes aquosas com di-

ferentes concentracdes de NPOFe-P-SiO:.

Os resultados dos ajustes séo apresentados em fungéo da concentragao (Fi-

gura 5.27) na forma das taxas de relaxacéo correspondentes R1=1/T1 e R2=1/T2. A

declividade das retas nos graficos das Figuras 5.27 representa a relaxividade r1 ou rz,

as quais sao resumidas na Tabela 5.7.

—®— NPOFe-Dx - R°=0,99499

A 40 ~ " NPOFe.Qs - R*=0.99968
1
~#— NPOFe-T - R’=0,99957 *
- -A- - NPOFe-PEG - R?=0,99556 V4 d
** ¥ - NPOFe-P-Si0, - R*=0,99295 s
30 | g
7/
s
_ ’
N 7
L a0} ’
= s
o
10
0 : , '
0 0,5 1 1.5
Concentracso Fe (mM)

—

R2 (Hz

180

144

108

72

36

| ¥ - NPOFe-P-SI0, R*=0,92954 *

—®— NPOFe-Dx - R’=0,99593
- NPOFe-QS - R®=0,99852
~#— NPOFe-T - R’=0,0,99925

- -A-- NPOFe-PEG - R?=0,0915

0,5 1

1,5 2
Concentracédo de Fe (mM)

Figura 5.27. Taxas de relaxacdo R1 (A) e R2 (B) em funcdo da concentracdo de ferro para as
NPOFe-DX, NPOFe-QS, NPOFe-T, NPOFe-PEG e NPOFe-P-SiOa.
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Tabela 5.7. Valores de relaxividade das solu¢des aquosas das NPOFe em 20, 60 MHz e 61,22
MHz.

Amostras 20MHz-047T 60MHz -147T 61,22 MHz - 1,5 T- MRI Clinico
ry r rafry ry r rafry r ra2 ralry
NPOFe-C 31,4 194,2 | 6,29 12,9 2714 | 20,9 47,8 148,1 3,13
NPOFe-P 42,5 82 1,93 21,1 91,42 | 4,32 - - -
NPOFe-DX 33,4 63,6 1,9 16,3 68,4 4,18 11,4 60,2 53
NPOFe-QS 48 242,1 | 5,04 17,51 2546 | 14,5 19,8 343,3 17,3
NPOFe-T 38,08 77,7 2,04 18,39 76,6 4,18 19,94 80,4 4,03
NPOFe-PEG 27,2 60,2 2,21 12,6 64,3 5,09 12,10 67,1 5,54
NPOFe-P-SiO, 6,33 69,8 11,0 2,07 70,5 34,1 1,16 65,3 56,3

As NPOFe sem revestimentos apresentaram valores maiores de relaxividades,
0 que podem ser relacionados a aproximacao de moléculas de 4gua ao ndcleo mag-
nético, acelerando o tempo de relaxacdo magnética dos protons da agua. Outro fator
€ a maior instabilidade coloidal dessas particulas, que se agregam mais facilmente e,
consequentemente sua magnetizacdo também aumenta, aumentando as taxas de re-

laxacéo.??t

As NPOFe com os diferentes revestimentos apresentaram valores de relaxivi-
dades em geral menores do que as NPs sem revestimentos. Porém, se observou nas
NPOFe-QS um grande aumento nas relaxividades, possivelmente também devido a
efeitos de agregacédo. As NPOFe-DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG néo apresentaram di-
ferencas signiticativas nos valores de relaxividade e os valores de r2 variaram de ~ 64-
76 mM1.sle os valores de r1 foram semelhantes (~ 12 a 18 mM=.s?), possivelmente
devido caracteristicas fisico-quimica similares (tamanho do ndcleo magnético, diame-
tro hidrodindmico). As NPOFe-P-SiO2 apresentaram valores de relaxividade rz simila-
res as demais NPs com revestimento, porém valores de relaxividade ri diferentes (2,1
mM-1.s1). Isso ocorre provavelmente devido ao revestimento de silica ser mais denso,
0 que leva um menor acesso dos prétons das moléculas de agua ao nucleo magné-
tico.??2 Os resultados das relaxividades analisados por dois métodos diferentes, com
campos magnéticos similares (relaxdémetro de 1,47 T e MRI clinico de 1,5 T), apre-

sentaram valores proximos.
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A eficiéncia de um agente de contraste para MRI é avaliado de acordo com

o valor das relaxividades ri1 e rz2. Ja a raz@o entre a relaxividade transversal e longitu-
dinal (r2/r1) € um parametro de definicdo que indica se o material pode ser utilizado
como um agente de contraste positivo ou negativo. Os agentes de contraste denomi-
nados positivos possuem relaxividade r2/r1 com valores baixos (~ 1). Os agentes de
contraste denominados negativos, tem r2/r1 > 1. A relagéo entre as relaxividades r2/r1
encontradas para as NPOFe com os diferentes revestimentos, medidos em frequén-
cias diferentes, sdo descritas na Tabela 5.7. Como esperado, os valores de relaxivi-
dade r2 para todas as NPs foram predominantemente maiores do que r1, caracteristico
de agentes de contraste tipo T2 ou negativo. A raz&o das relaxividades rz/r1 obtidas
para as NPOFe-DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG foram menores que 10, dentro do inter-
valo tipico de agentes de contraste de 6xido de ferro ultra-pequenos (USPIONSs), com
excecdo das NPOFe-QS e NPOFe-P-SiO2 devido, respectivamente, a sua instabili-
dade e ao pouco sinal magnético apresentado.

No geral, os valores de relaxividades das NPs sintetizadas nesse trabalho sédo
préximas aos encontrados para agentes de contraste de 6xido de ferro comercial-

mente disponiveis.?4204.223

5.6. Propriedades fotofisicas das nanoparticulas magnetofluorescentes

As NPOFe-C-SiO2 foram acopladas as moléculas 2’0OH-BTA-Si, um derivado
do hidroxibenzotiazol que fluoresce com mecanismo por ESIPT. Inicialmente, utilizou-
se essa estratégia de sintese para testarmos a possibilidade de acoplamento do 2'OH-
BTA-Si as NPs, ja que ambas moléculas fluorescentes possuem estruturas quimicas
similares (Figura 4.1). Portanto, foi estudado o comportamento fotofisico da molécula
2’0OH-BTA-SI, na presenca de NPOFe nao revestidas (NPOFe-C) quando em solucéo,
e posteriormente seu comportamento quando ligada as NPs revestidas com silica
(NPOFe-C-SiOz).

A molécula 2°0OH-BTA-Si possui terminacao trietoxissilano que reage direta-

mente com 0s grupos silanois da silica, formando ligagdes covalentes (Figura 5.28)



Sllanization

0-H
—sifo-H
-H

Bunaqgel
19H

&
=N

112

Figura 5.28. Esquema representativo das etapas do processo de sintese das NPOFe-P-SiO2-BTA-Si
(adaptado da ref. 130).

A fim de investigar como as NPOFe afetam o comportamento fotofisico do

2’0OH-BTA-SI, foram realizadas medidas de absorcdo e emissdo do corante na pre-

senga de dois solventes: cloroférmio e etanol, que favorecem a emissédo de ceto e

enol, respectivamente. Em cada medida, foram adicionadas sucessivas aliquitoas de

NPOFe-C, em diferentes concentracdes de Fe. Os respectivos espectros estdo apre-

sentados na Figura 5.29 e Figura 5.30.
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Figura 5.29. Espectro de absorcao (A) e emissao (B) do 220OH-BTA-Si a 1x10* M em etanol apos adi-

¢Oes sucessiva de NPOFe-C nas concentragfes de 0 a 1,8 mM. Insercéo do gréafico: grafico de Stern-

Volmer Fo/F versus concentracdo de Fe (R? = 0,9987) monitorado no maximo de emisséo enol (A=440

nm).
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Figura 5.30. Espectro de absorcéo (A) e emisséo (B) do 2’0OH-BTA-Si a 1x10* M em cloroférmio apos
adicoes sucessiva de NPOFe-C nas concentracdes de 0-7,2x10* M. Insercéo do grafico: grafico de
Stern-Volmer Fo/F versus concentracdo de Fe (R? = 0,9943) monitorada no maximo emisséo de ceto
(A=550 nm).

Os espectros de absorcao do 2’0OH-BTA-Si apresentaram comportamentos di-
ferentes nos dois solventes. Em etanol, houve um aumento gradual na absorbanca na
medida que foram adicionadas as aliquotas da NPOFe-C, mas para o cloroformio a
absorbancia permaneceu basicamente inalterada. Isto é indicativo de que o etanol
promove uma interacao eletrénica mais forte entre as moléculas do corante e as NPs,
do que o proprio cloroférmio. Observou-se também que a forma e a posicéo das ban-
das de absorcao dos espectros ndo mostraram mudancas significativas na presenca
das NPs.

Os espectros de emisséo de do 2’0OH-BTA-Si em etanol e cloroférmio apresen-
taram duas bandas distintas: uma em 440 nm relacionada a emisséo enol e outra em
550 nm relacionada ao tautdmero ceto. A intensidade relativa de cada banda variou
com o solvente, sendo no solvente cloroformio a banda ESIPT em 550 nm foi mais
intensa, com deslocamento de Stokes de 197 nm, enquanto que em solvente etanol a
banda foi menos intensa com deslocamento de Stokes de 80 nm. O aumento da con-
centracdo de NPOFe-C na solugéo de 2’0OH-BTA-Si, levou a uma progressiva diminui-
cao da fluorescéncia enol e ceto, ocorrendo quenching (anulagcéo de fluorescéncia).
As constantes de Stern-Volmer para analisar os dados de quenching do 2’0OH-BTA-Si

na presenca das NPOFe-C, de acordo com a equacédo Equacéo 5.2:
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Fo/F =1+ Kgy[Q] (5.2)

na qual Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia do corante na auséncia e na
quencher (NPs), respectivamente, Ksyv € a constante de Stern-Volmer e [Q] sdo as
concentracbes do quencher. Os graficos de Stern-Volmer (inser¢cdo no grafico das
Figura 5.29 e 5.30) obtidas para os dois solventes s&o linearmente dependentes da
concentracdo de NPs, com um coeficiente de correlagdo quase igual & unidade. Esses
resultados, de acordo também com os dados dos espectros de absor¢ao, indicam que
o quenching de fluorescéncia do 2’OH-BTA-Si ocorre praticamente por desativacéo
colisional. As constantes de quenching encontradas foram: 446,5 M1 e 1160,4 M1 em
etanol e cloroférmio, respectivamente. Contudo, a emissdo ceto € mais afetada pela
presenca das NPOFe do que seu tautdmero enol. Para confirmacédo de que o meca-
nismo ocorre por desativacao colisional, foi realizada a mesma medida de emissao de
fluorescéncia anteriormente em etanol, porém a 40 °C, ja que o quenching estético e
dindmico podem ser distinguidos por suas dependéncias com a temperatura (Figura
5.31).
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Figura 5.31. Espectro emisséo de fluorescéncia do 2’0OH-BTA-Si a 1x10“* M em etanol apds adi¢bes
sucessiva de NPOFe-C nas concentra¢gdes de 0-1,8 mM, medidos a 40 °C. Insercao do grafico: gra-
fico de Stern-Volmer Fo/F versus concentracéo de Fe (R? = 0,9938) monitorado no maximo de emis-

sdo enol (A=440 nm).
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O grafico Fo/F versus a concentragdo da NPs resultou numa linearidade com
inclinagdo da reta igual a 568 M. O aquecimento da solugdo levou ao aumento da

constante quenching, conforme esperado para o0 mecanismo de quenching dinamico.

Embora a presenca das NPOFe provoque quenching tanto para os tautdbmeros
enol e ceto, a construcdo de uma NPs com uma estrutura do tipo core-shell pode
conservar o processo ESIPT, isolando a nucleo magnético do proprio corante, for-
mando o sistema NPOFe-C-Si-2’0OH-BTA. A Figura 5.32 apresenta o espectro de

emissao de fluorescéncia no estado sélido.

A

B NPOFe-C-Si-2’0OH-BTA
2'0H-BTA-SI

~—fll— NPOFe-C-SiOz

Fluorescéncia normalizada (u.a.)

T L 1 i " L L
450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.32. Espectro de fluorescéncia de estado sélido do 2’0OH-BTA-Si, NPOFe-C-SiO2 e NPOFe-C-
Si-2’0OH-BTA (Aexc=353 nm) (A). Imagem das NPOFe-C-SiO2 e NPOFe-C-Si-2’0OH-BTA exposto a luz
ultravioleta (B).

O corante acoplado as NPs apresentou apenas uma banda de emisséo de flu-
orescéncia em 550 nm, atribuida a mesma emisséo do tautdmero ceto observado para
0 2’0OH-BTA-Si sélido. A propriedade Optica do corante é quase inalterada apos a for-
macao da NPs core-shell, também observado pela imagem de fluorescéncia da Figura
5.32B, onde aparece a NPs solida emitindo na cor amarela. O revestimento de silica
atuou como uma camada protetora contra o quenching de fluorescéncia, evitando in-
teragdes colisionais entre o corante e os NPOFe. Mais detalhes podem ser vistos no
artigo no anexo 1. As propriedades fotofisicas de moléculas que fluorescem por ESIPT
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tem sido pouco estudado em ambientes magnéticos, e a partir desses resultados
obteve-se um artigo, na qual aqui foi apenas descrito a parte de propriedades fotofisi-

cas.130

Ja o acoplamento da molécula 6-OH-BTA-1 as NPOFe foi realizado apenas nos
sistemas NPOFe-T e NPOFe-C-SiO2. A molécula 6-OH-BTA-1 néo fluoresce por me-
canismos ESIPT. A Figura 5.33 apresenta os espectros de emisséo das NPOFe-T e
NPOFe-C-SiO2 acopladas as moléculas 6-OH-BTA-1 e 6-OH-BTA-Si, respectiva-

mente.
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Figura 5.33. Espectros de fluorescéncia das moléculas 6-OH-BTA-1, NPOFe-T e NPOFe-T-BTA em
solucéo aquosa (A). Espectros de fluorescéncia no estado sélido das moléculas puras de 6-OH-BTA-
1, da NPOFe-C-SiO2 e NPOFe-C-SiO2-BTA-1. (B)

Observa-se que o corante acoplado as NPs apresentou banda de emisséo de
fluorescéncia em 430 nm para as NPOFe-T-BTA, com um pequeno deslocamento
comprimentos de onda maior (deslocamento batocrdmico), na regido do vermelho de-
vido a polaridade do solvente. Para as NPOFe-C-SiO2-BTA-1 apresentou banda de
emissdo em 448 nm. Ambas NPs apresentaram valores proximos ao de emissado do
corante puro. Esses dados confirmam o acoplamento do corante 6-OH-BTA as duas

NPs.
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5.7. Estudo dainteracdo do 6-OH-BTA-1 com os peptideos beta-amiloide

A Figura 5.34 mostra os espectros de absorcédo e de emissao de fluorescéncia

para o 6-OH-BTA-1 em solventes de diferentes polaridades.

Acetona
= 2. <. — —Acetato dr_e etila - / i - _ﬁg;;?;de etila
2 RO\ \ -(E):Z:]c:‘vﬁrmlo att A A\ Y Cloroférmio
NEfsd s s S N g if /AN — - - Etanol
= T il / AR ----PBS
E £ 1 / I. ¥ ‘\\‘\
S S ifye W\ A
= £ Wil AN
o © ] ¥ NN
8 g H AN 1
«9 «D 11 \ ‘
2 Q i LAY
‘9 \ o i YA R
N_ i i - \ "
g -\ . \ 5 l" " A \ ™,
. [TH A N 0
AN, ! ,/ NN gl
1 1 |\\::N""" Y- 1 1 \ka‘?'-::-aan. LRl
275 300 325 350 375 400 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 5.34. Espectros de absorcao e de emissao de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1 com 2,75 pmol.L?

em diferentes solventes.

A fluorescéncia intrinseca da molécula 6-OH-BTA-1 resulta de consideravel
conjugacao-r estendida sobre toda a estrutura molecular. A presenca de um grupo
amino perturba a distribuicdo das cargas no estado excitado (LUMO) de forma que a

transicdo (r, ©*) tem um carater de transferéncia de carga.??4225226

<, M = = N = 4
“: ] } ;_;:1 ._.-}:' NH; = L “E ﬂ]: } -E\-' .-'i} MNH4
HO" ™~ "8 HO™ ™~ 8§ %
6-0OH-BTA-1 6-0H-BETA-1 protonado

Figura 5.35. Estrutura do 6-OH-BTA-1 protonado.

Como observado em composto similares, o comprimento de onda maximo de
absorcdo do 6-OH-BTA-1 é deslocado para o vermelho (deslocamento batocrémico)
com o aumento da polaridade do solvente. Na presenca do tampao PBS, ocorreu um
deslocamento para o azul (deslocamento hipsocrémico), devido as fortes interagfes

de hidrogénio intermoleculares com a agua. Da mesma forma que 0s espectros de
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absorcdo, o comprimento de onda do maximo de emisséo sofre um deslocamento

batocrémico, quando a constante dielétrica do solvente é maior, com exce¢éo do tam-
pao PBS (Tabela 5.9). No tampé&o PBS apresentou um ombro em 460 nm no espectro
de emissao, provavelmente devido a formacao de espécies monocatibnicas protona-

das no grupo amino (—NHz") (Figura 5.35).2%7

Tabela 5.8. Comprimentos de onda dos valores maximos de absorcao e emissédo de fluorescéncia do
6-OH-BTA-1 em diferentes solventes.

Solvente EtOH (CHs).CO AcOEt CHCI3 Tampdéo PBS
Constante dielétrica 24 21 6 4,8 80

Aags (hm) 342 342 337 333 330

Ar (NM) 421 405 395 395 415 (460)

Os espectros de fluorescéncia em funcao da concentracédo de 6-OH-BTA-1 es-
tdo representados na Figura 5.36, juntamente com os graficos de dependéncia da
fluorescéncia com a concentracdo do 6-OH-BTA-1 na presenca dos peptideos ami-
loide na forma de mondmero, oligbmero e placa. Observou-se que a emissao de fluo-
rescéncia do 6-OH-BTA-1 mantém uma relacéo linear com a concentracao na faixa
estudada (50-1000 nmol.L ). Na presenca dos peptideos amiloide, a titulacdo do 6-
OH-BTA-1 também manteve uma relacao linear, porém essa relacado foi diferente de-
pendendo da forma estrutural do peptideo. A forma estrutural monomérica apresentou
um comportamento semelhante ao 6-OH-BTA-1, mantendo a linearidade até a con-
centracdo de 1000 nmol.L%, enquanto que para as estruturas oligoméricas e placa a
linearidade foi mantida até 400 nmol.L. A titulagcdo do 6-OH-BTA-1 na presenca do
peptideo na forma de placa foi a que mostrou a pior relacdo de linearidade (r =

0.97788), indicando que houve uma interacdo maior em relacdo as outras formas.
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Figura 5.36. Espectros de emissédo de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1(A) em tampao PBS (50, 100,
150, 200, 250, 300, 400, 600, 800 e 1000 nmol.L1) e o efeito da titulagcdo na presenca dos peptideos

amiloides (10 umol.Lt em PBS) na forma de mondmero (B), oligbmero (C) e placa (D) (50, 100, 150,
200, 250, 300, 400 nmol.Lt de 6-OH-BTA-1). Aexc=330 nm. Inser¢éo do gréfico: gréficos da intensi-

dade maxima em fungéo da concentracdo de 6-OH-BTA-1 na presenca dos peptideos beta-amiloide.

Para compostos que revelam uma mudanca significativa na sua fluorescéncia

(seja em intensidade ou na posi¢cdo da banda de emissédo) em funcao da interacao

com peptideos beta-amiloide, a constante de afinidade entre a molécula fluorescente

e o0 peptideo pode ser medida diretamente. De acordo com a literatura, foram deter-

minadas as constantes de dissociagédo para a ThT (utilizadas para detectar seletiva-

mente peptideos amiloides) e para varios de seus compostos neutros utilizando a in-

tensidade de fluorescéncia intrinseca.??8229230 As constantes de dissociacdo sdo de-

rivadas experimentalmente de isotermas de ligacéo, que dependem de métodos para

medir a quantidade de ligante ligado ao peptideo. Como a ThT e os peptideos beta-
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amiloide formam complexos nédo-covalentes, é possivel medir a constante de dis-
sociagao (Kq) através de um grafico que relaciona a intensidade de fluorescéncia do

complexo peptideo-ligante em funcéo da concentracéo do ligante (Figura 5.37C).
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Figura 5.37. (A) Estrutura Thioflavina-T (ThT) e (B) seus espectros de fluorescéncia na auséncia e na
presenca de fibrilas amiloides. (C) Isoterma de ligagdo usada para medir a constante de dissociagédo

entre proteina-ligante (adaptado da ref. 231).

Observa-se nas medidas experimentais de intensidade de fluorescéncia versus
concentracdo (Figura 5.37) que o 6-OH-BTA-1 ndo segue uma relacado hiperbdlica
entre a saturacao fracionada (f) versus a concentracao do ligante. O desvio da forma
hiperbdlica da curva de ligacdo € evidéncia de fenbmenos mais complicados, por
exemplo varios sitios de ligacdo com diferentes afinidades. Além disso, o0 modelo hi-
perbadlico usado no calculo do Kd por medidas espectroscopicas somente se aplica se
o ligante ndo apresenta fluorescéncia no meio de interacéo e passa a emitir depois de
formar o complexo com o peptideo, o que ndo é o caso do 6-OH-BTA-1. Portanto,
utilizou-se as constantes supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer para obter a Kq

entre 0 6-OH-BTA-1 e os peptideos beta-amiloide.

A espectroscopia de fluorescéncia pode ser utilizada para determinacédo das
constantes de associacdo (Ka) em sistemas supramoleculares quando apenas uma
das espécies (ligante ou proteina) é fluorescentemente ativa.?3? A interacédo do 6-OH-
BTA-1 com as diferentes formas do peptideo amiloide foi avaliada pelo método de

titulac&o por supresséo de fluorescéncia. Nao foi observada fluorescéncia proveniente
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do peptideo beta-amiloide nas trés formas estruturais (dados ndo mostrados). Os
dados de supressao de fluorescéncia foram tabelados de acordo com a equacao de
Stern-Volmer (Equacao 5.2), j descrita anteriormente.

As Figuras 5.38, 5.39 e 5.40 apresentam a titulacdo dos peptideos beta-ami-

loide em uma solugéao de 6-OH-BTA-1.
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Figura 5.38. Dados de supresséao de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1 em tampéo PBS (pH 7,0, 2,75
umol.L1) quando titulado com os peptideos beta-amiloide na forma de monémero em um volume final

de 3 mL. (Aexe= 330 nm). Insercéo do gréafico: grafico da concentragdo do monémero em funcao de
FolF.
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Figura 5.39. Dados de supresséo de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1 em tampéo PBS (pH 7,0, 2,75

umol.L1) quando titulado com os peptideos beta-amiloide na forma de oligdbmero em um volume final
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de 3 mL. (kexe= 330 nm). Inser¢éo do gréfico: grafico da concentracao do oligbmero em funcéo de
Fo/F.
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Figura 5.40. Dados de supresséo de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1 em tampao PBS (pH 7,0, 2,75
umol.L1) quando titulado com as proteinas amiloides na forma de placa em um volume final de 3 mL.

(Aexe= 330 nm). Insercao do grafico: grafico da concentragéo da placa em fungdo de Fol/F.

Observou-se uma diminui¢ao da intensidade de fluorescéncia do 6-OH-BTA-1,
independente da forma do peptideo presente. As constantes de Stern-Volmer (Ksv),
estimadas a partir da inclinacéo das curvas de regressao linear obtida a partir da Equa-
cdo 5.2, mostraram uma dependéncia linear com a concentracdo dos peptideos com
coeficientes de correlacdo proximos a unidade. Os valores encontrados foram de
1,53x10* mM1, 1,40x10* mM* e 1,33x10* mM para os peptideos na forma de moné-
meros, oligbmeros e placas, respectivamente. Assumindo um mecanismo de supres-
séo de fluorescéncia do tipo estatico (formacédo de um complexo no estado fundamen-
tal entre o peptideo e as moléculas de 6-OH-BTA-1), pode-se dizer que os valores de
Ksv encontrados representam as Ka do complexo formado.?®® Além disso, pode-se
dizer que o peptideo na forma monomérica apresenta maior facilidade de acesso as
moléculas de 6-OH-BTA-1, uma vez que apresentou 0 maior valor para a constante

Ksv 234
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5.8. Ensaios de toxicidade

5.8.1. Ensaio bioldgico in vitro

O teste MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]) con-
siste em um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade mitocondrial. As desi-
drogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente viaveis,
atuam clivando o anel de tetrazolio, transformando-se de um composto de coloracdo
amarela em um composto de coloragéo azul escuro, chamado de formazan, que sao
cristais insolaveis em solu¢des aquosas. A producdo de formazan reflete o estado
funcional da cadeia respiratdria da célula, portanto a funcdo da mitocéndria. Os prin-
cipais tipos de células utilizadas em ensaios de viabilidade celular no estudo de nano-
toxicidade sao, normalmente, linhagens celulares endoteliais, fibroblastos e macroéfa-
gos (Tabela 3.3). Nesse trabalho utilizamos linhagem de células VERO com o objetivo

de testar a atividade citotoxica das NPs.

Os graficos dos ensaios MTT para as células VERO expostas por 24h a todas
as NPOFe, com e sem revestimento, estdo apresentados das Figuras 5.41 a 5.47,

respectivamente.

Os resultados de MTT para os dois tipos de NPOFe sem revestimentos revela-
ram diferencas significativas (Figuras 5.41 e 5.42). As NPOFe-P apresentaram au-
mento da viabilidade mitocondrial para todas as concentracdes em relacdo ao con-
trole. Observou-se um aumento da viabilidade para as concentragdes menores. ISso
pode ocorrer devido a mecanismos de defesa, na qual as células podem estar so-
frendo um insulto e proliferam-se na forma de tentar compensar a atividade mitocon-
drial. J& para as NPOFe-C, houve um decréscimo significativo da viabilidade celular
para as concentracdes de 2 e 4 mmol.L?, apresentando valores abaixo de 80% em
relacdo ao controle. Esse fato pode ser devido que em concentracoes maiores as
NPOFe-C precipitaram no fundo dos poc¢os de tratamento, dificultando a analise. J&
foi visto no capitulo 5.1.1 que essas NPs sdo instaveis em meio aquoso e tendem a

aglomerarem-se.
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Figura 5.41. Ensaio de MTT apés exposi¢do as NPOFe-C, por 24 h, nas concentra¢fes de 0,05-4

mmol.L1 (**p<0,05; ***p<0,01 vs controle).
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Figura 5.42. Ensaio de MTT apds exposi¢do as NPOFe-P, por 24 h, nas concentragdes de 0,05-4

mmol.L (**p<0,05; ***p<0,01 vs controle).

As NPOFe com revestimentos também demostraram apresentar perfis citotoxi-
cos distintos, dependendo da dose. Para as NPOFe-DX e NPOFe-QS na dose de 4
mmol.L"* e NPOFe-P-SiO2 nas doses 2 e 4 mmol.L'* mostraram uma diminuicdo sig-
nificativa da atividade mitocondrial (78,8% e 79,6%; 79,0% e 67,5%, respectivamente),
com valores abaixo de 80% em relagdo ao controle. As NPOFe-QS, em doses meno-
res que 4 mmol.L?, mostraram um aumento significativo em relacéo ao controle, o que
também pode ser insulto, aumentando a atividade mitocondrial. As NPOFe-T e
NPOFe-PEG apresentaram viabilidade mitocondrial para todas as concentragfes, em

relacéo ao controle.
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Figura 5.43. Ensaio de MTT ap6s exposi¢do as NPOFe-DX, por 24 h, nas concentra¢cfes de 0,05-4

mmol.Lt (*p<0,5 vs controle).
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Para as particulas NPOFe-C, NPOFe-DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG as quais
néo tiveram diferenca significativa no ensaio de MTT em doses abaixo de 2 mmol.L1,
foram realizadas o ensaio de contagem celular para averiguar a taxa de morte celular
(Figura 5.48). As NPOFe-C foram expostas as células apenas até a dose de 500
umol.L, devido a amostra precipitar no fundo do poco de tratamento. As demais do-
ses foram até 1 pmol.Lt. Para todas as NPs, ndo houveram significancia entre as

células tratadas em relacdo ao controle, apresentando viabilidade celular.
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T e (D) NPOFe-PEG em células VERO tratadas com diferentes concentra¢gfes durante 24 h.

A toxicidade das NPOFe pode ser atribuida a liberacdo de ions de ferro no
espaco intracelular e a degradacao in situ. Os resultados sugerem que o revestimento
presente nas NPOFe tem potencial de reduzir os efeitos citotoxicos. Essa diminui¢do
pode ser atribuida a liberacdo controlada (mais lenta) de ions ferroso (Fe*?). O
pressuposto € de que as NPs internalizadas liberem os ions ferroso apds a
degradacdo enzimatica das NPs no ambiente &cido do lisossomo. Os ions ferrosos
podem reagir com o perdxido de hidrogénio gerado nas mitocondrias e induzir a
geracdo de espécies de oxigénio reativas, como radicais hidroxilicos através da
reacdo Fenton.158.173.195 Egpécies oxidativas causam ainda mais inflamacéo na célula,
interferéncia na mitocondria e liberacdo de citocromo C (proteina associada a
membrana interna da mitocondria) devido ao potencial de membrana alterada, que
desencadeia entdo a apoptose.'’® Diversos estudos ja comprovaram a geracéo de

estresse oxidativo em células expostas a NPOFe,164.235236,237

Na literatura, Hussain e colaboradores’ observaram toxicidade de NPOFe
sem revestimento em exposi¢do por 24 h em células BRL 3A (células de figado de
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rato) a partir de concentracdo de 4 mol.L* de Fe. Shukla e colaboradores'®4 obser-

varam niveis toxicos de NPOFe sem revestimento para diferentes células HelLa e
A549 (cancer) e Hek293 (rim humano) em doses de 0,07 mmol.L'! e as NPOFe com
quitosana demostraram aumentar a viabilidade celular. Naqvi e colaboradores?®’ con-
testam que a viabilidade celular de NPOFe em células J774 (macréfagos) é aumen-
tada para doses acima de 3,6 mmol.L"2. O mesmo é observado em estudos para as
NPOFe com revestimentos (Tabela 3.3). Silva e colaboradores?3® utilizaram o também
ensaio de MTT com a linhagem celular VERO, mas também MDCK (mamaria) e NIH-
3T3 (fibroblastos), com exposicao por 24 h, para averiguar a toxicidade de NPOFe
com PEG de pesos moleculares diferentes. Os autores observaram comportamentos
diferenciados nas respostas toxicas das NPs de cada linhagem, sendo as células
VERO mais sensiveis para doses maiores que 1,8 mmol.L! e as demais linhagem

sensiveis a partir de 3,6 mmol.L.

Contudo, diferentes resultados vinculados a toxicidade de NPs sdo observados
na literatura, o que reflete no tipo de producdo das NPs, tamanho médio, quimica de
superficie e linhagem celular utilizada e, portanto, deve ser levado em consideracao
que cada sistema estudado revela um comportamento bioldgico diferenciado. Apesar
disso, os dados dos ensaios in vitro realizados corroboram com ensaios de biocom-
patibilidade relatados na literatura para essas concentragdes de NPs e, para a maioria
dos estudos com NPOFe com revestimento, os autores salientam a importancia da

estabilidade coloidal das mesmas (Tabela 3.3). 173:239.240

5.8.2. Ensaio toxicolégico in vivo

Ensaios de toxicidade embrionaria do peixe zebra investigou, inicialmente, a
taxa de sobrevivéncia, taxa de eclosédo e possiveis anormalidades morfolégicas du-
rante os 5 dias de exposicdo as NPOFe em diferentes doses (0,125 mmol.L, 0,5
mmol.L, 2,0 mmol.Lt e 8,0 mmol.L* de ferro), em relagcdo ao controle (Figura 5.49),
tratado com &gua do sistema. Trabalhos anteriores, realizados em colaboracao, reve-
laram que as NPOFe sem revestimento mostraram ser mais toxicas nas larvas em
concentracdes de 0,09 mmol.Lt e 0,9 mmol.L1.1% As NPOFe mostraram instabilidade

na presenca da agua do sistema, precipitando no fundo dos pocos de tratamento.
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Portanto, nesse trabalho apenas as NPOFe com os diferentes revestimentos foram

utilizadas para essas anélises.

Figura 5.49. Imagem de uma larva controle com 5 dpf utilizada para os ensaios de morfologia e tera-

togénese (escala: 50 pum).

Na Figura 5.50 sdo apresentados dados de sobrevivéncia das larvas durante a
exposicdo as NPs. A taxa de sobrevivéncia avaliada através da curva de Kaplan-Meier
s6 mostrou alteracao significativa, em relagédo ao controle (p<0,05) para as exposi¢cdes
com as NPOFe-QS nas concentracées de 2 mmol.Lt e 8 mmol.L, que induziram

morte de todos os embrides (teste Log-rank mantel cox p<0,0001).
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Notou-se que as NPOFe-QS aglomeraram e precipitaram no fundo do pogo de
tratamento (Figura 5.51), o que pode estar associado a mortalidade induzida por essas
NPs, como também observado para as NPOFe sem revestimento em trabalhos ante-
riores.'®® Aparentemente as condicdes de exposicdo temperatura (28 + 2) °C e pH das

solugdes (7,0-7,5) ndo foram favoraveis para manter as NPOFe-QS em suspenséo e
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estaveis durante o tratamento. Para as demais NPs, ndo apresentaram alteracdes
significativas e as NPs mantiveram-se em suspenséo sollveis dentro do poco de tra-

tamento.

Figura 5.51. Imagens das larvas com 24 hpf em tratamento com as NPOFe-QS. (A) Grupo controle,

(B) dose de 2 mmol.L! e (C) dose de 8 mmol.L.

Na Figura 5.52 estéo apresentados os dados relativos as taxas de eclosao das
larvas durante a exposicdo as NPOFe com diferentes revestimentos. Todos os ani-
mais eclodiramn entre 48-72 horas pos fertilizacado (hpf) de desenvolvimento, con-
forme esperado. A taxa de eclosdo também néo foi alterada de maneira significante
em nenhum dos grupos quando comparada com 0s grupos controle. Para o revesti-
mento de quitosana os animais eclodiram num periodo apés o préprio controle, com-
portamento diferente em relacédo as outras NPOFe (Figura 5.52B). Porém, observou-
se uma ligeira prematuridade em animais tratados com os revestimentos de dextrana,

polissiloxano, PEG e silica.
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Em relacdo a teratogénese, a Figura 5.53 apresenta exemplos de anormali-
dades morfologicas observadas entre as larvas no 5 dpf. Foram observadas altera-
¢Oes em todos as doses das diferentes NPs, como edema, diminuicdo da bexiga na-
tatéria, cauda torta, malformacédo do vitelo. Porém, nao houve diferenca significativa
entre 0s animais expostos as NPs, em relacdo ao tamanho corporal e anomalias ana-
tbmicas. O percentual de animais com essas altera¢Bes foi similar entre 0os grupos

tratados e controle, conforme esperado para a espécie (Tabela 5.9).

Figura 5.53. Exemplo de anormalidades morfol6gicas observadas entre individuos de todos os grupos

no 5 dpf. (A) Edema nas larvas expostas as NPOFe-DX na dose de 0,5 mmol.L, (B) diminuigdo da
bexiga natatdria nas larvas expostas as NPOFe-T na dose de 0,125 mmol.L, (C) edema e cauda
torta nas larvas expostas as NPOFe-PEG na dose de 0,5 mmol.L* e (D) edema e malformacgéao do

vitelo nas larvas expostas as NPOFe-PEG na dose de 8,0 mmol.L? (escala: 500 um).

Tabela 5.9. Anormalidades morfoldgicas entre individuos de todos os grupos.

Doses Anormalidades (%)
(mmol.L?) NPOFe-DX | NPOFe-QS | NPOFe-T | NPOFe-PEG | NPOFe-P-SiO;
Controle 6,67 3,13 0 6,67 9,38
0,125 6,67 0 3,23 0 0
0,5 9,38 6,9 0 0 0
2,0 3,13 * 0 3,13 0
8,0 3,13 * 0 0 -

*100% de morte.
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O ensaio de locomocéao e exploragdo de um novo ambiente investigou pos-
siveis indicios de toxicidade das NPOFe através de variacfes nos padrées de com-
portamento das larvas. As larvas foram expostas as NPOFe com revestimento durante
os cinco dias de tratamento nas diferentes doses (0,125 mmol.L, 0,5 mmol.L?, 2,0
mmol.Lt e 8,0 mmol.L! de ferro). A distancia percorrida, a velocidade média, o nu-
mero de rotacdes corporais superiores a 90° (angulo de giro), a percentagem do es-
tado em movimento ou ndo (tempo em movimento), e a percentagem do tempo gasto

na area central/externa (periferia) foram os principais parametros examinados.

Os resultados sao apresentados nas Figuras 5.54 a 5.58. Nos grupos NPOFe-
DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG nao foram detectadas diferencas significativas nos pa-
rametros de locomocéo e exploracdo. Para a NPOFe-QS, houve diminuicao significa-
tiva (p=0,0021) em relacdo ao controle na distancia percorrida para a concentracéo
de 0,125 mmol.L? (Figura 5.55). J& para a NPOFe-P-SiOz2, houve diferenca estatisti-
camente significativa na distancia percorrida e no angulo de giro nas concentracoes
de 2,0 mmol.L, na qual ocorreu a diminuicdo da distancia percorrida (p=0,0040) e o

aumento do angulo de giro (p=0,0193), em relacéo ao controle (Figura 5.58).

A analise de atividade exploratéria dos animais de 5 dpf revela aspectos gerais
da capacidade de locomocéo e exploracdo dos animais e inclui a quantificacdo da
distancia percorrida, velocidade média e periodos méveis e imoveis. Esses parame-
tros, além de representarem indicadores da capacidade de natacdo dos animais, re-
fletem também os aspectos gerais de sua fisiologia. As alteracdes observadas nesses
parametros, embora ndo seja possivel atribuir a qual sistema exato se deve (por exem-
plo, sistema muscular natatério, controle nervoso, orientacao corporal ou capacidade
cognitiva), esse teste serve como caracteriza¢ao inicial e pode ser seguido por outras
analises bioquimicas mais detalhadas. Neste estudo observou-se que a maior parte
das nanoparticulas testadas ndo afetaram significativamente esses parametros ou ti-
veram influéncias pontuais, como observado na distancia percorrida para a NPOFe-
QS na dose de 0,125 mmol.L?, e para a distancia percorrida e angulo de giro para a
NPOFe-P-SiO2 na dose de 2 mmol.L™2.

Outro conjunto de parametros analisados nesse teste diz respeito a resposta
de ansiedade tipica de animais e humanos, quando colocados em um ambiente novo
e atendéncia, nessas condic¢des, de explorar preferencialmente a periferia do mesmo.

Essa resposta, chamada tigmotaxia, pode ser indicativo de alteracdes a nivel neural,
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embora novamente seja necessario maior aprofundamento para indicar os meca-

nismos de efeitos que alterem os padroes de exploracdo dos animais tratados em
relacdo aos controles. Nao houveram alteracGes referentes a esses parametros nas
larvas expostas a todas NPs.?41242 Trabalhos anteriores ja mostraram que as NPOFe
revestidas com dextranas apresentaram alteracbes comportamentais (aumento no an-
gulo de giro e diminuicdo no nimero de entradas para o centro do po¢o), em concen-
tracGes de NPs de 0,018 mmol.L, o que indicou toxicidade neural em ensaios de
neurotoxicidade realizados. Os autores relataram que as NPs nessa concentracao
prejudicaram a atividade locomotora das larvas pela absor¢céo das NPs (dependente
o tamanho), sendo mais facil de serem absorvidas pelo corium e pelas proéprias lar-
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Figura 5.54. Efeitos comportamentais da exposi¢cao as NPOFe-DX em diferentes concentracdes medi-
dos no 5 dpf. Parametros comportamentais: (A) distancia percorrida; (B) velocidade média; (C) angulo

de giro; (D) estado movel; (E) estado imovel; (F) estado no centro e (G) estado na periferia.
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Figura 5.55. Efeitos comportamentais da exposi¢do as NPOFe-QS em diferentes concentragdes me-
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<0.05 em relagdo ao grupo controle utilizando ANOVA seguido por Turkey post-hoc.
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Figura 5.57. Efeitos comportamentais da exposi¢do as NPOFe-PEG em diferentes concentragdes me-

didos no 5 dpf. Parametros comportamentais: (A) distancia percorrida; (B) velocidade média; (C) an-

gulo de giro; (D) estado mével; (E) estado imdvel; (F) estado no centro e (G) estado na periferia.
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Figura 5.58. Efeitos comportamentais da exposicdo as NPOFe-P-SiO2 em diferentes concentracdes

medidos no 5 dpf. Parametros comportamentais: (A) distancia percorrida; (B) velocidade média; (C)

angulo de giro; (D) estado maével; (E) estado imével; (F) estado no centro e (G) estado na periferia. *p

<0.05 em relacdo ao grupo controle utilizando ANOVA seguido por Turkey post-hoc.
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Nos ensaios de comportamento aversivo foi avaliada a capacidade cognitiva
de escape a um estimulo aversivo visual, descrito na Figura 5.59. As larvas também
foram expostas as NPs durante os cinco dias de tratamento nas diferentes doses
(0,125 mmol.L?, 0,5 mmol.Lt, 2,0 mmol.L e 8,0 mmol.L* de ferro) e apenas as NPs

com os diferentes revestimentos foram utilizadas para essa analise.

Nos grupos tratados com NPOFe-DX e NPOFe-T nao foram detectadas dife-
rencas significativas nos parametros de escape (p<0,05) (Figuras 5.59 A e C). Obser-
varam-se alteracdes no desempenho de escape nos animais tratados com as NPOFe-
QS, NPOFe-PEG e NPOFe-P-SiO2. Para as NPOFe-QS, houve diminuicao significa-
tiva, no desempenho de escape (p=0,0001) para todas as doses, em relacdo ao con-
trole (Figura 5.59B). Para as NPOFe-PEG houve alteracao significativa nas doses de
0,125 mmol.L* e 0,5 mmol.L? (p=0,0001) e 2,0 mmol.L! (p=0,05), aumentando em
relacdo ao controle. Por fim, nas NPOFe-P-SiO2 houve diferenca significativa nas do-
ses 0,125 mmol.L* (p=0,05) e 0,5 mmol.L* (p=0,0001), também um aumento no de-

sempenho de escape em relacéo ao controle.

O ensaio aversivo utilizado neste estudo em animais 5 dpf complementa e es-
tende os resultados de atividade exploratéria, avaliando fungbes cognitivas superio-
res, incluindo a capacidade de escape de um estimulo aversivo. Respostas motivadas
pelo medo sao extremamente conservadas evolutivamente e o teste usado foi desen-
volvido e validado pelo grupo de Creton e colaboradores.?%¢ Nesse teste, os animais
foram expostos a um estimulo aversivo (esferas vermelhas que se movem) em uma
metade/hemisfério do ambiente no qual estdo. Animais cognitivamente saudaveis ten-
dem a escapar do estimulo aversivo se deslocando para o hemisfério oposto aquele
no qual esta o estimulo. Para as NPs, observaram-se apenas alteracées nas amostras
NPOFe-QS, NPOFe-PEG e NPOFe-P-SiO:x.
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Figura 5.59. O comportamento aversivo medido através do escape efetivo de estimulos (para a area
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As sinteses das NPOFe sem revestimento mostraram ser satisfatorias para a
obtencdo da magnetita/maguemita em escala nanométrica. Os resultados de morfo-
logia e distribuicdo de tamanho médio por TEM e XDR das NPOFe sem revestimento,
sintetizadas por co-precipitacdo (NPOFe-C) e poliol (NPOFe-P), apresentaram valo-
res em torno de 10 nm, com estrutura predominantemente esférica. A distribuicdo de
tamanho medido por DLS, em meio aquoso, mostrou um comportamento diferente,
sendo as NPOFe-C muito mais instaveis em meio aquoso do que as NPOFe-P. Dentre
os dois métodos de sintese utilizado para a preparacdo das NPs, a rota poliol demons-

trou ser mais eficaz para a obtencéo das NPOFe.

A distribuicdo de tamanho médio das NPOFe com diferentes revestimentos va-
riou entre 13 a 30 nm e o padréo de difracdo para todas as nanoparticulas mostrou
picos que representam os planos cristalinos da estrutura de espinélio da magnetita.
Foi possivel confirmar por FTIR a presenca dos grupos funcionais relacionados as
ligagOes dos diferentes revestimentos em cada tipo de NPs. Para as NPOFe com re-
vestimento, houve uma melhoria da estabilidade coloidal e carga superficial depen-
dente da terminacdo quimica dos revestimentos. Os valores de Pl foram diferentes
para cada NPs e os deslocamentos dos pontos isoelétricos, em relacdo as NPOFe

sem revestimento, refletem a modificagdo da superficie.

As curvas de magnetizacdo das NPOFe néo apresentaram magnetizacao resi-
dual e nem histerese, indicando comportamento superparamagnético. As medidas de
tempos de relaxacdo T1 e T2 apresentaram efeitos de contraste negativo das NPs
pelo decréscimo da intensidade de sinal de ressonancia magnética com o aumento
da concentracdo das NPs (escurecimento do sinal nas imagens dos phantoms). Os
valores de relaxividade r2 para as NPOFe sem revestimento e de quitosana foram
maiores, devido ao efeito de agregacédo. Para todas as outras NPs, os valores de r2
variaram de 76-64 mM-=.s1. Os valores de r1 foram semelhantes para todas as NPs,
variando de 12,6 a 18 mM1.s, exceto para as NPOFe-P-SiOz2, que foi de r1=2,1 mM-
151, A taxa r2/r1 variou entre 4-17, valores de acordo com agentes de contraste do

tipo T2 comercialmente disponiveis.
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Em relacdo as propriedades fotofisicas, as NPOFe sem revestimento pro-
moveram quenching da fluorescéncia da molécula 2’0OH-BTA-1, resultante de colisbes
durante o estado excitado. A montagem de uma NPs core-shell proporcionou, por ou-
tro lado, a manutencdo da emissdo de fluorescéncia do composto ativo. Essa foi a
primeira demonstracao da preparacao de uma NPOFe magnetofluorescente via me-
canismo de ESIPT, resultando num elevado deslocamento de Stokes (~ 200 nm). Ja
os resultados das medidas de supressao de fluorescéncia mostraram diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia pelas consecutivas adic6es do peptideo ao 6-OH-BTA-1
e as constantes de Stern-Volmer calculadas obtendo valores de 1,53x10% mM-?,
1,40x10* mM-1 e 1,33x10*mM-%, coeficientes proximos a unidade. Esse resultado mos-
trou dependéncia linear com a concentracdo de peptideo, sugerindo que foi do tipo
estético, formando complexo no estado fundamental entre o peptideo e as moléculas
fluorescentes. O peptideo na forma monomérica revelou maior facilidade de acesso
as moléculas de 6-OH-BTA-1, j& que apresentou maior valor da constante Stern-Vol-

mer.

Os resultados dos ensaios in vitro para as NPOFe com os diferentes revesti-
mentos demonstraram valores aceitaveis de viabilidade celular apds a exposicédo na
concentracdo de ferro com valores até 2 mmol.Lt, por 24 h. As NPOFe-PEG e
NPOFe-T demostraram maior biocompatibilidade e as NPOFe-P-SiO2 tiveram maior
citoxicidade. Os resultados dos ensaios in vivo ndo mostraram alteragdes significati-
vas de sobrevivéncia e de ecloséo, exceto para as doses maiores das nanoparticulas
com quitosana (2 e 8 mmol.L ). Os percentuais de animais com alteracdes anatdémi-
cas foram bastante similares entre os grupos tratados e controle. Nos ensaios de lo-
comocao e exploracdo, apenas as nanoparticulas de quitosana e de silica mostraram
alteracdes significativas. As NPOFe com os diferentes revestimentos, ndo demonstra-

ram efeitos tdxicos elevados nas concentragfes testadas.

Portanto, tendo em vista que as diferentes NPs sintetizadas apresentaram ca-
racteristicas de agentes de contraste negativo do tipo T2, as mesmas possuem po-
tencial para serem usadas, futuramente, em ensaios clinicos de imageamento biomé-
dicos. Destacam-se as NPOFe-DX, NPOFe-T e NPOFe-PEG, nas quais os diferentes
revestimentos utilizados favoreceram a estabilizacdo em meio aquoso, nao afetando
as propriedades de contraste. Os ensaios biolégicos também comprovaram a biocom-

patibilidade dessas NPs nas condi¢fes realizadas.
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Como perspectivas futuras desse projeto, tem-se a ideia de continuar a sin-
tese e a caracterizacdo das nanoparticulas acopladas as moléculas 6-OH-BTA-1, for-
mando uma sonda fluorescente capaz de atuar como um agente de contraste em neu-
roimagem por MRI. Em relacdo aos marcadores magnetofluorescentes, apesar de nao
terem sido acoplados em todas as NPs, tem-se a ideia de utiliza-los para marcagéo
de alvos biologicos especificos, como marcador da doenca de Alzheimer. A ideia cen-
tral seria a realizagdo de mais teste in vitro com células neurais e a injecédo da beta-
amiloide nas larvas de peixe zebra (protocolo ja estabelecido pelo grupo) e sua expo-
sicdo as diferentes sondas fluorescentes. Contudo, podera ser realizado ensaios bio-
l6gicos em relacdo aos efeitos embriotoxicoldgicos, comportamentais da administra-
cao das sondas fluorescentes em exposicdo as larvas de peixe zebra e relaciona-los
com os resultados comportamentais ja vistos na literatura em portadores da doenca
de Alzheimer. Posteriormente, investigar a localizacdo das sondas fluorescentes no
encéfalo e sua biodistribuicdo através de técnicas de microscopia confocal e transmis-
séo e a técnica de PIXE, com finalidade de criar um modelo in vivo simples que mi-

metize a condicdo basica da doenca de Alzheimer.
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1. Introduction tissue if adequate ligands are attached to their surfaces (o et al.,

Magnetic nanoparticles [MMPs) have attracted great interestin re-
cent years due to their unique physical and chemical properties and
their potential applications in vardous biomedical felds (Lu et al.,
2007). They consist of small domains (usually smaller than 100 nm),
containing magnetic atoms such as iron,cobalt or nickel that can beeas
ity manipulated using an external magnetic feld (Wang et al, 2001).
Among magnetic nanoparticles, the superparamagnetic iron oxide
nanoparticles (SPIONs) are of particular interest on account of the
strong magnetic response when the particles are ex posed to an external
magnetc field and, the lack of residual magnetization when the field is
removed. In addition, these particles present biocompatibility,
imjectability, and may have a high rate of acoumulation in the target
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2005). SPIOM= have found a great number of biomedical applications;
for instance, as contrast agents in magnetic resonance imaging, in mag-
netic eparation of cells and proteins, in drug and gene delivery, inanti-
cancer treatmentsby hyperthermia and tissueengineering (Singhetal,
2010).

Surface characteristics such as size and shape affect the tooticologcal
profile of the nanoparticles [MPs) and their overall in vive behavior
[ Chouly et al., 1996). For this reason, it is important to establish the
=afe upper limit for each use. Diverse aspects of the in vimo toodcity in-
cluding, cytotoxicity, genotooticity and cotidative stress generation and
some general aspects of the in Wvo toedcity of SPIONs, were investigated
[ for review, see Mahmoudi et al. 2012). For instance, rats that had been
intravenously injected with y-Fex0: NPs [ 08 mgdkg) presented todicty
in liver, kidneys and lungs [Hanini et al., 2011). Acute oral exposure to
Fez(0:-30 NPs caused more than 505 inhibition of total Na' -k,
Mg+, and Ca™* +)-ATPase activities in brainsof fernale rats and activa-
tion of the hepatotoicty marker enzymes, aspartate aminotransferase
and alanine aminotransferase in serum and liver (Kumari etal, 2013).
In accordance, due to Fex(k-30 NFs 28 days repeated oral dose,
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Excited-state imramolecular proton transfer (ESIPT) is a particu-
larty well lnown reaction that has been very little studied in
magnetic environments. In this waork, we report on the photo-
physical behavior of a known ESIPT dye of the berzothiazole
dass, when in solution with uncoated superparamagnetic iron
oxide nanopartides and when grafted to silica-coated iron
oxide nanopartides. Uncoated iron oxide nanoparticles pro-
moted the fluorescence quenching of the ESIPT dye, resulting
from collisions during the lifetime of the excited state. The as-
sembly of iron oxide nanopartides with a shell of silica provid-
ed recovery of the ESIPT emission, due to the isolation promot-
ed by the silica shell The silica network gives protection
against the fluorescence quenching of the dye, allowing the
ranoparticles to act as a bimodal foptical and magnetic) imag-
ing contrast agent with alarge Stokes shift.

Magnetite [Fe,0,), maghemite [y-Fe,0,] and hematite [o-Fe,05)
are the common forms of iron oxides able to produce super-
paramagnetic iron oxide nanopartides (SPEONs. Several com-
pounds based on SPIONs have not only size-dependent mag-
netic properties, but also good biocompatibility and stability in
physiclogical environments, playing an imporant role in
a large number of biomedical applications, including magnet-
ic-field-controlled targeted delivery and contrast agents for
magnetic resonance imaging (MRIL™ To improve the effidency
and versatility of SPIONs used in biomedical imaging. hybrid
magnetic nanopartides, incorporating multiple functionalities,
have been developed. There i great interest in developing
compounds that have both fluorescent and magnetic proper-
ties™ However, an important limitation of this combination is
that iron oxide nanopartides have the ability to quendch fluo-
rescent dyes by mechanisms that have not been yet clearly
eluddated ™ A convenient approach to avoid the fluorescence
quenching is the construction of core-shell nanostructures
based on a magnetic core and a silica shell [SPIOMEsilica) ™

(2] £ L Coshao, Dx L. £ Campo
Applied Srganic Phatochemishy
nstikdte of Chemistry
Universidade Fedemi do Sio Gande do Sal
A Bento Gongabees, 35080 Porio Alegre-1S (5P S0250:001 Brazl)
E-mail: beandm campo@ufg sbr

Bl E M. M de Obiveira, Or M. L Fanind, De. B. M. Popakén
Mulbidisciplinary Center of Manasdence and Miconanoiechnology
Paon tifficia Universidade Catdlica do R Grande do Sul
Aw niranga &881. Posto Alegre-RE, CEP 9081 9-900 [ Brel)

ﬁ The ORCOID dentfiction numbsens) for the authornis) of this article can
be found under hitpc/de dodoeg/ 1001002 igphc 30600472

(Chem PhysChemn 2016, 17,3176=31580 Wiley Online Library

3176

The adwantage of thes core-shdl structures is that a single
nanopartide is able to contain many dye molecules, providing
better image contrast.™

Different dyes have been used in the construction of core—
shell systems, such a near-infrared dyes (NIR),™ fluorescein iso-
thincyanate™" rhodamines ™~ carbon quantum dots (G
DotsLP" and fluorescent polymers™" Howewer, to the best of
our knowledge, the use of dyes that fluoresce in the visible
region by excited-state intramolecular proton transfer (ESIPT)
has not been reported so far.

As shown in Scheme 1 A, the proton transfer mechanism
starts with the absorption of radiation from an enol tautomer
(El which undergoss ESIPT to formn a keto tautomer (K*1
giving rize to an emision with a large Stokes shift. Both enal
and keto tautomers can fluoresce, depending on the emviron-
ment with which the dye i sumounded, but the emision of
E*—E is always accompanied by a small Stokes shift and the
K* —K emission oocurs with a large Stokes shift™

The ESIPFT process has been widely investigated in recent de-
cades, because of its imporance in chemistry™ biology and
biochemistry”™ both in solution and when spatially con-
fined "™ Fluorescent dyes that undergo ESIFT reactions have
been used as membrane probes ™ optical sensors,”"™ photoac-
tive materials"® and as fluorescent chemical sersors for Fe?~
ions"* In this work, we descibe for the first time the behaviar
of an ESIPT dye in a nanostructured superparamagnetic envi-
ranment provided by SPIOMNs.

Spedfically, we fabricated a new SPION nanoprobe contain-
ing  2-[5-N-[3-triethcorysily jpro pylurea-2-hyd rosxyphenyl]  ben-
zathiazole [HET dye) that was covalently linked to a silica shell
by direct surface modification, forming the composite nano-
partide SPION&S0,-HET [Scheme 1BL The HET dye can react
directly with silanal groups of silica to form covalent bonds
with the network”* Figure 1 shows the main characteristics of
the synthesized nanoparticles. In a first step, the bare iron
oxide nanoparticles [MPs) are produced, typically with a mean
diameter of 8+2nm, as extracted from TEM images (Rg-
ure 1A). The overall mean partide diameter of the batch was
also obtained from the width of the (311) peak in the X-ray dif-
fractogram inot shown) and gives a value of — 10U6 nm, consis-
tent with TEM obserations. The addition of silica resulted in
rounded SPICNES0; NP with a thick shell of S0, (Figure 1E).
For the SPION@SI0, and SPION&SI0,-HET systems, the mean
diameter was around 225 nm. Several iron oxide partides
often appear in the core. Size distibutions of the core—shell
NPz obtained by dynamic light scattering at varous pHs are
shown in Figure 1C and Figure 1D0. The size distibution is sim-
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The addition of silica nanoparticles on the mechanical

properties of dental stone

Leonardo De Ceserg, DDS, MS, PhD,” Elisa Magno Munes de Oliveira, M5, PhD,h
Luiz Henrique Burnett Junior, DDS, M5, PhD,” Ricardo Meurer Papaléa, DDS, M5, F‘hl:.'!,‘:I and

Alternative  die  systems  to
tradiional dental stome, inclu-
ding metal dies ' synthetc
E},p_qm.i-ﬂ T}"FI_' WV S‘ih]l‘l_'_.':"'"
epoy resing'* oyanoacrylate,
and gum arabig’® have been
studied and proposed to obtain
more  accurate and resistant
casgts, The main reason for the
widespread wse of gypsum-
based materials is that they can
be easily modified by physical
and chemical methods *-1%
Imorganic fller parbdes are
wsed in dental materials to in-
crease their strength . Partides
such as quarte, colloidal silica,
dilica glass containing barium,
strontum, and zimonda  have
been used in dental materials as
different  types  of  inorganic
fillers. Different shapes and sioes
of filler partides are used in
mmercial products and can

affect the properies of the materals.”® An important and
recent change in inorganic filkers has been the application of
nanotechnology to the development of dental produds, with
the main goal of improving thelr mechandcal properties. ™
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ABSTRACT

Statement of problem. The cument application of nanotechnology in dentistry ks limited to

nanoparticles incorporated into adhesive systems and composite resins. Dental stone ks a widely
used material, and the incorparation of silica nanoparticles ks still une:plored.

Purpose. The purpose of this in vitro study was to evaluate the mechanial properties of dental
stone after the addition of slica nanoparticles in different concentrations.

Material and methods. A total of 180 spedmens were prepared, %0 for sach dental stone [Durone
and Fuji Rodk). For the control group (CG), no silica partides were added, while test group TGnl had
silica nanopartides added to 1 wi%, and test group TGV had silica nano particles added to 5 wi%.
The roughness, diametral tensile strength (DTS) and compresive strength were measured 24 hours
after the start of spatulation.

Results. The mean roughness values for Durone were 055, 0,35, and 028 pm for OG, TGnl, and
TanV;: for Fuji Rodk, the mean roughness values were 0.47 for OG, 031 for Tanl, and 035 pm for
TGnY. The mean DTS wvaluss for Durone were 60, 5.1, and 50 MPa for OG, TGnl and TGnY,
respectively, and for Fuji Rodk, the mean DTS values were 6.4, 5.2, and 4.5 MPa for CG, TGnl, and
TanW, respectively. The mean compressive strengt h values for Durone were 35.4, 32.7, and 324 MPa
for CG, TGnl, and TanV, respectively, and for Fuji Rodk, the mean compresshe strength values were
429, 312, and 298 MPa for CG, TGnl, and TGn'Y respectively.

Conclusions. Surface roughness was statistically lower for the Durone and Fuji Rodk stones [P 001)
when silica nanoparticles were added. The addition of silica nanopartides did not significanthy
affect the DTS and compressive strength of Durone compared with CG (P=.05) but did affect the
DTS of Fuji Rodk when 5 wi% was added and the compresdwve strength in both concentrations
(P<i06). {J Prosthet Dent 2017 m:m-m)

With the emergence of nanosale technology, mate-
rials, induding adhesives and composite resing, have
been modified by these technological advanoements.
Such modified materials have improved their mechanical
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Abstract Iron oxide nanoparticles (IONPS) have been
widely investigated as a platform for a new class of mul-
tifunctional theranostic agents. They are considered bio-
compatible, and some formulations are already available in
the market for clinical use. However, contradictory results
regarding toxicity of IONPs mise a concem about the
potential harm of these nanoparticles. Changes in the
nanoparticle (NP) physicochemical properties or exposure
media can significantly alter their behavior and, as a con-
sequence, their toxic effects. Here, behavior and two-step
RTqPCR wemre emploved to access the potential toxico-
logical effects of dextran-coated IONPs (CLIO-NH2) and
uncoated IONPs (UCIDY) in zebrafish larvae. Animals were
exposed for 7 days to NP solutions mnging from 0.1

100 pgml directly mixed to the system water. UCIO
showed high decantation and instability in solution, alter-
ing zebrafish mortality but showing no alterations in
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behavior and molecular expression analysis. CLIO-NH2
exposure did not carse significant morality or changes in
hatching rate of zebrafish larvae, however, behavior and
expression profiles of the group exposed to lower concen
tration (1 pgiml) presented a tendency to decrease the
locomotor activity and apoptotic pathway activation.

Keywords Iron oxide nanoparticles - IONPs -
Zebrafish - Apoptosis - Behavior - Nanotoxicology

Introduction

Materials at the nanoscale possess distinctive physi-
cochemical properties compared to their bulk coun-
terparts, which make them vahable for biomedical
use. Magnetic nanoparticles (MNPs) which inchide
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We describe a nanoparticle system with magnetic core coated with dextran polymer. The coating
was also crosslinked, grafted with amino groups and bioconjugated with a fluorophore, allowing

simultaneous magnetic resonance and optical imaging contrast action.
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