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RESUMO

OLIVEIRA, M. N., ELISA. Desenvolvimento de Sondas Nanoestruturadas de
Oxido de Ferro para Imageamento Biomédico N&o-Invasivo. Porto Alegre, Rio
Grande do Sul. 2014. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA
DO RIO GRANDE DO SUL.

Neste trabalho, pesquisou-se a sintese, a caracterizacdo e as propriedades
de contraste por imagem de nanoparticulas core-shell de 6xido de ferro, revestidas
com dextran e funcionalizadas com grupos amina. Grupos fluor6foros foram
incorporados na superficie das nanoparticulas, possibilitando seu uso como agente
de contraste para imageamento por ressonancia magnética e por microscopia optica.
As sinteses das nanoparticulas foram realizadas pelo método de coprecipitacdo de
sais de ferro, com o polimero de revestimento. Parametros da sintese foram
modificados para averiguar sua influéncia na distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas. Os resultados da morfologia e da distribuicdo de tamanhos por TEM
e DLS mostraram um nucleo com didmetros médios entre 10-15 nm e didametros
hidrodindmicos médios entre 16-50 nm, dependendo do procedimento de sintese.
Os espectros de FTIR apresentaram bandas de absorcdo caracteristicas das
ligacbes presentes no dextran puro e nas nanoparticulas sintetizadas. A andlise do
potencial zeta revelou valores positivos proximos de zero e estabilidade em pH
neutro As medidas de magnetizacao revelaram comportamento superparamagnético
pela auséncia de histerese na curva de magnetizacdo. As analises por UV-vis e por
citometria de fluxo revelaram a presenca dos grupos fluorescentes nas
nanoparticulas e a viabilidade de seu uso em imagens Opticas. Os estudos nos
tempos de relaxagcdo magnética nuclear mostraram efeitos de contraste, perturbando
a intensidade de sinal com o aumento da concentracdo, diminuindo os tempos de
relaxacdo T1l e T2 das solu¢cdes aquosas de nanoparticulas. A relacdo entre as
relaxividades (r2/rl) foi entre 5.06 e 51.0, dentro dos valores dos agentes de

contrastes de 6xido de ferro comercialmente disponiveis.

Palavras-chaves: nanoparticulas magnéticas, coprecipitacdo, agentes de

contraste, ressonancia magnética.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, M. N., ELISA. Development of Nanostructured probes of Iron Oxide
for Non-Invasive Biomedical Imaging. Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 2014.
Master/PhD Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

In this work we investigated the synthesis, characterization and contrast
properties of core-shell nanoparticles of iron oxide coated with dextran and
functionalized with amine groups. Fluorophores groups were incorporated on the
nanoparticles surface, allowing their use as contrast agents for magnetic resonance
imaging and optical microscopy. The nanoparticles synthesis was performed by the
coprecipitation method of iron salts in basic medium, along with the polymer coating.
The synthesis parameters were modified to investigate their influence on the size
distribution of nanoparticles. Transmission electron microscopy observations and
dynamic light scattering showed a magnetic iron oxide core with an average diameter
around 10-15 nm and the total average hydrodynamic diameters between 16-50 nm,
depending on the synthesis conditions. The FTIR spectra showed characteristics
absorption bands pure dextran in the synthesized core-shell nanopatrticles. The zeta
potential analysis showed positive values close to zero and stability at neutral pH.
The magnetization curves of the nanoparticles revealed superparamagnetic behavior,
with the characteristic absence of hysteresis and no magnetization at zero field. The
UV-vis and flow cytometry analysis revealed the presence of fluorescent groups in
the nanoparticles and the feasibility of their use in optical imaging. Studies of
relaxation times of the nuclear magnetization have shown the decrease of the
magnetic resonance signal with increasing nanoparticles concentration, reducing the
relaxation times T1 and T2 in the nanoparticle aqueous solutions. The relaxivities
ratios (r2/rl) ranged between 5.06 and 51.0 and were within the value of iron oxide

contrast agents commercially available.

Keywords: magnetic nanoparticles, coprecipitation, contrast agents, MRI.



20

1. INTRODUCAO

A ideia inicial de nanotecnologia foi introduzida pelo fisico americano
Feynman, em 1959, em sua palestra titulada “There’s plenty of room at the botton”
(“H& muito espaco la embaixo”). Feynman sugeriu a possibilidade de manipulagao e
controle da matéria em escalas muito pequenas em um campo de pesquisa que

conduziria para diversas aplica¢cfes técnicas [1].

A nanociéncia é definida como o estudo do comportamento e propriedades de
materiais em dimensdes de, aproximadamente, 1-100 nanémetros (nm), sendo a
nanotecnologia a producéo destes materiais. Ambas as definicbes envolvem a
manipulacédo, caracterizagcbes e aplicacbes destes nanomateriais, cuja menor
organizacdo funcional esta, em pelo menos em uma das dimensfes, na escala

nanometrica [1].

Em particular, pesquisas em materiais nanoestruturados magnéticos tém
recebido grande atencdo. Estudos publicados demonstraram o uso de diferentes
nanomateriais, como imas permanentes, fluidos magnéticos [2], magnetolipossomas
[3], nanocompositos magnéticos, em diferentes setores, desde dispositivos
eletrbnicos e memorias para computadores, até aplicacbes biomédicas [4-8],
incluindo o diagnostico e tratamento de doencas [4]. Entre os diferentes tipos de
materiais magnéticos, as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro tém
sido um dos exemplos mais bem sucedidos para as aplicagcbes biomédicas [4-9].
Elas podem ser usadas como agentes de contraste em imagens por ressonancia

magnética (MRI), bem como técnicas multimodais [10-12].

Agentes de contraste sdo substancias quimicas que podem localizar-se em

regides anatomicas, a fim de melhorar a visibilidade das estruturas internas do corpo
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e aumentar a definicdo da imagem [5, 10]. Os agentes de contraste mais comuns

na ressonancia magnética sdo os complexos de gadolinio e de 6xido de ferro. No
Brasil, geralmente utilizam-se complexos de gadolinio, que muitas vezes podem
ocasionar efeitos colaterais e limitacdes para certos pacientes. Por isso, agentes de
contraste nanoparticulados podem ser uma alternativa para os atuais contrastes

utilizados em exames de MRI.

Atualmente, os agentes de contraste em MRI compostos por oxido de ferro ja
sdo comercialmente disponiveis, tais como Magnevist®, Dotarem®, Feridex® e
Resovist®. Para o MRI, o sinal gravado durante o exame esta relacionado com os
processos de relaxacdo magnética dos spins nucleares dos prétons presentes nas
moléculas de agua e/ou gorduras situadas na regido do tecido de interesse. As
nanoparticulas podem interagir com um campo magnético externo, modulando a
intensidade do sinal numa &rea especifica, promovendo um melhor contraste entre
diferentes tecidos e facilitando o diagnostico [13]. As sondas de nanoparticulas de
oxido de ferro devem possuir, idealmente, solubilidade em agua, biocompatibilidade,
estabilidade coloidal em condicbes fisiologicas, eliminacdo do corpo de forma
simples e superficie passivel de ser funcionalizada, fatores extremamente

importantes para seu uso em meios biolégicos [11, 14].

O principal foco deste trabalho é o estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas superparamagnéticas, sendo o ndcleo composto de 6xido de ferro
(magnetita e maguemita) envolvido por um revestimento de dextran. A cobertura do
dextran é reticulada, obtendo-se uma estrutura chamada crosslinked iron oxide
(CLIO). Com a adicéo de terminacdes de grupos amina, a plataforma é denominada
amino-CLIO. Juntamente ligado aos grupos amina, incorporou-se grupos fluoréforos
na superficie da nanoparticula, obtendo-se nanoparticulas que possam atuar como
agentes de contraste para MRI e imagens Opticas. Otimizou-se o método de
producdo das nanoparticulas, a fim de obter diferentes tamanhos médios. As
caracterizacdes morfoldgicas, fisico-quimicas, magnéticas e também as medidas de
relaxacdo e viabilidade celular também foram realizadas com o objetivo de
comprovar as modificagbes das nanoparticulas e aprimorar as propriedades de

contraste para futuras aplicagfes biomédicas.
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O presente trabalho esta divido em 7 capitulos. O capitulo 1 apresenta a
introducéo do trabalho, com aspectos e conceitos gerais sobre o assunto. O capitulo
2 apresenta 0s objetivos gerais e objetivos especificos propostos. O capitulo 3
apresenta a fundamentacéo tedrica e a revisdo bibliografica sobre o assunto que
sera abordado. O capitulo 4 apresenta a descricdo das metodologias e dos materiais
utilizados durante a execucao dos experimentos. O capitulo 5 apresenta a discusséo
dos resultados obtidos. O capitulo 6 apresenta as conclusdes do trabalho
desenvolvido e, como consequéncia, 0 capitulo 7 apresenta as propostas futuras

para a continuidade deste projeto.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo de nanoparticulas
superparamagnéticas multifuncionais constituidas de 6xido de ferro revestidas com
dextran com terminacdes aminas (NH;) e fluoréforos emissores de radiacdo
infravermelho-visivel para atuar como agentes de contraste em imagens por

ressonancia magnética e por excitagdo optica.

2.1  Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

e Sintetizar as nanoparticulas de 6xido de ferro pelo método de coprecipitacao;

e Otimizar o método de sintese em relacdo ao controle do tamanho das

nanoparticulas;

e Introduzir novas técnicas de caracterizacdo de alta sensibilidade e resolucdo

espacial, para estudar as propriedades morfologicas e estruturais do material;

e Determinar as relaxividades e os tempos de relaxacdo magnética nuclear das

nanoparticulas em solugdes salinas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo serd dedicado a revisdo de aspectos gerais sobre as
nanoparticulas de 6xido de ferro. Serdo discutidas as propriedades magnéticas, a
composicdo e a estrutura quimica, as funcionalidades e as aplicacdes gerais desses

sistemas.
3.1 Aspectos Gerais do Magnetismo

As forcas magnéticas surgem através do movimento de particulas carregadas
eletricamente. A influéncia do campo magnético em materiais, quando um campo
externo € aplicado, origina-se dos dipolos magnéticos presentes [15]. As
propriedades magnéticas dos materiais estéo relacionadas com seus momentos de
dipolos magnéticos, ou momentos magnéticos (i), sendo esta uma grandeza

vetorial que relaciona a carga (i) em movimento num determinado circuito de area

(A).

=
Il
.

(3.1)

Os elétrons de um atomo possuem momentos magnéticos ao longo de seu
eixo de rotacéo relacionados ao seu movimento do orbital ao redor do ndcleo. Na
maioria dos materiais, 0 momento magnético de um elétron no atomo é cancelado
pelo momento magnético de outro elétron presente neste &tomo, orbitando em uma
direcdo oposta. Portanto, o efeito magnético produzido € nulo ou um valor pequeno
para a maioria dos materiais [16]. Os elétrons do atomo também possuem um
momento angular intrinseco, o spin, que contribui para 0 momento magneético total e

é diferente do momento angular do orbital [17].
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Os atomos que possuem niveis de energia incompletos possuem um
momento magnético remanescente. Todos 0s atomos que possuem muitos elétrons
e niveis de energia incompletos encontram-se de forma desemparelhada com seus
spins, provocando um momento magnético liquido ndo nulo. Por exemplo, o
elemento ferro possui no subnivel eletrénico d seis elétrons presentes, dos dez
elétrons que pode suportar. Consequentemente, a auséncia de elétrons neste
subnivel eletrdnico ocasiona um forte momento magnético [18]. Por outro lado,
atomos com niveis de energia completo possuem elétrons com spin em direcdes

opostas, sendo 0 momento magnético de spin total cancelado [16, 18].

Quando um material € exposto a um campo magnético externo (17), 0s
dipolos magnéticos elementares irdo gerar um campo magneético proprio que ira

alterar o valor original do campo [18]. A resposta desse material é descrita pela

inducdo magnética B (Equacédo 3.2). Os momentos magnéticos dipolares de dentro
do material tendem a orientar-se de acordo com este campo externo. Os dipolos
magnéticos irdo reagir para produzir um campo magnético préprio: a magnetizacao

(M), gue é o momento magnético liquido por volume (V) de material (Equacgéo 3.3).
B =0, (H+ M) (3.2)
M=% 0, (33)

Onde B, é a permeabilidade magnética no vacuo. A relacdo entre H e B é
uma propriedade intrinseca do material [18-20]. A resposta magnética é funcéo da
estrutura atbmica e da temperatura. Os diversos tipos de resposta magnética podem

ser classificados em termos da susceptibilidade magnética (y), variavel que
relaciona a magnetizacao M, com o campo magnético externo aplicado H:

M=yH (3.4)

Este pardmetro permite identificar a natureza magnética do material [16].
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3.1.1 Propriedades Magnéticas dos Materiais

Os materiais magnéticos podem ser classificados em diferentes categorias.

O diamagnetismo € a forma mais fraca de magnetismo e persiste apenas
enquanto um campo magnético externo estd sendo aplicado no material. Um
material sera considerado diamagnético quando seus atomos tiverem momento
angular liquido nulo. Todo material diamagnético sujeito a um campo magnético
externo apresenta momento dipolar magnético orientado no sentido oposto ao do
campo magnético externo. Caso o campo magnético externo nao seja uniforme, o
material pode ser repelido da regido onde o campo magnético é mais intenso para
regibes onde o campo magnético € menos intenso [16, 21].

O paramagnetismo ocorre em materiais com atomos que possuem momentos
magnéticos ndo nulos e que interagem fracamente entre si [18]. Cada atomo ou
molécula possui camadas atbmicas incompletas e momento magnéticos
permanentes, devido ao cancelamento incompleto dos momentos magnéticos do
spin do elétron ou do orbital. Quando néo ha presenca do campo magnético externo,
0S momentos magnéticos estdo aleatoriamente orientados e cancelam-se entre si,
sem qualquer magnetizacao liquida [21]. Quando um campo magnético € aplicado,
existe uma tendéncia de cada momento atdémico alinhar-se paralelamente na direcéo
do campo, e o material adquire, como um todo, um momento magnético na direcéo
do campo [21]. Contudo, como ha resisténcia ao alinhamento pela agitacdo térmica,
gue tende a romper a interacdo magnética devido as colisbes atbmicas, a fracdo de
momentos magnéticos que se orientam com o campo depende da intensidade do
campo e da temperatura envolvida. O resultado € um alinhamento parcial na direcao

do campo e uma pequena susceptibilidade positiva [18, 21].

O ferromagnetismo ocorre em materiais que possuem momentos magnéticos
permanentes. O ferromagnetismo surge da forte interacdo entre os elétrons de uma
camada incompleta do material, chamada de interacdo de troca, diminuindo a
energia dos pares de elétrons presentes com rotacdes paralelas. Um pequeno
campo magnético externo pode produzir um grau elevado de alinhamento dos
momentos magnéticos atbmicos, inclusive, em alguns casos, este alinhamento pode

continuar por certo tempo, mesmo com a remoc¢ao do campo externo. As regides de
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alinhamento sdo chamadas de dominios magnéticos. A direcdo de alinhamento

contudo pode ser diferente de um dominio para o outro. Com a aplicagdo de um
campo externo, obtém-se o aumento do tamanho dos dominios magnéticos
orientados no mesmo sentido do campo aplicado e a diminuicdo no tamanho dos
dominios magnéticos orientados no sentido oposto a este campo [18, 19]. Se um
material ferromagnético for aquecido a altas temperaturas, a agitacdo térmica é
grande o suficiente para superar a coesao oriunda da interagdo de troca,

desalinhando os momentos magnéticos e tornando o material paramagnético [15].

O ferrimagnetismo ocorre em materiais que possuem mais de dois tipos de
atomos presentes no material. Os spins tendem a se alinhar na mesma direcéo,
porém em sentidos opostos (em méddulos diferentes) e a magnetizacdo resultante
nao é nula. Na magnetita (Fe3O,4), os ions de ferro podem ter o nimero de valéncia
igual a +2 ou +3, ocorrendo um momento magnético de spin liquido para cada
namero de valéncia e os ions de oxigénio presentes sdo magneticamente neutros.
Contudo, geram interacBes de pareamento de spins antiparalelo entre os ions de
ferro e 0 momento magnético liquido resulta do cancelamento incompleto dos

momentos de spin [18].

3.1.2. Curvas de Magnetizacao

A curva de magnetizacéo € dada pelo grafico de magnetizacao (M), ou campo

induzido B, versus o campo magnético externo (H). Na Figura 3.1A, estdo
representados os tipos de orientacbes dos momentos dos dipolos magnéticos para

os diferentes tipos de respostas magnéticas, discutidos na secéo anterior.
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Figura 3.1. Esquema representativo das orienta¢des dos dipolos magnéticos e as respectivas curvas
de magnetizacdo para materiais diamagnéticos, paramagnéticos e ferromagnéticos (A) [23]. Curva de
magnetizacdo M versus campo magnético H de um material ferromagnético. M,: magnetizagéo

remanescente. Mg magnetizacéo de saturacdo. H.: campo magnético coercitivo (B).

Para materiais ferromagnéticos, um campo magnético baixo provoca uma
resposta de magnetizagcédo relativamente alta, a qual satura para valores altos do

campo aplicado. Para estes materiais, o deslocamento dos dominios ndo é

completamente reversivel. Portanto, a curva de (M) versus (ﬁ) apresenta curva de

histerese, de acordo com a Figura 3.1B.

Para campos magnéticos grandes, os dominios alinham-se chegando num
valor maximo, chamado de magnetizacdo de saturacdo (Mg). Ao diminuir a
intensidade do campo magnético externo, abaixo do ponto de saturacdo, o valor da
magnetizacdo ndo evolui mais na mesma propor¢cdo do que anteriormente. Desta
forma, a histerese ocorre devido aos dominios magnéticos que se alinham com o
aumento do campo magnético e ndo voltam para sua orientacao original, quando o
campo é reduzido novamente. Quando o campo magnético volta ao valor zero, o
material apresenta uma magnetizacdo remanescente (M;). Invertendo-se o sinal do
campo magnético externo,através de um campo coercitivo (Hc) no sentido contrario
ao campo inicial, os dominios reorinetam-se até a sua desmagnetizagdo. Depois de

saturado no sentido inverso ao inicial,completa-se o ciclo da histerese [18, 21].
3.1.3. Dominios Magnéticos

Um material magnético nem sempre possui 0 seu volume magnetizado numa

mesma direcdo. Entretanto, possui pequenas regides com magnetizacao uniforme,
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porém desorientadas umas em relacdes as outras. Estas microrregides sao

denominadas dominios magnéticos (Figura 3.2) [21].

Para materiais magnéticos bulk, existem multidominios magnéticos, onde as
regides de magnetizacdo sdo separadas por paredes de dominios. A formacao de
paredes de dominios € um processo conduzido pelo equilibrio entre a energia
magnetostética (AEws), que aumenta proporcionalmente com o volume dos
materiais, e a energia de dominio de parede (Epw), a qual também aumenta
proporcionalmente com a area interfacial entre os dominios magnéticos existentes

no material [22-24].

Os dominios magnéticos possuem spins desemparelhados, formando
pequenos imas permanentes. Quando um campo magnético é aplicado, os dominios
magnéticos tendem a alinhar-se com o campo, e a magnetizacdo sera revertida pela

rotacdo do spin (dominios magnéticos), de acordo com a Figura 3.2 [18].
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Figura 3.2. Representacédo de dominios magnéticos de um material magnético [adaptado de 18].

Quando o tamanho do material é reduzido, existe um volume critico suficiente
gue necessita de uma maior energia para criar uma parede de dominio com
capacidade de suportar a energia magnetostatica do dominio [24]. O numero de
dominios magnéticos pode diminuir até existir um unico dominio (monodominio),
desde que o tamanho do material seja inferior a certo tamanho critico, chamado de
diametro critico (dc) [20]. Este diametro critico pode ter dezenas de nanémetros e
depende do material, sendo influenciado pela contribuicdo de diferentes energias

anisotropicas [24].
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As nanoparticulas magnéticas podem ter um monodominio magnético ou
pequenos dominios magnéticos; dependendo do tamanho destes dominios, podem
exibir histerese ou ndo. Em um material ferromagnético bulk, a magnetizacéo
aumenta em relacdo ao campo, através dos dominios de parede e sua rotacdo. Em
um material com monodominio magnético, 0 movimento de parede de dominio ndo é
possivel, e apenas a rotacdo da magnetizacdo coerente pode ser usada para
superar a anisotropia (K,) da particula [24, 25].

3.1.3. Superparamagnetismo

O superparamagnetismo pode ser entendido considerando o comportamento
de uma particula com um monodominio magnético [24]. Ao sofrer a acdo de um
campo magnético, 0s momentos magnéticos no monodominio magnético
movimentam-se de forma coerente para uma mesma direcdo e seus momentos
magnéticos apontam numa mesma direcdo. A diminuicAo do tamanho do
monodominio magnético faz com que o momento magnético torne-se instavel no

eixo magnético preferencial quando o campo magnético esta sendo aplicado [26].

As interacbes atbmicas nos materiais magnéticos possuem direcbes
preferenciais em relacdo aos eixos cristalograficos, portanto sdo anisotropicas [26].
A energia de anisotropia magnética, que determina a direcdo preferencial da
magnetizagdo por particula, € responsavel por manter os momentos magnéticos ao
longo de uma determinada direcdo, de acordo com a Figura 3.3, e pode ser

expressa por:
E(0) = K¢ Vsen®6 (3.5)

Onde V é o volume da particula, Ke € a constante de anisotropia e 6 € o
angulo entre a magnetizagéo e a direcao preferencial [24, 25]. A energia de barreira
KeiV separa, energicamente, duas diregcbes de magnetizacdo (uniaxial), onde o
momento magnético da particula possui dois estados de energia minima. Com
particulas de tamanho cada vez menores, a energia térmica kgT pode ultrapassar a
barreira de energia K¢V € a magnetizagdo é facilmente invertida, sendo livre para
girar entre as direcdes de facil magnetizacao.
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Figura 3.3. Magnetiza¢é@o de uma particula com um angulo 8 em relagédo ao eixo facil de

magnetizacao.

O arranjo ordenado de momentos magnéticos diminui com o aumento da
temperatura, devido a flutuagdes térmicas dos momentos magnéticos individuais.
Acima da temperatura de Curie ou Néel, o material torna-se desordenado e perde
sua magnetizacdo. O momento magnético de uma particula pode inverter os spins
em tempos menores e a energia térmica pode ser grande o suficiente para superar a
energia anisotropica, logo a magnetizacdo nao se torna mais estavel e o material é

dito em estado superparamagnético [24].

Em nanoparticulas superparamagnéticas, cada momento magnético proprio
pode ser facilmente saturado na presenca de um campo magnético externo. Porém,
a magnetizacao retorna a zero, apés a remocdo do campo, como consequéncia de
flutuacdes térmicas [25]. O momento magnético da particula como um todo, esta
livre para flutuar em relacé&o a energia térmica, enquanto que os momentos atdbmicos
individuais mantém o seu estado relativo ordenado uns com os outros [8]. Este
comportamento € similar aos materiais paramagnéticos, porém ao invés de spins
eletrbnicos individuais, € o momento coletivo das particulas presentes [25]. Caso
contrario a isto, este efeito € chamado de estado bloqueado. A temperatura que
separa estes dois estados é a temperatura de bloqueio (Tg), onde em valores abaixo
dela as particulas podem ter comportamento ferromagnético ou ferrimagnético, e
acima da Tg as particulas podem ser desbloqueadas, tornando-se
superparamagnéticas. A Tg eficaz depende da constante de anisotropia, do tamanho
das particulas, do campo magnético aplicado e do tempo de medi¢cdo experimental.

A Tg define a transicéo de ferromagnetismo para superparamagnetismo [24].
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A Figura 3.4 mostra o grafico da magnetizacdo versus o0 campo
magnético de materiais com comportamento superparamagnético. As nanoparticulas
de 6xido de ferro, com nucleos cerca de 20 a 30 nm, exibem comportamento

superparamagnético a temperatura ambiente [20].

Figura 3.4. Curva de um material superparamagnético [adaptado de 25].

3.2. Estrutura do Oxido de Ferro

As nanoparticulas magnéticas podem ser compostas por metais, como o Fe,
Co, Ni e oOxidos metalicos, como FeO, Fe304, MnO [27]. Os 6xidos metélicos
magnéticos mais conhecidos séo as ferritas cubicas, especialmente ferritas contendo
ferro trivalente (Fe™®), podem ser representados como Fe**0;M*?0, onde M*? é um
cation divalente de um elemento metalico, 6xidos mistos de outros metais (Co, Ni,

Cu, etc) ou mesmo ferro puro [28, 29].

As ferritas sao classificadas de acordo com suas estruturas cristalinas e sao

divididas em:
. Espinélios, com forma cubica AB;Oy;
. Magnetoplumbitas, com forma hexagonal RFe;,019 (R=Ba, Sr, Pb);

=  Granadas, com forma cubica A3B,(SiO.); (A= Mg, Fe™?, Mn*? ou Ca e
=  B=Fe" Alou Cr);
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. Perovskitas, com forma cubica, monoclinica ou ortorrdmbica ABOs.

Na estrutura em espinélio, existem duas vezes mais sitios catibnicos
octaédricos do que sitios catidnicos tetraédricos. Se o cation divalente ocupar
apenas dois sitios tetraédricos, o espinélio é dito direto. J& a estrutura de espinélio
inverso consiste de fons de 6xido em um arranjo ctbico. Os fons de Fe*? ocupam um
quarto dos espacos octaédricos, e os fons Fe*® sdo igualmente divididos entre um

oitavo dos espacos tetraédricos e um quarto dos espacos octaédricos [2].

As ferritas de espinélio sdo as mais utilizadas devido a suas propriedades
magneéticas, opticas e elétricas bastante significativas. Sdo dividas em magnetita e

maguemita [23, 29].

A magnetita apresenta o maior comportamento magnético do que qualquer
oxido composto por metal de transicdo. A maguemita € meta-estavel em relacao a
hematita e forma solucdes solidas com a magnetita [20]. A magnetita pode ser
convertida para maguemita em ambiente oxidativo, assim como em ambiente

redutivo o efeito inverso é encontrado [22].

A estrutura cristalina da magnetita e da maguemita podem ser descritas em
termos de planos compactados de anions de oxigénio e cations de ferro com sitios
intersticiais octaédricos e tetraédricos, de acordo com a Figura 3.8. Em ambas as

estruturas, os ions de oxigénio estdo em um arranjo estrutural cubico.

A magnetita difere da maioria dos 6xidos de ferro por conter tanto cations de
Fe*? como de Fe™. Os fons Fe*estdo distribuidos aleatoriamente entre os sitios de
coordenacdo octaédrica e tetraédrica, e os fons de Fe*? em sitios octaédricos. A
magnetita é frequentemente n&o estequiométrica, tendo cations de Fe™ deficiente
na subestrutura. O Fe*? também pode ser parcialmente ou totalmente substituido por
outros ions divalentes. O arranjo de outros ions na estrutura se da através da

flexibilidade da estrutura de oxigénio, que pode expandir ou contrair para acomodar
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cations que diferem do tamanho do cation Fe*?. Esta substituicdo de cation é

acompanhada por alterac6es no comprimento da aresta da célula unitaria [28].

) : octFe
: tetr Fe

‘:O

Figura 3.5. Estrutura de uma célula unitaria de magnetita [adaptado de 20].

A maguemita possui uma estrutura semelhante a da magnetita. As principais
diferencas entre ambas € que quase todos os céations de ferro estdo no estado
trivalente e numa estrutura em espinélio com vacancias em sua subestrutura
catidnica. As vacancias dos cations compensam a oxidacdo do Fe*? [28]. Dois tercos
dos sitios sdo preenchidos com fons de Fe* dispostos regularmente, com dois
sitios preenchidos seguidos por um local com vacancia [20, 28]. O grau de
ordenacdo da vacancia diminui com a diminuicdo do tamanho das particulas, sem

qualquer ordenacao da vacancia em maguemita menor do que 20 nm [20].

Em ambos os cristais, os spins dos elétrons dos fons de Fe** em sitios
octaédricos sao alinhados antiparalelamente com os sitios tetraédricos, portanto,
nenhuma magnetizacdo na estrutura é observada a partir destes ions. Os ions de
Fe*? tendem a alinhar seus spins paralelos com os sitios octaédricos adjacentes dos
fons Fe*®, conduzindo uma magnetizacdo. Os arranjos de spins antiparalelos ao
longo do sélido que nédo se cancelam completamente geram o comportamento

ferrimagnético [2, 28].



35

3.3. Nanoparticulas e Nanoestruturas

3.3.1. Caracteristicas Gerais das Nanoestruturas

Os materiais nanoestruturados séo definidos como materiais que apresentam
tamanho caracteristico de pelo menos uma das dire¢cdes em escala nanométrica [30,
31]. Qualquer material composto por metais, ceramicas, semicondutores,
compositos, polimeros, que contenha grados ou agregados com tamanhos inferiores
a, aproximadamente, 100 nm podem ser classificados como um material

nanoestruturado [30, 32].

Para a producdo de materiais nanoestruturados, existem duas abordagens de
preparacao: processos botton-up (de baixo para cima), a partir do controle de
arranjos de menor escala (atomos e moléculas); e processos top-down (de cima

para baixo), a partir da escala microscoépica ou da escala macroscopica [1].

A Figura 3.6 representa alguns exemplos da classificacdo das nanoestruturas.
As nanoestruturas formadas com agrupamentos de poucos atomos podem ser
consideradas como estruturas com zero dimensao (O-D), tais como fulerenos,
nanoparticulas, pontos quanticos, entre outros. As nanoestruturas de formato
filiforme, na qual o comprimento € muito maior do que as suas dimensdes laterais
(poucos nandémetros) sao classificadas como nanoestrutura de uma dimenséao (1-D),
tais como os nanotubos de carbono e nanofios. As nanoestruturas de duas
dimensdes (2-D) sédo aquelas que em apenas a espessura tem dimensao
nanometrica, tais como os filmes ultrafinos ou laminas de grafite. Os nanomateriais
de trés dimensbes (3-D) incluem pds, multicamadas, policristais compactados, na

qual as estruturas com 0-D, 1-D e 2-D podem estar em contato entre si [30-32].
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Figura 3.6. Representagéo de alguns materiais nanoestruturados. 1. 0-D - pontos quénticos; 2. 1-D
nanotubos de carbono; 3. 2-D filme ultrafino; 4. 1-D particulas coloidais; 5. 3-D nanomateriais

compactados.

Algumas nanoparticulas tem uma estrutura core-shell. O revestimento (shell)
protege o nudcleo (core) e pode agir como um ligante para a adicdo de outras
moléculas e de outras funcdes. Uma variedade de combina¢Bes de materiais core-
shell pode ser encontrado na literatura, como quantum dots [33], fluoréforos [34] ou

nanoparticulas magnéticas [34-36].

O interesse na pesquisa em materiais nanoestruturados tem sido estimulado
pelo fato de que as dimensdes espaciais reduzidas e a elevada area de interface
presente no material acarretam numa elevada relacdo de superficie-volume. Os
atomos da superficie tém um papel diferenciado em relacdo aqueles presentes no
interior do material, uma vez que podem participar de todas as interacdes fisicas e
quimicas do material com o0 meio onde esta inserido, causando modificacoes
relevantes nas propriedades dos materiais, em relagdo ao mesmo material bulk [30,
31, 37]. As modificacbes nas propriedades fisicas e quimicas de um material
(propriedades oOpticas, elétricas, magnéticas, mecanicas, térmicas ou degradativas)

manifestam-se diferentemente a partir de um determinado tamanho critico [1].

3.3.2. Classificacdo das Nanoparticulas de Oxido de Ferro

As nanoparticulas de o6xido de ferro, normalmente, consistem em dois

componentes: um nucleo magnético cristalino e um revestimento de superficie
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estabilizante, como apresentado na Figura 3.7. O ndcleo magnético pode ser
composto de misturas de magnetita e maguemita, ambas num mesmo arranjo

cristalino cubico [22, 37].

@ oxido de ferro % dextran

Figura 3.7. Representag&o de uma nanoparticula de 6xido de ferro em sistema nudcleo-casca (do
inglés, core-shell), composto de um nudcleo de 6xido de ferro e um revestimento de dextran [adaptado
de 38].

As nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de ferro para aplicacbes
biomédicas séo geralmente classificadas de acordo com o didmetro hidrodindmico,
em solucdo aquosa, em trés categorias (Tabela 3.1): Oxido de ferro
superparamagnético oral (Oral SPIO), que abrangem diametros hidrodinamicos de
3,4 um a 300 nm; 6xido de ferro superparamagnético padrao, ou também chamado
de polidisperso (SSPIO ou PSPIO), que abrangem diametros hidrodinamicos de 50 a
150 nm; e 6xido de ferro superparamagneético ultra pequeno (USPIO), com diametros
hidrodindmicos de 10 a 40 nm [22, 37].

Tabela 3.1. Classificacdo quanto ao tamanho das particulas de éxido de ferro superparamagnético
[adaptado de [22].

Tipo Variac8do de Tamanho
Oral SPIO 300 nm a 3,5um
PSPIO/SSPIO 50 nm a 150 nm
USPIO <40 nm

Uma subcategoria de USPIO, conhecida como nanoparticulas de oxido de
ferro monocristalino (MION), é composto por um nucleo de Oxido de ferro
monocristalino, abrangendo tamanhos de diametros hidrodinamicos de 10 a 30 nm.
Uma derivacao das nanoparticulas MION ou USPIO consiste de uma nanoestrutura
que apresenta um revestimento de polissacarideo reticulado quimicamente,

denominado CLIO (do inglés, crosslinked iron oxide) [22].
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Algumas nanoparticulas de 6xido de ferro estdo comercialmente disponiveis
na area de contraste por MRI, ou em fase de investigacao clinica, e sdo mostradas
na Tabela 3.2:

Tabela 3.2. Nomes genéricos e comerciais, caracteristicas comuns e valores da razéo de relaxividade

(r2/r1) de diferentes nanoparticulas compostas por éxido de ferro para uso em MRI [22, 39, 40].

Classificag8o | Agente Nome Comercial Mater'lal de . D'amefro. r2/rl
Revestimento Hidrodinamico
SPIO Oral AMI-121 | Lumirem Gastromark Silicone > 300 nm 225
SSPIO AMI-25 Endorem Feridex IV Dextran 80-180 nm 411
. ~ _ Dextran 30-50 nm
CLIO Investigacdo Clinica Crosslinked -
USPIO ou SHU . .
MION 5558 Resovist Carboxidextran 40-60 nm 5,94
AMI-227 Sinerem Combidex Dextran 15-40 nm 4,49

3.3.3. Estabilizac&o Coloidal das Nanoparticulas de Oxido de Ferro

A preparagdo de fluido composto de nanoparticulas de 6xido de ferro pode
ser semelhante a preparacdo em escala macroscépica, porém a formacdo dos
cristais de 6xido de ferro deve ser inibida para manté-los em escala nanométrica e
evitar possivel aglomeracdo entre as mesmas [11]. Para evitar este problema,
utilizam-se materiais que atuem como agentes estabilizantes. Esta estabilidade

depende das forcas atrativas e repulsivas presentes no material [9].

As combinacdes de solugBes aquosas com surfactante ou contra-ions séo
utilizadas de modo que as superficies externas das particulas sejam carregadas,
positivamente ou negativamente, e compativeis com o solvente circundante. O

revestimento da superficie reduz a forca magnética entre as particulas [41].

Os atomos de ferro da superficie do oxido de ferro atuam como acidos de
Lewis e coordenam-se com moléculas que doam pares de elétrons. Portanto, em
solucbes aquosas, os atomos de ferro coordenam-se com a agua, que se dissocia,
deixando a superficie de 6xido de ferro funcionalizada com grupos hidroxilas (OH").
Estes grupos hidroxilas sdo anféteros, e podem reagir tanto com acidos ou bases.

Dessa forma, a superficie da nanoparticula pode ser positiva ou negativa,
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dependendo do pH do meio. O ponto isoelétrico € o pH em que a superficie da
nanoparticula apresenta numero igual de cargas superficiais, sendo para a

magnetita um valor de aproximadamente 6,8 [9].

A estabilizacdo é um parametro importante para obter uma suspenséo
coloidal que seja estavel contra a agregacdo e aglomeracado, principalmente, em
meio biolégico e quando expostos a campos magnéticos [9, 22]. Esta estabilidade
resulta do equilibrio entre as forcas atrativas e repulsivas. Se todas as particulas
possuirem uma repulsdo mutua, a dispersdo tendera a ficar estavel. As
nanoparticulas em suspensdo agregam-se devido a forcas atrativas de van der
Waals, minimizando a superficie total ou energia interfacial, induzindo atractes
isotrépicas de curto alcance [42, 9]. Ambas estas forcas sdo explicadas pela teoria
de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), na qual 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

aguosa [43].

A modificacdo da superficie para uma boa estabilizacdo das nanoparticulas
magnéticas pode ser efetuada tanto durante a formacéo do nucleo de éxido de ferro
no inicio da etapa de sintese ou depois do processo de formacao do nucleo de 6xido
de ferro (pds-sintese). Ambas as formas de sintese podem gerar nanoparticulas com
suspensdes monodispersas e com isso pode-se assumir maior controle sobre as
propriedades fisicas e quimicas [22]. O revestimento, geralmente, deve ter
caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade para serem usados na
area biomédica. As moléculas mais usuais sado tensioativos e/ou surfactantes, tais
como o acido oléico, acido laurico, entre outros. As moléculas de surfactantes séo na

maioria das vezes anfifilicas e fazem parte da relacdo entre a interface e o solvente.

Uma grande parte dos métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas que
possuem surfactantes utiliza solventes organicos, tais como hexadecano, tolueno,
entre outros (normalmente com grupos organicos com cauda hidrofobica), formando
uma protecdo em torno das nanoparticulas. Todavia, as nanoparticulas em
suspensao organica ndo podem ser utilizadas para fins biomédicos, devido a maioria

dos solventes organicos ndo serem biocompativeis [42].
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Os diversos tipos de estabilizantes podem ser classificados em:

o Grupos organicos: com grupos funcionais, incluindo carboxilatos, fosfatos e
sulfatos. S&o conhecidos por se ligarem facilmente a superficie da magnetita. A
estabilizacdo pode ser adaptada para uma melhor dispersdo em diversos meios

liquidos, tanto polares como apolares [9, 22].

o Materiais inorganicos: ouro, silica, gadolinio. Estes revestimentos séao
estaveis as nanoparticulas em solucédo e também auxiliam no efeito de ligantes e/ou
receptores bioldgicos para a superficie (formacdo de quelatos). Podem formar

sistemas core-shell [9, 22].

o Materiais poliméricos: podem ser revestidos tanto in situ, como depois da
sintese. Os revestimentos mais comuns sdo dextran, carboxidextrano, amido,
polietileno glicol (PEG), é&lcool polivinilico (PVA), entre outros. Estes tém sido
bastante utilizados para dispersées de nanoparticulas magnéticas em meio aquoso
[42, 9].

3.3.4. Dextran

O dextran € um dos materiais mais comuns usados para revestimento em
agentes de contraste por imagens por ressonancia magnética (MRI). Atualmente, as
nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com dextran sdo um dos poucos agentes
de contraste a base de éxido de ferro clinicamente aprovados [4, 44]. Na medicina, o

dextran é utilizado como antitromboético e também para reduzir a viscosidade do

sangue [4].

O dextran € um biopolimero produzido tanto por bactérias (Leuconostoc
mesenteroides), como por sintese quimica [45]. E composto por polissacarideos com
moléculas de glicose (CegH100s5), € com ramificacbes de cadeias de diferentes
comprimentos (10-50 kDa). O grau de ramificacdo depende da fonte de producao do
dextran e pode variar de 0,5 a 60%. A maioria dos dextrans disponiveis

comercialmente possui baixo grau de ramificagdo (0,5%), resultando num elevado
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grau de solubilidade em agua. Porém, dextrans com ramificacbes maiores que

43% (a partir a-1,2 e a-1,3), sdo considerados insolUveis em agua [46].

A Figura 3.8 representa a estrutura do dextran. A cadeia linear consiste de
ligacdes a-1,6-glicosidicas entre as moléculas de glicose e as ramificacdes iniciam a

partir das ligages a-1, 4. [11, 46].

--1--0-CH,
--1-0 0
OH

--1-1--0-CH,
OH 0
OH

OH

OH
Figura 3.8. Estrutura quimica do dextran.

A estabilidade do dextran como revestimento para as nanoparticulas de 6xido
de ferro pode variar em relacdo as possiveis modificacbes de superficies para a
fixacdo de biomoléculas. Para melhorar este aspecto, a cobertura das
nanoparticulas pode ser reticulada (Figura 3.9), obtendo-se uma estrutura mais

rigida na superficie e, principalmente, mais resistente as variacdes de temperaturas.

OH

0
OH
“0-CH, 0" oH

CHz-0
OH + CH;— CH CH,CI - CH,
) N o’ CH-OH
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0-CH,
OH o}
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Figura 3.9. Representacéo da reacao de reticulacdo do dextran com epicloridrina.

Em solug¢des aquosas, o dextran interage com a superficie da nanoparticula

Ha interacdes polares (de quelacéo e de ligacédo de hidrogénio) com a superficie do
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ndcleo magnético. Embora as ligacdes de hidrogénio sejam relativamente fracas, a
energia de ligacdo total das ligacbes de hidrogénio ao longo do comprimento da
molécula de polissacarideo pode ser elevada, devido ao grande nimero de grupos

hidroxilas presente na molécula de dextran [9].

O comprimento das cadeias e o peso molecular (M,) do dextran
desempenham um papel fundamental para a absor¢do das nanoparticulas no meio
bioldgico. Os dextrans com baixo peso molecular, normalmente menor do que 10
kDa, sdo eliminados do organismo através de uma filtragdo glomerular que ocorre
nos rins e, no caso de seu uso em particulas maiores que 80 nm, podem ser
assimiladas pelo sistema reticuloendotelial (RES), com a captacdo hepética de até
80% da dose injetada [11, 47]. Para os dextrans com peso molecular maior, a
eliminacdo passa por uma metabolizacdo através de enzimas, chamada de
dextranase, que se encontra presente em diversos 6rgdos humanos como figado,
rins ou célon. Estudos realizados mostraram que a superficie do dextran é bastante
estavel em tecidos biolégicos, devido a resisténcia a degradacdo mediada pela
dextranase. Esta enzima transforma o dextran em glicose, sendo por fim hidrolisada

em agua e dioxido de carbono [13, 48].

3.4. Métodos de Sintese de Nanoparticulas de Oxido de Ferro

Nas ultimas décadas, diferentes métodos de preparacdo de nanoparticulas
magneéticas foram investigados. A sintese por coprecipitacdo normalmente € um
processo complexo devido a formacdo de diferentes sistemas coloidais. O desafio
consiste na definicho de condicdes experimentais adequadas, conduzindo

idealmente a uma populacdo monodispersa de tamanho adequado [24].

O método via processos fisicos, como deposi¢cdes em fase gasosa e litografia
por feixe de elétrons, podem ser métodos nao apropriados por ter disparidade no
controle de tamanho das particulas que se deseja obter [13, 24]. A sintese via rota
guimica € mais indicada em comparacao a sintese por meétodos fisicos, pela maior
vantagem no controle de diferentes parametros e custo mais baixo. O tamanho e a
distribuicdo das nanoparticulas, o grau de cristalinidade, a pureza de fase sdo
parametros importantes em termos de aplicagfes para biomédica [4].
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Os métodos de sintese podem ser classificados também por rotas hidrolitica
e nao hidrolitica. As rotas hidroliticas dependem da hidrélise dos fons de Fe*® e Fe*?,
enquanto que o método nao hidrolitico baseia-se na pirdlise (quebra) de compostos

organicos que possuem ferro em sua estrutura [4, 49].

Uma variedade de métodos via processos quimicos podem ser usados para
sintetizar nanoparticulas magnéticas [9], tais como sintese de microemulséo e sol-
gel [11, 20, 49], “eletrosprays” [24, 50], deposicdo térmica [25], sondlise [51]. No
entanto, para uma rota de sintese de nanoparticulas monodispersas é necessario
separar a nucleacao e passos de crescimento durante a sintese. O método mais
comum e barato para a producdo de nanoparticulas de magnetita é a técnica de
coprecipitacdo de sais de ferro em meio alcalino, que foi a técnica utilizada neste
trabalho. O processo de coprecipitacdo apresenta vantagens como homogeneidade
quimica, reacdes em baixas temperaturas, obtencdo de particulas finas, tempo de
reacao relativamente pequeno e possibilidade de processamento em grande escala
[9, 52].

3.4.1. Sintese pelo Método de Coprecipitacdo

Convencionalmente, as nanoparticulas de oxido de ferro (Fes04 e y-Fe;0s3)
podem ser sintetizadas pela adicdo de uma solucédo basica (NaOH, NH,OH) junto
com misturas de sais de Fe*® e Fe*?, em atmosfera ambiente. A reacdo sintética

pode ser escrita como:
Fe*?aq + 2 Fe*3ag + 8 OH (ag) > Fes0ycs) + 4 Hy0p) (3.6)

Para ocorrer e completar a precipitacdo da Fe3zO4, 0 pH do meio deve ser
basico, com uma proporcdo estequiométrica do Fe™®/Fe*? de 2:1, em temperatura
ambiente e em meio ndo oxidante [9, 13]. Contudo, a magnetita ndo é estavel em
temperatura ambiente e pode sofrer oxidacao, gerando a maguemita, de acordo com

a equacao abaixo:

FezO4 + 2 H > Y-Fezog(s) + Fe+2(aq) + H20(|) (37)
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A magnetita tem magnetizacdo de saturacdo um pouco mais alta do que a
maguemita, e é mais preferivel para a aplicagdo em MRI, porém a maguemita é mais

estavel guimicamente sob condi¢des de temperatura ambiente [4].

A solucéo de base é adicionada a solucéo dos sais de ferro ja dissolvidos em
meio aquoso, sob agitacdo constante e numa temperatura proxima a temperatura de
ebulicdo das respectivas solugbes. Alguns parametros podem ser controlados no
inicio da preparacdo das nanoparticulas, como o controle do tamanho através da
velocidade de agitagcdo mecanica, concentracao e tipo de base utilizada, controle de

temperatura da reacdo, forca idnica, pH e natureza dos sais de Fe** e Fe*?[9].

A pureza dos reagentes € importante para a formacdo de magnetita.
Normalmente, no método de coprecipitacdo sao utilizados sais hidratados de
ferrotrivalentes (Fe(NO3)3.4H,0 ou FeCl3.4H,0) e sais hidratados de ferro divalentes
(FeCl,.4H,0 ou FeS0O,4.7H,0) [27]. A oxidacdo da magnetita para maguemita pode
afetar as propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas magnéticas durante a
sintese. Para evitar isto, pode-se adicionar um material de revestimento, bem como
adicionar um géas inerte (N2 ou Ar). Ao borbulhar um gas inerte na solugdo de
sintese, auxilia na protecdo contra a oxidacdo da magnetita, como também a

reducdo do tamanho da nanoparticula [9, 11, 13].

A formacdo da magnetita ocorre através de adsorcao superficial de céations, o
que leva a um equilibrio entre reactes de complexacdo de superficie e precipitacao.
O processo de nucleacéo cristais ocorre quando a concentragao satura (saturacao
critica) e, logo, um crescimento lento dos nucleos por difusdo do soluto para a
superficie do cristal. O processo de crescimento € controlado pelo transporte de
massa e pelo equilibrio da superficie atravées da adicdo e da remocdo dos
mondmeros individuais (adtomos, ions ou moléculas) [13]. Para obter nanoparticulas
monodispersas, € necessario que as etapas de nucleacdo e crescimento sejam
separadas de modo que a nucleacdo ocorra primeiramente e, s6 depois, 0
crescimento, pois o numero de particulas é determinado pelo fim da nucleacéo. As
taxas relativas de nucleacdo e crescimento das particulas controlam o tamanho e a
polidispersdo. Quando o processo de nucleacdo predomina séo obtidas particulas
pequenas em grande quantidade, porém, se 0 processo de crescimento for
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predominante, sera obtido um pequeno nimero de particulas com tamanho maior
[9, 11, 25].

3.2. Marcacéo de Nanoparticulas de Oxido de Ferro com Fluoréforos

Imagem por fluorescéncia é uma técnica de imagem molecular em que séo
adicionados fluoréforos em sondas especificas que sdo excitadas por radiacdo
incidente, geralmente na luz visivel ou infravermelho proximo (do inglés, near
infrared — NIR - 650-950 nm), e emitem em uma energia mais baixa do que aquela
que foram excitadas [53]. E um método n&o invasivo e n#o ionizante para

diagndstico de tecidos por imagem, principalmente de animais pequenos [54].

A fluorescéncia na regido do visivel é aceitavel para cortes de tecidos finos
(menores que 1 cm). A profundidade de penetracdo de luz depende do tipo de tecido
que se deseja analisar, como a pele e 0 musculo que sao mais transparentes do que

orgaos mais vascularizados por causa da absorcéo pela hemoglobina [55].

Corantes que emitem no NIR podem ser incorporados nas nanoparticulas,
tais como polimetinas (Cy5.5, Cy7), verde de indocianina (ICG), Alexa Fluor 750, e
IRDye78, entre outros. A vantagem seria de que em uma unica nanoparticula pode
encapsular milhares de moléculas de corante em sua superficie, proporcionando

mais clareza e estabilidade na anélise [53].

Em destaque, a cianina € o nome da familia de corantes sintéticos que
apresentam grupos de polimetina. As cianinas sdo corantes pertencentes a classe
do grupo de polimetinas, utilizadas como sondas fluorescentes, principalmente na
area biomédica. Sua estrutura, em geral, € composta por um numero impar de
grupos metina (CH) ligados de forma alternada por ligagbes simples e duplas.
Dependendo da estrutura, as cianinas apresentam um espectro eletromagnético com

bandas de absor¢cédo combinado nas regides do ultravioleta e infravermelho [56].

Uma das cianinas que pode ser utilizada em estudos como marcador
biolégico é o corante Cy5.5, com absor¢cdes num comprimento de onda em torno de
675 nm [57-59]. O corante possui um grupo reativo em cada molécula de Cy5.5 para
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a rotulagem exata de grupos amina. Normalmente, o Cy5.5 é usado para alvo e
rotulagem especifica de residuos de amina em anticorpos, peptideos, entre outros
[60].

3.5. Nanoparticulas Magnéticas em Aplicacbes Biomédicas

Nos ultimos anos, o0 uso de sistemas compostos por nanoparticulas de éxido
de ferro foram descritos em diversas aplicacdes. Alguns exemplos, que abrangem
diferentes areas de pesquisa em nanomateriais magnéticos [61-65]. Essas
aplicacfes tecnologicas incluem catalise [66, 67], vedantes magnéticos [68] e tintas
[69], armazenamento de dados e mitigacdo de impacto ambiental [24]. As aplicagOes
mais comuns nas areas de biotecnologia e medicina envolvem marcacao celular,
hipertermia, carregamento de farmacos [13] e agentes de contraste para imagens
biomédicas [70-74].

Os diagndsticos clinicos e de investigacdo biomédica empregam uma série de
técnicas de imagem in vivo e in vitro, incluindo microscopia confocal [75], imagem
por ressonancia magnética (MRI) [76], raio-X (XR) [75], tomografia computadorizada
(CT) [77], tomografia por emissdo de poésitrons (PET) [77], tomografia
computadorizada de emissdo de féton Unico (SPECT) [77] e ultra-som. Cada uma
dessas técnicas possui pontos fortes e fracos de resolucdo espacial, temporal e

limites de sensibilidade, proporcionando informagdes complementares entre si [78].

O uso de nanoparticulas de 6xido de ferro nas areas biomédicas pode ser
classificado em duas categorias amplas. Para aplicagdes in vitro, o uso principal é a
separacao e rotulagem de biomoléculas, tais como proteinas, células, DNA/RNA,
microrganismos. Para usos in vivo, destaca-se seu uso como agente de contraste
em diagndsticos por imagem, como em MRI, e para terapias como entrega de

drogas e hipertermia no tratamento de cancer [4, 7, 8, 9, 36].

O método por separacdo magnética pode ser utilizado de modo rapido e
simples para a captura de proteinas especificas ou outras biomoléculas. A maioria
das particulas utilizadas atualmente sao superparamagnéticas, o que significa que

podem ser magnetizadas por um campo magnético externo e imediatamente re-
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dispersas quando o ima é removido. A separacdo magnética tem varias vantagens
em comparagdo com 0s processos de separacdo tradicional. Este processo é muito
simples e todos os passos de purificagdo podem ser realizados em um arranjo

simples, sem nenhum sistema mais sofisticado de purificacéo [9, 30].

Outra aplicagdo interessante das nanoparticulas magnéticas é seu uso para
tratamento de céncer por hipertermia, que € considerado como um tratamento
suplementar a quimioterapia, a radioterapia ou cirurgia. A ideia de utilizar a
magnetohipertermia esta no fato de que quando as nanoparticulas magnéticas sao
expostas a um campo magnético variavel, normalmente gerado por bobinas de
radiofreqUéncia, o calor é gerado pela agitagdo magnética das nanoparticulas. Num
campo magnético alternado, a correntes induzidas por materiais metalicos geram
calor destruindo as células tumorais. As células patolégicas sdo mais sensiveis a

temperaturas do que as células saudaveis [24].

Uma das maiores aplicacbes das nanoparticulas magnéticas € como
transportadores de farmacos (drug delivery). O conceito geral € ligar as
nanoparticulas a moléculas de farmaco e orienta-las a um local biol6gico escolhido
através de gradientes de campos magnéticos localizados, mantendo-as neste local
até que a terapia esteja completa. Em seguida, € preciso remover 0 campo
magnético aplicado para que as nanoparticulas sejam eliminada do corpo [24]. Os
transportadores magnéticos de farmacos tém o potencial para produzir uma elevada
concentragéo local, diminuindo a toxicidade e outros efeitos colaterais adversos
resultantes da administracdo de doses elevadas de drogas em outras partes do

organismo.

Apo6s a administracdo, as nanoparticulas com diametros superiores a 200 nm,
sdo facilmente isoladas pelo baco e removidas por fagocitos, resultando numa
reducdo do tempo de circulacdo no sangue. Por outro lado, as particulas com
diametros inferiores a 10 nm séo rapidamente removidas pelos rins. As particulas
com um diametro que variam de 10 a 100 nm, sdo eficazes para a injecéo
intravenosa e possuem um maior tempo de circulagdo na corrente sanguinea. Essas
particulas sdo suficientemente pequenas para evitar a eliminacdo pelo sistema
reticuloendotelial (RES) do corpo [9, 24].
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3.6. Principio Basico de Imagens por Ressonancia Magnética

Na medicina, a ressonancia magnética nuclear & usada para produzir
imagens anatdbmicas de orgaos e também fornecer informacgdes sobre o estado fisico
dos tecidos, sua vascularizacdo e, em alguns casos, sua funcdo. Os principais
atomos que compdem o tecido humano sdo o hidrogénio, oxigénio, carbono,
nitrogénio, fosforo, calcio. Ndo obstante, nem todos estes nucleos apresentam
propriedades que permitam seu uso em MRI. Utiliza-se o hidrogénio por ter o maior
momento magnético nuclear e ser um elemento quimico abundante no corpo
humano [79, 80].

O imageamento por ressonancia magnética nuclear baseia-se na interacao
entre 0 momento magnético de protons de agua e/ou gordura com campos de
radiofrequéncia em presenca de um campo magnético externo (1-3 T) [81, 79]. Os
momentos magnéticos nucleares ndo possuem uma orientacdo espacial bem
definida, distribuindo-se de forma aleatéria nos tecidos do corpo humano, sendo a

magnetizacao resultante, num certo volume de tecido, praticamente igual a zero.

Ao aplicar um campo magnético externo num tecido humano, os prétons de
hidrogénio irdo orientar-se de acordo com direcdo do campo externo. Os spins
podem orientar-se tanto paralelamente (baixa energia) como antiparalelamente
(maior energia). Estas duas orientacdes representam o0s niveis de energias que
estes protons podem ocupar. A diferenca entre as disposicbes dos estados
antiparalelos em relacdo aos estados paralelos sdo baixas, e apenas uma pequena
parcela de spins remanescentes irdo reproduzir uma magnetizacao nuclear liquida

M; néo nula na direcdo do campo By [80, 81].

Devido ao campo By, 0s prétons de hidrogénio também precessionam numa

freqUéncia caracteristica (wo), determinada pela equacgéo de Larmor.

Onde y é a razdo giromagnética. A razao giromagnética para os protons de

hidrogénio é igual y = 2,67x10° rad s T, de modo que em um campo estacionério
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(Bo) de 1,0 T, a frequéncia de precessao de Larmor sera de 42,54 MHz [7]. O

movimento de precessdo dos prétons de hidrogénio ocorre em torno do eixo z,
chamado de eixo longitudinal que é dado pela direcdo do campo magnético aplicado
(Bo). O plano xy € chamado de plano transversal. Os spins remanescentes dos
cancelamentos formam uma componente de magnetizacao residual (M), descrita na

Figura 3.10A, que surge alinhada ao eixo z.

Os momentos magnéticos individuais precessionam no plano transversal sem
ter coeréncia de fase entre eles, portanto a My e My séo iguais a zero, ndo havendo
magnetizagdo no plano xy (Figura 3.10A). Um segundo campo magnético (B;) de
curta duracdo pode ser aplicado para reorientar o vetor de magnetizacdo. Este
campo B; é um pulso de radiofreqiiéncia e tipicamente € perpendicular ao By (Figura
3.10 B). Um dos pulsos mais utilizado € o que resulta num desvio de 90°, do vetor

Mo para o plano xy [81]

Ao aplicar um pulso de radiofrequéncia ressonante com a transicdo de spin,
0s prétons de hidrogénio mudam seu nivel de spin. A partir do instante em que o
pulso de RF é desligado, o sistema excitado dos spins relaxa e volta ao seu estado
de equilibrio reemitindo a radiofrequéncia que é captada através de correntes
induzidas em bobinas receptoras no equipamento. O processo através do qual os
spins dos prétons voltam para o seu estado original, é referido como relaxacao [25,
80].

A) B,
B) AR c)
i 6, :
—_—
M y
B, ~
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Figura 3.10. Conjunto de prétons com momento magnético liquido na presenca de um campo
magnético externo B,. Momento magnético precessionando em torno do By, na frequéncia
caracteristica Larmor (wg). (A) e um segundo campo externo aplicado a 90° perpendicular ao By,

oscilando no eixo M,y (wo) (B) [adaptado de 82].

O efeito de relaxac@o dos spins € devido a trocas de energia entre spins e
entre 0s spins e suas vizinhancas (rede), fazendo com que o vetor de magnetizacéo
volte a orientar-se paralelamente ao By (equilibrio). Estes processos de relaxacédo
sdo caracterizados por duas componentes, o tempo de relaxacdo T1 e tempo de

relaxacao T2.

Se um pulso de 90° na frequéncia de Larmor (w,) é aplicado em uma
amostra, o Mg ira rotar no plano xy e M, sera zero (Figura 3.10 B). Com o passar do
tempo, a M, ira se recuperar pelo retorno dos spins ao seu estado fundamental. Esta
recuperacdo segue em processo exponencial com uma constante de tempo (T1),
sendo uma medida da rapidez do acoplamento dipolar dos momentos de proétons

para o meio envolvente descrito na Equacgéao 3.9 [80, 81].
M, = My(1 — e~ 1/Th) (3.9)

O tempo T2 é o tempo de relaxagcdo transversal ou o tempo de reducao
(decaimento) da magnetizacdo no plano perpendicular (spin-spin). Se um pulso de
90° e aplicado a amostra, My ira rotar para o plano xy. Os momentos magnéticos
individuais dos spins terdo coeréncia de fase no plano transversal no final do pulso
aplicado. Com o tempo, esta coeréncia de fase desaparece devido as suas
interacdes magnéticas com outros protons nos tecidos e o valor de magnetizagdo no
plano xy diminui a zero. A relaxagdo no plano xy é relativamente rapida, e é descrita

de acordo com a Equacéo 3.10 [81, 80].

M, (t) = M,, (0)et/T2 (3.10)

7

Como o sinal de MRI é proporcional a My, a relaxagdo T2 modula o

decaimento do sinal.
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Existem duas possiveis causas para a perda de coeréncia no plano xy. A
primeira seria a interagdo spin-spin devido seus campos magnéticos intrinsecos e a
segunda seria devido a ndao homogeneidade do campo local, aumentando mais a
relaxacdo no plano transversal e acelerando o decaimento do sinal [80]. Devido a
esse segundo processo, foi definida outra constante de tempo, denominada T2*, a

qual descreve um tempo de relaxagdo menor, seguindo a Equacgao 3.11:

1
T2*

1
= —+YAB, (3.11)

Onde yAB, representa a taxa de decaimento do sinal devido a nao
uniformidades do campo. De modo a compensar o decaimento do sinal devido as

nao-uniformidades de campo, foi introduzida a sequéncia de pulsos spin eco [8, 80].

A sequéncia spin eco consiste na aplicagdo de um pulso de 90° de excitacéo,
seguido de um pulso de 180° em um tempo igual a TE/2. Este pulso faz rotar a
magnetizagdo de 180° em torno do eixo x’, compensando a perda de coeréncia
devido as ndo-uniformidades. Uma das vantagens da utilizacdo de uma sequéncia
de spin eco é que introduz a dependéncia T2 para a intensidade de sinal, e ndo em
T2* [79-81].

Para formar a imagem real de um paciente, € necessario aplicar um pulso de
gradientes magnéticos, gerando pequenas perturbacdes sobrepostas ao campo
magneético principal. Na presenca deste gradiente de campo, cada proton ressona
numa frequéncia Unica e depende da sua posicéo no interior do campo de gradiente
[80, 81].

O contraste de imagem surge das variacoes locais de relaxacao,
influenciadas por T1 e T2, e também pelos parametros de aquisicdo TE e TR
ajustados na maquina durante a aquisi¢cdo. O tempo de relaxagéo intrinseca da agua
no tecido depende do ambiente fisiolégico. O contraste por MRI em diferentes
tecidos pode ser modificado por agentes de contraste que encurtam o tempo de

relaxacao longitudinal e transversal. Esta capacidade de alterar os tempos Tl e T2 &
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frequentemente usada para aumentar a sensibilidade e especificidade de deteccéo

de certas patologias [38].

A medida usada para definir a eficacia do agente de contraste € dada pela
mudanca na taxa de relaxacdo dos protons na agua, denominado de relaxividade

[81]. Quantitativamente é representada pelas Equagfes 3.12 e 313.

1

1= ?i_ (3.12)

=

—

1

r2 = [i (3.13)

>
|

—

Onde a M é a concentracdo molar do agente de contraste, em molL™. A
relaxividade transversal (r2) é significativamente maior do que rl para as
nanoparticulas magnéticas. Este fato € importante, pois quanto maior o valor da
relaxividade, menor o numero de nanoparticulas necessarias para produzir um sinal
detectavel e, consequentemente, uma menor dose do farmaco seria administrada ao

paciente [82].
3.6.1. Nanoparticulas como Agentes de Contraste em MRI

Os agentes de contraste para MRI sdo substancias quimicas (farmacos)
administradas em pacientes que podem localizar-se em regiées anatdomicas, a fim de
melhorar a visibilidade das estruturas internas do corpo, diferenciando os tecidos
saudaveis dos ndo saudaveis. Os agentes de contraste alteram os tempos de
relaxacdo local dos atomos dentro dos tecidos apos a administracdo oral ou
intravenosa. O mecanismo de contraste pode ser afetado por varios fatores, como a
densidade de protons e sequéncias de pulsos de ressonancia magnética. Com base
no processo de relaxacdo, os agentes de contraste podem ser classificados como
agentes de contraste T1 e T2 [83-85].

A presenca das nanoparticulas magnéticas em o6rgdos ou tecidos cria um
campo magnético adicional, que induz a ndo homogeneidade dos campos locais que
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aumentam significativamente a velocidade de relaxacdo transversal de protons

(diminuicdo de T2) [7, 12]. As nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de
ferro, portanto, tendem a reduzir a intensidade de sinal, ou seja, escurecer a regido
aonde se encontram. Como resultado, estas nanoparticulas sdo referidas como

agentes de contraste negativos [22].

Dentre os diversos agentes de contraste nanoparticulados, dois agentes de
contraste ja foram clinicamente aprovados, o Feridex® e Resovist®, mencionados na
Tabela 3.2. Ambos estdo especificamente aprovados para exames de MRI do
figado. De acordo com os estudos realizados por Wang [86], a diferenca entre
ambos 0s contrastes, seria que o farmaco Resovist® pode ser administrado de forma
mais rapida por vias intravenosas e pode ser usado com imagem dinamica,
enquanto que o Feridex® deve ser administrado por infusdo lenta e é usado
exclusivamente em imagiologia de fase tardia. No figado, estas particulas séo
sequestradas (fagocitadas) por células Kupffer no sistema reticuloendotelial (RES),
mas ndo sdo retidas nas lesBes deficientes de células de Kupffer.
Consequentemente existem diferencas significativas nos tempos de relaxacéo
T2/T2* entre o tecido normal e o tecido doente, resultando num aumento na

visualizagcédo ou deteccao da leséo [86].



4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo €& destinado a descricdo dos materiais,

procedimentos e andlises realizadas no desenvolvimento deste trabalho.

4.1.Reagentes Utilizados

Os reagentes utilizados nos procedimentos laboratoriais estdo listados na

Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados nos procedimentos experimentais.

Reagentes

Formula Molecular

Procedéncia

Acido Cloridrico
Agua de Purificada
Alcool Etilico 70%

Alcool Isopropilico
Brometo de Potéassio
Citrato de Saodio
Cloreto de Ferro Il Tetraidratado
Cloreto de Ferro Il Hexaidratado
Cloreto de Sodio
Cy5.5 NHS Ester
Dextran T10
Epicloridrina
Hidroxido de Amdnio 25%
Hidréxido de Sédio

Perdxido de Hidrogénio

HCI
H,O
CH3CH,0OH
CH3;CHOCH;
KBr
NazCgHsO7.2H,0
FeCl,.4H,0
FeClz.6H,0
NacCl
C44H46CIN3O4
H(CsH1005)xOH
C3HsCIO
NH,OH
NaOH
H,0,

Merck
Sistema Milli-Q
Merck
F. MAIA
Merck
Merck
Merck
Merck
Nuclear
G&E
Pharmacosmos
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
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4.2. Sintese das Nanoparticulas pelo Método de Coprecipitacao

As sinteses das nanoparticulas de oxido de ferro tipo CLIO foram realizadas
pelo método de coprecipitacdo de sais de ferro em meio basico, baseado nas
referéncias [87, 88]. Este método de sintese é denominado de processo de
gelificacéo a frio. O processo é realizado por uma solugéo acida do polimero e sais
de ferro hidratado resfriados a temperaturas entre 0-5 °C. A mistura é neutralizada
pela adicdo de base gelada, na mesma faixa de temperatura, produzindo um gel
fracamente magnético. Essa mistura, ao ser aquecida entre 60-80°C, produz um
coléide homogéneo magnético. Quando se utiliza o dextran neste processo, a
superficie do 6xido de ferro torna-se revestida numa maneira que estende o tempo
de vida no plasma sanguineo, um critério importante para o seu uso em agentes de
contraste para MRI. Variacbes nos parametros de sintese, tais como a quantidade
estequiométrica de polissacarideo em relacdo a quantidade de sais de 6xido de
ferro, a temperatura e ao tempo de reacdo podem influenciar na distribuicdo de

tamanho das nanoparticulas [88].

O processo da sintese foi realizado seguindo o esquema representado nas
figuras 4.1 e 4.2. Iniciou-se pela dissolucdo do dextran em meio aquoso. Apés,
adicionou-se a solucdo no reator (baldo de 3 bocas), em banho de gelo e agitacdo
magnética por alguns minutos. Adicionou-se os sais de FeCl3;.6H,0 e de FeCl,.4H,0
(2:1 de Fe'™Fe™), descritos na Tabela 4.2, ao reator, deixando em agitac&o
magnética cerca de 30 minutos, em atmosfera de N, ainda em banho de gelo.
Adicionou-se a mistura o NH,OH gelado e logo, em seguida, a mistura foi aquecida

em temperaturas que variaram entre, aproximadamente, 60-82°C, por 1-1h15min.

Apos este periodo, colocou-se a solugcdo de nanoparticulas na centrifuga por
30 minutos, a 3400 rpm em tubos Amicon (Millipore, 50k MWCO), para a remocéao
de dextran ainda remanescente. A cada centrifugacéo, lavou-se a solugdo com agua
deionizada obtida em sistema Milli-Q. Colocou-se a solugdo de nanoparticula em
outro reator, e adicionou-se uma solucdo concentrada de NaOH, sob agitacdo
magnética por 15 minutos e, logo depois, adicionou-se epicloridrina, sob agitacao
magnética por mais 12h. Apés esta etapa, adicionou-se NH,OH, novamente sob
agitacdo magnética por mais 24h, para efetuar o processo de aminac¢do. No dia
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seguinte, a solucdo foi colocada em membranas de didlise (Spectra/Por®)

submersas em agua deionizada e sob agitacdo magnética, como mostrado na Figura
4.2B. A cada 30 minutos de agitacdo, trocou-se a &gua do recipiente. Este
procedimento foi repetido até a minimizacdo do cheiro de aménia. Na Ultima etapa,
centrifugou-se a solu¢do de nanoparticulas em tubos Amicon (50k MWCO) durante
15 minutos, a 2400 rpm, até eliminar o maximo do centrifugado remanescente para

concentrar a solugéo.
ApoOs este procedimento, adicionou-se a solucdo tampédo de citrato de

sédio/cloreto de sodio, pH entre 8-8,3. A solucao das nanoparticulas CLIO-NH;

finalizada foi acondicionada em geladeira, a 4°C em tubos Falcon.

Adigao de RE Adicdo dos sais
dextran em H,0 eator de ferro

Formacao do Precipitado
(cristais)

Centrifugagdo ]‘—[ Lavagem J
.
'
NaOHe )
R laga
[ Epicloridrina f eticuacdo } )

<«— NH;OHpor 24h }
5 \

Didlise J

7~

m— A(Iicﬁodobuffer]
%
[ Nanoparticulas ]

Figura 4.1. Fluxograma resumido da sintese das nanoparticulas pelo método de

coprecipitacao.
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Figura 4.2. Imagem das principais etapas da sintese nanoparticulas pelo método de

coprecipitacdo. Reator (A), etapa de dialise (B), solucao final de nanoparticula em tubo Amicon (C).

Diversas sinteses foram realizadas com pequenas variagcbes nos parametros
de reacgdo. As sinteses foram rotuladas com os codigos S4, S5, S6, S7, S8, S9 e

S10. A Tabela 4.2 ilustra as variacdes realizadas.

o Para as sinteses S4, S5 e S6, a massa de dextran e de sais de ferro
adicionadas foram iguais, porém na S5 a temperatura usada foi menor. A sintese S6
foi sintetizada nas mesmas condi¢bes da S4 para averiguar a reprodutibilidade do
processo.

o Para a sintese S7 foi avaliado a influéncia do tempo de reacdo na formacao
das nanoparticulas, variando os tempos em 1, 2 e 3 horas.

o Para a sintese S8, a massa de dextran adicionada foi a metade da massa
usada nas sinteses S4, S5 e S6, porém com a mesma massa de sais de ferro.
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. Para a sintese S9, a massa de dextran adicionada foi a metade da massa

usada na sintese S8 e também com a mesma massa de sais de ferro.

. Para a sintese S10 a massa de dextran adicionada foi a mesma utilizada na

sintese S9, porém com o dobro da massa de sais de ferro.

Tabela 4.2. Resumo dos parametros utilizados no processo de sintese.

Sinteses Dextran Fe™ Fe™ Temperatura de reacao

(mmol) (mmol) (mmol) (°C)

S4 0,9 24 2 82-80

S5 0,9 2,4 2 65-60

S6 0,9 2,4 2 80

S7 0,9 2,4 2 82

S8 0,45 2,4 2 75

S9 0.2 2,4 2 78

S10 0.2 4.8 4 80

4.2.1. Incorporacao do Corante Cy5.5 nas nanoparticulas

A amostra foi preparada a partir de 1 mL de solucéo estoque da nanoparticula
com a adicdo de bicarbonato de sédio, em pH 9. Esta mistura foi adicionada no
préprio recipiente do corante. Apos 7h de constante agitacdo, a solucéo foi filtrada
numa coluna de separacdo em gel (Sephadex™ G-25M). As nanoparticulas
conjugadas com Cy5.5 foram mantidas a 4°C, com vedacdo do frasco com papel

aluminio até a sua utilizac&o.

4.3. Técnicas de Caracterizacao

Foram utilizadas diferentes técnicas de caracterizacdo para investigar a
morfologia, a distribuicio do tamanho de particula, as propriedades de
magnetizagdo, a concentracdo elementar, a viabilidade celular e os tempos de
relaxagdo magnética nuclear. A teoria destas técnicas e 0s respectivos

equipamentos serdo descritos de uma maneira geral nos itens a seguir.
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4.3.1. Espectrofotometria Ultravioleta-visivel (UV-vis)

A faixa do espectro eletromagnético chamada de regido ultravioleta e visivel
(UV-vis) abrange comprimentos de onda de aproximadamente 100 a 800 nm [89,
90]. Quando a radiacdo continua passa através de um material, uma parte desta
radiacdo pode ser absorvida, formando um espectro com picos ou bandas
caracteristicas, chamado de espectro de absorcao [89].

Na espectroscopia UV-vis, as transicdes que resultam na absorcdo de
radiagdo eletromagnética sdo transicdes eletrovibrorotacionais. Quando moléculas
absorvem energia, os elétrons sdo removidos de um orbital ocupado para um orbital
desocupado. Normalmente, a transicdo é do orbital molecular ocupado de energia
mais alta (do inglés, HOMO) para o orbital desocupado de menor energia (do inglés,

LUMO). A absorbancia da amostra no regime linear € dada lei de Lambert-Beer:
1 Io
log-=A=log—=e.c.l (4.2)

Onde A é a absorbancia, I, € a intensidade da luz incidente, I € a intensidade da luz
transmitida, ¢ a concentracdo molar, [ € o caminho éptico (espessura da cubeta,

amostrador) e € € a absortividade molar [89, 90].

Um espectrofotdbmetro UV-vis consiste de uma fonte de Iluz, um
monocromador e um detector. A fonte de luz normalmente é uma lampada de
deutério, que emite luz na regido ultravioleta, e uma segunda lampada de
tungsténio, que emite na regidao do visivel. O monocromador € uma grade de
difracdo, dispersando o feixe de Iluz nos comprimentos de onda de seus
componentes. O sistema de fendas direciona na cubeta o comprimento de onda
desejavel para a amostra. A luz que passa pela cubeta atinge o detector, que grava

a intensidade de luz transmitida (/) em relacdo ao valor de referéncia (1;) [86].

Para obter as medidas de concentragdo de ferro total no UV-vis, utilizou-se
cubetas de plastico descartaveis, com caminho éptico (1) de 10 mm. Foi preparado

uma solucdo estoque do padrdo de ferro e, a partir deste padréo, nove
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concentracOes diferentes foram preparadas para a curva de calibracdo, variando

de 0,1 a 10 mg/mL. Para cada cubeta, adicionou-se 10 pL de cada solugéao padréo,
mais 10 pL de H,O, e 980 pL de HCI 6 molL™. Para a leitura no espectrofotdbmetro,
utilizou-se um comprimento de onda A=410 nm. Realizou-se a curva de calibracao
com os valores de absorbancias adquiridos, relacionando com as respectivas
concentracOes. Para a leitura de cada amostra, fez-se 0 mesmo preparo realizado

nos padrodes.

Para as medidas de visualizacdo do fluoroforo presente nas nanoparticulas
utilizou-se cubetas de vidro, com caminho Optico de 10 mm. Foi realizada uma
diluicdo de 50 vezes em agua milli-Q da mesma amostra de nanoparticula com e
sem a adicao do fluoréforo e feito a leitura no espectrofotometro em varredura de
190-1100 nm. As medidas de absorcao foram obtidas no espectrofotbmetro UV-Vis

modelo Lambda 35, fabricado pela Perkin Elmer.
4.3.2. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM)

A microscopia eletrbnica de transmissdo TEM, (do inglés transmission
electron microscopy) € uma técnica de alta resolucdo espacial e capacidade de
fornecer tanto informacdes de imagem morfolégica, como de difracdo de uma
amostra [91, 92].

A amostra é irradiada por um feixe de elétrons com uma densidade de
corrente uniforme [91]. A energia do feixe é suficiente para que os elétrons
incidentes passem através da amostra. Os elétrons interagem fortemente com
atomos por espalhamento elastico e inelastico [91, 92]. Outros elétrons podem ser
difratados por um conjunto de planos cristalograficos (seguindo a lei de Bragg), onde
lentes eletromagnéticas ampliam o sinal transmitido dos elétrons [91, 93]. A imagem
é formada pela deteccdo de elétrons transmitidos pela amostra, fornecendo
informacdes detalhadas da estrutura interna. Espalhamento elastico é causado pela
interacdo com nucleos atdmicos e resulta de desvios angulares na direcdo de
incidéncia. Quando os elétrons penetram na amostra, difundem-se diferentemente
da direcdo original do feixe e isso depende da tensédo de aceleracdo e do numero

atbmico da amostra. Para amostras de baixo niumero atbmico, o espalhamento é
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menor. Quando a amostra € cristalina, o espalhamento ocorre regularmente,
produzindo em angulos definidos em relacdo ao feixe incidente. O espalhamento
inelastico ocorre pela interagdo com os elétrons orbitais da amostra absorvendo os
elétrons incidentes e transformando a energia cinética em calor e uma pequena
parte escapa sob a forma de raios-X e elétrons secundarios e Auger [92].

O feixe de elétrons é suficientemente energético para ionizar camadas
profundas dos atomos e produzir também a emissdo de raios-X, por isso a
espectroscopia de raios-X por dispersdo de energia (EDS, energy-dispersive X-ray
spectroscopy) pode ser acoplada junto ao TEM. A técnica de EDS é em geral semi-
quantitativa e € usada para obter uma informacao global relativa da composicéo

elementar dos materiais [94].

O TEM consiste em uma fonte emissora de elétrons e um conjunto de lentes
eletromagnéticas que controlam o feixe emitido, bobinas eletromagnéticas de
deflexdo e aberturas ao longo do caminho do feixe incidente, encerrados em uma
coluna a vacuo. A imagem é projetada em uma tela fluorescente e redirecionada a

uma placa fotogréfica de registro ou um sistema computadorizado [92].

A preparacdo das amostras de TEM foi realizada a partir da solucao estoque
das nanoparticulas. As amostras foram ultrassonificadas (40 kHz) por 10 minutos e
agitadas em vortex. Para as amostras das sinteses S6, S7, S8 e S9, foram
realizadas diluicbes de 3000 vezes em agua deionizada, e, posteriormente, colocada
por mais 10 minutos no ultrassom. Para a sintese S4 um pequeno pedaco da

amostra liofilizada foi diluida 1,5 mL de acetona e ultrassonificada por 10 minutos.

As nanoparticulas possuem comportamento magnético e o equipamento de
TEM possui lentes magnéticas, podendo ocasionar contaminag¢des ao equipamento.
Uma metodologia foi estudada juntamente ao Centro de Microscopia da UFRGS,
onde uma gota de cada amostra foi depositada em um suporte, grid (Carbon Film,
200 mesh) e, posteriormente, realizado uma deposi¢cdo de um filme de carbono na
camada em que as nanoparticulas estdo dispostas no grid, formando um
“sanduiche”, evitando assim a possibilidade das nanoparticulas serem atraidas pelas
lentes magnéticas. Antes das amostras serem analisadas no TEM, todas foram
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analisadas previamente analisadas em um microscopio eletrénico de varredura
(MEV), para averiguar a distribuicdo da gota adicionada em cada grid, bem como a

deposigcédo da camada de carbono.

As microscopias foram obtidas num JEM-2010 de 200 kV, da JEOL,
localizado no Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS e as micrografias de MEV
no EVO LS150, da ZEISS, localizado no Instituto Tecnolégico em Ensaios e

Seguranca Funcional, na Unisinos.

4.3.3. Espectrometria de Retroespalhamento de Rutherford (RBS)

O método de andlise por espectrometria de retroespalhamento de Rutherford
(RBS, do inglés Rutherford backscattering spectrometry) € um dos métodos de
andlise de materiais por feixes i6nicos [92, 95]. O principio basico do RBS consiste
no fendbmeno que ocorre quando se incide um feixe monoenergético de particulas
alfa, geralmente hélio com energias na ordem de MeV, na superficie de um material
(amostra). A maior parte destas particulas pode atravessar a amostra, se tiver uma
espessura mais fina, ou acomodar-se no interior da amostra, se tiver uma espessura
maior. Uma pequena parte das particulas incidentes choca-se com os nucleos dos
atomos que compde o material da amostra, sendo retroespalhadas em diferentes
angulos. Um detector capaz de contar o numero de eventos associados a estas
particulas é utilizado para obter um sinal elétrico proporcional a energia do ion
retroespalhado, gerando um espectro de contagens de ions em diferentes faixas de

energias, que correspondem ao nimero de canal do analisador [92, 95].

A energia do ion incidente possui um valor fixo de energia, em geral proximo
a 1-2 MeV, para que nao haja reacdes adversas e a colisdo seja de forma elastica. O
ion incidente durante o choque com a amostra transfere parte de sua energia inicial
(Eo) para os atomos presente na amostra. A energia (E;) restante correspondera a

uma fracdo de Eq dada pelo fator cinematico (K) [97].

E; = K.E, (4.2)
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O fator cineméatico é dependente da massa dos atomos presentes na
amostra (M,), da massa do ion incidente (M;) e do angulo (8) do detector em relagao
ao feixe incidente. Como o angulo de espalhamento e a massa do ion incidente séo
fixos, a energia de uma particula retroespalhada é diretamente vinculada a massa
do &tomo presente na amostra, enquanto que 0 numero de particulas
retroespalhadas € proporcional & concentracdo por unidade de area daquele &tomo
no material [97].
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Figura 4.3. Representacdo de um evento de retroespalhamento entre dois atomos [adaptado de 96].

A probabilidade de retroespalhamento é proporcional ao niimero atémico (Z?)
e elementos pesados tém limites de deteccdo muito melhores que 10-100 ppm. Por
outro lado, como a energia da particula incidente diminui a medida que a mesma se
propaga no material € possivel associar também a posicdo em profundidade do
atomo espalhador. Os atomos do feixe retroespalhado presentes na superficie da
amostra adquirem uma energia kKEo. Os atomos do feixe retroespalhado ao percorrer
o caminho numa dada espessura X de profundidade na amostra, perdem energia no
percurso dentro da amostra e ao sair chega a superficie com uma energia igual a E;,
de acordo com a Equacéo 4.3. Para amostras suficientemente finas, a diferenca de
energia de entrada (AEj,) e saida (AE,,) em relacdo ao percurso percorrido dentro
da amostra pode ser calculada por um fator de proporcionalidade que mostra a

perda de energia dos ions incidente dentro da amostra.

AE = (Ey — AE;,))K — AE,,, (4.3)
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Para distancias maiores, o dE/dX pode variar com a espessura, tornando o
calculo mais complexo, mas ainda factivel. Esta relagdo permite, em principio, gerar

um perfil da concentracdo do elemento em funcdo da profundidade [92, 95, 97].

Para as medidas por RBS, as amostras foram preparadas a partir da solucao
concentrada das nanoparticulas e depositadas em um substrato. Para todas as
preparacdes, as amostras de nanoparticulas concentradas foram sempre
ultrassonificadas (40 kHz) por 10 minutos e agitadas em vortex. Uma curva de
calibracdo do detector foi realizada com uma amostra de ouro e quatro diferentes
energias (1600, 1800, 2000, 2200 keV).

Diferentes maneiras de preparacdo das amostras foram realizadas para a
formacdo de uma camada de nanoparticulas no substrato. O preparo de amostras foi

realizado variando alguns parametros:

o Quanto ao modo de deposi¢cdo da amostra no substrato foram aplicados trés
métodos: spin coating, rinsing (gotejamento seguido de lavagem), gotejamento com

secagem natural,

o Tipo de solvente: &gua, dimetiformamida (DMF) e isopropanol
(CH3CH,CH,0OH);
o Diferentes tipos de substratos: Si e SiO.

As amostras foram analisadas com feixe de He* com 2,2 MeV, com angulo
de deteccdo de 165° em relacdo a direcdo do feixe incidente, em um acelerador
eletrostatico Tandetron de 3 MV do Laboratorio de Implantacdo I6nica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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4.3.4. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A técnica de espalhamento de luz diamico (dinamic light scatering ou DLS) &
utilizada para a determinacdo do diametro hidrodinamico (Dy) de particulas com
tamanhos que podem variar de 0,6-6 um, partindo da ideia de que particulas em
suspensao movem-se aleatoriamente no meio [98]. As particulas menores movem-
se mais rapidamente do que particulas grandes se a temperatura € a mesma, tendo
um coeficiente de difuséo (D) maior [82]. Quando o laser, que possui uma frequéncia
caracteristica, incide numa amostra, a luz € espalhada numa frequéncia diferente. As
particulas sdo dispersas em um meio liquido e movem-se aleatoriamente pelo
movimento Browniano, devido a isto a intensidade da luz espalhada pelas particulas
flutua ao longo do tempo e a intensidade da luz que atinge o detector ir4 flutuar com
o movimento das particulas. Como particulas menores possuem velocidades médias
maiores do que as particulas maiores € possivel com esta diferenca obter um

histograma de distribuicdo de tamanhos [99, 100].

Os dados que sdo medidos no DLS geram uma curva de correlacdo que
contém a informacédo sobre a difusédo de particulas no interior da amostra. Ao ajustar
a curva de correlacdo para uma funcdo exponencial, o coeficiente de difusdo pode
ser calculado. Com o coeficiente de difusao ja conhecido, o diametro hidrodindmico
pode ser calculado utilizando uma variacdo da equacao de Stokes-Einstein:

Onde Dy € o diametro hidrodinamico, k € a constante de Boltzmann, f € o coeficiente
de friccdo da particula, n é a viscosidade do solvente, T € a temperatura absoluta e
D é o coeficiente de difusdo. Contudo, nota-se que uma particula maior tera
coeficiente de difusdo menor do que uma particula pequena e as flutuacdes irdo

ocorrer mais lentamente [99, 100].

A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas pode ser representada em
funcdo da distribuicdo de intensidade de espalhamento, do nimero de particulas ou

do volume fracional das particulas em funcdo do seu diametro [98, 100]. A
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distribuicdo do numero indica 0 numero de particulas presentes na solucdo em

diferentes faixas de tamanhos. A distribuicdo em termos de volume mostra o volume
total de particulas presentes na solucdo e, assumindo que as particulas séo
esféricas, o volume é proporcional ao tamanho da particula ao cubo. A intensidade
descreve a quantidade de luz dispersa pelas particulas em diferentes faixas de
tamanhos e, para particulas pequenas e esféricas, a intensidade é proporcional ao
tamanho na sexta poténcia. Portanto, a aquisicdo dos dados nestas diferentes
representacfes demonstra que a distribuicdo de intensidade enfatiza as particulas
maiores na distribuicdo, ocasionando valores maiores de tamanho, enquanto que as
distribuicbes em numero enfatizam as particulas de menores dimensdes. Quanto
mais esférico for o formato da particula, mais perto sera o valor do diametro

equivalente ao diametro hidrodinamico medido.

Para analise de DLS, as amostras da solucdo estoque foram ultrassonificadas
(40 kHz) por 10 minutos e agitadas em vortex. As nanoparticulas foram diluidas 100
vezes em agua milli-Q e acondicionadas em cubetas descartavel de plastico. A

andalise foi realizada em um Zetasizer, modelo ZEN3600 da Malvern.

4.3.5. Potencial Zeta (P2)

A maioria das solucfes liquidas contém ions, devido a a4tomos carregados
positivamente ou negativamente. Quando uma particula suspensa em um meio
liquido é carregada, as cargas presentes podem ser atraidas por cargas opostas
para a superficie das particulas. A existéncia de uma carga liquida na superficie da
particula perturba a distribuicdo de ions ao redor da regido interfacial, resultando
num aumento da concentracdo de contra-ions perto da superficie. Assim, forma-se

uma dupla camada elétrica ao redor de cada particula, de acordo com a figura 4.4.
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Figura 4.4. Diagrama representativo de uma particula carregada em suspensdo num meio de

disperséo [99].

A camada liquida presente em volta das particulas possui duas regides
distintas: uma regido interna (camada de Stern), na qual os ions sdo fortemente
ligados, e uma camada exterior (camada difusa), regido onde estdo menos ligados.
Dentro da camada difusa, ha um limite teérico no interior do qual os ions e as
particulas tornam-se estaveis. Quando uma particula se move, partes dos ions
dentro do limite se movem, mas existem ions além deste limite que ndo se
movimentam com a particula. Esta fronteira & chamada de superficie de
cisalhamento hidrodindmico e o potencial que existe neste limite € conhecido como

potencial zeta (PZ).

A magnitude do potencial zeta da uma indicagdo da estabilidade do sistema
coloidal. Se todas as particulas em suspensao possuirem valor relativamente alto de
potencial zeta, tanto negativo quanto positivo, terdo a tendéncia de se repelir
mutuamente, ndo gerando floculacdo/agregacdo. No entanto, se as particulas
possuirem valores menores de potencial zeta, ndo havera forca para evitar que as
particulas se unam, aglomerando-se. Geralmente, as suspensdes sao estaveis para

valores mais positivos que +30 mV e mais negativos que -30 mV [99].

O potencial zeta é medido utilizando a técnica conhecida como espalhamento
de luz eletroforético (ELS), na qual se mede a velocidade de uma particula
movimentando-se em um determinado liquido, quando um campo elétrico é aplicado.
O valor da velocidade é convertido para o valor do potencial zeta da particula. Estes
valores sédo indicativos da estabilidade de sistemas e é determinado pela mobilidade

eletroforética. A mobilidade eletroforética € obtida por ensaio de eletroforese sobre a
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amostra e medicdo da velocidade das particulas usando a velocimetria de laser
doppler (LDV) [99].

Para andlise de PZ, as amostras da solucdo estoque foram ultrassonificadas
(40 kHz) por 10 minutos e agitadas em vortex. As nanoparticulas foram diluidas 100
vezes em agua mili-Q e acondicionadas em uma célula capilar descartavel. As

analises foram realizadas em um Zetasizer, modelo ZEN3600 da Malvern.

4.3.6. Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A radiacdo infravermelha (IV) corresponde a regido do espectro
eletromagnético entre o visivel e microonda, sendo a regido entre 4000-400 cm™ a
mais utilizada para a identificacdo de compostos organicos [101]. A espectroscopia
no infravermelho permite a identificacdo de grupos funcionais através da interacédo
das moléculas/atomos com a radiacao eletromagnética num processo de vibracédo
molecular, envolvendo as transi¢cdes vibrorotacionais das moléculas. A radiacdo no
IV atravessa a amostra, e a radiacdo transmitida é comparada com aquela
transmitida na auséncia de amostra, gerando um espectro de absorgéo. O processo
de obtencdo € quantizado, porém o espectro vibracional surge na forma de bandas,
porque a cada mudanca de nivel de energia vibracional também envolvem

mudancas de niveis de energia rotacional [101].

Um espectrometro de grande sensibilidade €& o espectrometro com
transformada de Fourier (FTIR), que emprega um interferdbmetro de Michelson, que
divide o feixe da radiagcdo da fonte de infravermelho de tal forma que se reflita
simultaneamente a partir de um espelho em movimento e de um espelho fixo. Os
feixes refletidos voltam a se combinar e passam através da amostra para o detector
e sao reproduzidos na forma de um gréafico de tempo contra a intensidade do sinal
[89, 101].

A intensidade da banda € medida pela transmitancia ou pela absorbancia. A
transmitancia é definida pela razéo entre a energia transmitida e a energia incidente

na amostra analisada e a absorbancia € o logaritmo reciproco da transmitancia.
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=B (3.17)

A=log- (3.18)
Onde T é a transmitancia, E; é a energia transmitida e E; € a energia incidente [104].

Para a analise de FTIR, as amostras das nanoparticulas foram inicialmente
liofilizadas (Thermo Fisher Scientific, modelo micromodulic-115) para obté-las na
forma de pé. Foram confeccionadas pastilhas numa proporcao de 10% de amostra
para 90% de KBr, previamente seco em estufa por 2 horas.

As analises foram realizadas num FTIR Spectrum One da Perkim Elmer, em
intervalo de 4000-400 cm™.

4.3.7. Magnetdmetro de Gradiente de Forca Alternada (AGFM)

O magnetbmetro de gradiente de forca alternada (do inglés, Alternating
Gradient Force Magnetometer), é capaz de medir variagdes no momento magnético,
através da medicdo da forca executada por um momento magnético em meio de um
gradiente de campo magnético. A técnica baseia-se na variacao de fluxo de campo
de uma bobina quando uma amostra magnetizada é vibrada na bobina. A amostra é
posicionada verticalmente em uma das extremidades do amostrador (haste) ao
longo do eixo z e o gradiente de campo € perpendicular ao eixo z (eixo x). Na outra
extremidade do amostrador é fixada um piezoelétrico mantido dentro de uma caixa
protetora [21, 102, 103].

O campo magnético alternado aplicado a amostra gera uma forca eletromotriz
alternada, cuja forca magnética é proporcional ao momento magnético da amostra.
As bobinas de gradiente produzem campos em sentidos opostos, formando um
gradiente de campo magnético. O campo magnético é gerado por eletroimas para a
magnetizacdo da amostra. A forgca magnética gerada na amostra pela aplicacdo do
gradiente desvia o amostrador, produzindo uma diferenca de potencial (ddp) no

piezoelétrico. Este sinal gerado € proporcional a magnitude do gradiente de campo e
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a componente da amostra na direcdo dos eletroimas presentes. A amplitude de
oscilagdo do amostrador € dependente da forca produzida sobre a amostra, que é
transformada em um sinal elétrico por um cristal piezoelétrico. Sabendo-se o valor
do gradiente alternado € possivel obter informacfes sobre a resposta magnética da
amostra. Aplica-se o campo na frequéncia de ressonancia do amostrador como um
todo, aumentando a oscilacdo do amostrador e a sensibilidade do sistema,
potencializando o sinal de saida. A forca alternada € amplificada, normalmente com
um amplificador lock-in, que € sensivel apenas a sinais na frequéncia de excitacao
das bobinas [21, 102, 103].

Para as medidas de magnetizacdo, uma pequena quantidade de amostras
das nanoparticulas liofilizadas foi colocada em um substrato de mica, formando um
“sanduiche”, fixadas por uma pequena gota de cola bonder, deixando secar em
temperatura ambiente. N&o foi possivel pesar a massa de nanoparticula adicionada,
devido a quantidade ser muito pequena e imprecisa para uma balanca analitica. As
medidas foram realizadas num campo maximo de 8000 Oe. As medidas magnéticas
foram feitas em um AGFM construido no Laboratério de Magnetismo (LAM) do
Instituto de Fisica/UFRGS.

4.3.8. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica utilizada para contar, examinar e
classificar particulas microscopicas suspensas em meio liquido em fluxo, permitindo
a analise de varios parametros simultaneamente. Através de um aparelho de
deteccdo Optico-eletrénico sdo possiveis andlises de caracteristicas fisicas e/ou

quimicas de diferentes células [104].

O principio basico da citometria de fluxo é dado pela incidéncia de um feixe de
luz de um comprimento de onda fixo direcionado para o meio liquido que a amostra
esta inserida. Os detectores sdo apontados ao local onde a amostra com as células
em solucdo passa atraves do feixe de luz, sendo um na propria linha do feixe de luz
(Forward Scatter ou FSC) e outro perpendicularmente a este (Side Scatter ou SSC).
Cada particula suspensa, que passa através do feixe, dispersa a luz de uma forma

diferente e os grupos fluorescentes presentes junto a amostra podem ser excitados,



71

emitindo luz de menor frequéncia do que o emitido pela fonte de luz. A
combinacgao da luz dispersa e luz fluorescente séo registradas pelos detectores de
intensidade de fluorescéncia, que analisa as flutuagGes de brilho de cada detector,
possibilitando examinar as informacdes sobre a estrutura fisica e quimica de cada
particula individual. O FSC correlaciona-se com o volume celular e 0 SSC depende
da complexidade da particula, como a forma do nucleo, a quantidade e tipo dos
granulos citoplasméticos e rugosidade da membrana [104, 105].

Para o teste celular foi utilizado células macrofagos peritoneais de
camundongos de linhagem C57BL6. As células foram removidas com meio RPMI
(meio celular comercial de multiplas aplicacdes desenvolvido pelo Instituto Memorial
Park Roswell (RPMI)), sem soro. A andlise foi realizada em cultivos de
aproximadamente 10° células por poco. As células ficaram uma hora em estufa, a
37°C, para adesdo dos macréfagos, posteriormente lavadas trés vezes com uma
solucdo salina tamponada (PBS 1X) para a remocdo de células ndo aderidas. A
incubacéo foi a partir de células controle (sem adicdo de nenhuma nanoparticula),
de células com as nanoparticulas sem o corante e de células com o corante
incorporado na nanopatrticula, todas em triplicatas por uma hora. As amostras foram
diluidas em 100ug de ferro/mL em agua milli-Q, a partir da solugdo estoque das
sinteses S8 e S8-Cy5.5. A analise foi realizada em um citémetro BD FACS Canto™
Il.

4.4. Medidas de Relaxacdo Magnética

As amostras para as medidas de relaxometria de cada sintese foram
preparadas, variando a diluicdo a partir da solugéo estoque das nanoparticulas (Co).
Foram feitas cinco diluicbes: Cy/100; Co/200; Co/500; Co/1000 e Co/2000. Um mililitro
de cada diluicdo foi colocada em seringas de 3 mL e dispostas em dois phantoms
cilindricos, construidos de espuma com oito e quinze furos, respectivamente, ao
longo de sua borda e mais um furo central, no qual uma solugéo do buffer salino foi

adicionada como referéncia, de acordo com a Figura 4.5A1 e A2.
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Figura 4.5. Imagem dos dois phantoms construidos para as medidas no equipamento de MRI.
As posicdes das seringas com as nanoparticulas da sintese S8 estdo numeradas de 3-8 para o
phantom Al e as posicdes das seringas com as nanoparticulas das sinteses S6, S9 e o Lumirem®
estdo numeradas de 1-15 para o phantom A2, ambos em sentido horario do mais concentrado para o
menos concentrado. No orificio central, utilizou-se o buffer como referéncia (A). Imagem do

equipamento de MRI com o phantom instalado (B e C).

As medidas dos tempos de relaxagcdo magnéticas T1 e T2 foram realizadas
no equipamento de Ressonancia Magnética, modelo 450 W gen, da G&E, com
campo de 1.5 T, localizado no Hospital sdo Lucas, na PUCRS. A analise foi
realizada com o phantom em uma bobina de cranio (head 24), utilizado sequéncias
de Fast Spin Eco (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.

A partir destes dados, foram determinados os tempos de relaxacdo Tl e T2,
para as diferentes concentracdes de nanoparticulas, o que permite o célculo da

relaxividade da dispersdo de nanoparticulas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados o0s resultados da sintese de
coprecipitacdo, da caracterizacdo das nanoparticulas e de suas caracteristicas de

contraste em MRI.

5.1. Sintese pelo método de coprecipitacao

O presente trabalho deu continuacdo de um trabalho [106], na qual o
processo de sintese foi rotulado como sintese S1, S2 e S3. No decorrer desse
projeto, foram realizadas sete sinteses, rotuladas como S4, S5, S6, S7, S8, S9 e
S10.

Como ja descrito na metodologia, as sinteses S4 e S6 foram realizadas com o
propdsito de verificar a reproducdo do procedimento basico [ref. 88]. A sintese S5
teve o propdsito de avaliar o efeito da temperatura na distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas. Nas sinteses S4 e S5 foram utilizadas, nas etapas de filtracdo, tubos
Amicon de 10.000 MWCO, sendo observadas diferencas na solucao final, que seréo
descritas na secdo a seguir. Para as demais sinteses utilizaram-se tubos Amicon de
50.000 MWCO. A sintese S7 foi realizada com o intuito de verificar a possibilidade
de variacdo de tamanho das nanoparticulas na etapa de formacdo das mesmas,
variando o tempo em que a solucdo (dextran e os sais de ferro em meio basico)
mantinha-se na temperatura de reacdo. Para este fim, aliquotas foram retiradas apos
uma, duas e trés horas de reacdo. Vale ressaltar aqui, que pequenas oscilacdes na
temperatura foram observadas ao decorrer das primeiras sinteses (Tabela 4.2),
devido ao uso de um termdmetro de mercurio. Nas demais sinteses foram
adaptadas um termopar para um melhor controle. A sintese S8 foi realizada para
averiguar o efeito da proporcdo da massa de dextran na formacdo das

nanoparticulas. De acordo com a literatura, quanto maior a propor¢cao de massa de
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dextran em relacdo a massa de sais de ferro, menor tende a ser o tamanho das

nanoparticulas. Ao adicionar a metade do valor de massa de dextran usado nas
sinteses S4 e S6, observou-se que a distribuicdo de tamanho aumentou, descrita na
secdo 5.3. Entdo, para a sintese S9, a massa de dextran adicionada foi reduzida
ainda mais, sendo a metade da massa de dextran da usada na sintese S8 e
verificada uma pequena mudancga na distribuicdo de tamanhos. Além disso, houve a
formacdo de uma fase dispersa aquosa e uma fase solida magnética (Figura 5.1).
Tentou-se também mudar a proporcdo de massa de sais de ferro, dobrando estes
valores na sintese S10. Contudo, tal procedimento resultou apenas na formacéo de

um precipitado altamente magnético (Figura 5.1).

Figura 5.1. Imagem dos tubos falcon com as nanoparticulas. Formacao de duas fases na etapa final

da sintese: uma fase liquida e uma fase sélida da sintese S9 (A); uma fase sélida para a sintese S10

(B).

5.2. Analise da Concentracao de Ferro

A determinacdo da concentracdo de ferro na solugdo de nanoparticulas é
importante, principalmente para determinarmos as dosagens, em estudos biolégicos

e de contraste no MRI.

Foi utilizada a técnica por espectroscopia UV-Vis para determinar a
concentracdo de ferro. Realizamos também andlise de concentracdo de ferro por

espectroscopia por absorcdo atdmica e os resultados foram similares. A partir da
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curva de calibracdo da absorbancia versus concentracdo, a concentracdo
estimada para as sinteses ficaram, aproximadamente, entre 11,18 — 1,88 g/L. Os
resultados obtidos estdo descritos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Valores de concentracdo de Fe na solucdo de nanoparticulas.

Amostras Concentracéo (g/L)

S4 2,68
S5 2,57
S6 6,75
S7 6,72
S8 11,2
S9 1,88
S10 -

As sinteses realizadas revelaram valores de concentracdo de ferro
diferenciados. Essa diferenca pode ser atribuida as etapas de centrifugacdo com os
tubos Amicon, na qual se prevé a eliminacdo de dextran remanescente que nao
reagiu com o Oxido de ferro, bem como ions (cloreto, hidroxila, ferroso, férrico) que
nao participaram da reagdo. Nas sinteses S4 e S5 foram utilizadas tubos com um cut
off de peso molecular de 10.000, ou seja, apenas materiais com pesos moleculares
abaixo de 10.000 Da passam através das membranas presentes nos tubos
(lembrando que o peso molecular do dextran € de 10 kDa). Como consequéncia, nas
sinteses que resultaram em valores de concentracdo menor de ferro, foi obtido um
maior volume liquido final. Além disso, posteriormente a etapa primeira de
centrifugacéo, e depois da didlise, tem-se a etapa de centrifugacdo (também com
tubos Amicon de 50k Da) com propésito de concentrar a solucdo final das
nanoparticulas. A primeira etapa de centrifugacdo realizada nas sinteses S4 e S5
pode ter sido inadequada, acarretando num maior numero de elementos
indesejaveis em suspensdo na solucdo das nanoparticulas. E importante que na
primeira etapa de centrifugacdo sejam eliminados os elementos que néo interagiram
com o meio reacional. Nas demais sinteses, foram utilizadas para esta etapa de
eliminacao de dextran, tubos Amicon de 50.000 MWCO, e com isso verificou-se um

aumento no valor da concentracao de ferro na solugdo de nanoparticulas.
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5.3.  Anélise Morfoldgica e Distribuicdo de Tamanhos

A sintese pelo método de coprecipitacdo pode produzir nanoparticulas com
uma variedade de tamanhos. O tamanho do nucleo magnético e do diametro
hidrodindmico dependem do numero de cristais de 6xido de ferro por particula e do

volume ocupado pelo revestimento de dextran.

Micrografias por TEM foram obtidas para as amostras das sinteses S4, S6,
S8 e S9. Foi feito EDS em regides especificas do grid para a confirmacdo dos
elementos presentes nas nanoparticulas, principalmente o ferro. Os espectros de
EDS confirmaram a presencga do elemento ferro nas amostras. A Figura 5.2 mostra
micrografias de TEM em trés regides diferentes do mesmo grid para uma amostra da
sintese S4. Observa-se que as nanoparticulas aparecem como estruturas circulares
mais escuras. A Figura 5.2C mostra uma regido de aglomeracdo das nanoparticulas,
mas ainda assim com um diametro de aproximadamente 50 nm. A caracterizacao
realizada néo foi suficiente para obter uma distribuicdo de tamanho estatisticamente
significativa, porém a partir das microscopias e usando o software image J, foi

possivel estimar os diametros médios de aproximadamente 9,3 + 1,6 nm.

As micrografias 5.2D, 5.3, 5.4B, 5.4C, 5.4D. 5.5A, 55B, 5.5C, 5.5D, fornecem
evidéncias de que as nanoparticulas séo cristalinas. Estas imagens apresentam
regides, seguindo um ordenamento atdmico de planos cristalinos nas particulas e

também alguns contornos facetados correspondentes ao 6xido de ferro formado.
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Figura 5.2. Micrografias de TEM de quatro regides distintas da amostra da sintese S4 (A, B, C e D).
Micrografia de nanoparticulas aglomeradas (C e D). Micrografias mostrando regides cristalinas

presentes na amostra (D).

Figura 5.3. Micrografia de TEM da amostra da sintese S6.



Figura 5.4. Micrografias de TEM de trés regifes distintas de uma amostra da sintese S8

Ampliacdo da regido da micrografia A (B).

. Figura
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Figura 5.5. Micrografias de TEM de uma amostra da sintese S9 em diferentes localidades do grid,

indicando a presenca de regides cristalinas.

Observa-se que para a sintese S9 (Figura 5.5), o tamanho das nanoparticulas
foi maior do que para as demais sinteses, com tamanhos médios de 15,1 + 3,1nm
(figura 5.6A), 20,7 + 4,5 (figura 5.6B), 17,5 + 2,5 (5.6C) e 16,5 + 2,8 nm (figura 5.6D).
Observou-se que as particulas sintetizadas possuem contornos relativamente
esféricos.

O gréfico da Figura 5.6 apresenta a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas (com ponderacdo em numero) em solugcdo aquosa obtidas por DLS

para as diferentes sinteses.
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Figura 5.6. Gréfico da distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas ponderadas por nimero, obtidas

por DLS pata todas as sinteses.

Tabela 5.2. Diametros médios e desvios padrdes obtidos das distribuicbes de tamanho das

nanoparticulas ponderadas em ndamero de todas as sinteses, obtidas por DLS.

Amostras Didmetro médio (hm)
S4 21,7 + 8,07
S5 21,4+6,84
S6 16,2 £ 7,40
S7 13,8 +3,91
S8 21,8 +6,73
S9 48,5 + 8,90
S10 195,8 £41,2

Observou-se que para a sintese S5, que teve uma variacdo da temperatura

de reacao de, aproximadamente 80°C para 60°C, ha apenas uma pequena variacao

de tamanho nas nanoparticulas. Como esperado, o diametro médio foi maior para a

sintese S9, devido a modificagBes nos parametros de sintese.

Apesar das sinteses S4 e S6 terem sido realizadas nas mesmas condi¢oes,

ambas apresentaram uma distribuicdo de tamanhos um pouco diferentes. Isto pode

ter ocorrido devido a flutuagbes de temperatura durante a sintese, que ficaram

menores na sintese S6, quando foi utilizado um termopar.
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A Figura 5.7 apresenta a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas na
etapa de formagdo das mesmas, sem passar pelos processos de reticulacéo e
aminacado, variando o tempo de reacdo no reator em uma, duas e trés horas. O
processo de sintese foi 0 mesmo realizado para as sinteses S4 e S6, e durante a
reacao aliquotas foram retiradas e analisadas por DLS para avaliar a influéncia do
tempo de reacao na distribuicdo de tamanhos. Observou-se que houve um pequeno
aumento do didmetro médio com a variagdo do tempo de reacdo (~16 nm para 13
nm), apresentados na Tabela 5.3. Os diametros das nanoparticulas obtidas na
sintese S7 sdo menores em relacdo as demais sinteses e isso pode ser justificado
pelo fato de que nesta sintese as etpas de reticulacdo e aminacdo nao foram
suprimidas. Porém, estas etapas ndo executadas ndo influenciaram

demasiadamente na distribuicdo de tamanhos.
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Figura 5.7. Gréfico de distribuicdo de tamanhos ponderada em nimero das nanoparticulas da sintese

S7 em relagé@o aos tempos de reacdo de uma, duas e trés horas.

Tabela 5.3. Diametros médios e desvios padrdes obtidos das distribuicdes de tamanho em numero

das nanoparticulas apresentadas na Figura 5.7.

Tempo de reacdo (h) | Didametro médio (nm)

1 10,2 £ 3,7
2 11,7+ 4,0
3 135+ 3,8
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A distribuicdo de tamanhos observada nas amostras da sintese S8 mostrou
que, mesmo diminuindo pela metade a propor¢cdo de massa de dextran em relagao a
sintese S4, houve um aumento muito pequeno nos didmetros médios. De acordo
com o estudo realizado na ref. [42], o tamanho das nanoparticulas de 6xido de ferro
revestidas com dextran diminui marcadamente com o aumento do teor de dextran
adicionado, porém isto ndo foi observado na sintese S8. Entretanto, ao diminuirmos
ainda mais a proporcdo de massa de dextran, na sintese S9 observou-se uma
variacao significativa da distribuicdo de tamanho. Acredita-se que isso pode ter sido
devido a grande quantidade de dextran adicionadas em relacdo as quantidade de
massa de sais ferro, tornando a solucdo das nanoparticulas supersaturada de
dextran e apenas uma pequena parcela de dextran aderiu quimicamente na

superficie do 6xido de ferro.

De acordo com a ref. [42], quando pequenas quantidades de dextran sao
adicionadas, todo o dextran pode ser consumido, ndo desempenhando o papel na
estabilizacdo de impedimento estérico entre as nanoparticulas. As nanoparticulas
adjacentes que podem ndo ter sido revestidas, sedimentam-se entre si pelas forcas
magnéticas, aglomerando-se. Esta situagcdo pode ser relacionada com a sintese S9,
onde duas fases foram encontradas, uma fase dispersa e a outra fase precipitada. A
fase dispersa foi a que gerou o didametro médio mostrado na Tabela 5.2. Nao
executamos nenhuma andlise na agua de lavagem na etapa de eliminacdo do

dextran remanescente para justificar concretamente esta hipétese.

Devido a amostra da sintese S10 mostrar-se em estado sélido precipitado,
pesou-se uma pequena quantidade da amostra (~ 0,001 g) e solubilizou-se em 1 mL
de agua purificada, seguido do mesmo procedimento de preparacdo das amostras
realizadas para as demais sinteses. O diametro meédio foi de 195,8 £ 41,2 nm, valor

esperado devido ao aumento da quantidade de sais de ferro adicionado na sintese.

5.4. Caracterizacao Elementar por RBS

Para as andlises de RBS, estudamos diferentes métodos de deposi¢cdo em
substratos de Si e SiO,, e diluicbes em &gua, isopropanol e DMF. O teste de
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diferentes solventes foi devido ao fato de ser preferivel um solvente que fosse

mais volatil para uma adesdo mais rapida das nanoparticulas no substrato.

A Figura 5.8 apresenta um espectro de RBS de amostras diluidas 100 vezes
em agua e isopropanol, depositadas por gotejamento. Observa-se a amostra diluida
em isopropanol gerou um pico maior em relacdo a amostra diluida em agua. A altura
do pico no espectro demonstra uma maior quantidade de ferro presente na amostra.
O pico entre 1250-1300 keV é devido a presenca do elemento cloro no buffer salino
presente na solucdo das nanoparticulas. Como a amostra de nanoparticulas é
composta por um sistema core-shell, feixe de hélio incide primeiramente na camada
polimérica da amostra, perdendo energia. Por isso, ha um deslocamento da energia
do pico do ferro. Através deste deslocamento de energia é possivel estimar a

espessura da camada de dextran presente nas nanoparticulas.
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Figura 5.8. Espectro de RBS de nanoparticulas diluidas em isopropanol e 4gua, depositadas por
gotejamento em substrato de Si (A). Espectro com a ampliagao dos picos caracteristicos de cloro e
ferro (B).

A Figura 5.9 mostra um espectro de RBS de nanoparticulas com e sem a
adicao do buffer salino, diluida 100 vezes em agua e isopropanol, depositada por
gotejamento em um substrato de Si. Neste espectro, observa-se um aumento do
pico de ferro quando a solucdo de nanoparticulas ndo possui o buffer. Em relagéo ao
tipo de solvente, ndo houve diferencas no pico caracteristico do ferro. Nao houve

também diferenca entre os espectros para as diluicdes entre agua e DMF.



84

2000 : i

Com buffer - agua
Sem buffer buffer - agua
Com buffer - lcool
R +  Com buffer - alcool

1500 s, 0 1

1000 - N ]

Contagens (u.a.)

500 - 1

0 ‘ Yo .
800 1000 1200 1400 1600

Energia (keV)

Figura 5.9. Espectro de RBS das nanoparticulas depositadas por gotejamento em isopropanol e 4gua

com e sem a adi¢do de buffer salino em substrato de Si.

Em relacéo a diluicdo entre agua e isopropanol, de acordo com os dados do
fabricante, o dextran tem pouca solubilidade em isopropanol, acarretando possiveis
aglomeracdes, ja visualizadas por DLS, porém nas andlises de RBS isto nao

mostrou muita diferenca.

A Figura 5.10 mostra um espectro de RBS de uma amostra diluida 50 vezes
em agua e depositada em substrato de SiO, e de Si pelos trés métodos. Dentre os
trés métodos de deposi¢cdo, o método por gotejamento foi o que melhor demonstrou
pico bem definido na faixa de energia caracteristica do elemento ferro (~1520 keV) e
separado do sinal de silicio para os dois substratos. Observa-se que para o
substrato de SiO, também na faixa de 900-1200 keV uma camada mais espessa de
silicio, representando o proprio substrato. Os picos entre 800-600 keV sao do 6xido

de silicio presente na superficie do substrato.
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Figura 5.10. Espectro de RBS das nanoparticulas depositadas em substrato de SiO, (A) e Si (B) por
gotejamento, spin coating e rinsing.

A Figura 5.11 mostra um espectro de RBS de amostras de nanoparticulas
diluidas em agua e isopropanol pelos trés métodos de deposicao. Neste espectro,
observa-se a formacédo de uma camada grossa de nanoparticulas dispostas sobre o
substrato. Existem trés possibilidades de formac¢édo de camada de nanoparticulas em
cima do substrato. Primeiro, um sistema ideal seria onde todas as nanoparticulas se
distribuissem de forma uniforme sobre o substrato, formando uma monocamada, na
qual o resultado da analise seria um espectro com um pico mais definido (Figura
5.8). Uma segunda hipotese seria que a camada de nanoparticulas se distribuisse
de forma heterogénea, onde aglomerados de nanoparticulas ndo preenchessem
totalmente o substrato, gerando regides com falhas de nanoparticulas em cima do
substrato (Figura 5.11B). Dependendo de onde o feixe é incidido na amostra, pode
ser que seja irradiado em regibes onde ndo tenha nanoparticulas. Isso implicaria
numa contagem maior de sinal do Si na superficie (um pequeno deslocamento do
canal de subida do sinal de Si), bem como no alargamento do pico de Fe. A terceira
hipotese seria a formacdo de multicamadas de nanoparticulas, onde apresenta um
sinal constante desde a regido da superficie até chegar ao valor de energia do silicio
(Figura 5.11B).



86

2500 ‘ \

'f'.:o * *  Gotejamento - lcool
Gotejamento - &gua
S % e = Spin coating - dgua
)
2000 + Sfar ‘&.."'s"‘, = Spin coating - &lcool | 4
‘et ¢ Rinsing - agua

1500 + B

1000 + A

Contagens (u.a.)

A tnons
500 - - v

0
800 1000 1200 1400 1600
Energia (keV)

Figura 5.11. Espectro de RBS com nanoparticulas diluidas em isopropanol e agua, depositadas
gotejamento, spin coating e rinsing em substrato de Si.

A dificuldade central encontrada na analise por RBS foi a néo
reprodutibilidade nos processos de preparagcdo das amostras. Portanto,
conseguimos observar a presenca de ferro nas nanoparticulas e uma possivel nocéao
de como elas se distribuem quando em solucdo. Isso dificultou uma anélise mais
conclusiva da melhor forma de preparar o efeito do solvente na dispersdo das

nanoparticulas.

Uma analise preliminar de amostra que produziu uma camada mais fina de
nanoparticulas (pico estreito de ferro) foi analisada por MEIS (do inglés, medium
energy ion scattering) e observou-se um valor de espessura da camada polimérica

de, aproximadamente, 6,5 nm, através da analise de deslocamento do pico de ferro.
5.5. Andlise por Espectroscopia IV

A Figura 5.12 mostra os espectros de FTIR das amostras de nanoparticulas e
de dextran puro. O espectro de dextran exibe bandas de absorcdo caracteristicas de
polissacarideos. O pico largo em 3410 cm™ esta relacionado ao estiramento de
grupos OH’, devido a hidroxilas presentes na estrutura de dextran, como também a
presenca eventual de agua entre a superficie do 6xido e do dextran formando uma

rede de pontes de hidrogénio [107, 108]. A banda de absor¢do em 2922 cm™ é

atribuida as vibragées CH/CH, e a banda de absorcdo em 1638 cm™ é caracteristica
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de ligagcdes C=0. A banda de absorc&o perto de 1110 cm™ representa a vibracées
de ligacbes do tipo C-O presente no dextran, comum em moléculas de glicose. A
banda de absorcdo em 952 e 768 cm™ sdo associados ao modo de deformagcéo do

anel a-glicopiranose.

Dextran
Nanoparticulas

(T%)

0 , ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N° de Onda (cm™)

Figura 5.12. Espectro de FTIR das nanoparticulas da sintese S4 e do dextran puro.

No espectro das nanoparticulas, aparece um pico em 593 cm™ de vibracdes
caracteristicas do modo de estiramento Fe-O da magnetita. As bandas de absorcéo
em 1583 e 1638 cm™ sdo atribuidas as vibracdes de estiramento da ligacdo N-H,
possivelmente pertencentes aos grupos amina funcionalizados. As sinteses S5 e S6

apresentaram picos semelhantes (Figura 5.13 da S6).

A Figura 5.13 mostra os espectros de FTIR das sinteses S6, S7 e S8. Para as
sinteses S6 e S8, observa-se bandas de absorcédo similares as da Figura 5.12.
Porém para a S7, ha uma diminuicdo da intensidade da banda de estiramento OH’, 0
que pode ser devido a reducdo do numero de hidroxilas e, conseguentemente,
diminui¢cdo no numero de ligagbes de hidrogénio na estrutura. Na sintese S7, néo foi
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realizada a etapa de reticulacdo do dextran, obtendo-se um numero menor de

moléculas de glicose revestindo as nanoparticulas.
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Figura 5.13. Espectro de FTIR das nanoparticulas das sinteses S6, S7 e S8.

A Figura 5.14 mostra o espectro de FTIR das sinteses S9 e S10. Observa-se
para a sintese S9 e S10, esta presente a banda de absorcdo caracteristicas de
6xido de ferro em, aproximadamente, 598 cm™ [109], porém para a sintese S10 os
picos caracteristicos do dextran ndo estdo totalmente presentes, indicando a
possibilidade da amostra de nanoparticulas néo ter sido revestida completamente
com o dextran. O espectro da sintese S9 apresentou picos semelhantes a Figura
5.12.
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Figura 5.14. Espectro de FTIR das nanoparticulas das sinteses S9 e S10.

5.6. Estabilidade Coloidal

As caracteristicas da superficie das particulas revestidas foram estudas através
da medicdo do potencial zeta e também as curvas de potencial zeta em funcdo do

pH da solucéo.

A Tabela 5.4 apresenta os valores de potencial zeta das nanoparticulas em
solugcdo aquosa. Os valores variaram de acordo com o procedimento de sintese.
Para as sinteses S4 e S6, os valores de potencial zeta foram proximos, com valores
de 6,99 e 5,82 mV, respectivamente. Para a sintese S5, o potencial zeta obtido foi
um pouco maior em relagéo as sinteses S4 e S6, com um valor de 9,99 mV. Para a
sintese S8 o valor obtido foi de 11,8 mV, um valor mais alto do que as demais
sinteses. Para a sintese S9 o valor obtido foi de 0,27 mV. Em todas as sinteses,
com excecao da sintese S7, as nanoparticulas apresentaram valores positivos de
potencial zeta, possivelmente pela presenca dos grupos amina em sua superficie
(NH3"). Este é um indicio de que o processo de aminacdo foi efetivo. Os valores

potenciais zeta foram relativamente baixos, o que indica que as particulas na



90

dispersdo podem ter sido estabilizadas por repulsdo estérica pelas moléculas de

dextran, com uma pequena carga liquida positiva.

Para a sintese S7, observa-se um valor de potencial zeta diferenciado, em
relacdo aos valores obtidos para as demais sinteses. Este fato pode ser devido a
sintese S7 ndo ter participado da etapa de funcionalizacdo de grupos amina. Os
grupos hidroxilas na molécula de dextran estdo ligados a superficie do 6xido de
ferro, o que resulta de nanoparticulas com uma superficie carregada negativamente
pela presenca de ions hidroxilas (OH’), ocasionando um valor de potencial zeta

negativo, com uma pequena carga liquida negativa.

Tabela 5.4. Valores de potencial zeta das sinteses S4, S5, S6, S7, S8 e S9 em solugdo em pH 8.

Amostra Potencial zeta (mV)
S4 6,99
S5 9,99
S6 5,82
S7 -6,38
S8 11,8
S9 0,27

A dependéncia do potencial zeta em fungéo do pH e o diametro hidrodindmico
estdo descritos nas Figuras 5.15 e 5.16, respectivamente. A variacdo no diametro
hidrodindAmico com os valores de pH depende da superficie da nanoparticula e da
carga liquida. A repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas em meio aquoso
dificulta a formacéo de ligacdes de hidrogénio e leva a uma suspensao mais estavel
em valores de pH acima de 7, com valores de potencial zeta proximo de zero,
visualizadas para as sinteses S6 e S8. Com a diminuicdo do pH, o sistema é
suscetivel a aglomeracdes com valores de potencial zeta na faixa de instabilidade,
devido a tendéncia de formacdo de ligagdo de hidrogénio na superficie da
nanoparticula. Para sintese S7, a variacdo do pH indica estabilidade em valores de
pH entre 5-12, com valores de potencial zeta perto de zero. A nanoparticulas da
sintese S8 mostraram estabilidade em valores de pH entre 7-12, sendo os valores
de potencial zeta perto de zero. A distribuicdo de tamanho variou muito pouco na

variacdo do pH do meio (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Gréficos da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em diferentes pH para as
sinteses S6, S7 e S8.
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O ponto isoelétrico da sintese S7 estda numa faixa de pH mais baixo, néo
sendo ideal para o meio biologico. Para as sinteses S6 e S8, o potencial zeta obtido
em pH 7 foi igual a zero, sendo, entdo, as nanoparticulas estaveis em pH neutro
[110]. Este fato € muito importante, levando em consideragcéao que sera estavel no pH

fisiolégico, um dos pré-requisitos minimos para a utilizacdo em meio biologicos.

Tabela 5.5. Valores de pH dos pontos isoelétrico das sinteses S6, S7 e S8.

Amostras Ponto isoelétrico
S6 7,36
S7 4,53
S8 7,13

Para as demais sinteses, estima-se comportamentos semelhantes na

variacdo de pH por apresentarem valores de potencial zeta positivos.

5.7. Medidas Magnéticas

A Figura 5.17 mostra a curva de magnetizacdo em funcdo do campo

magnético externo, em temperatura ambiente, para amostras de todas as sinteses.
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Figura 5.17. Curva magnetizacdo em funcao do campo magnético em temperatura ambiente de todas

as sinteses.
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As amostras de todas as nanoparticulas ndo apresentaram magnetizacao
residual quando o campo magnético externo foi removido. As curvas de
magnetizagdo ndo apresentaram histerese, mostrando um possivel comportamento
superparamagnético. Todas as amostras, tanto em solucdes (Figura 5.18) quanto
liofilizadas (Figura 5.19), apresentaram comportamento magnético mediante a um

im& (neodimio).

Figura 5.18. Fotos da amostra liofilizada da sintese S4 mediante um magneto.

Observa-se que para a sintese S10, o resultado final da sintese foi de um
material no estado solido (Figura 5.19A). As Figuras 5.19B e 5.19C mostram as
nanoparticulas da sintese S10 antes da Ultima etapa de centrifugacédo da sintese,
retiradas da etapa de dialise, mostrando semelhangas a materiais magnéticos bulk.
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Figura 5.19. Imagem do tubo Falcon com as nanoparticulas da S10 na ultima etapa da
sintese (A). As nanoparticulas suspensas em agua (B) e as nanoparticula na presenca de um

magneto (C).

Pequenas variacdes foram observadas nas curvas de magnetizacdo (Figura
5.17), na qual para amostras, como as sinteses S9 e S10, magnetizaram-se mais
rapidamente, em relacdo a curva de magnetizacdo das demais sinteses. Este fato
pode ser devido ao tamanho dos dominios magnéticos (ou pequenos multidominios),
onde dominios com uma distribuicdo de tamanhos um pouco maior magnetizam-se
mais facilmente. Como todas as sinteses tiveram valores de tamanhos numa faixa
entre 16-22 nm, obtiveram magnetizacdes similares, enquanto que para a sintese S9

obteve-se tamanho perto de 50 nm (Tabela 5.2).

O comportamento magnético das nanoparticulas magnéticas pode ser
sensivel as variagbes do tamanho, devido aos efeitos de superficie gerados da
quebra de simetria da rede cristalina. As particulas com tamanhos nanométricos
nem sempre possuem monodominios magnéticos e, sim, multidominios pequenos.
Um numero grande de momentos magnéticos encontra-se mais na superficie da
particula e possuem um menor numero de coordenacdo do que 0sS momentos
magnéticos mais internos (camada menos magnética) [111]. No caso da Figura
5.17, o que é desconhecido € a disposi¢cao espacial das nanoparticulas no substrato
utilizado nas medidas de magnetizacao, levando em consideracédo a densidade de
particulas distribuidas nas amostras e a distancia entre as mesmas. Estas diferencas
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de distribuicho da massa magnética dificultam a interpretacdo das diferentes
curvas de magnetizacao obtidas.

5.8. Incorporacéao do Fluoroforo

Para a confirmacgdo da incorporacdo de fluoréforo, foram realizadas medidas
por espectroscopia de UV-vis. A Figura 5.20 mostra o espectro de UV-vis das

amostras da sintese S8 e da S8 com o fluoréforo presente nas nanoparticulas (S8-
Cy5.5).
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Figura 5.20. Espectro de UV-vis de amostras de nanoparticulas com fluoréforo (S8-Cy5.5) e

sem o fluoréforo (S8).

Observou-se 0 pico de absor¢do maxima em 677 nm para a amostra das
nanoparticulas S8-Cy5.5, confirmando a conjugacdo do fluoréforo na estrutura da
nanoparticula no comprimento de onda caracteristico do corante [112]. A distribuicdo
de tamanho para S8-Cy5.5 foi de 28,17 £ 6,34 nm, valor um pouco maior do que a

S8 e concentracao de ferro de 93,0 g/L, um valor um pouco menor do que a S8.

5.9. Teste Celular

A Figura 5.21 mostra um histograma da intensidade de fluorescéncia em

relagdo ao numero de contagens celular. Um deslocamento na intensidade de
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fluorescéncia demonstra que algumas das nanoparticulas S8-Cy5.5 foram
fagocitadas pelas células peritoniais. As células controle e células com a S8
obtiveram resultados semelhantes, o que era esperado, devidas ambas n&o

possuirem fluorescéncia.

Controle

$8-Cy5.5

Contagens{u.a.)
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0 10 103 10 1IJ5

Intensidade de Flucrescéncia

Figura 5.21. Histograma obtido pela andlise de citometria de células macréfagos controle,
células com as nanoparticulas sem o fluoréforo Cy5.5 e células com Cy5.5 incorporado nas

nanoparticulas.

Apesar do deslocamento do pico da amostra S8-Cy5.5 ser pequeno, em
relacdo ao controle e a sintese S8, pode ter ocorrido pelo baixo numero de
moléculas do corante incorporado na superficie das nanoparticulas, obtendo-se um
namero menor de células fagocitadas. O corante liga-se através de grupos amina
presente na superficie das nanoparticulas. Talvez o processo de aminagao para as
nanoparticulas da sintese S8 nao tenha sido totalmente eficiente. Contudo,
preliminarmente, foi possivel averiguar a possibilidade de células macréfagos

fagocitarem as nanoparticulas.
5.10. Medida da Relaxividade — MRI
As medidas de relaxividade foram obtidas com o uso de dois phantoms,

seguindo a metodologia descrita na secdo 4.4. As medidas de relaxacdo foram

realizadas para as sinteses S6, S8, S9, e como modelo de compara¢do, 0S mesmos



97

procedimentos foram realizados com o agente contraste comercial Lumirem®, da
Guerbet.

As imagens de MRI da Figura 5.22 e Figura 5.23 mostram imagens de fatias
do primeiro phantom, contendo cinco seringas com solu¢Bes de nanoparticulas da
sintese S8 em cinco diferentes concentracdes, e do segundo phantom, contendo
quinze seringas com solugfes de nanoparticulas das sinteses S6, S9 e Lumirem nas
mesmas cinco diferentes concentracbes (Tabela 5.6). Os circulos menores

correspondem as secdes transversais de cada seringa.

--
--

Figura 5.22. Imagem de MRI do primeiro phantom com TR de 1000 ms e TE de 7.4 (A), 18 (B),
35 (C), 75 (D), 150 (E), 250 (F) ms.

Figura 5.23. Imagem de MRI do segundo phantom com TR de 1000 ms e TE de 7.4 (A), 14 (B), 35
(C), 75 (D), 150 (E), 200 (F) ms.
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Para as diferentes diluicbes da concentracdo de ferro das nanoparticulas
presentes em cada seringa, verificam-se diferencas no nivel de intensidade do sinal.
A intensidade de sinal decai mais rapidamente nas seringas com a concentracao de
ferro maior. Este fato € muito bem observado para as sinteses S6 e S8, ja para a
sintese S9 e o Lumirem, o efeito é pouco observado visualmente, devido ao fato de
que as concentracdes da sintese S9 e do Lumirem serem muito menores do que a

concentracdo da sintese S6 e S8.

A intensidade do sinal em cada uma das seringas com as nanoparticulas das
sinteses S6, S8, S9 e Lumirem foram medidas em fung¢do do tempo de eco (TE),
como mostrado nas Figuras 5.24, 5.25, 5.26 e 5.27.

A partir da curva de ajuste de uma exponencial (Equacfes 3.10 e 3.12), ja
mencionada no Capitulo 3.6, foi possivel obter os valores do tempo T2 e da taxa de

relaxacdo R2 (1/T2) das nanoparticulas em solucao.
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Figura 5.24. Curvas de intensidade do pixel em funcdo de TE efetivo para diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S6. As linhas séo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.25. Curvas de intensidade do pixel em funcéo do TE efetivo para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S8. As linhas sdo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.26. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de TE efetivo para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S9. As linhas sdo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.27. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de TE efetivo para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas do Lumirem. As linhas séo ajustes exponenciais aos dados.

Os valores do tempo T2 e da taxa de relaxacdo de R2 obtidos dos dois
phantoms a partir da regressdo dos pontos da curva para cada concentracdo das
sinteses S6, S8, S9 e Lumirem estdo representados na Tabela 5.6. A Figura 5.28
mostra os graficos da taxa de relaxacdo R2 em fung¢do da concentracdo de ferro

para as sinteses S6, S8, S9 e Lumirem.

Tabela 5.6. Valores da taxa de relaxagdo R2 e dos tempos de relaxacdo T2 em funcdo da

concentracao de ferro para as sinteses S6, S8, S9 e o Lumirem.

Amostra Fator de Diluigao Conciﬁ;ﬁ?ﬁf’) de Fe T2 (ms) R2 (Hz)
100 0,0615 14,17 70,57
200 0,0307 24,25 41,24
S6 500 0,0123 56,97 17,55
1000 0,0061 95,52 10,47
2000 0,00300 131,9 7,58
100 0,112 6,47 154,9
200 0,0560 15,15 66,00
S8 500 0,0224 24,42 40,95
1000 0,0112 41,34 24,19
2000 0,00560 68,97 14,50
S9 100 0,0188 119,2 8,39
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200 0,00940 143,7 6,96
500 0,00380 182,4 5,48
1000 0,00190 202,3 4,94
2000 0,000900 223,6 4,47
100 0,00175 71,39 14,01
200 0,000875 98,30 10,17
Lumirem 500 0,000350 133,0 7,52
1000 0,000175 165,5 6,04
2000 0,0000875 204,1 4,90
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Figura 5.28. Gréfico da taxa de relaxacdo R2 em funcéo da concentragdo de ferro para as

sinteses S6, S8, S9 e Lumirem.

Na Tabela 5.6, observa-se que o tempo de relaxacdo T2 diminui com o

aumento da concentracéo. Este efeito demonstra que as nanoparticulas de oxido de

ferro podem agir como um contraste no MRI.

Para as medidas do tempo T1, o mesmo procedimento foi realizado, porém

modificando a sequéncia de aquisicdo de dados para a recuperacao de inversao. As

imagens de MRI da Figura 5.29 e Figura 5.30 mostram as fatias dos dois phantoms

contendo também as mesmas seringas com solugbes de nanoparticulas com

diferentes concentragfes de ferro das sinteses S6, S8, S9 e Lumirem.
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Figura 5.29. Imagens de MRI do primeiro phantom com TR de 3000 ms e Tl de 50 (A), 90 (B), 130
(C), 200 (D), 600 (E), 1000 (F) ms.

Figura 5.30. Imagens de MRI do segundo phantom com TR de 3000 ms e Tl de 50 (A), 90 (B), 130
(C), 200 (D), 600 (E), 1000 (F) ms.

A intensidade do sinal em cada uma das seringas com as nanoparticulas das
sinteses S6, S8, S9 e Lumirem foram medidas em func¢édo do tempo de inverséo (TI),
e sdo mostradas nas Figuras 5.31, 5.32, 5.33 e 5.34. A partir da curva de ajuste das

equacodes 3.10 e 3.12 obtiveram-se os tempos de relaxacao T1.
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Figura 5.31. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de Tl para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S6. As linhas sdo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.32. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de Tl para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S8. As linhas sdo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.33. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de Tl para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas da sintese S9. As linhas sdo ajustes exponenciais aos dados.
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Figura 5.34. Curvas de intensidade do pixel em funcéo de Tl para as diferentes

concentracdes de nanoparticulas do Lumirem. As linhas s&o ajustes exponenciais aos dados.

.z

Para o ajuste destas curvas, utilizaram-se as Equagbes 3.09 e 3.12, ja
mencionadas no Capitulo 3.6, para obter os valores de tempo Tl e da taxa de
relaxacdo R1 das nanoparticulas em solucdo. Os valores de R1 obtidos da
regressdo dos pontos da curva para cada concentragdo estao representados na

Tabela 5.7, juntamente com os valores tempo de relaxagao longitudinal T1. A Figura
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5.40 mostra o grafico de R1 em funcdo da concentracao de ferro para as sinteses
S6, S8, S9 e Lumirem.

Tabela 5.7. Valores da taxa de relaxacdo R1 e dos tempos T1 em funcdo da concentracdo de ferro

para as sinteses S6, S8, S9 e amostras de Lumirem.

Concentracédo de Fe

Amostra Fator de Diluicéo (mg/mL) T1 (ms) R1 (Hz)
100 0,0615 75,7 13,21
200 0,0307 120,6 8,29
S6 500 0,0123 279,9 3,57
1000 0,00610 474,4 2,11
2000 0,00300 758,8 1,32
100 0,112 - -
200 0,0560 70,21 14,24
S8 500 0,0224 128,2 7,80
1000 0,0112 218,1 4,58
2000 0,00560 393,2 2,54
100 0,0188 2976,8 0,336
200 0,00940 3271,7 0,310
S9 500 0,00380 3625,9 0,276
1000 0,00190 3860,6 0,259
2000 0,000900 3875,9 0,258
100 0,00175 2976,8 0,336
200 0,000875 3271,7 0,316
Lumirem 500 0,000350 3625,9 0,276
1000 0,000175 3860,6 0,259
2000 0,0000875 3875,9 0,258
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Figura 5.35. Grafico da taxa de relaxacdo R1 em funcéo da concentracdo de ferro para as

sinteses S6, S8, S9 e Lumirem.

As retas dos gréficos da Figura 5.35 possuem uma declividade que
representa a relaxividade, parametro fisico importante para a classificagdo de um
agente de contraste. A razdo entre a relaxividade transversal e longitudinal (r2/rl) é
um parametro de definicdo que indica se 0 agente de contraste pode ser utilizado
como um agente de contraste positivo ou negativo. Os valores encontrados para as

sinteses S6, S8, S9 e Lumirem estdo representados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8. Valores da taxa de relaxividade das sinteses S6, S8, S9 e do Lumirem.

Amostra r2 (mMs)™ r1 (mMs)™ r2/rl
S6 60,15 11,36 5,29
S8 73,76 12,98 5,68
S9 12,24 0,24 51,0

Lumirem 305,7 2,62 116,7

A eficiéncia de uma agente de contraste para MRI é avaliado de acordo com
as relagbes da taxa de relaxividade rl e r2, ou seja, com as taxas em que 0s nucleos
dos protons de moléculas de agua presente relaxam-se para a recuperacao de seu
estado de equilibrio inicial. Os agentes de contraste denominados positivos possuem
relaxividade r2/r1 com valores baixos, obtendo uma imagem clara onde o contraste

esta localizado. Os agentes de contraste denominados negativos, com relacdo de
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r2/rl maiores, diminuem a intensidade de sinal do campo onde estao localizadas

as nanoparticulas, revelando imagens de MRI negativas.

A relacéo entre as relaxividades r2/rl encontradas para as nanoparticulas das
sinteses S6, S8, S9 e Lumirem foram de 5,06; 5,68; 51,0 e 116,7, respectivamente.
O valor obtido para a sintese S9 foi maior em relacdo as sinteses S6 e S8. Isto pode
ser atribuido ao tamanho das nanoparticulas serem maior para a S9, bem como a
concentracdo de ferro obtido para a sintese S9 um valor mais baixo do que para as
demais sinteses, acarretando diferenca no nivel de intensidade do sinal e um

decaimento de sinal mais longo.

Os valores de relaxividades obtidos estdo dentro dos valores esperados para
agentes de contraste de 6xido de ferro comercialmente ja disponiveis, o que pode
ser consultado na Tabela 3.2, do Capitulo 3.3.2. O valor de relaxividade encontrado

para o Lumirem foi acima do valor de relaxividade descritos na literatura.
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6. CONCLUSAO

Foram sintetizadas nanoparticulas magnético CLIO-NH, (Cross-Linked Iron
Oxide) com e sem fluoréforo com caracteristicas adequadas para imageamento
biomédico. A distribuicAo de tamanho das nanoparticula foi controlada ao variar a
propor¢cdo de massa do polimero e de sais de ferro, a temperatura de reagéo e o
tempo de reagdo durante a sintese. Os resultados da morfologia e distribuicdo de
tamanhos das nanoparticulas por TEM e DLS mostraram um nucleo de 6xido de
ferro cristalino com diametros médios em torno de 10-15 nm e diametros
hidrodindmicos médios entre 16-50 nm, dependendo do tipo de sintese. A mudanca
de temperatura de reacdo em até, aproximadamente, 20 °C e o tempo de reacao
tiveram pouca influencia na distribuicdo de tamanho. A variacdo na proporcdo de
dextran revelou-se como o parametro mais eficaz para alterar o tamanho das

nanoparticulas (aproximadamente de 20 para 50 nm).

A andlise por RBS e EDS indicou uma distribuicdo elementar compativel com
a do 6xido de ferro pela presenca do elemento ferro e os espectros de FTIR das
diferentes sinteses apresentaram pico caracteristico de ligacdo Fe-O e bandas de

absorcdo das moléculas de dextran, comprovando a formacé&o do sistema core-shell.

Os valores obtidos de potencial zeta de todas as sinteses, exceto a sintese
S7, revelaram uma carga superficial liquida positiva, provavelmente pela presenca
de grupos amina. Esta carga superficial positiva foi baixa, indicando que as
nanoparticulas foram estabilizadas por repulsdo estérica. Para a sintese S7 (sem o
processo de aminagéo), o valor do potencial zeta revelou uma carga superficial
negativa, provavelmente pela presenca de grupos hidroxilas. A dependéncia do pH
em funcdo do potencial zeta revelou também a estabilidade das nanoparticulas no

ponto isoelétrico, com valor de potencial zeta igual a zero em pH neutro (pH
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fisiolégico). A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas praticamente néo

variou em diferentes pH.

A curva de magnetizacdo das nanoparticulas ndo apresentou magnetizacao
residual quando o campo magnético foi removido e nem histerese, indicando
comportamento superparamagnético. A medida de magnetizagdo mostrou que as
nanoparticulas maiores magnetizaram-se mais facilmente do que as nanoparticulas
menores. As amostras das nanoparticulas liofilizadas e em solucdo aquosa
apresentaram, visualmente, comportamento magnético mediante a um ima de

neodimio.

A incorporacdo do fluoréforo nas nanoparticulas e sua analise por UV-vis
revelou o pico de absorcdo caracteristico no comprimento de onda do corante, em
comparagado com a mesma amostra de nanoparticulas sem o corante. O teste celular
no citbmetro de fluxo revelou diferencas nos histogramas das células controle e das
células com as nanoparticulas fluorescentes. O deslocamento do pico de contagens
de células em funcdo da intensidade de fluorescéncia mostrou que uma pequena

quantidade de células que continham os grupos fluoréforos presentes na solucao.

As medidas de tempos de relaxacdo T1 e T2 mostraram efeitos de contraste
das nanoparticulas pelo decréscimo da intensidade de sinal de ressonancia
magnética, com o0 aumento da concentracdo nas solu¢cbes aquosas das
nanoparticulas, reduzindo os tempos de relaxacdo T1 e T2, bem como um aumento
de contraste negativo (escurecimento do sinal nas imagens dos phantoms). Os
valores da taxa de relaxacao rl variaram de 11,36 a 2,62 (mMs)™ e para r2 de 60,15
a 305,7(mMs)™. A razdo entre as relaxividades r2/r1 encontradas para as sinteses
S6, S8, S9 e Lumirem foram de 5,68; 5,29; 51,0 e 116,7, respectivamente. Os
valores de relaxividade das nanoparticulas de 6xido de ferro obtidas estdo dentro
dos valores esperados para agentes de contraste compostos por Oxido de ferro,

podendo ser utilizadas como agente de contraste T2.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

No decorrer deste trabalho, visou-se o desenvolvimento de nanoparticulas,
suas modificacbes, caracterizacdes e simulacbes de testes para seu uso como

agente de contraste para MRI.

As nanoparticulas desenvolvidas formam uma plataforma genérica que pode
ser usada para customizar diversas classes de nanoparticulas, através da variacédo

da funcionalizacdo das suas superficies.

Uma aplicacdo promissora é na area de imageamento molecular para
deteccdo de biomoléculas. Diferentes tipos de receptores tém sido estudados para
acoplar as nanoparticulas em testes tanto in vivo, quanto in vitro. Para uma
marcacdo especifica, biosondas podem ser conjugadas na superficie das
nanoparticulas, como no caso de identificacdo um determinado tipo de proteina os
anticorpos contra a proteina podem ser conjugados na superficie das nanoparticulas
funcionalizadas ou para o imageamento de células do sistema linfatico, medula

0ssea hepatica, entre outros.

Portanto, em trabalhos futuros alguns topicos poderiam ser explorados. A
influéncia das possiveis variagdes estruturais nas nanoparticulas ao longo do tempo
(envelhecimento), seu comportamento em diferentes culturas celulares pela
determinacao cinética de absorcédo e localizacdo das mesmas em testes in vitro e o
estudo da afinidade das nanoparticulas com diferentes ligantes peptidicos inseridos

em sua superficie.
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