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Resumo

Um dos maiores desafios da medicina é desenvolver tratamentos para os diversos tipos
de cancer. Entretanto tratamentos convencionais para 0 cancer como a quimioterapia e a
radioterapia apresentam, em muitos casos, efeitos colaterais indesejados. Como alternativa,
nanomateriais tém a premissa de aprimorar e criar uma nova rota de tratamento e diagndstico.
Atualmente as nanoparticulas de oxido de ferro sdo intensamente estudadas, especialmente
devido a sua capacidade de gerar calor quando sujeitas a um campo magnéetico alternado. O
mecanismo de aquecimento induzido via campo magnético externo é conhecido como
hipertermia magnética. Através deste mecanismo é possivel realizar aplicacdes biotérmicas e
redirecionamento de farmacos. A vantagem da utilizacdo de um nanomaterial magnético
provém da sua caracteristica incomum conhecida como superparamagnetismo. Sistemas
superparamagnéticos ndo apresentam magnetizacao espontanea, nem campo coercitivo e, como
consequéncia, sua curva de magnetizacdo nao apresenta perdas por histerese.

Portanto, a motivacdo deste trabalho vem da necessidade de informacdes biofisicas a
respeito do tratamento magneto hipertérmico destes nanomateriais em tecidos humanos. Assim, 0
objetivo desta tese é tratar de aspectos fundamentais voltados ao comportamento das
nanoparticulas FesOs em meio celular durante a hipertermia. Neste contexto, serdo abordadas
questdes a respeito da utilizacdo do uso de nanoparticulas de éxido de ferro com diferentes tipos
de recobrimentos, buscando desta forma, discutir as vantagens e desvantagens de cada
recobrimento de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas bem como sua citotoxicidade.
Além disso, o trabalho aborda o potencial magneto hipertérmico destas nanoparticulas
superparamagnéticas com distintos recobrimentos comparando seus respectivos desempenhos
no tratamento em células embrionéarias de rim humano HEK293T.

Através do desenvolvimento deste trabalho observou-se que para uma boa
bioaplicabilidade as amostras devem apresentar uma baixa citotoxicidade. Neste quesito 0s
recobrimentos formados por surfactantes como brometo de cetriménio e o dodecil sulfato de
sodio apresentaram uma alta taxa de mortalidade celular ndo sendo indicados ao tratamento.
Por fim deve-se avaliar o potencial magneto hipertérmico dos nanomateriais biocompativeis,
uma vez que os melhores resultados associados ao tratamento hipertérmico foram obtidos para

as nanoparticulas recobertas com quitosana, polietileno glicol e fosfolipidio peglado.
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Abstract

One of the largest challenges on medicine has been developing treatments for several
types of cancer. Moreover, conventional treatments for cancer such as chemotherapy and
radiotherapy have been presenting undesirable secondary effects. As an alternative,
nanomaterials have the premise of improving and creating a new route of treatment and
diagnosis. Currently, iron oxide nanoparticles are strongly studied especially because of their
ability to produce heat when they are subjected to an alternating magnetic field. The mechanism
of induced heating via external magnetic field is called magnetic hyperthermia and, through
this mechanism, it becomes possible to make the biothermic applications and use drug delivery
system. The advantage of using a magnetic nanomaterial comes from the unusual feature knew
as superparamagnetism. The superparamagnetic systems does not present spontaneous
magnetization nor coercive field therefore their magnetization curves do not present hysteresis
losses.

Therefore, the motivation of this work comes from the need for biophysical information
regarding the hyperthermic magneto treatment of these nanomaterials in human tissues. Thus,
the aim of this thesis is to deal with fundamental aspects related to the behavior of the Fe304
nanoparticles in cell media during hyperthermia. In this context, it will be approaching some
questions about the use of iron oxide nanoparticles with distinct types of coatings. Discussing
the advantages and disadvantages of each coating according to its physico-chemical
characteristics as well as its cytotoxicity. In addition, this work approaches the hyperthermic
magneto potential of these superparamagnetic coated nanoparticles by comparing their
respective performances in the treatment of human’s embryonic kidney cells HEK293T.

Through the development of this work it was observed that for a good bioapplicability’s
samples must present a low cytotoxicity, in this case the coatings formed by surfactants like
centrimonium bromide and sodium dodecyl sulfate presented a high rate of cellular mortality
not being indicated for the treatment. Finally, the potential of magnetic hyperthermia for a
biocompatible nanomaterial should be evaluated, in this case the best results associated to
hyperthermia treatment were obtained for nanoparticles coated with chitosan, polyethylene

glycol and PEGylated phospholipid.
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1 Introducéo

Os tratamentos convencionais de cancer (BASKAR et al., 2012; CRUZ;; ROSSATO,
2015; JR et al.,, 2007) vém obtendo sucesso em muitos casos, entretanto nem sempre o
tratamento convencional com quimioterapia e radioterapia s&o os mais indicados para cada
caso, podendo em alguns momentos levantar incertezas (ANGELO; MOREIRA;
RODRIGUES, 2010) a respeito do tratamento mais indicado. E nesse cenario que os
nanomateriais aparecem com a promessa de criar rotas alternativas para o tratamento
expandindo as possibilidades de diagndsticos e tratamentos. Aqui, em especial, serdo tratadas
as vantagens dos nanomateriais magnéticos (BADRUDDOZA et al., 2013; BRANQUINHO et
al., 2013; GUARDIA et al., 2012; HUANG; HAINFELD, 2013; LIONG et al., 2008; WUST
et al., 2002) que se estendem ndo somente no tratamento do cancer, mas sim em diversas
aplicacdes como tratamentos de infecgdes bacterianas (GAO et al., 2014; PARK et al., 2013),
direcionamento de drogas (BENZ, 2012; GALIMARD et al., 2012; LIONG et al., 2008; LIU,
GANG et al., 2013; MAHMOUDI et al., 2011; MAJEED et al., 2013; NAQVI et al., 2010;
PRESS, 2012; ZHANG, J et al., 2008; ZHANG, YING et al., 2010) e, claro, materiais
nanotecnoldgicos como 0s microprocessadores projetados nanometricamente (ULLAH, 2012).
Trabalhar com nanomateriais parecia um futuro distante onde s6 se observava as aplicages em
filmes de ficcdo cientifica. No entanto, com o advento da tecnologia e da ciéncia foram
elaborados dispositivos cada vez menores e hoje é possivel obter facilmente um equipamento
com processadores nanométricos como tablets e smartphones.

Entdo, ja era de se esperar que rotas inovadoras para o diagnostico e tratamento das
doencas citadas seriam buscadas. Assim os materiais nanométricos trouxeram consigo um leque
de opc¢oes de tratamentos e diagnosticos promissores de doencas gque afligem a sociedade como
o0 cancer, infeccBes bacterianas e virais entre outras enfermidades. Dentro deste cenario as
nanoparticulas magnéticas ganham espaco e visibilidade devido as suas propriedades
magnéticas especiais como a auséncia de remanéncia magnética tipica do superparamagnetismo
(GOYA et al., 2003; MEHDAOUI et al., 2012; MUKHOPADHYAY et al., 2012;
SUNGHYUN, 2011; ZHANG, YING et al., 2010). A vantagem de se trabalhar com sistemas
nanometricos e que isso viabiliza o enderecamento de drogas (drug delivery) (BENZ, 2012;
GALIMARD et al., 2012; LIONG et al., 2008; LIU, GANG et al., 2013; MAHMOUDI et al.,
2011; MAJEED et al., 2013; NAQVI et al., 2010; PRESS, 2012; ZHANG, J et al., 2008;
ZHANG, YING et al., 2010), assim como o diagnoéstico por imageamento (ALKILANY et al.,



2009; GALIMARD et al., 2012; GOYA et al., 2003; MAHMOUDI et al.,, 2011,
MUKHOPADHYAY et al., 2012; SUNGHYUN, 2011; ZHANG, YINAN et al., 2012;
ZHANG, YING et al., 2010) através da funcionalizacdo das superficies (KURTZ-CHALOT et
al., 2014; MUKHOPADHYAY et al., 2012; WU; HE; JIANG, 2008) do nanomaterial, e,
particularmente, neste trabalho, o grande interesse esta na aplicacdo das nanoparticulas
magnéticas no tratamento de céncer via hipertermia magnética (BARALDI, 2015;
MAHMOUDI et al., 2011; MUKHOPADHYAY et al., 2012).

O termo hipertermia esta associado a elevacdo da temperatura normal do corpo. Portanto
hipertermia magnética deve-se a elevagdo da temperatura normal do corpo via agdo magnética,
em geral com a aplicagdo de um campo magnético externo. A vantagem de se utilizar isso em
bioaplicacbes estd correlacionado a inducdo da morte celular via aquecimento hipertérmico
(HUANG; HAINFELD, 2013; MAHMOUDI et al., 2011; NAQVI et al., 2010; SOENEN; DE
CUYPER, 2009, 2010; WUST et al., 2002), em especial as células cancerigenas que sao mais
sensiveis a troca de calor do que as células sadias. Entretanto, apenas aquecer as nanoparticulas
descontroladamente através de um campo magnético alternado tornara o tratamento ineficaz e
indesejado, podendo causar danos a tecidos que nao sdo de interesse. Para corrigir essa
deficiéncia é possivel concentrar o tratamento apenas na regido desejada através do
redirecionamento do nanomaterial. Dessa forma, a hipertermia magnética e 0os nanomateriais
magnéticos ganham visibilidade, pois quando as nanoparticulas magnéticas estdo sujeitas a um
campo alternado elas liberam calor tornando assim possivel o tratamento via hipertermia.

A hipertermia magnética traz consigo o conceito termodinamico da taxa de aquecimento
produzido pelo nanomaterial magnético quando exposto a um campo alternado externo. Isso
esta relacionado ao “Specific Loss Power — SLP” ou a0 “Specific Absorption Rate — SAR”
(BARALDI, 2015; GUARDIA et al., 2012; LIU, XIAO LI et al., 2015; MEHDAOUI et al.,
2012; THOMAS et al., 2009; WUST et al., 2002) que é a poténcia gerada pelo nanomaterial
por um tempo, em geral normalizado pela massa. Pensando em termos de bioaplicagdes, 0 SAR
elevado gera um aquecimento rapido, reduzindo assim a dose a ser administrada de
nanomaterial. Entretanto, uma taxa elevada de variagcdo de temperatura pode provocar uma
variacdo abrupta de temperatura com uma pequena variacdo de campo magnético, gerando
danos indesejados. J& um SAR reduzido leva a um bom controle da variagdo da temperatura,
em especial sob o controle da area afetada, entretanto, é necessaria uma dose maior do
nanomaterial. No entanto, essa elevada dose, em alguns casos, pode induzir efeitos colaterais

indesejados ao paciente.



Em meio a esses questionamentos, € importante salientar que por se tratar de um tecido
biologico (JUNQUEIRA, 2012), algumas caracteristicas citologicas devem ser observadas tais
como seletividade da membrana plasmatica, saturacdo de material em seu interior e viabilidade
celular de acordo com a concentracdo do material envolvido. O foco deste trabalho é voltado
as possiveis aplicagdes biomédicas, portanto, alguns critérios devem ser atendidos tais como a
biocompatibilidade, baixa remanéncia magnética e baixo campo de saturacdo. As importancias
destes parametros apresentados vém da necessidade de um alto controle biofisico do durante o
tratamento magneto hipertérmico no tecido humano.

Com relacdo ao pré-requisito das propriedades magnéticas foram utilizadas
nanoestruturas de 6xido de ferro conhecidas também como “Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles — SPIONs” (BARALDI, 2015; LI et al., 2013; MAHMOUDI et al., 2011;
NAQVI et al., 2010; UNSOQY et al., 2012). Fundamentalmente, esse nanomaterial magnético
ndo apresenta remanéncia magnética e tem um baixo campo de saturagdo, atendendo assim os
requisitos magnéticos exigidos. Um outro fator desejado estéa relacionado a possibilidade de
internalizacdo das nanoparticulas no tecido biologico. Assim, a escolha da morfologia é um
importante parametro e, neste trabalho, nanoparticulas de magnetita/maghemita esféricas de
aproximadamente 15 nm foram utilizadas, buscando uma maior internalizag&do do nanomaterial
no citoplasma celular. Visando trabalhos futuros foi realizado alguns testes com nano anéis
magnéticos (BARALDI, 2015) visando recobri-los com os métodos desenvolvidos nesta tese.

Para atender o pré-requisito de biocompatibilidade, o recobrimento do nanomaterial foi
modificado gerando um impacto imediato na interacdo do nanomaterial com o tecido biologico.
Isso pode ser feito através do recobrimentos com polimeros (BADRUDDOZA et al., 2013;
HOLTZ, 2009; NEL et al., 2009), surfactantes (KURTZ-CHALOQOT et al., 2014; Ll et al., 2013;
ROSENSWEIG, 2002; SUNGHYUN, 2011; ZHANG, YINAN et al., 2012) e fosfolipidios
(CUYPER; JONIAU, 1991; GIRI et al., 2005; GONZALES; KRISHNAN, 2005; LEE,
NOHYUN et al., 2011; LIU, GANG et al., 2013; NEL et al., 2009; SOENEN; DE CUYPER,
2009; XIE; SUN, 2011; ZHANG, YINAN et al., 2012) em meio aquoso alterando assim as
caracteristicas do coloide magnético (COEY, 2010)(KNIGHT et al., 1999; SOENEN; DE
CUYPER, 2009)(NAQVI et al., 2010)(GALIMARD et al., 2012). Entretanto, essas
modificagdes podem também impactar no aquecimento do nanomaterial pois, ao modificar a
superficie do coloide alteramos também a capacidade térmica do mesmo. Além disso a
interacdo do coloide com o meio celular interfere diretamente nas propriedades termodinamicas
do meio, em especial a capacidade térmica do meio de acordo com o calor especifico de cada

componente; isso impactard diretamente no potencial de aquecimento do conjunto. Portanto



avaliar o SAR real do coloide em meio celular ndo é uma tarefa simples, entretanto pode-se
verificar alguns pardmetros tais como a taxa de aquecimento que permite correlacioné-los com
tratamento do tecido em estudo.

Assim encontra-se uma vasta gama de varidveis a serem controladas, e nem sempre 0s
recobrimentos irdo atender a todos os requisitos supracitados. Dentro deste amplo contexto, o
foco do trabalho aqui descrito visa caracterizar, compreender o comportamento dos diferentes
recobrimentos, quantificar a quantidade de nanomaterial internalizado e escolher os candidatos
mais promissores para a aplicacdo hipertérmica nas células de HEK293T (F.L. GRAHAM,
1977; LUO; BUSILLO; BENOVIC, 2008).

Esta tese contém 9 capitulos divididos da seguinte forma:

No capitulo 2 serdo abordados os fundamentos teéricos basicos para a compreensao dos
fendmenos fisicos e quimicos que governam a hipertermia magnética e 0 comportamento dos
coloides magnéticos. No capitulo 3 serd descrito um levantamento do cenario geral do
desenvolvimento das nanoparticulas relacionadas as aplicacdes médicas bem como a utilizagdo
de distintos recobrimentos descritos na literatura. Sera discutida a importancia dos trabalhos
que contribuiram para o desenvolvimento dos nanomateriais magnéticos na atualidade. O
capitulo 4 trata das sinteses das nanoparticulas bem como técnicas de recobrimentos do
nanomaterial com surfactantes, polimeros e fosfolipidios. O capitulo 5 é dedicado ao contexto
de toda a instrumentacéo utilizada na caracterizagao das amostras, toda a preparacao para cada
processo e como foram cultivadas e tratadas as células utilizadas neste trabalho. O capitulo 6
trata dos resultados obtidos através de cada técnica de caracterizacao, realizando discussfes em
cima de cada resultado obtido investigando as propriedades de cada recobrimento envolvido;
neste capitulo sera introduzido uma discussdao dos estudos direcionados a aplicacdo
hipertérmica em cultura celular com o nanomaterial recoberto avaliando e selecionando as
amostras mais propicias para os ensaios hipertérmicos em virtude da sua viabilidade para
bioaplicacGes. Este capitulo também descreve o passo-a-passo das aplica¢fes in vitro com as
células HEK293T de acordo como cada nanomaterial recoberto se comporta sob situacdes de
stress hipertérmico. No capitulo 7 serd apresentado a possibilidade de se aplicar o trabalho
disposto aqui nesta tese para uma morfologia conhecida como nano anéis magnéticos; este
nanomaterial foi amplamente discutido na tese do Dr. Carlos Sato (BARALDI, 2015). Além
disso, neste tdépico, serd abordado a continuidade do proprio trabalho desenvolvido,
especialmente em termos de publicac6es correlacionadas com as aplicagdes hipertérmicas. No
capitulo 8 sera apresentada uma ampla discussdo e um fechamento do trabalho de acordo com

os resultados obtidos.



2 Introducéo aos nanomateriais magnéticos e fluidos magnéticos

A nanotecnologia ja faz parte do nosso cotidiano, esta presente nos nossos telefones
celulares e computadores entre outros eletronicos. Ela ja ndo é mais um marco do futuro, mas
sim, um investimento presente onde industrias gastam trilndes de délares somente com produtos
nanotecnoldgicos e nanofarmacos (HUANG; HAINFELD, 2013; Ll et al., 2013; NAQVI et al.,
2010; SHI et al., 2012; SOENEN; DE CUYPER, 2010).

Atualmente vivemos em um cenario em que a tecnologia acaba impulsionando a ciéncia
no desenvolvimento de novos nanomateriais estruturados e vice-versa. O fato destes materiais
serem tipicamente muito pequenos acabam por apresentar fendmenos quénticos tais como o0s
plasmon (GWAMURI et al., 2015) no caso das nanoparticulas metalicas, evento que se
desenvolve com a excitacdo coletiva dos elétrons em um solido. O impacto direto desse
fendmeno de plasmon é a alteracdo das bandas de eletrdnicas e com isso as frequéncias de
excitacdo e emissdo do material, 0 que altera o aspecto de cor do objeto de acordo com o
tamanho do nanoparticulado. J& as nanoestruturas magnéticas apresentam um comportamento
singular conhecido como superparamagnetismo. Este fendmeno ocorre em nanoparticulas que
apresentam apenas um Unico dominio magnético. Isto é possivel quando o seu diametro é
inferior ao didametro critico que depende de algumas condicGes que serdo explicadas adiante.
Nesta condicdo, considera-se que a magnetizacdo das nanoparticulas € um Gnico momento
magnético gigante, que nada mais é que a somatéria de todos 0s momentos magnéticos
atbmicos. Este fenbmeno superparamagnético € conhecido como  macrospin
(BANDOPADHYAY; CHAUDHURI; JAYANNAVAR, 2014) e esta intimamente ligado ao
tempo de relaxacdo dos momentos magnéticos e da temperatura de bloqueio (GOYA;
MORALES, 2004; MARKINK, 2012; PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOEER; FABIAN;
HEIDER, 1997).

Dentro desse cenario nanomagnético existe uma classe de materiais conhecida como
fluido magnético (HIEMENZ; RAJAGOPALAN, 1997; SCHERER; NETO, 2005; SHAW,
1980), muito em geral chamado de ferrofluido ou coloide ferromagnético. Estes materiais se
destacam, porque se encontram no estado liquido, porém ainda apresentam propriedades que
somente materiais em estado solido teriam. Produzir esse tipo de material demanda sinteses
especificas, como um controle de condic¢des que viabilizem a distribuicdo das nanoparticulas
magnéticas no meio liquido. Isso traz consigo um conceito muito importante conhecido como

estabilidade eletrostatica e eletrostérica de coloides. Para tal pode-se utilizar diferentes



recobrimentos junto as nanoparticulas, este processo modifica 0 meio coloidal e possibilita um
novo leque de opcbes para biocompatibilidade do nosso ferrofluido com biomateriais. O
objetivo deste primeiro capitulo é descrever os sistemas investigados nesse trabalho.

Neste contexto, serdo apresentados conceitos quimicos e fisicos que permitem a
estabilizagdo de um coloide bem como avaliar a investigagdo da interface entre as
nanoparticulas e 0s seus respectivos recobrimentos e suas consequéncias. A sintese utilizada
para a obtencéo do fluido magnético foi decomposicao térmica. J& os recobrimentos adotados
foram os fosfolipidios, polimeros e surfactantes cuja finalidade dos recobrimentos esta
correlacionado com a estabilizacdo e preparagdo dos coloides para bioaplicagdes. Os
fundamentos tedricos voltado ao nanomagnetismo foram, em suma, extraidos de duas
referéncias (COEY, 2010; GUIMARAES, 2009).

2.1 Magnetismo Cléassico

O Magnetismo pode ser definido no dicionario Aurélio como “o conjunto de fenémenos
associados as forcas produzidas entre circuitos em que ha uma corrente elétrica, ou entre

i3

magnetos”’. Em fisica podemos representar o campo magnético pela letra H, o campo de
inducdo magnética pela letra B e a magnetizacdo pela letra M. A relacdo entre essas grandezas

é descrita por:
B = po(H + M) (2-1)

onde, u, = 4m. 1077 N. A~2 é a constante de permeabilidade magnética no vacuo no Sl.
A origem dos efeitos magnéticos vem momentos de dipolos magnéticos de particulas
elementares ou de correntes elétricas. O momento de dipolo magnético m de um material é um

vetor que, em presenca de um campo magnético gera um o torque 7 que pode ser descrito por:
T=mxB (2-2)

No caso dos materiais que apresentam magnetizacdo devido ao arranjo de seus
momentos de dipolos magneéticos elementares, pode-se definir a magnetizacdo como a
somatoria de cada momento de dipolo magnético individual dividido pelo volume deste

material:



M=t (2-3)
174

Como o material apresentara regiGes com conjuntos de dipolos apontando em uma
mesma direcdo, cabe neste ponto definir o que é dominio magnético. Basicamente o dominio
magnético € uma regido dentro de um material magnético em que a magnetizacao esta em uma
direcdo uniforme. Isso significa que os momentos magnéticos individuais dos atomos estdo

alinhados um com o outro e eles apontam na mesma direcao.
Em fisica atdbmica podemos definir o momento magnético de um elétron devido ao seu
momento angular orbital e de spin. Para expressar essa unidade natural utiliza-se 0 magnéton

de Bohr. Que em unidades Sl pode ser expresso por:

h
g =2 (2-4)

2me

onde, ug = 9,274.1072* J.T~1 no SI; e ¢é a carga elementar do elétron; A é a constante
de Planck reduzida; m, é a massa do elétron.

Quando essas cargas estdo em movimento, elas produzem corrente elétrica. Seja a nivel
atdbmico no caso dos momentos orbitais e de spin, tanto quanto no caso macroscopico no
movimento dos elétrons livres em um condutor. No caso das correntes elétricas em um
condutor, um dos exemplos mais simples de momento magnético é o de uma espira circular de
area A, ao qual circula uma corrente elétrica i, para qual a magnitude do momento de dipolo

magnético pode ser descrita por:

m=iA (2-5)

O termo ferromagnetismo € por causa do magnetismo permanente da magnetita
observado por Tales de Mileto (640 a.C.-546 a.C.). Entretanto, a maioria dos materiais néo
apresentam momentos magnéticos permanentes. Alguns materiais s6 apresentam resposta
magnéticas quando estdo sujeitos a um campo magnético externo.

O material magnético pode apresentar diferentes respostas de acordo com o arranjo dos
seus dominios magnéticos. Uma das respostas é o material paramagnético, neste caso o material
ndo apresenta um alinhamento organizado dos momentos magnéticos em condi¢cdes normais,
entretanto quando um campo magnético externo é aplicado ao paramagneto, o material se
orienta fracamente a favor do campo externo. Outro comportamento possivel é o

ferromagnetismo, naturalmente neste material h4& um grande alinhamento dos momentos



magnéticos em determinadas regides do material conhecidas como dominios magnéticos. As
direcbes do alinhamento destes dominios dependem dos arranjos cristalograficos do material.
De maneira geral, haverd um eixo preferencial de alinhamento magnético este eixo é
denominado eixo facil de magnetizacdo. Quando o material ferromagnético € submetido um
campo magnetico externo ele responderd com uma forte orientagdo de seus momentos em
relagdo ao campo. Outro comportamento possivel é o diamagnetismo. O material diamagnético

se organiza de forma a repelir o campo magnético externo conhecido como diamagnetismo.

2.1.1 Paramagnetismo

S&o materiais que apresentam magnetismo quando submetido a um campo externo
sendo fracamente atraidos pelo campo aplicado, por exemplo: o aluminio e 0 magnésio(“Search
results matching magnetic moment”, [S.d.]). O arranjo paramagnético de um material consiste
que seus elétrons ndo estdo pareados, desta forma cada momento esta livre para alinhar com
momentos magnéticos em qualquer direcdo. Quando um campo externo é aplicado, esses
momentos magnéticos tendem a se alinhar na mesma direcdo do campo aplicado. Os materiais

magnéticos obedecem a relacdo de Weiss de acordo com a definicéo:
M = yH (2-6)

onde, no SI M é a magnetizacdo medida em ampere/metro [A/m], y é a susceptibilidade
magnética adimensional, no sistema internacional H é o campo magnético medido em
ampere/metro [A/m]. Através destes parametros estabelece-se também uma relacdo de

dependéncia com a temperatura conhecida como a relacdo de Curie-Weiss:
Cc
X=7> (2-7)

onde, y € a susceptibilidade magnética, T é a temperatura absoluta medida em kelvins
[K], 6 é uma constante que depende do material e C é a constante de Curie. De uma maneira
simplificada a agitacdo térmica de um paramagneto se opde a tendéncia dos elétrons nédo
emparelhados de se alinhar com o campo aplicado, mantendo desta forma os momentos
aleatoriamente orientados. Caso a temperatura ndo seja um fator determinante pode-se avaliar
0s momentos magnéticos do material apenas verificando-se como o material se comporta antes,

durante e depois da aplicacdo de um campo magnético externo. Para um paramagneto obtém-



se como resultado apenas um alinhamento na dire¢do do campo que pode ser acompanhado na
Figura 1.
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Figura 1 — Comportamento dos materiais paramagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro
estdgio quando ndo h4 campo aplicado e 0s momentos magnéticos (seta azul) estdo desparelhados. Quando o
campo aplicado (seta vermelha) incide no material 0 mesmo se orienta a favor do campo. Por fim, quando o

campo é retirado, 0s momentos magnéticos ficam desparelhados.

Entretanto, os sistemas de maneira geral estardo sujeitos a variagcdo de temperatura
apresentando, portanto, agitacdo térmica. Essa agitacdo ird influenciar diretamente na
organizacdo dos dominios magnéticos deixando-os desorientados ap6s a remocgao do campo, 0

que leva a diminuicdo da susceptibilidade magnética do material.

2.1.2 Funcéo de Langevin e o Calculo para o Paramagnetismo Classico

Para o calculo da funcdo de Langevin, é preciso considerar temperaturas
suficientemente altas onde a energia de agitacdo térmica (k,T) é superior a barreira de
anisotropia (BENZ, 2012; GUIMARAES, 2009) (AE). Fazendo essa consideracéo, é possivel
desprezar a energia de barreira fazendo com que a magnetizacdo do sistema possa assumir
qualquer direcdo. Este caso é conhecido como um paramagneto classico que pode ser descrito
pela funcdo de Langevin. Além disso o sistema de NPs é formado por n &tomos em um volume
V, com momentos magneéticos atdbmicos ug.

A escolha do eixo de aplicacdo do campo de referéncia € arbitraria, portanto, nesse caso,
toma-se como referéncia o eixo 2, de tal forma que ao aplicar um campo magnético no sistema

obtém-se apenas a componente Z permitindo descrever o campo magnético através da relacao

H = Hz.Este campo incide sobre um material de momento magnético (Tn), assim pode-se obter

a energia magneética (Ey,,q4) que sera descrita por:
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—_

Engg = —B-m= —mBcos6 (2-8)

sendo 6, o angulo entre 0 campo B e 0 momento magnético m. Assim, a magnetizagdo

do sistema sera dada pela integracdo de cada momento magnetico:
M= ['mdn (2-9)

E necessario fazer algumas consideracbes em termos de mecénica estatistica para se
resolver essa integragdo: primeiro que a magnetizacgdo induzida deve ser mensurada somente
na direcdo do campo aplicado, isto é: m = n(8)ugcos(8). D-esta forma, a média da

magnetizacdo de uma populacdo de particulas de um material de volume V, € igual a:
M = (42) [ n(6) cos 6 do (2-10)

Agora, se 0 material for levado ao estado de saturagdo, isto significa que todos 0s
momentos magnéticos estardo alinhados ao campo aplicado. Seja N o nUmero total de

populagéo, entéo:

N = [ 'n(6) do (2-11)

Utilizando a funcdo de probabilidade n(6) d6 « (kE—T) sen(6)d6, pode-se calcular
b

[T n(0) de, torna-se

0

essa magnetizacdo. Com a magnetizacdo de saturacdo Mg = (N%) = (%)

possivel calcular a razdo M /M:

_ [ZiePpdp _

1 B
M/M; = [*Texb ap (cothx — ;); comx = % e B = cos(0) (2-12)

onde g é o fator giromagnético, kg € a constante de Boltzman, T é a temperatura, B é 0
campo aplicado e ug é 0 magneton de Bohr, o termo entre parénteses é conhecido como a

funcéo de Langevin dada por:
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x x3  2x5
L(X) _E_E-I_E_“. (2-13)
Para um x pequeno pode-se considerar apenas o primeiro termo da série obtendo uma

magnetizacao:

2,2
M = X _ n9HEB, (2-14)
3 3kgT

lembrando que a susceptibilidade magnética é dada por:
= (2-15)

Desta forma, é possivel descrever o paramagnetismo através de um modelo classico,
entretanto, este modelo ndo permite entender a origem do magnetismo neste tipo de material.

Para tal, é necessario o entendimento quantico do magnetismo.

2.2 Magnetismo quantico - Interacdo de troca e campo molecular

Por mais que a teoria de Curie-Weiss fosse uma teoria bem fundamentada, na época,
ainda era complicado explicar a origem do campo molecular (COEY, 2010). Isso sé foi possivel
com o advento da mecanica quantica através da modelagem das interacdes de troca (COEY,
2010; GUIMARAES, 2009) (mais conhecida como interacdo Exchange em inglés). Através do
principio de exclusdo de Pauli em 1928, Heisenberg explicou de forma microscopica o
fundamento do ferromagnetismo. A origem desse campo molecular depende da interacdo
coulombiana entre dois elétrons e das suas respectivas orientacBes relativas entre 0s spins
(HEISENBERG, 1926).

De forma matematica, Heisenberg e Dirac (DIRAC, 1926) descreveram a dindmica da
interacdo entre dois elétrons através de um fator J e demonstrou que o acoplamento entre eles

é descrito pela seguinte hamiltoniana:
H=-2J5,-S,= —2JS5S;cos 6 (2-16)

onde S; e S; sdo os spins dos elétrons e 6 € o angulo entre eles.
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O ordenamento dos spins depende intimamente do valor do &ngulo 6 entre os spins e do
sinal de J. Se J > 0, a energia minima ocorrerd quando o angulo for igual a zero, neste estado
obtém-se o acoplamento ferromagnético. Para J < 0, o minimo de energia sera quando o
angulo for 180° e esse acoplamento é conhecido como antiferromagnético. E importante
salientar que essa interacdo é de curto alcance. Assim, se for considerado um cristal, a interacdo

seré apenas entre 0s primeiros vizinhos.

2.2.1 Funcéo de Brillouin e o Paramagnetismo Quantico

Essa equacdo descreve 0 conceito de magnetizacdo para um paramagneto ideal. Em
particular, descreve a dependéncia da magnetizacdo M em um campo magnético aplicado B de
acordo com o0 numero quantico de momento angular total / dos momentos magnéticos
microscopicos do material. Supondo que Z seja a direcdo do campo magnético aplicado a
componente azimutal de cada momento angular magnético podera assumir somente 2] + 1
valores possiveis de energia. Sendo que essas energias serdo diferentes de zero devido ao campo

externo B. Assim a energia associada a Hamiltoniana do sistema no eixo azimutal sera:

kgT B
B xm; x = gupB] (2_17)
J kgT

E=-mgupB = —

onde, m é a magnetizacdo, g o fator giromagnético, uz € o0 magnéton de Bohr, kg a
constante de Boltzmann, T a temperatura, / € 0 momento angular que provém da Hamiltoniana.

Da mecanica estatistica, a probabilidade relativa é dada por:

R _T_ m !
P(m)="——="—=¢7 /%], e (2-18)

Desta forma, pode-se calcular o valor médio esperado a partir do valor quantico azimutal

xm xm
<m>= Y/ __yme/J /Z{nz_]e J (2-19)

A resolucdo dessas somas resulta na funcao de Brillouin B;:
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_ 2J+1 2j+1 )\ _ 1 1 .
B, (x) = ; coth( ; x) 2 coth (2] x) (2-20)
Assim o valor médio de < m > sera:
<m>=]B;(x) (2-21)

sendo n 0 nimero de momentos magnéticos por unidade de volume, a densidade de

magnetizacdo sera dada por:

M =ngup <m >=ngug/B;(x) (2-22)

Vale salientar que para valores elevados de J a funcdo de Brillouin tende a funcéo de
Langevin. Além disso, este € o tipico caso de um material superparamagnético, onde o J sera

grande, resultando no comportamento de macrospin do nanomaterial.

2.2.2 Diamagnetismo

Materiais diamagnéticos quando submetidos a um campo externo criam um campo
magnético induzido na direcdo oposta ao campo magnético externo aplicado repelindo este
campo externo. Alguns exemplos de materiais diamagnéticos sdo o bismuto, o antimonio, o
cobre, o ouro e o0s supercondutores. Em suma, é exatamente o efeito contrario ao

paramagnetismo. O comportamento diamagnético esta descrito na Figura 2.
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Figura 2 — Comportamento dos materiais diamagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro
estagio quando ndo ha campo aplicado ndo ha nenhum indicio de ordenamento (auséncia de setas azuis) dos
momentos magnéticos. Quando o campo aplicado (seta vermelha) incide no material, 0s momentos magnéticos
(setas azuis) se orientam no sentido contrario com o campo. Por fim, quando o campo é retirado, 0s momentos

magnéticos ficam desaparecem.

O diamagnetismo é um efeito quantico que ocorre quando a permeabilidade magnética
é negativo. Na maioria dos materiais, o diamagnetismo é extremamente fraco. Entretanto, em
supercondutores, esse campo externo pode chegar a ser repelido inteiramente abaixo da
temperatura critica, levando ao fendmeno de levitacdo magnética. Esse efeito de expulsdo do
campo magnético tipico de um supercondutor é conhecido como Meissner Effect (MIT
DEPARTMENT OF PHYSICS, 2011).

2.2.3 Ferromagnetismo

O ferromagnetismo é um dos termos mais conhecidos no magnetismo. S0 materiais
que exibem magnetizacdo espontanea, como os imas de geladeira, o proprio ferro, o cobalto, 0
disprosio e o niquel. Do ponto de vista fisico, esses materiais apresentam a temperatura de Curie
muito bem definida e, acima desta temperatura apresentam um comportamento similar aos
materiais paramagnéticos. Entretanto, abaixo da temperatura de Curie, 0s momentos
magnéticos interagem entre si e o resultado dessa interagdo gera um campo molecular devido
ao alinhamento individual dos momentos magnéticos do material tornando-o espontaneamente

magnetizado. O comportamento deste tipo de material estad exemplificado na Figura 3.



15

DOOOE
DOOOE
50000

DOOOE ADOOOO®
50000 Toooool QOOOO
00000 4000004 =
ololclclclK Jololelolo; » 88888
Normal Campo magnéico aplicado O O O O O
DOOOD
DOOOD

Campo magnético removido
abaixo de T¢

Materiais Ferromagnéticos

Figura 3 — Comportamento dos materiais ferromagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro
estagio quando ndo ha campo aplicado temos alguns indicios de ordenamento dos momentos magnéticos (seta
azul). Quando o campo aplicado (seta vermelha) incide no material, ele se orienta fortemente no sentido
favoravel ao campo; entretanto quando o campo é retirado, a magnetizacdo depende se 0 material est4 acima da
temperatura de Curie (Tc¢) ou abaixo dela. Caso a temperatura esteja acima da temperatura de Curie o material
apresentara um desordenamento similar a um paramagneto, sendo que alguns dominios magnéticos ainda estardo
voltados ao sentido do campo retirado. Caso o material esteja abaixo de T¢, 0s momentos magnéticos sdo

mantidos mesmo na auséncia de campo externo.

Quando se trata de materiais ferromagnéticos é importante introduzir o conceito de
dominio magnético. Esses dominios sdo pequenas regibes do material que estdo
espontaneamente magnetizados em uma determinada dire¢do. Isso justifica porque muitas
vezes um material ferromagnético ndo esta magnetizado, visto que a magnetizacdo de todos 0s
seus dominios pode estar em direcOes aleatorias, de forma que a soma liquida da magnetizacédo
total seja nula, ou em dominios de fechamento, de tal forma que as linhas de magnetizacédo
circulam apenas dentro do material. Assim, para se magnetizar o material é necessario realinhar
esses multiplos dominios fazendo com que eles possam ser redirecionados através de um campo
externo aplicado.

No ferromagneto, a magnetizagéo se alinha com o campo aplicado durante a aplicagéo.
No entanto, ap0s a remogdo deste campo o material apresentard magnetizagdo remanescente
(magnetismo gque uma substancia conserva apés a remogéo da intensidade do campo aplicado)
como visto na Figura 3. O comportamento desta magnetizacdo dependera intimamente da
temperatura de Curie. Acima desta temperatura a agitacdo térmica o ferromagneto provoca uma

leve desorientacdo dos seus dominios magnéticos, consequentemente, ocasionando na perda de
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sua magnetizacdo. Entretanto, mesmo apds a remocdo do campo, haver4d uma parcela dos
dominios magnéticos os quais ainda estardo ordenados no sentido do campo removido. Caso 0
material esteja abaixo da temperatura de Curie, o ferromagneto apresentard um forte

ordenamento de seus dominios magnéticos na direcdo do campo removido.

2.2.4 Antiferromagnetismo

No caso dos materiais antiferromagnéticos existe uma tendéncia de seus momentos
magnéticos intrinsecos apontarem em direcdes opostas conforme esquematizado na Figura 4.
O ordenamento dos momentos magnéticos se agrupa aos pares no sentido inverso no caso do
antiferromagnetismo. Nestes materiais (como o 6xido de manganés, 6xido de niquel e cromo),
a susceptibilidade magnética tem uma forte correlacdo com a temperatura. Quando a
temperatura diminui a susceptibilidade aumenta até um valor maximo conhecido como
temperatura critica, ou temperatura de Néel, apds esta temperatura a susceptibilidade magnética

volta a ter seu valor reduzido no antiferromagneto.

PPPOPOLP

Acoplamento entre os spins
vizinhos dos materiais antiferromagnéticos

Figura 4 — Acoplamento antiparalelo dos spins com resultante do momento magnético nula de um

antiferromagneto.

Acima da temperatura de Néel o comportamento do antiferromagneto é similar a de um
paramagneto e obedece a equacdo de Curie-Weiss. De maneira simplifica, abaixo da
temperatura de Néel obtém-se um material magneticamente ordenado e, acima disso, um
material desordenado. Analogo ao material ferromagnético.

Estes dominios magneéticos naturalmente dependem da temperatura do sistema e isso
afeta diretamente a susceptibilidade do material como pode ser visto na Figura 5. Nos tdpicos
a seguir serdo tratados o comportamento de cada tipo de material magnético, dando énfase aos

materiais superparamagnéticos e ferrimagnéticos que serdo discutidos ao longo desta tese.
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Paramagneto Ferromagneto Antiferromagneto
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Figura 5 — Comportamento da susceptibilidade magnética contra a temperatura. No primeiro gréafico encontra-se
um paramagneto com um comportamento linear tipico; no segundo caso um ferromagneto cuja susceptibilidade
dependera da temperatura de Curie Tc e 0 Gltimo caso é o antiferromagnetismo que apresenta uma

descontinuidade conhecida como temperatura de Néel.

2.2.5 Ferrimagnetismo

No ferrimagnetismo 0s spins provenientes dos pares de elétrons vizinhos apresentam
uma tendéncia a se orientar em diregdes opostas. No entanto, a resultante dos momentos
magnéticos ndo € nula como no antiferromagnetismo. O acoplamento entre esses spins vizinhos
estd esquematizado na Figura 6. Assim, um ferrimagneto apresenta caracteristicas parecidas

com um ferromagneto, mas com um arranjo similar ao de um antiferromagneto.

bibidid

Acoplamento entre os spins
vizinhos dos materiais ferrimagnéticos

Figura 6 — Em um ferrimagneto os arranjos dos spins se ddo de forma alternada com diferencas nos momentos
magnéticos entre cada par associado. Esta diferenca faz com que a resultante do acoplamento antiparalelo dos

spins gere um momento magnético total diferente de zero em um ferrimagneto.

Esse tipo de arranjo é possivel devido a estrutura da rede cristalina de determinados
materiais. Este arranjo apresenta dois momentos magnéticos que competem entre si, entretanto,
em uma dessas direcGes a magnetizagdo sera maior do que na outra. Um exemplo cléssico dos

materiais ferrimagnéticos sao os espinélios de 6xido de ferro: magnetita e maghemita.
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2.3 Espinélios e Ferrimagnetos

Os espinélios sdo materiais classificados como minerais e ceramicas, com a formula
A?*B3*0Z. Estes materiais apresentam estruturas cristalinas cubicas. As ferritas magnéticas,
em geral, apresentam uma estrutura do tipo MO (Fe,03), em que M é um ion metélico divalente,
como ferro, cobalto ou manganés. As estruturas do tipo espinélio tém a base da rede cristalina
composta por anions de oxigénio 0%~ os quais ficam localizados bem préximos uns dos outros,
formando um arranjo cubico de face centrada. Desta forma, os cations metalicos menores
ocupam os intersticios entre 0s oxigénios. Esses intersticios podem se arranjar de duas formas:
onde quatro ou seis ions de oxigénio que o cercam ocupam 0s Vértices de um tetraedro ou
octaedro, respectivamente. Cada célula unitaria possui 56 ions, totalizando 64 sitios tetraédricos
e 32 sitios octaédricos, parcialmente ocupados pelos céations de Fe3* e Fe?*. As propriedades do
material dependem intimamente de como esses sitios estdo ocupados; essas ocupacdes estdo
bem descritas no esquema da Figura 7. Se os ions de Fe?* ocuparem os sitios tetraédricos e os
fons de Fe3* ocuparem os sitios octaédricos, teremos um espinélio normal e um material que
ndo é magnético. Entretanto, se os ions de Fe?* ocuparem os sitios octaédricos o momento
magnético resultante sera diferente de zero, portanto neste caso o material apresentara

caracteristicas magnéticas tipicas de um material ferrimagnético.

Oxigénio O?

Cétion octaédrico de Fe*®
Cétion tetraédrico de Fe*’
Cétion octaédrico de Fe*?

Materiais Ferrimagnéticos na estrutura de Espinélio
Figura 7 — Esquema de configuracdo dos momentos dos espinélios magnéticos de uma ferrita. As esferas pretas
representam os anions de Oxigénio, as esferas laranjas representam os cétions octaédricos de Fe*3, as esferas
vermelhas representam os cétions tetraédricos de Fe*3, ja as esferas laranjas representam os cations octaédricos

de Fe*2.



19

A magnetizacdo neste tipo de material provém da interacdo de troca entre o sitio
octaédrico com o tetraédrico intermediada pelo Oxigénio entre estes sitios. Essa interacdo em
particular é a mais forte, em geral quando os momentos dos sitios tetraédricos estdo paralelos
entre si, mas sdo antiparalelos aos momentos do sitio octaédricos. Este comportamento resulta
em um momento magnético o qual d& origem ao ferrimagnetismo na amostra. A seguir serdo
apresentados as propriedades magnéticas tipicas dos oxidos de ferro (COEY, 2010) que serdo
utilizados durante o trabalho. A magnetita apresenta uma temperatura de Curie T, = 853K e a
magnetizacdo de saturacdo M, = 480kA/m, ja maghemita apresenta um T, = 985K e M, =
380kA/m. A magnetita quando em contato com o ambiente rico em oxigénio pode oxidar e
mudar para a estrutura maghemita, portanto é possivel que as duas estruturas coexistam em

determinadas condi¢des do ambiente.

2.4 Nanoparticulas e o Superparamagnetismo

Nanoparticulas (NPs) magnéticas podem ser obtidas através de diversos métodos fisico-
quimicos como a decomposicdo térmica, coprecipitacdo, método hidrotérmico e a
microemulsdo. A sintese por coprecipitacdo ¢ a mais usada devido a sua versatilidade e
simplicidade. Entretanto, quando se busca controle do tamanho e uma baixa polidisperséo, a
decomposicdo térmica é uma das melhores opc¢des. A microemulséo apresenta bons resultados
de controle (ANWAR et al., 2013; BADRUDDOZA et al., 2013; SHAW, 1980; SUN et al.,
2005; ZHANG, YING et al., 2010) sendo uma rota alternativa quando o objetivo almejado é a
monodispersdo do nanomaterial. O método hidrotérmico propicia a obtencdo de morfologias
diferenciadas devido a capacidade de controlar a direcdo dos crescimentos dos compostos
nanoparticulados. Entretanto, a polidispersdo das particulas obtidas por este método é
relativamente alta.

Um dominio magnético é definido pelo equilibrio/desequilibrio entre as energias de
troca e de anisotropia magnetica (SUNGHYUN, 2011) do material de acordo com seu tamanho.
Esse conceito pode ser avaliado ao observar as dimens6es do material representados na Figura
8. Os dominios magnéticos, de maneira geral, ficam dispostos sob um volume, assim ao reduzir

este volume o material sera induzido a apresentar apenas um Unico dominio magnético.
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Figura 8 — Representagdo dos dominios magnéticos de acordo com o tamanho da particula. A diminuicéo do
tamanho até a escala nanométrica suficientemente pequena ocasiona o efeito de monodominio magnético

conhecido também como macrospin.

Entretanto, quando esse tamanho é reduzido & escala nanométrica suficientemente
pequena, a energia para se dividir em dominios magnéticos torna-se maior que a energia
necessaria para permanecer em um Unico dominio magnético, ou monodominio como

representado na Figura 9.

IO G

Monodominio
de uma NP

Ordenamento de spin
atomo a atomo da NP

Figura 9 — Esquema simplificado do alinhamento dos spins de um monodominio de uma NP demonstrando como

ordenamento dos spins dos atomos de uma NP se comportam.

Isso ocorre tipicamente em amostras superparamagnéticas. Ao diminuir o tamanho do
material até a escala nanométrica diminui-se a energia de associada a anisotropia magnética.
Dependendo do volume do nanomaterial esta energia de agitacdo térmica podera ser maior que
a energia de anisotropia magnética. Nestas condi¢des, tem-se que o tempo de transicdo de
estado (tempo de relaxamento) de um monodominio magnético é facilmente alterado com as
variacoes de temperatura, similarmente ao comportamento de inversdo um spin. Este fenémeno
associado a redugdo de tamanho é conhecido como macrospin (BANDOPADHYAY;
CHAUDHURI; JAYANNAVAR, 2014); tipicamente de materiais superparamagnéticos.
Assim 0s materiais superparamagnéticos ndo apresentam magnetizacdo remanescente em

determinadas temperaturas devido ao mecanismo de relaxacdo dos momentos magnéticos
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nanomateriais. O estudo das propriedades desses nanomateriais superparamagnéticos fornecem
aplicacdes tecnoldgicas, bioldgicas e evolugdo da ciéncia bésica.

O Superparamagnetismo €, portanto, uma forma de magnetismo presente em
nanoparticulas ferromagnéticas e ferrimagnéticas que apresentem monodominios, o qual trata
de particulas suficientemente pequenas cuja magnetizacdo possa mudar de direcdo
aleatoriamente devido a influéncia da temperatura. Em geral, para particulas muito pequenas
(abaixo de 15 nm), esse tempo de relaxagdo entre os “flips” é chamado de tempo de relaxacédo
de Néel. Caso as nanoparticulas sejam maiores que esse regime de tamanho elas serdo
governadas pelo mecanismo da relaxacdo de Brow. Um material superparamagnético tera um
comportamento similar ao de um paramagneto e ao de um ferromagneto, entretanto a sua
susceptibilidade magnética apresentada € muito maior do que em um paramagneto comum
sendo comparada a materiais ferromagnéticos; com a diferenca que a curva de histerese de um
superparamagneto ndo exibird campo coercitivo nem magnetizacdo remanescente como um
ferromagneto.

Néel propbs que nanoparticulas abaixo de um didmetro critico apresentam momentos
magnéticos de alta intensidade que estao rigidamente alinhados em seu interior. Além disso, as
variacdes térmicas podem ser suficientemente fortes para superar a barreira de energia, isto
possibilita a rotacdo dos momentos magnéticos de uma direcdo de facil magnetizacdo para uma
outra qualquer sem grandes dificuldades. Essa mudanca depende intimamente da anisotropia
magnética do material cuja nanoparticula se mantem aprisionada. A anisotropia magnética é
um efeito que depende da orientacao preferencial da magnetizacdo espontanea ao longo de um
material com um determinado volume V. Este efeito correlaciona a variagdo da energia interna
de acordo como a magnetizacao do material se comporta em determinadas diregoes.

A energia da anisotropia magnética pode aparecer de formas diferentes, portanto é

comum associar uma densidade de anisotropia efetiva K, s uniaxial, que nada mais € do que a

soma dos efeitos de anisotropia magnetocristalina, da anisotropia de forma e da anisotropia de
tensdo. A energia de anisotropia também pode sofrer influéncia de um campo externo, assim, a

energia anisotropica pode ser representada por:
E = KsV(sin6)* — mH cos(a — 0) (2-23)

onde, m = p,M;€ 0 momento magnético (conhecido como momento magnético gigante

OU macro spin), que serd a soma de todos 0s momentos atdmicos contidos na nanoparticulas; e
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a é o angulo entre o eixo facil de magnetizagdo e 0 campo magnético aplicado H. Atraves desta
equacdo é possivel extrair as condi¢bes de equilibrio: 8 = 0°; H = 0 e 8 = 90° para um dado
campo externo. E importante ressaltar que, sem o campo externo, o momento de cada particula
pode estar em qualquer estado de equilibrio.

A relaxacdo de Arrhenius-Néel é originada da energia de agitacdo térmica das

nanoparticulas associada a barreira anisotropica do material e pode ser escrita por:

Ty = Toexp (l:TVT) (2-24)

onde, T € 0 periodo médio que a magnetizacdo da nanoparticulas leva para inverter
influenciada pelas flutuacdes térmicas; 7, € o periodo de tempo caracteristico do material
também conhecido como tempo de tentativas, o valor tipico que esta entre 107° — 10~ 1%; KV
é a barreira de energia associada @ movimentacdo da magnetizacéo a partir do eixo fécil para o
plano dificil de magnetizacdo e kzT é a energia térmica de agitacdo do material.

A temperatura de bloqueio est& associada com o tempo de medida t,,. Se t,, » T, a
magnetizacdo das nanoparticulas ira inverter diversas vezes durante o tempo de medida,
portanto, a média da medida da magnetizacdo sera a zero. Agora, caso t,, < T, a magnetizacdo
ndo tera tempo de mudar durante a medida e, portanto, apresentard uma magnetizacao naquele
instante no qual serd medida. A transicdo entre o estado superparamagnético e o estado de
bloqueio ocorre quando t,, = t. Em muitos experimentos, o tempo em geral é constante, mas
a temperatura sera variada. Dessa forma, € possivel reescrever a equacao para essa temperatura

de bloqueio:

KV

Thioq = Kp ln(rm/‘ro) (2-25)

Essa temperatura é menor que a temperatura de Curie.
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2.5 Curvas de magnetizacéao e histerese M-H

A histerese € um retardo na resposta campo magnético aplicado, assim, nesse caso a
relacdo M-H se refere ao retardo da magnetizacdo com relagdo ao campo magnético aplicado.
Através da curva de histerese magnética, esquematicamente representada na Figura 10, é
possivel extrair parametros magnéticos tipicos conhecidos como: magnetizacdo de saturacdo

(My), magnetizagdo remanescente (M,.) e campo coercitivo (ou coercitivo) (H,.).

Y
M

Figura 10 — Loop de histerese entre MxH. Inicialmente quando o campo magnético é aplicado a magnetizacao
acompanha o campo magnético até a magnetizacdo de saturagdo M,; quando o campo é invertido a magnetizagao
sofre um atraso, o valor deste atraso a campo H igual zero é conhecido como magnetizacdo remanescente M,..

Quando essa magnetizagao é zero obtém-se o valor do campo coercitivo H..

A teoria do magnetismo vem apresentando bons avancos, mas em alguns casos mais
complexos como os vortices magnéticos (BARALDI, 2015; JIA et al., 2008; L1U, XIAO LI et
al., 2015) a curva apresenta uma quebra de simetria no loop de histerese e a interpretacdo da
curva de histerese desses materiais ainda estdo em estudo. A Figura 11 compara as curvas de
histerese do diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo e superparamagnetismo. Esta
imagem é uma adaptacdo do trabalho de Pankhurst (Q. A. PANKHURST et al., 2003).
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Figura 11 — Figura adaptada da referéncia (Q. A. PANKHURST et al., 2003). Curvas de histerese de (A) um
material diamagnético (DM) com escala ampliada em 1000 vezes sob um alto campo magnético aplicado
apresentando uma baixa magnetizagdo, (B) um material paramagnético (PM) com escala ampliada 100 vezes sob
um alto campo aplicado e uma boa magnetizagdo de resposta, (C) um material ferromagnético (FM) apresenta
um campo coercitivo e magnetizagdo remanescente e (D) um material superparamagnético (SPM) apresentando

um comportamento similar ao ferromagneto, porém sem o loop caracteristico da histerese.

E possivel observar que o material diamagnético na imagem A da Figura 11 apresenta
uma resposta de magnetizacao contraria ao campo aplicado e a ordem dessa magnetizacdo em
geral € bem pequena. Ja o material paramagnético na imagem B apresenta uma baixa
magnetizacdo de resposta, mas, como apresentando anteriormente, seus momentos de dipolo
respondem enquanto o campo € aplicado ndo havendo, portanto, magnetizacdo remanescente.
Por outro lado, os materiais ferromagnéticos apresentam dominios magnéticos bem definidos
de tal forma que para mudar esses dominios de sentido tém-se uma maior dificuldade devido a
anisotropia magnética do material. Neste caso ferromagnético, o fendbmeno gera um atraso na
curva magnetizacdo em relagéo ao campo aplicado que pode ser observado a curva de histerese
tipica na imagem C da Figura 11. Por fim, o material superparamagnético na imagem D da
Figura 11 ndo apresenta campo coercitivo nem magnetizagdo de saturacéo devido ao fendmeno
de macrospin. E possivel um material superparamagnético apresentar histerese, desde que o
tempo de medida do equipamento seja sensivel o suficiente para detectar o tempo de relaxagdo
de um superparamagneto, ou ainda, ao abaixar a temperatura é possivel alterar o tempo de

relaxacdo magnética do material, tornando assim possivel a visualizagéo do ciclo de histerese.



25

Convenientemente, a susceptibilidade magnética ¢é definida por y = M /H cuja unidade
no Sl é dada por Am~!. Através da susceptibilidade magnética é possivel descrever o
comportamento de um material magnético. Para altos valores de susceptibilidade y obtém-se
as condicOes de um ferromagneto, ferrimagneto ou um antiferromagneto. Estes materiais em
geral apresentaram um forte ordenamento dos momentos magnéticos, em alguns casos mesmo
sem a influéncia de um campo externo. Para valores baixos de y tem-se duas situacdes possiveis
uma onde 0 y > 0 sdo conhecidos como os paramagnetos, de tal forma que os momentos
magnéticos estardo alinhados na mesma direcdo de um campo externo aplicado; e y < 0 que
representa os diamagnetos de tal forma que os momentos serdo alinhados contra a dire¢éo do
campo magnético aplicado.

E importante salientar que todos os materiais apresentam caracteristicas diamagnéticas.
Essa caracteristica é intrinseca aos materiais e dependera da estrutura do material para definir

qual fendmeno ird prevalecer. De qualquer forma, esses diferentes tipos de magnetismo
apresentam diferentes comportamentos de magnetizagéo M quando o0 campo magnético externo
H aplicado € variado.

O superparamagnetismo esta relacionado com duas equagdes de comportamento, que
dependem da temperatura em que o material se encontra. Para Ty, < T, todos 0s eixos de
orientacdo facil estardo orientados paralelamente com o campo externo, o que resulta em:

H 2
M(H) = nm tanh (“228) ; 5 = 2ot (2-26)
kpT kpT

Para Ty,,q > T, a orientagdo do eixo facil ndo terda mais o mesmo valor durante a

variacdo do campo externo, apresentando, portanto, perdas por histerese e sendo este caso muito

parecido com um ferromagneto:

M(H) = nmlL (%) (2-27)

Sendo L e funcéo de Langevin obtemos a susceptibilidade:

_ Dpom® -
X= Skt (2-28)
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2.6 Coloides magnéticos

O primeiro relato de uso dos coloides magnéticos pode ser encontrado em uma patente
da NASA (PAPELL, 1965) na década de 60, visto que no espaco eles tinham dificuldade de
manipular o transporte de combustivel. Neste trabalho foi utilizado magnetita moida
estabilizada em surfactante, com a inten¢do era manipular o combustivel magneticamente. Com
o0 avangcar dos anos, as sinteses foram ficando mais elaboradas e simples, permitindo a obtengéo
de compostos magnéticos cada vez menores que pudessem ser suspensos em meios liquidos.
Com a evolugdo dos processos de sintese e o desenvolvimento de outros ferrofluidos
(ROSENSWEIG, 2002) foi possivel desenvolver coloides magnéticos metalicos do tipo d-block
(M= Mn, Co, Zn, Cu, Ni). Assim, novos métodos de estabilizacdo foram propostos com o
avancar das décadas (LAURENT et al., 2008; REISS; HUTTEN, 2005; TARTAJ et al., 2009).
Dentre as estabilizagdes encontram-se dois métodos que se destacam: 0 processo estérico
(mecénico) e 0 método através da estabilizacdo eletrostatica, cuja ideia consiste em ajustar as
cargas na superficie dos nanomateriais criando uma dupla camada elétrica (em inglés Eletric
Double Layered Magnetic) isolando assim o material através de uma interface via repulséo
elétrica.

Ao discutir sobre coloides é importante pensar em distribuicdo de tamanho do material
disperso no meio coloidal, pois de acordo com a morfologia e afinidade quimica do material,

diferentes tipos de estabilizaces serdo recomendados para cada caso.

2.6.1 Coloide magnetico e relaxacdo de Brown

Ao considerar um coloide magnético é preciso pensar em um modelo onde as particulas
esferoides ndo estejam mais isoladas como no caso de relaxacdo de Néel. Portanto, a seguir,
seré descrita a dindmica de magnetizacdo de um ferrofluido. Esse tipo de problema envolve
alguns parametros complexos como a relagao de anisotropia, campo aplicado, energia térmica
e mecénica do fluido envolvido. Deve-se realizar algumas consideracdes de regime de trabalho
para 0 desenvolvimento tedrico a seguir. Primeiramente considere uma particula com
anisotropia uniaxial grande o suficiente se comparada com a energia térmica e a0 campo
magnético aplicado. Assim, ao aplicarmos um campo externo a particula ira reagir e girar sobre
seu eixo, entretanto isso ndo afetara a sua polarizacdo das cargas. Além disso, consideraremos
gue a suspensdo das particulas seja realizada em um liquido newtoniano de tal forma que as

particulas estejam afastadas o suficiente para se desprezar a interacdo dipolar entre elas.
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2.6.2 Relaxagao de Brown

Um movimento Browniano é definido pela mecéanica estatistica como um movimento
aleatdrio. Dessa forma, as particulas suspensas em fluido apresentam esse modelo de dindmica
e isso se deve a colisdo entre as particulas com as moléculas que compdem o fluido. Assim,
algumas particulas podem estar magneticamente alinhadas e 0 movimento browniano far com
que elas percam essa magnetizacdo ao longo do tempo.

Se um campo magnético uniforme é aplicado sobre um coloide magnético, as
nanoparticulas irdo se deslocar de forma a afetar a magnetizacao resultante. Assim, o Unico
fator a afetar a rotacdo das particulas sera 0 movimento browniano, isso levara a diminuicéo da
magnetizacdo. Neste regime, apenas a direcdo do momento magnético das nanoparticulas sera
responsavel pela magnetizacdo. Esse problema é usualmente modelado usando a equacédo de
Fick (FICK, 1855) que descreve de forma quantitativa como a matéria se difunde em um meio

que ndo se encontra em equilibrio.
— L TS - -,
A variacéo de fluxo, i DV?®, é adistribuicdo estatistica dos momentos magnéticos

onde D é a constante de difusdo deste sistema. Considerando o modelo proposto de uma casca
esférica, @ sera funcdo de um angulo sélido Q e do tempo t. Através dessa abordagem, um

modelo matemético conhecido como solucéo de harménicos esféricos € descrito por:

D, t) = %20 Yime—i Ami(t) Yoy () (2-29)

onde, substituindo e isolando a parte temporal da 2-29 e colocando a solucdo do
harménico esférico V2Y,,;(2) = —I(l + 1)Y,,;(12), obtem-se:

2 = DI+ D Agu(t) (2-30)

Integrando essa equacéo diferencial (2-30) chega-se a solucéo:
Api(t) = exp(=DI(l + Dt)a,,; = exp (;—;) At (2-31)

onde a,,; € uma constante a ser determinada através das condic¢Ges de contorno e 7z =
[DL(l + 1)]7* é definido como relaxagdo de Brown. A anélise do primeiro harménico para | =

1 da a seguinte solucdo:
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15 =1/2D (2-32)

Por fim, € necessario considerar a relacdo de Stokes-Einstein para uma esfera de raio

hidrodindmico R rotacionando em um liquido com viscosidade n, onde obtem-se D = 8:’;,
que pode ser substituido na equacao (2-32), gerando a equacao que segue:
3
Tp = 4mR® _ 31V (2-33)

kpT kpT

Onde, n € a viscosidade, R € o raio, T é a temperatura, k;, é a constante de Boltzmann e
V;, € 0 volume hidrodindmico. Este volume hidrodindmico é diferente do volume da NP, que
também é diferente do volume magnético do material. Essa equacdo descreve o tempo de
relaxagdo; em si descreve o tempo da perda de magnetizagdo devido ao movimento Browniano

das particulas no fluido.

2.6.3 Tempo de relaxacéo efetivo

Como foi discutido anteriormente as NPs dispersas em um coloide magnético podem
apresentar dois mecanismos de relaxacdo de momentos magnéticos: o mecanismo de Néel e 0
de Brown. Dentro do regime superparamagnético existe a competicao entre os mecanismos de
relaxacdo dependendo do tamanho do nanomaterial envolvido. Esses processos Sao

independentes e paralelos, portanto o tempo de relaxacédo efetivo serd dado por:
1
-=—+— (2-34)

onde T € o tempo de relaxacéo efetiva, Ty é 0 tempo de relaxacdo de Néel, T € o tem
de relaxacéo de Brown.

A andlise desse sistema indica que o tempo efetivo tera a contribui¢cdo maior do termo
de relaxagdo mais curto e isso dependerd exclusivamente do tamanho das nanoparticulas
utilizada. A Figura 12 é um esbogo dos tempos de relaxagdo inspirado no trabalho de
Rosensweig (ROSENSWEIG, 2002) e apresenta a correlacdo entre o comportamento da

relaxacdo efetiva e cada um de seus termos.
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Figura 12 — Esbog¢o do comportamento do tempo de relaxacéo efetivo (linha azul) comparado com a relaxacéo

de Néel (linha vermelha) e a de Brown (linha azul) de acordo com o raio das NPs de magnetita.

Para a magnetita, abaixo do raio critico de 7,5 nm as NPs serdo governadas pelo regime
de Néel, acima desse raio as NPs responderam ao mecanismo de Brown. Em torno desse
didmetro haverd uma competicdo entre ambos mecanismos. Portanto, o mecanismo de

aquecimento dependera da morfologia do material em estudo.

2.6.4 SAR e a magneto hipertermia das NPs

As NPs magnéticas, quando sujeitas a um campo magnético alternado externo,
apresentam aquecimento devido aos mecanismos de aquecimento descritos acima. Nos casos
classicos de ferromagneto a hipertermia magnética € obtida com a liberacdo de energia na
histerese magnética. No caso dos coloides magnéticos, a liberacao de calor vem da rotacdo das
particulas superparamagnéticas, que ndo apresentam perdas por histerese. Ja foi visto que a
curva de magnetizacao superparamagnetica é completamente reversivel, ou seja, 0 sistema vai
e volta pelo mesmo caminho magnético, assim ao aplicar um campo alternado provoca-se uma
rotacdo das NPs, isto, consequentemente, gera aguecimento do meio. Este calor produzido pelas
NPs é conhecido como “Specific Absorption Rate - SAR” (GUARDIA et al., 2012; LAURENT
et al., 2008; LIU, XIAO LI et al., 2015; THOMAS et al., 2009; WUST et al., 2002), que € a
poténcia gerada pelas NPs devido ao aquecimento normalizado pela massa. Podemos, portanto,
definir o SAR através de:
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SAR = 212 = - (22) = Mot () (2-35)

dt m dt

onde, c é o calor especifico do sistema coloidal [//gK], a massa do coloide é descrita
por m.,;, m € a massa nas NPs e dT/dt € a taxa de variagdo de temperatura pelo tempo. O
SAR descrevera o comportamento de aquecimento das NPs e seu valor dependerd do meio ao
qual as NPs estdo suspensas. Uma alta taxa de aquecimento reduz a quantidade de NPs que
devem ser administradas no tecido bioldgico, entretanto, uma alta taxa de SAR ocasiona um
incremento muito rapido de temperatura tornando dificil seu controle. Isso dificulta o uso da
hipertermia magnética para fins medicinais. Portanto, deve-se encontrar um equilibrio entre a

producdo de calor localizada e o controle da variacdo deste calor produzido.

2.7 Estabilidade coloidal e recobrimentos

Um coloide é uma mistura onde uma, ou mais substancias apresentam pelo menos uma
de suas dimens@es dentro da escala de 1 nm até 1 um. Nestes sistemas, as particulas estdo
dispersas e/ou suspensas em uma outra substancia, constituindo assim fases coloidais
(HIEMENZ; RAJAGOPALAN, 1997). Os coloides em geral apresentam aspecto de solugdes;
especialmente quando sdo bem-estaveis, 0s coloides apresentam fases que muitas vezes sdo
dificeis de separar. Em geral, os coloides sdo identificados e caracterizados pelas suas
propriedades fisico-quimicas. Existem coloides com particulas dispersas em gas, liquido e
solido. No entanto, a restricdo da discussdo sera voltada especificamente para nanoparticulas
de 6xido de ferro magnéticas suspensas em meios liquidos. Ao observar um coloide magnético
estavel em uma escala macroscépica torna-se dificil separar as suas fases, entretanto em escalas
nanométricas ele pode apresentar um carater bifasico entre as superficies (MARKINK, 2012;
SHAW, 1980) de interacdo entre a particula e o meio liquido. Baseado na natureza da interacao
entre a fase dispersante e 0 meio de dispersao os coloides podem ser classificados (NEL et al.,
2009) como hidrofdbico (repulsdo por &gua) ou hidrofilico (atracdo por dgua). O que entdo
permite ou ndo um coloide ser estavel? Os parametros que estdo intimamente ligados a isso sdo:
a morfologia das nanoparticulas, o estado quimico superficial das nanoparticulas e das
interacdes entre a interface particula-solvente e particula-particula.

A vantagem de um nanomaterial provém da sua grande razao entre a area superficial e
0 seu respectivo volume. Estas dimensfes reduzidas do nanomaterial aumentam a interacdo
entre 0 meio de estudo de acordo com sua area superficial. Por exemplo, uma esfera

perfeitamente metalica de raio igual a 1 m apresenta uma area descrita por 4w m?, entretanto
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caso seu volume seja preenchido com 1000 esferas metélicas menores, que ao todo somem o
volume total da esfera maior, seria possivel obter uma area superficial cerca de 10 vezes maior
com a composicdo das esferas menores. Com uma area superficial maior a dispersao e interacdo
desses materiais no meio dispersante € muito mais intensa e, por essa razao, as superficies das
nanoparticulas séo alvo de estudos de funcionalizac&o e/ou recobrimento. Portanto, a busca do
entendimento da interface entre nanoparticula-solvente é fundamental para o comportamento
coloidal. Nessa interface, pode-se observar reacdes do tipo acido-base ou mesmo reacdes
eletroestéricas (ions, moléculas). Essas caracteristicas também impactam diretamente na
estabilidade de uma solucéo coloidal, pois isso ird ditar como as moléculas vao se repelir através
de cargas, ou se separar através de meios mecanicos dentro do coloide. Um ponto bem
importante é que a energia de agitacdo das NPs em um coloide deve ser de tal maneira que a
energia de agitacdo supere a energia gravitacional (V.Ap.g.h)para que ndo ocorra a
sedimentacdo. Ap € a diferenca entre a massa especifica do material magnético e o solvente no

qual ela esta dispersa, h € a altura e V é o volume da NP a uma aceleragdo gravitacional g.

. . ] - 3
Imaginando um sistema com nanoparticulas esféricas de volume V = md /6 pode-se

calcular o diametro maximo que essas NPs deveriam ter para ndo sedimentar d,,,, <

1/
3 e . . Zy: 7 < a
) . Esta condicéo aplicada a um fluido magnético levara a um didmetro em torno de

( 6kpT
mAphg

15 nm. Entretanto, outras condi¢Ges além da energia de agitacdo e do potencial gravitacional
devem ser observadas. As NPs estardo relativamente proximas entre si de tal forma a apresentar
a interacdo inter-particula, portanto essas NPs estardo submetidas as forcas de VVan der Waals,
sendo sempre atrativas entre duas particulas de mesma natureza, ou seja, as NPs podem acabar
agregando-se umas as outras aumentando a massa especifica do material magnético. A energia

de interagdo inter-particula com o mesmo didmetro d e de centro r pode ser dado por:

Af 2 2 2-4
Evan der waus = — ° ()/2—4— + 72 +In Vyz ) (2-36)
— 2 2_ 12
A= EkBT <£p ss) + 3hvuc(nj nsz)/ (2-37)
4 Eptés 16V2(nZ-n2) /3

onde y = 2r/d e A é a constante Hamaker (cujo método ignora a influéncia intermédia
entre duas particulas de interacdo), €, € a constante dielétrica da particula, &5 € constante

dielétrica do solvente, h é constante de Planck, v é a frequéncia caracteristica de absorcéo,
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n, e ng sdo os indices de refragdo da particula e do solvente. A constante de Hameker € da
ordem de 10~1°] para ferritas do tipo espinélio como a magnetita e a maghemita.

Entretanto ainda ha mais um fenbmeno importante a ser levado em consideracgéo, fluidos
magnéticos apresentam interacdes dipolares magnéticas, visto que cada particula de volume V
vai carregar um momento magnético u = mV, em que m € a magnetizacdo de saturacdo da
nanoparticula. Essas interacdes estdo acopladas com a distancia das nanoparticulas e da
orientacdo de cada momento magnético. Imaginando duas particulas esféricas separadas por

uma distancia r, o potencial de interacdo dipolar magnético pode ser dado por:

Egipmag = ﬂo( 3 E(m{ ) (m; - f)> (2-38)

onde u, é a permeabilidade magnética no vacuo, m = /6 (Myd®) é 0 momento
dipolar magnético da nanoparticulas esférica, Mg é a magnetizacdo de saturacdo. Pensando em
uma estimativa, podemos aproximar a magnitude entre os dois momentos igual ao magnéton
de Bohr (u; = u, = ug) de tal forma que eles estejam separados por uma distancia de
aproximadamente r ~ 0,1 nm. Assumindo esses valores encontra-se um valor aproximado da
energia dipolar magnética Ug;p mag~10~%%], essa energia equivale a aproximadamente a uma

pequena variacao da temperatura na energia de térmica (kzT). A interacdo dipolar € muito fraca
na maioria dos casos, entretanto, quando nanoparticulas magnéticas sdo avaliadas, obtém-se
Uy ~ u,~10%*up. Desta forma, a interacédo dipolar resulta num consideravel ordenamento dos
momentos magnéticos das NPs.

Todas essas atragOes precisam ser vencidas por algum mecanismo de repulséo para que
se obtenha um coloide estavel. O mecanismo eletrostatico apresentado se desenvolve através
da introducdo de cargas e isso resulta num aumento da densidade superficial de carga distribuida
ao redor da area superficial das NPs. Assim essas NPs irdo se repelir devido a forca coulombiana
entre as cargas. Ja 0 mecanismo estérico dar-se-a adicionando algum aditivo mecénico entre as
particulas de tal forma a criar uma barreira mecanica. Essas particulas que carregam a carga sao
chamadas de macro-ions cujas forcas dependem da distribuigdo das cargas em torno das NPs,
ou seja, dependera da morfologia do material. Através da equacdo de Poisson-Boltzmann

simplificada encontramos a seguinte energia eletrostatica:

2 exp 2k(r—d)
r

kgT
Eeistro = 4"c:liqd2 (% ) (2-39)
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¢ = tanh (1) (2-40)

onde, k=1 é o comprimento de Debye que esta associado ao nimero de fons com
determinada carga por unidade de volume, g é a carga do contra ion da dupla camada elétrica,

r € a distancia de centro a centro entre as particulas, o fator ¢, representa a permissividade

dielétrica do solvente e 1 é 0 potencial Stern ou potencial Zeta.

Olhando para esses fatores verifica-se que as repulsdes estdo mais ligadas com as
caracteristicas das nanoparticulas especialmente as propriedades fisico-quimicas da amostra
(ions, cargas, barreiras mecanicas e pH). Desta forma, o controle destas propriedades garante
uma estabilizacdo capaz de contrabalancear a forca de atracdo e a gravitacional das NPs.

Jé& para os casos das barreiras fisicas (mecanicas) conhecidas como estéricas, a seguinte

relacdo energética e descrita:
nd?& 1+2 1+t l
_— _— — ==l <
E, = ksT ] 2 [2 , In <1+é> tl,se x <26 (2-41)

onde & é a espessura da camada de cobertura, ¢ é o grafting (enxerto), [ = %xe t= ?

Para um coloide estavel busca-se uma barreira de potencial (E;,t4;) suficientemente alta
de tal forma que isso ndo seja vencido pela ordem de alguns kz T da energia térmica de agitacéo,
caso contrario essas flutuacGes vencerdo a barreira e levara o coloide a sedimentacdo. Este
fendbmeno de sedimentacdo caracteriza-se pela desestabilidade coloidal onde a forca
gravitacional das NPs supera as forcas repulsivas. Neste ponto, é possivel observar que a
morfologia impacta na estabilizacdo, visto que materiais pequenos apresentam uma massa
menor e uma &rea superficial maior, permitindo assim uma maior distribuicdo de cargas
superficiais. A consequéncia deste efeito gera uma barreira potencial mais elevada garantindo
assim uma blindagem mais eficaz ao material, entretanto um volume minimo deve ser
respeitado, caso contrario ndo haverd superficie suficiente para as cargas se acoplarem ao

material.
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2.7.1 Recobrimento via Surfactantes

A palavra surfactante ¢ a contra¢ao do termo em inglés “surface active agent”, que
traduzido ao pé da letra significa agente de atividade superficial. Assim, um surfactante € um
composto capaz de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um fluido. O termo
interface delimita duas fases imisciveis. Um exemplo classico de surfactante é o detergente que
age como um agente de limpeza. Um ponto fundamental de um surfactante é sua tendéncia em
formar micelas especialmente em baixas concentraces de agua. A micela é um agregado de
moléculas de surfactante dispersa em um coloide. A concentragdo minima na qual obtém-se a
formacdo de micelas é chamada de concentracdo micelar critica. Essa propriedade dos
surfactantes permite uma gama de aplicacdes envolvendo detergentes, emulsificantes,
espumantes, lubrificantes, solubilizacdo e dispersdo de fase. Entretanto, de maneira geral os
surfactantes ndo apresentam uma boa biocompatibilidade no interior das células sendo
relativamente toxicos (ALKILANY et al., 2009; GRATZER; HARRISON; WOODS, 2006;
ITO et al., 2009; ZHANG, YINAN et al., 2012) e isto pode causar danos ou mesmo alterar as
estruturas celulares devido as caracteristicas tipicas do detergente de interagir com as
superficies.

Com relagdo a estrutura os surfactantes podem ser representados como na Figura 13.
Eles sdo em geral compostos organicos anfifilicos e apresentam em sua estrutura grupos
hidrofobicos (caudas) e os grupos hidrofilicos (cabecas) em sua cadeia, ou seja, esse tipo de
composto contém tanto o componente insollvel em agua como o componente soltvel em agua.
Essa caracteristica permite uma interface entre misturas que antes eram insolUveis entre si tal
como agua e 6leo tornando o meio difuso.
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Figura 13 — Esquema da cadeia de surfactantes exemplificando a organizacdo do grupo cabeca hidrofilico e o

grupo cauda hidrofobico.
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Os dois agentes surfactantes utilizados no trabalho aqui desenvolvido foram o brometo
de cetriménio (CTAB) e o dodecil sulfato de sodio (SDS). O CTAB (C19H42BrN) é um
surfactante quaternario de amdnia conhecido por ser um agente antisséptico. O céation de
cetrimdénio € um poderoso agente antisséptico contra bactérias e fungos. Devido a sua
capacidade de interagdo com as interfaces é largamente usado como agente estabilizante de NPs
tais como as de ouro, silica e dxido de ferro. Além disso, 0 CTAB é usado em xampus e outros
cosméticos, entretanto devido ao seu alto custo sdo usados apenas em produtos selecionados. O
SDS (NaC12H25S04) € um surfactante orgénico sintético. Esse surfactante anidnico é usado em
produtos de limpeza e higiene em geral. Contendo um sal de sodio e um sulfato organico em
sua composicdo. Como resultado da sua cauda de hidrocarboneto e o seu "grupo de cabeca”
anioénico, ele tem propriedades anfifilicas que permitem formar micelas e, assim, agir como um

detergente.

2.7.2 Recobrimento via Polimeros

Os polimeros sao utilizados desde a antiguidade pelos chineses que extraiam verniz de
uma arvore conhecida por Rhus Vernicflua (YUN-YANG et al., 2006). A aplicacdo desse
verniz nos moveis impermeabilizava os objetos aumentando a vida util do mesmo. Entretanto
apenas no advento da industrializacdo da década de 1920 é que descobertas e pesquisas a
respeito dos polimeros obtiveram sucesso. Isso se deve as descobertas relacionadas aos
mecanismos de polimerizacdo de moléculas organicas. Um polimero € uma macromolécula
composta por muitas subunidades (monémeros) repetidas podendo ser tanto um material
sintético como um material natural. Essa caracteristica de macromolécula produz propriedades
fisicas singulares, incluindo dureza, viscoelasticidade e uma tendéncia para formar estruturas
semicristalinas em vez de cristais. Sua ampla gama de aplicacdes e propriedades faz com que
0s polimeros estejam presentes no nosso cotidiano através de polimeros naturais e 0s sintéticos.
Os polimeros naturais sao materiais encontrados na natureza e que nao sofreram acao industrial.
Exemplos tipicos de polimeros naturais temos o ambar, 14, seda e a borracha natural. Os
sintéticos sdo polimeros obtidos atraves de reacOes de sintetizagdo, assim 0s polimeros
sintéticos sdo industrializados através das mais diversas matérias primas encontradas na
natureza seja ela renovavel ou ndo renovavel, como por exemplo, a resina de fenol-formaldeido
(baquelite), neoprene, nylon, cloreto de polivinilo (PVC ou vinilo), poliestireno, polietileno

glicol (PEG), quitosana (CH), entre outros.
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Como as propriedades dos polimeros podem se diversificar de acordo com a sua
estrutura vamos nos ater apenas as propriedades do PEG e da CH que sdo os polimeros
utilizados no trabalho.

O PEG (C2nHan+20n+1) € um composto com muitas aplicagdes voltadas para a industria
e para a medicina. A férmula quimica de monémero pode ser vista na Figura 14, além disso o
PEG também é conhecido como oxido de polietileno (PEO) ou polioxietileno (POE)
dependendo do seu peso molecular médio. Por exemplo, um PEG com um peso molecular
médio de aproximadamente 400 daltons € conhecido como PEG 400. Essas informacg6es podem
ser conferidas através da espectroscopia de massa. A PEGlacdo (KURTZ-CHALOQOT et al.,
2014; LAURENT et al., 2008; LEE, NOHYUN et al., 2011; Ll et al., 2013; LIU, GANG et al.,
2013; NEL et al., 2009) é o ato de acoplar o PEG a alguma outra estrutura (proteina ou
fosfolipidio, como o DSPE por exemplo). O PEG é soluvel em &gua, metanol, etanol,
acetonitrila, benzeno e diclorometano, entretanto € insolivel em hexano e éter dietilico. Ele
também pode ser acoplado a moléculas hidrofdbicas para produzir surfactantes ndo idnicos.
PEGs contém impurezas que podem ser toxicas em altas concentracdes a algumas células, como
por exemplo, 0 composto de éxido de etileno e o0 1,4-dioxano etileno glicol ndo sdo indicados

para aplicacdes bioldgicas, visto que seus éteres sdo nefrotéxicos (téxico para o rim).
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Figura 14 — Cadeia quimica do monémero de PEG.

Com tudo, se usado na dose correta, 0 PEG pode e é frequentemente usado em
aplicacdes biomédicas. No entanto, alguns cuidados como a degradacdo do PEG e a sua
concentracdo devem ser avaliados nos testes pré-clinicos de citotoxicidade para assegurar que
0 material ndo contenha agentes que ataguem as células em estudo. De modo geral ja
encontramos o PEG sendo utilizado junto com laxantes e colirios. A grande chave de se utilizar
0 PE G(HUNG et al.,, 2001) é porque ele permite uma depuracdo retardada da proteina
carregada a partir do sangue devido a sua capacidade de adsorcdo. Isso contribui diretamente
para um efeito medicinal prolongado e reduz a toxicidade possibilitando um maior intervalo
entre as doses que serdo administradas, visto que o medicamento tera seu efeito prolongado se

administrado com o PEG.
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J& a quitosana (CH) é um polissacarideo catiénico linear composto por uma distribui¢do
aleatoria cuja cadeia esta representada na Figura 15. Pode ser produzido por desacetilacdo da
quitina. Sua obtencdo provém de um tratamento do exoesqueleto de camardo e conchas de
crustaceos através do hidréxido de sodio alcalino em altas temperaturas. A quitosana é
geralmente utilizada em produtos biomédicos e comerciais. A aplicacdo se estende a agricultura
para combater fungos, enquanto que em vinhos, o polimero também pode ser utilizado como
um agente de refinamento. Na medicina a quitosana pode ser utilizada em bandagens para
reduzir as hemorragias, além de ser um agente antibacteriano e antifingico. Por fim, pode ser

ligado a nanoestruturas para fazer entrega de droga enderecada.

OH OH OH
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Figura 15 — Cadeia quimica do mondmero da quitosana.

O pKa € uma grandeza que permite saber a forca de um acido. Se o pKa de um acido é
baixo, ele tera uma forte tendéncia a ionizar-se e, consequentemente, o acido sera classificado
como forte. O grupo amino da quitosana apresenta um valor de pKa de ~6,5, 0 que leva a uma
protonacdo em &cido a neutro com a densidade de carga dependendo do pH. Isso torna a
quitosana soltvel em agua e um composto capaz de se ligar em superficies negativamente
carregadas, tais como membranas mucosas. A quitosana aumenta o transporte de drogas polares
através das superficies epiteliais, sendo um material biocompativel (HUNG et al., 2001) e
biodegradavel. Entretanto ele ainda ndo é aprovado pelo FDA para a o enderegcamento de

drogas, embora ja venha sendo usado em aplicacGes biomédicas.

2.7.3 Recobrimento via Fosfolipidios

Os fosfolipidios sdo uma classe dos lipideos que apresentam caracteristicas anfifilicas,
sendo que a maior classe é constituida de membranas celulares. O primeiro fosfolipidio em
tecidos bioldgicos foi identificado em 1847 e ficou conhecido como a lecitina ou
fosfatidilcolina. Esse fosfolipidio foi encontrado na gema do ovo de galinha pelo quimico e
farmacéutico francés Theodore Nicolas Gobley. Atualmente os fosfolipidios s&o purificados e
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produzidos comercialmente e apresentam uma vasta aplicagédo (YUN-YANG et al., 2006) em
nanotecnologia e ciéncia dos materiais.

Os fosfolipidios podem formar bicamadas lipidicas (Figura 16) devido a sua
caracteristica anfifilica, isto €, sdo moléculas que apresentam a caracteristica de possuirem uma
regido hidrofilica, e uma regido hidrofébica. Muito parecidos com os surfactantes, os
fosfolipidios apresentam geralmente duas “caudas” hidrofobicas de é4cidos graxos e uma
“cabeca” de fosfato hidrofilica. Essas duas cadeias estdo unidas entre si por uma molécula de

glicerol. Os fosfolipidios purificados sdo produzidos comercialmente.

Grupo "cabega”
Hidrofilico
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Hidrofobico

Figura 16 — Dupla camada tipica de um fosfolipidio descrito pelo grupo cabeca hidrofilico e pelo grupo cauda

hidrofébico.

O uso dos fosfolipidios estd intimamente ligado com a preparacdo de lipossomas,
ethosomas e nanoformulacdes de drogas, especialmente por causa da sua estrutura ser similar
as estruturas celulares. Viabilizando assim, uma maior biodisponibilidade de aplicacbes com
toxicidade reduzida, seguida de um aumento da internalizacdo de medicamentos como o
cetoconazol para o tratamento de infec¢des de origem fungicas.

DPPC (CHEN et al., 2006) € um fosfolipidio do tipo fosfatidilcolina (PC) e € uma classe
de fosfolipidio que incorpora a colina (vitamina) como grupo “cabega”. E o componente
principal de membranas e pode ser obtido através de fontes como a gema do ovo, ou da soja
dos quais podem ser extraidos quimicamente utilizando hexano. A estrutura deste fosfolipidio
tem a colina como grupo “cabeca” e um acido fosfoglicérico. A fosfatidilcolina € um lipidio
neutro, entretanto carrega uma carga dipolar. Além disso, ela é uma substancia vital encontrada
em cada célula do corpo humano, isso viabiliza a sua biocompatibilidade(HUNG et al., 2001).
Além disso, ja foi demonstrado que a suplementacdo com PC retarda processos relacionados ao
envelhecimento, sendo um forte indicativo para melhoria da memoria cerebral. Ja o DSPE é do

tipo fosfatidiletanolamina (PE) que é encontrado em membranas e em tecidos nervosos. Sendo
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muito parecido com o caso da PC, a PE contem um grupo cabega “polar” e tem uma membrana
viscosa. PEG-DSPE (WANG et al., 2012) é portanto um fosfolipidio PEGlado. Ele pode ser
aplicado com um lipossoma que consegue prolongar a sua permanéncia na corrente sanguinea
devido a sua viscosidade e supresséo da droga pelo sistema do reticulo endotelial aumentando
o tempo de meia vida de uma possivel droga no plasma. Esses, por fim, apresentam uma 6tima

caracteristica como agentes estabilizadores para nanoparticulas em sistemas coloidais.

3 Revisao bibliografica e o estado da arte

Neste capitulo sera discutido o estado da arte dos nanomateriais magnéticos destacando
as origens e aplicacfes biomédicas do mesmo. Também serdo discutidos alguns casos clinicos
de diagnosticos e as suas possiveis terapias envolvendo a hipertermia magnética relacionando-

a com os tratamentos convencionais como a quimioterapia e a radioterapia.

3.1 Nanoparticulas magnéticas e a atualidade

Atualmente encontram-se aplicacGes de nanoparticulas magnéticas em diferentes areas
como medicina (BASKAR et al., 2012; SINGH et al., 2010) e tecnologia (DA DALT et al.,
2011; PAPELL, 1965). A aplicabilidade este nanomateriais deve-se as suas propriedades fisicas
e quimicas que estdo associadas a composicdo, a cristalinidade, ao tamanho, a forma, a efeitos
superficiais e a interacdo inter-particula do material. Essas caracteristicas permitem o
desenvolvimento de dispositivos baseados em funcionalizagdes quimicas (KURTZ-CHALOT
et al., 2014; WU; HE; JIANG, 2008; ZHANG, J et al., 2008), desenvolvimento de ferrofluidos
(ANWAR et al., 2013; ROSENSWEIG, 2002) e de sistemas core-shell (BADRUDDOZA et
al., 2013; GONZALES; KRISHNAN, 2005; MALIK et al., 2012; SUN et al., 2005). Tais
sistemas podem funcionar como marcadores em analises por imagem atraves da ressonancia
magnética nuclear (LEE, NOHYUN et al., 2011; Ll et al., 2013; ZHANG, YING et al., 2010)
(RNM ou MRI) bem como dispositivos em armazenamento de dados (REISS; HUTTEN,
2005). As aplicacGes biomédicas das nanoparticulas magnéticas se classificam de duas formas:
as in vivo que consistem na administracdo dentro do organismo e as externas ao organismo in
vitro. Esta Ultima consiste em analises e diagnostico que envolve separacéo e selecédo celular,
enquanto que in vivo envolve aplicacbes como a terapia no interior do organismo como, por
exemplo, a hipertermia e imageamento de RNM em seres vivos. O trabalho de Shetab
(SHETAB BOUSHEHRI; LAMPRECHT, 2015) discute que antes das administragdes in vivo,
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0s nanomateriais devem ser submetidos a um conjunto de procedimento de avalia¢Ges in vitro
para assegurar a estabilidade, seguranca, conformidade e capacidade para cumprir a missao
desejada. Em seu trabalho é discutido principalmente os problemas atuais relacionados as
técnicas de avaliagdo in vitro utilizadas para a caracterizacédo de nanotransportadores, tais como
a avaliacdo do tamanho da particula, a carga superficial, a liberacdo do farmaco e a toxicidade
(KASHEVSKY et al., 2008). Esses detalhes procedimentais in vitro sdo importantes para a
previsdo de cenarios in vivo, para assim determinar consideracfes necessarias para melhorar a
correlagéo entre os dois cenarios.

Uma das maiores barreiras que sao encontradas na aplicagéo dos nanomateriais em meio
celular esta associada com a biocompatibilidade, que em geral esta interligada a concentragéo
das NPs, tamanho, forma, composicao, estabilidade e tempo de interacdo entre o nanomaterial
e a célula (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007). Assim a biocompatibilidade esta
intimamente correlacionada com comportamento do nanomaterial em meio celular.

O grande potencial de um nanomaterial esta associado a alta razdo entre area/volume.
Ao alterar a area superficial de uma NP modifica-se a afinidade do nanomaterial,
consequentemente 0 seu comportamento com o meio celular e, de maneira geral, tamanhos
menores apresentam uma maior facilidade para ser absorvido e eliminado pelas células devido
a seletividade da membrana plasmatica. Entretanto, devido ao tamanho reduzido de NPs no
organismo pode acabar se eliminando o material antes mesmo do tratamento desejado ocorrer;
ou ainda o nanomaterial pode acabar aglomerando em regifes indevidas como vasos
sanguineos, especialmente quando o tratamento envolve administracdo intravenosa de NPs. As
literaturas (MUKHOPADHYAY et al., 2012; Q. A. PANKHURST et al., 2003; WANG et al.,
2012) tém discutido esses eventuais problemas. Se os nanomateriais acabarem se aglomerando
durante a administracdo intravenosa poderdo induzir o entupimento dos vasos sanguineos e
consequentemente isso ocasionara eventuais problemas circulatérios. Uma maneira encontrada
para superar esses imprevistos sao recobrir as nanoparticulas através de uma camada protetora;
seja ela um surfactante, polimero ou fosfolipidio. Além disso as nanoparticulas funcionalizadas
podem estar ligadas a antigenos (NAQVI et al., 2010; NEL et al., 2009; Q. A. PANKHURST
et al.,, 2003; WUST et al., 2002), os quais permitem o rastreamento e enderecamento do
nanomaterial dentro do interior do organismo vivo. Entretanto essa alta taxa de absorcéo de
nanomaterial pode induzir também efeitos indesejados relacionados a citotoxicidade (KNEIPP,
2008; SINGH et al., 2010) que dependera da morfologia do material envolvido, da concentracéo

e da interatividade do material com o meio celular envolvido.
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3.2 SPIONSs e bioaplicacoes

As propriedades relacionadas ao tamanho e dimensdes de macromoléculas biologicas
trouxeram vastas aplicagdes aos nanomateriais superparamagnéticos conhecidos como SPIONs
(do inglés Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles). 1sso trouxe consigo avangos no
desenvolvimento de novos diagndsticos e terapias especificas. Como diagndstico os SPIONs
podem atuar como agente contrastante na RNM (LEE, NOHYUN et al., 2011; ZHANG, YING
et al., 2010) que é uma técnica que obtém imagens de tecidos moles e, em geral, essa técnica é
realizada com um agente fosfolipidico através de um magnetossomo que pode ser observado
na forma de imagens mediante a aplicagdo de um campo magnético externo. Através do RMN
é possivel determinar as propriedades de uma substancia devido a correlacdo entre 0 campo
aplicado e a energia absorvida. Esta energia esta associada a relaxacao das cargas presentes na
molécula de agua sob a acdo de um forte campo magnético estatico. Este diagnostico ocorre
apos a remocgdo de um campo oscilatério na faixa de MHz, permitindo assim descrever a
evolucdo das magnetizacdes em direcdes distintas conhecido como relaxacdo magnética. O
tempo de relaxacdo esta intimamente relacionado com o tipo do tecido e o agente contrastante
tem o papel de alterar o campo da vizinhanga do tecido oferecendo assim um melhor
detalhamento da imagem. Em geral, o principal agente de contraste € um complexo de ions de
gadolinio que apresentam caracteristicas paramagnéticas (TARTAJ et al., 2009). A
desvantagem principal desse complexo é que ele é rapidamente extraido pelo figado deixando
um curto periodo de tempo para se realizar a imagem. Isso levou a uma busca de agentes de
contraste a base de SPIONs sendo o tamanho um fator decisivo na absorcdo de diferentes
tecidos, de tal forma a fornecer mecanismos de diferenciagdo. Assim é comum encontrar na
literatura o termo USPIONs (JORDAN et al., 1999) que apresentam tamanhos inferiores a 50
nm. Outro ponto importante € que as NPs magnéticas podem ser utilizadas com recobrimentos
protetores como fosfolipidios; este tipo de técnica aumenta a afinidade do nanomaterial com o
meio celular. Isto permite aumentar a gama de materiais a serem utilizados em RNM.

Na éarea de terapias, uma das fungdes dos SPIONs é a capacidade de atuar como
carregadores de farmacos. O trabalho Yang (YANG et al., 2006) discute especificamente o
potencial que as NPs de magnetita apresentam como carregadores de drogas. A vantagem desse
processo é que esses nanomateriais respondem ao campo magnético externo aplicado. Assim,
0 nanomaterial magnético pode ser direcionado magneticamente para o local designado e
ativado via aquecimento magnético. Isso viabiliza a quimioterapia/radioterapia apenas da

regido do tecido tumoral minimizando os eventuais efeitos colaterais e maximizando os danos
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produzidos as células tumorais. Em especial, essa propriedade de se aquecer o nanomaterial via
campo magnético externo alternado viabiliza a segunda opgao de tratamento conhecido como
hipertermia magnetica (GUARDIA et al.,, 2012; Q. A. PANKHURST et al.,, 2003;
ROSENSWEIG, 2002; SOENEN; DE CUYPER, 2010; TARTAJ et al., 2009), a qual sera
detalhada melhor a seguir. E importante lembrar que existem outras ferritas além da magnetita
e maghemita, como por exemplo, ferritas a base de cobalto (KASHEVSKY et al., 2008; YUAN
et al., 2010) que também apresentam um grande potencial para o tratamento de cancer via
hipertermia magnética.

A ideia do tratamento via hipertermia consiste em aquecer o tecido tumoral e provocar
0 dano através desse incremento de temperatura. Esse tratamento € complementar aos
tratamentos convencionais com quimioterapia e radioterapia, mas ndo € excludente. O estudo
(DEWEY, 1994) direcionado a hipertermia celular in vitro iniciou-se por volta da década de
1970, que justificou a utilizagao da hipertermia induzindo células a morte com temperaturas em
torno de 41-43 °C. Entretanto, a resposta térmica variava com a dose, tipo de célula envolvida,
microambiente e pH (REINHOLD; VAN DEN BERG-BLOK, 1983). Outro fator relevante é
gue apos o stress via aquecimento, a célula passa a apresentar uma termoresisténcia no intervalo
entre 24-48h, ou seja, as células apresentam uma toleréncia ao tratamento durante um intervalo
que deve ser respeitado entre as secOes de tratamento pré-estabelecidos para cada caso. A
sinergia de interacdo entre a dose de calor e radiacdo ja foi testada em estudos pré-clinicos
(BULL, 1984; DAHL, 1988). Assim, a combinacdo da radioterapia com a hipertermia é uma
excelente rota de aplicacdo simultanea, entretanto ndo é sempre factivel em meios clinicos e
cada caso deve ser devidamente estudado individualmente.

Assim como o0s agentes radioterdpicos, outros tipos de interagdes de drogas
quimioterapicas com o calor ja foram descobertos (URANO, 1999), tal como agentes supra
aditivos compostos a base de platina, a doxorrubicina, além de outros compostos independentes
como o fluorouracil. O efeito sinergético dos tratamentos convencionais como a quimioterapia
e a radioterapia com a temperatura € um fator importante de carater auxiliar na aplicacdo de
alguns medicamentos e em muitos casos torna-se vital para o tratamento almejado.

Ao provocar o incremento de temperatura deve-se ater que mais de um alvo seré afetado
pela hipertermia como a membrana celular, o citoesqueleto, mecanismos de sinteses de
macromoléculas, e reparadores de DNA (DIKOMEY; FRANZKE, 1992; ROTI ROTI et al.,
1998). Para avaliacdo do efeito hipertérmico é importante compreender como os fendmenos
celulares estdo relacionados com a dependéncia da temperatura e como isso afeta as funcdes

biomoleculares de controle como a apoptose, o ciclo celular e o ciclo de reparagdo de DNA
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(SAKAGUCHI et al., 1995). Estudos relacionados a temperatura minima para se provocar
danos através da hipertermia j& foram realizados (VAN DER ZEE et al., 2000), de tal forma
que ndo é necessario atingir o minimo de 43°C para infligir dano celular. Assim, é possivel
obter resultados de alteracdes fisioldgicas mesmo em baixas variacdes de temperaturas. Alguns
casos clinicos de hipertermia com pequenas varia¢6es de temperatura in vivo induziu o aumento
da perfusdo na regido do tumor, isto levou a uma maior concentragao de oxigénio no meio (pOz)
(RAU et al., 2000; SONG et al., 2009). Uma alta perfuséo pode aumentar a taxa de entrega de
farmacos e a reoxigenacdo aumentando a eficacia de uma possivel radioterapia. De maneira
geral, com o incremento da temperatura via hipertermia, os tecidos celulares aumentam o fluxo
sanguineo durante o tratamento e apds algumas horas de hipertermia, mas em alguns poucos
casos houve uma queda na vasculariza¢do do tecido tumoral (VAUPEL; KALLINOWSKI;
OKUNIEFF, 1989).

Atualmente é possivel encontrar trabalhos que mostram a relagdo do aquecimento com
reagbes imunoldgicas de leucdcitos humanos (SHEN et al., 1994). Ao estimular sistema
imunoldgico, via hipertermia magnética, os mecanismos de defesa contra doencas tendem a se
tornar mais efetivo. Portanto, o estudo da correlacdo entre dependéncia dos mecanismos
fisiol6gicos com a variagdo da temperatura em nivel celular abre, um leque de oportunidades
de bioaplicacBes das NPs magnéticas.

Nos dias atuais, existem diferentes testes clinicos que utilizam diversas modalidades de
hipertermia, os resultados destes trabalhos estdo dispostos na Tabela 1. Nestes ensaios clinicos
sdo discutidas comparacgdes entre radioterapia sozinha e a radioterapia com hipertermia. Em
outros casos observa-se as comparagGes com radioterapia intersticial com e sem hipertermia,
bem como casos envolvendo perfusdo através de intervengdo cirurgica com auxilio da

hipertermia, além de casos de quimioterapia com e sem hipertermia.
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Tabela 1 — Tabela adaptada(WUST et al., 2002) de estudos clinicos em hipertermia para diferentes tipos de

Sitio tumoral

cancer em diferentes estagios

Controle

Experimental

NUmero
de

pacientes

Primeiro
ciclo de
estudo

Hipertermia é
indicada
(p<0,05)

Beneficio de
sobrevivéncia

Hipertermia local

Cabeca e

membro

doengas

. . Radioterapia e Hipertermia Resposta em ; x
(DATTA et al., 1990) (grisrggﬁ(())) Radioterapia local 65 8 semanas Sim Né&o
Melanoma . . q . Resposta
(DATTA et al., 2009) | (metastatico e Radioterapia Radloterapllz;sall-l|perterm|a ?gsélé;; completa em Sim Néo
recorrente) 3 meses
Superficial
(PEREZ, CARLOS A (cabeca e Radioterapia Radioterapia e Hipertermia 245 Res_ppsta Possivelmente Niio
etal., 1991) pescogo, peito, local inicial
diversos)
Cabeca e . . . .
(VALDAGNI; . . Radioterapia e Hipertermia Resposta em 8 .
AMICHETTI, 1994) PGE)Sr(i?rt;%orig;IS Radioterapia local 2-6 vezes 44 B s Sim Sim
Peito (primério . . . .
(VERNON et al., avancado Radioterapia Radioterapia e Hipertermia 307~(317 R_es_p(_)sta sim Nio
1996) recorrente) local lesdes) inicial
Superficial . .
(EMAMI, B etal., (cabeca e ?;i‘iofrr@::ﬁig Radioterapia e 2x 173 (240 B, Nio Nio
1992) pescogo, peito, I% cal Hipertermia local lesdes) P
sarcoma)
(ENGIN et al., 1993) S(lézgg;lglz I ?;iiioféieﬁig Radioterapia e 2x 41 (44 Resposta Nio Nio
" pescogo, peito, I?)cal Hipertermia local lesdes) inicial
sarcoma)
Superficial . .
Radioterapia e . .
(cabeca e A p Radioterapia e 6x 70 (179 Resposta - -
(Gerirtp ciall, i) pescogo, peito, 2 h'&ir:rm'a Hipertermia local lesdes) inicial INEE INEE
sarcoma)
Hipertermia intersticial e endocavitaria
Superficial
(cabega e . . . L -
(EMAMI, BAHMAN DESCOCo, peito, Radlote_ra_pla Ra_dloterapl_a |_nterst|_0|_al e 184 Boa resposta Niio Niio
etal., 1996) melanoma e Intersticial hipertermia intersticial
outros)
Radioterapia e Radioterapia, radioterapia 2 anos de
(SNEED et al., 1998) Glioblastoma radioterapia intersticial e hipertermia 79 NN Sim Sim
; Y X ) sobrevivéncia
intersticial intersticial
(BERDOV; Reto (T4, . . . .
MENTESHASHVILI, | localmente Radioterapia | adioterapia e hipertermia | ;g Resposta sim sim
1990) avancado) endocavitaria inicial
(KITAMURA et al., Esofaglc_ll\(t/astaglo Radioterapiae | Radioterapia, quimioterapia e 66 hli?s(:csylljc’?s;ga sim sim
1995) . quimioterapia hipertermia endocavitaria 9
neoadjuvante) completa
Esdfago (estagio - . . .
(SUGIMACH et al., -1V Quimioterapia Quimioterapia e hlr_yertermla 20 Resposta sim Niio
1994) neoadjuvante) endocavitaria inicial
Perfuséo hipertérmica
(HAMAZOE; Estémago (> T3, Cirurgia e perfusao 5 anos de
MAETA; KAIBARA, localmente Cirurgia hipertérmica 82 IR Sim Sim
. sobrevivéncia
1994) avangado) Intraperitoneal
Cirurgia e perfusdo Sobreviveu
(GHUSSEN etal,, Me]a_noma Cirurgia hipertérmica isolada do 107 livre de Sim Sim
1984) (Estégio I-111)
membro doengas
Melanoma o _Clrl{rgle} e perfusao So_brevweu . .
(KOOPS et al., 1998) (Estagio I-111) Cirurgia hipertérmica isolada do 832 livre de Néo Néo
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Estes estudos indicam uma influéncia positiva quando aplicadas altas doses de variagdes
térmicas melhorando em muitos casos a expectativa de sobrevivéncia. Esses trabalhos discutem
como a abordagem da hipertermia é eficaz e suas respectivas verificagdes em casos clinicos.
Portanto, determinar os parametros hipertérmicos em estudos in vitro é de extrema importancia
para posteriores aplicagdes in vivo.

Atualmente o review de Salunkhe (GUIBERT et al., 2015) trata dos recentes avancos
no desenvolvimento de potenciais nanoparticulas magnéticas para hipertermia de fluidos
magnéticos. O trabalho abrange a relacdo entre diversos tipos de sinteses para obtencdo de
diferentes morfologias dos nanomateriais. O trabalho discute as propriedades fisicas
dependentes da dimensdo das nanoparticulas e as suas respectivas aplicacfes. No artigo
encontra-se uma breve discussdo sobre diferentes mecanismos de aquecimento de
nanoparticulas magnéticas. Este artigo de revisdo abrange o progresso recente da aplicacéo de
varias nanoparticulas magnéticas, incluindo NPs com sistema core-shell para ensaios in vitro,
in vivo e pré-clinicos. Outro estudo importante esta relacionado as aglomeragdes das NPs, neste
aspecto pode-se encontrar o trabalho de Guibert (GUIBERT et al., 2015), onde ele trata dos
mecanismos de agregacdo das NPs magnéticas utilizadas em hipertermia. Para resolver esses
problemas associados a aglomeracédo e biocompatibilidade atualmente utiliza-se diversos tipos
de recobrimentos diferenciados nas NPs.

3.3 Recobrimentos e Funcionalizacdo dos SPIONs

A funcionalizacdo e o recobrimento tém como principal objetivo alterar a afinidade
quimica dos SPIONs e melhorar a sua biocompatibilidade, isso pode ser visto em Varios
trabalhos (KURTZ-CHALOT et al., 2014; LAURENT et al., 2008; LEE, JAE-HYUN et al.,
2011; WU; HE; JIANG, 2008; ZHANG, J et al., 2008). Enquanto uns trabalhos buscam
sistemas de recobrimento, pode-se encontrar também sistemas de core-shell de silica
(BADRUDDOZA et al., 2013; LEE, JAE-HYUN et al., 2011; MALIK et al., 2012; NOH et
al., 2012; SUN et al., 2005) usando NPs de 6xido de ferro como nucleo. A vantagem de se
realizar uma funcionalizacdo consiste no ganho de aplicacdo de farmacos, os quais podem ser
ligados aos SPIONs, em virtude desses materiais serem magnéticos isso permite uma
administracdo via intravenosa seguido de um enderecamento ao tecido alvo (HUANG,;
HAINFELD, 2013).

A busca pela estabilidade dos SPIONs como coloide é extremamente importante para

as aplicacOes bioguimicas. A escolha do recobrimento em geral depende dos seus propositos,
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na literatura encontram-se trabalhos com surfactantes como SDS (MORSY, 2014) e 0 CTAB
(ALKILANY et al., 2009; ZHANG, YINAN et al., 2012), trabalhos com polimeros como
PVP(ZHANG, YING et al., 2010), PEG (MARKINK, 2012; MUKHOPADHYAY etal., 2012;
ZHANG, Jetal., 2008) e CH (SHI et al., 2012; UNSOQY et al., 2012) assim como fosfolipidios
DPPC (ROSS SMITH; TANFORD, 1972) e DSPE (XIE; SUN, 2011). O enderecamento de
drogas (drug delivery) em sistemas magnéticos de SPIONs ganha forca pelas propriedades de
conducédo do material através de um campo magnético externo. 1sso permite que a liberacdo da
droga seja feita de maneira controlada e localizada diminuindo assim efeitos colaterais de
possiveis quimioterapias e radioterapias. Se comparado aos tratamentos tradicionais de
quimioterapia e radioterapia este tipo de abordagem leva uma grande vantagem, pois minimiza
os efeitos colaterais (JORDAN et al., 1999). As funcionalizaces (BADRUDDOZA et al.,
2013; KURTZ-CHALOT et al., 2014; LEE, NOHYUN et al., 2011; LIONG et al., 2008; NEL
et al., 2009) mais conhecidas estdo associadas aos anticorpos, lecitinas, proteinas e
fosfolipidios, as quais também corroboram com as aplicacfes utilizando nanomateriais

magnéticos.

3.4 O potencial da hipertermia em células

Trabalhos recentes correlacionam o SAR com tamanho das NP. O trabalho do De Wei
Wong (WONG et al., 2017) relata um método de apoptose de células de cancer através de um
sistema magnético altamente eficiente usando um sistema biaxial magnético pulsado, o que
maximiza o torque magnético induzido. Seu efeito foi demonstrado em experimentos de
destruicdo de células in vitro com uma reducdo na viabilidade celular. As nanoparticulas
magnéticas com grandes também foram encontradas, essas NPs formam um triplo vortice de
magnetizacdo remanente, 0 que aumenta a sua suscetibilidade ao campo. Isso se traduz em uma
forca magneto-mecéanica maior a baixos campos com 12% maior eficacia na morte celular em
comparagdo com nanoparticulas menores.

Outro trabalho que expressa o potencial das NPs magnéticas com o potencial magneto
hipertérmico é o Sandre (SANDRE et al., 2017), o qual tem como objetivo demonstrar que as
dispersdes coloidais de nanoparticulas de 6xido de ferro magnético estabilizadas com
macromoléculas de dextrano colocadas em um campo magnético alternado ndo sé podem
produzir calor, mas também que essas particulas podem ser usadas in vivo para deposic¢éo local
e ndo invasiva de uma dose térmica suficiente para desencadear uma expressdo génica termo

induzida.
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3.5 NPs e aparatos comerciais

Devido a popularidade das NPs magnéticas, ja € possivel comprar diversos tipos de NPs
magnéticas em diversas formas e condigdes. Empresas como a Chemicell™ desempenham um
papel importante no ramo da biociéncia desenvolvendo produtos voltados a bioaplicacfes
como: NPs magnéticas, Kits para magnetofeccdo, kits para separacdo biomagnética, NPs
magnéticas fluorescentes, NPs em sistemas core-shell de silica, dentre outros materiais. Outra
empresa também especializada no ramo da nanotecnologia de nanomateriais magnéticos ¢ a
mkNANO™ que oferece um servico especifico relacionado a diferentes tipos de recobrimentos
de acordo com o tamanho das NPs desejadas. Em sua loja virtual é possivel encontrar a venda
NPs em solventes ndo polares, NPs em forma de p6 e NPs dispersas em agua com 0s mais
diversos tipos recobrimentos como polimeros, fosfolipidios e surfactantes. Entretanto, o foco
da empresa mkNANO™ nio ¢ somente em NPs magnéticas de 6xido de ferro, sendo possivel
encontrar outros produtos também relacionados a nanotecnologia. A grande procura por NPs
magnéticas criou um mercado de empresas no ramo da nanotecnologia, dentre as quais
encontra-se também a Sigma-Aldrich™, muito conhecida por ter a disposicao diversos tipos de
reagentes quimicos. A loja virtual da a Sigma-Aldrich™ dispde de mais de 50 tipos de produtos
relacionados a NPs de 6xido de ferro.

Apesar da grande praticidade e versatilidade que essas e outras empresas do ramo
tecnoldgico oferecem, o grande problema estd relacionado ao preco desses nanomateriais
prontos, que em média custam mais de mil reais o frasco contendo 25 g de p6. Em alguns casos
de NPs recobertas, ou funcionalizadas, o produto pode chegar a custar até trés mil reais uma
solucdo contendo 10 mL do produto.

Assim como é possivel encontrar reagentes relacionados a NPs magnéticas, é possivel
também encontrar empresas que disponibilizam Kits prontos para aplicacdo da hipertermia
magnética. Empresas especializadas no ramo como a MSI Automation™ e a NanoScience
Laboratories™ desenvolvem instrumentos especificos para o aquecimento de NPs magnéticas
aplicadas em campo magnético alternado. A nanoTherics™ apresenta produtos
nanoestruturados voltados a aplicagfes magneto hipertérmicas, estudos calorimétricos e entrega
de droga enderecada para aplicagdes in vivo e in vitro. Sendo assim, é possivel encontrar muitas
de empresas que desenvolvem esse tipo de instrumentacao, entretanto o grande problema desses
dispositivos sdo 0s seus respectivos precos que alguns casos chegam a ultrapassar 500 mil

dolares.
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Portanto, esse trabalho de tese destina-se a estudar aspectos fundamentais da magneto
hipertermia in vitro em células embrionarias de rim humano HEK293T utilizando NPs
magnéticas de 6xido de ferro com diferentes recobrimentos. Propondo desta forma resolver os
problemas associados a magneto hipertermia in vitro, visando o desenvolvimento da aplicacéo
do tratamento hipertérmico em casos clinicos através sinteses e equipamentos mais baratos e

acessiveis no mercado.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

Acetilacetonato de ferro 111 ([Fe (acac)s]) 99,9%, acido oleico (AO), oleilamina (OAm),
etanol, brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), quitosana (CH), polietileno glicol (PEG),
tripsina, Sal Dihidratado Dissodico (EDTA), Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo
(DMSO) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Meio de cultura DMEM e o Opti-men foram obtidos
da ThermoFisher. Cloroformio, cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), fosfato
dissédico (Na2HPO4), fosfato monopotassico (KH2PO4) e o dodecil sulfato de sodio (SDS)
foram obtidos da MERCK. Hidrdxido de aménio foi obtido da Cetus Ltda. e fosfolipidio
(DPPC) e fosfolipidio peguilado (PEG-DSPE) foram obtidos da Lipid Ingredients &
Technologies. Os testes de viabilidade celular foram realizados utilizando o composto tetrazolio
de etossulfato de fenazina (MTS) (PROMEGA, 2010) obtido da Promega e agua destilada
duplamente filtrada com sistema de purificacdo ultravioleta nas sinteses. No caso do cultivo
celular, a 4gua utilizada é triplamente destilada e esterilizada através da filtragem seguida da

esterilizacdo via vapor saturado seco por autoclavagem.

4.2 Sintese das nanoparticulas de FezO4

O processo adotado para a producdo de nanoparticulas esféricas de 14 nm foi via
decomposicdo térmica. O processo ocorre em atmosfera de nitrogénio controlada, sob agitacdo
constante e com uma taxa de aquecimento controlada 5°C/min. A sintese transcorre em poucos
passos: primeiramente 1,4 g de Fe (acac)s foi dissolvido em 8 mL de acido oleico e 12 mL de
oleilamina. Em seguida, a solucdo foi misturada e agitada em um frasco de trés vias sob um
fluxo de nitrogénio a 120°C por 2 h. Depois disso a amostra foi aquecida até 220°C onde se
manteve em agitacdo por 30 min. A amostra foi entdo aquecida até 300°C e mantida sob
agitacdo por mais 30 min. Apos todos esses patamares a amostra foi resfriada até 40°C. Etanol
foi adicionado para a remogdo do material do frasco e assim o coloide foi transferido para um
outro frasco onde foram feitas 8 lavagens com etanol para remover o excesso de 6leo da solugéo,
seguidas de agitacdo, sonicacdo e utilizando um im& para fazer separacdo magnética em cada

lavagem. Por fim, os SPIONS foram mantidos na solucéo de etanol para posterior recobrimento.
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4.3 Recobrimento das NPs

Para cada recobrimento foram preparados frascos contendo 6mL de SPIONs. A qual a
concentracdo sera determinada pelo termogravimetria. Esta solucdo foi lavada oito vezes em
agua destilada através de separacdo magnética, afim de remover o excesso de etanol.

Recobrimento com CTAB: uma solucdo de 40 mg de CTAB em 6 mL de agua destilada
+ 100 pL de cloroférmio foi preparada e adicionada aos SPIONS previamente lavados em agua.
Em seguida a amostra NP@CTAB foi misturada e sonicada até que a amostra se
homogeneizasse. No préximo passo a amostra foi aquecida até 70° C em banho-maria por 25
min para a evaporagdo do cloroférmio da amostra. Por fim a amostra foi guardada em um frasco
para os testes e caracterizagdes.

Recobrimento com SDS: uma solucdo de 40 mg de SDS em 6 mL de agua destilada foi
preparada e adicionada aos SPIONS previamente lavados. Em seguida, a amostra NP@SDS foi
misturada e sonicada até que a amostra se homogeneizasse. Por fim a amostra foi guardada em
um frasco para os testes e caracterizagoes.

Recobrimento com PEG: uma solucédo de 2,8 mL PEG em 3,2 mL de &gua destilada e
100 pL de NH4OH foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados. A amostra
NP@PEG foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogénea. A amostra foi
deixada em capela durante a noite para a evaporacao do excesso de amonia. Por fim, a amostra
foi guardada em um frasco para os testes e caracterizacoes.

Recobrimento com CH: uma solucéo de 40 mg de CH em 6 mL de &gua destilada foi
misturada com &cido acético a uma concentracdo de 0,1 M foi preparada e adicionada aos
SPIONSs previamente lavados em agua. Em seguida a amostra NP@CH foi misturada e sonicada
até que a amostra se tornasse homogénea. Por fim a amostra foi guardada em um frasco para o0s
testes e caracterizacdes.

Recobrimento com DPPC: uma solugdo de 40 mg de DPPC em 6 mL de agua destilada
foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados em dgua. Em seguida a amostra
NP@DPPC foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogénea. O processo 0
recobrimento ndo estabilizou a amostra neste caso, ou seja, as nanoparticulas sedimentaram
rapidamente apds o processo descrito inviabilizando, portanto, futuras aplicaces biologicas
deste material. Em virtude a estes eventos foram realizados alguns testes com esta amostra
apenas para verificar algumas propriedades fisicas da mesma. Entretanto, essa amostra ndo foi

largamente utilizada nem testadas devido a instabilidade da mesma.
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Recobrimento com PEG-DSPE: uma solucdo de 40 mg de PEG-DSPE em 6 mL de &gua
destilada foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados em 4gua. Em seguida a
amostra NP@DSPE foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogénea. Por

fim, a amostra foi guardada em um frasco para os testes e caracterizacdes.

4.3.1 Processo de secagem das amostras

No processo de secagem as amostras foram submetidas ao forno tubular a vacuo. Para
a rampa de aquecimento do forno utilizou-se uma taxa de 5 °C/min de incremento até o patamar
de 80 °C de temperatura, onde manteve-se a amostra durante 2h30, em seguida a amostra foi
resfriada lentamente até a temperatura ambiente. A amostra foi entdo armazenada em frascos
de vidro com membranas de silicone nas tampas para purgar o frasco com o gas nitrogénio
removendo assim grande parte do oxigénio que poderia oxidar as amostras.

A amostra de NP@PEG apresentou problemas durante a secagem, por se tratar de um
polimero que normalmente se encontra no estado liquido a temperatura ambiente. A razao disso
estd associada ao ponto de evaporacdo do PEG que se inicia aproximadamente aos 300 °C.
Portanto, tornou-se inviavel a secagem completa desta amostra a 80 °C. O resultado da tentativa
da secagem desta amostra apresentou uma textura gelatinosa e isso fez com que as NPs ficassem

dispersas no polimero. Este fato, interferiu diretamente na leitura da magnetometria da amostra.

4.4 Cultura de células

Preparacdo do meio DMEM: Foi medido aproximadamente 90% do volume preparado
em agua tridestilada e auto clavada; foi adicionado lentamente o p6 sob agitador constante.
Apbs a dissolucdo do pd, adicionou-se por litro de solucdo 3,79 de bicarbonato de sédio 5,6%.
Neste meio foi adicionado uma receita de alta glucose sob as seguintes condi¢des: 10% de soro
fetal bovino (FBS, Gibco), 100 unidades/ml penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Ao final
deve-se checar e ajustar o pH, caso seja necessario a alteracdo deve-se utilizar as solu¢des HCI
ou NaOH. Por fim, esterilizou-se 0 meio via filtragdo em membranas de 0,22 micra utilizando
pressdo positiva. Esse meio tem validade de 12 meses.

Preparacdo do PBS: para um litro de solugéo de PBS foi preparado 8g de NaCl; 0,2g de
KCI; 1,44g Na2HPO4 e 0,24g de KH2POa, esses compostos devem ser misturados em agua
tridestilada previamente aquecida a 40 °C para facilitar a solubilizagdo dos compostos. Por fim,

verificou-se o pH que estava por volta de 7,4; o préximo passo foi engarrafar e aliquotar as
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solucBes; estas solucdes foram esterilizadas através do processo de filtragem seguida de
autoclavagem. O periodo de validade da solucdo € de 12 meses.

Preparacdo da tripsina mais EDTA: foi separado 100 mL de PBS previamente
preparado, 1,259 de tripsina e 0,098g de EDTA, esses compostos foram misturados sob agitacéo

constante, apds o término filtrou-se a solugdo com uma membrana de 0,22 micra.
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5 Aparatos e procedimentos experimentais

A seguir estdo descritos os principios basicos de funcionamento dos aparatos
experimentais que foram utilizados durante o desenvolvimento do trabalho e o procedimento

experimental adotado para preparacdo das amostras para cada respectivo ensaio.

5.1 Instrumentacdo utilizada na caracterizacao

Este capitulo descreve detalhes sobre a instrumentacao utilizada durante o trabalho.
Serdo discutidos alguns conceitos de espalhamento de raios-X a baixos angulos e microscopia
eletronica usada na caracterizagdo morfoldgica e estrutural das particulas. Quanto a analise
quimica, foram utilizadas técnicas de espectroscopia UV-VIS, difracdo de raios X e potencial
Zeta que permitiram a compreensdo do coloide magnético. No quesito aplicacdo das particulas,
foram empregadas técnicas de magnetometria e quantificacdo da resposta de hipertermia bem
como testes bioldgicos de citotoxicidade, hipertermia in vitro e microscopia 6ptica confocal.

5.1.1 Espalhamento de raios-X a baixos angulos

Espalhamento de raios-X a baixos angulos, conhecido por SAXS (do inglés small angle
X-ray scattering), € uma técnica onde se realiza o estudo do espalhamento eléstico de raio-X
(comprimento de onda da ordem de 0,1 nm) a baixos angulos (geralmente entre 0,1° até 10°)
(BOLDON; LALIBERTE; LIU, 2015). Através da técnica verifica-se as heterogeneidades da
densidade eletrénica de uma amostra com dimensdes caracteristicas na ordem de nandémetros.
SAXS tem uma resolucdo mais modesta se comparada a difracdo de raios-X e ndo permite,
portanto, avaliar a estrutura atbmica do material. No entanto, nessa escala angular consegue-se
extrair informacgdes importantissimas sobre a geometria da amostra como forma, tamanho,
distribuicbes e aglomeragdes. As amostras podem ser solidas ou liquidas, ou ainda conter
dominios solidos, liquidos e/ou gasosos do mesmo material. As amostras liquidas podem ser
medidas em capilares. Coloides que contenham mais de uma fase podem ser simplesmente
medidos através de sua suspensdo no feixe de raio-X. Portanto, dentre as amostras que podem
ser medidas estdo as suspensdes de macromoléculas tais como proteinas e algumas cadeias
biomoleculares, nanomateriais, polimeros, coloides e estruturas sol-gel. Basicamente a amostra
necessita apresentar falta de homogeneidade em sua densidade eletronica para que possa ser

medida.
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Conceitualmente, SAXS é wum experimento razoavelmente simples, como
esquematicamente apresentado na Figura 17, onde a amostra € irradiada com raios-X e 0s

padrdes de radiacdo espalhada sdo registrados por um detector de raios-X.

7 4' 7 4
Feixe de raio-X

amostra
em Detector de raio-X

solucdo

Vs

Curva de espalhamento

Figura 17 — Esquema adaptado de uma experimento de SAXS(“http://biosaxs.com/technique.html - acessado em
16/09/2013”, [S.d.]) desde a producdo do feixe, seguido pela a interagdo com a amostra e o registro do padrao de

espalhamento pelos detectores de raio-X.

As medidas de SAXS sdo realizadas muito proximas do feixe primario (pequenos
angulos espalhados), portanto, é altamente recomendavel que se tenha uma intensidade de feixe
de fotons de raios-X elevada.

O espalhamento a baixo angulo esté relacionado com existéncia de inomogeneidades no
material, de tal forma que a densidade eletronica seja mensurada. Assim, 0s raios-X interagem
com a amostra especialmente com os elétrons do material, fazendo-os oscilarem. Por efeito de
espalhamento, a radiacdo de cada elétron é emitida e as ondas secundarias espalhadas interferem
umas com as outras. Considerando angulos pequenos as diferencas de fases serdo infimas, isso
faz com que a intensidade esteja proxima do maximo em 26 = 0°, assim a interferéncia entre
as ondas sera de maneira construtiva.

A intensidade do espalhamento do SAXS esta associada ao valor do angulo espalhado
e do vetor de espalhamento g, esse parametro tem por finalidade investigar o comportamento
da densidade eletrénica do material p(r), ap0s a captacdo da informacéo realiza-se uma anélise
via transformada de Fourier. Para a analise dos resultados deve-se aplicar um modelo de
distribuicdo de densidade eletrénica que depende intimamente da geometria do material.

Procedimento experimental para medir SAXS de um coloide: a amostra a ser medida
foi preparada em uma concentragdo que permita que o0s raios-X ndo sejam completamente
absorvidos pela amostra, caso contrario ndo havera intensidade suficiente para a leitura da
medida. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentra¢do 6tima para a leitura,
paralelamente foi preparado uma amostra “branco ou fundo” que constitui a solugdo base em

que o coloide esta disperso. Para a amostra em questdo foi preparada uma solucdo de agua
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destilada. Assim a amostra € inserida no porta amostra especifico para medidas em suspensao
através de uma seringa. Com o porta amostra preparado inseriu-se o conjunto no feixe da linha
de luz sincrotron para espalhamento a baixos angulos, desta forma a amostra é exposta a
radiacdo sincrotron e esta radiacdo espalhada é medida pelo detector. Apos o téermino, é possivel
recuperar parte da amostra através de uma seringa, entretanto de modo geral, devido ao contato
com o porta amostra optou-se pelo descarte da amostra.

5.1.2 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel

A espectroscopia ultravioleta visivel (UV-VIS) foi realizada com o equipamento
Agilent Technologies Ultraviolet-visible Spectrometer 8453 que pode ser visto na Figura 18. A
espectroscopia UV-VIS (OWEN, 1996) tem como principio a medicdo da absor¢éo da radiacédo
como fun¢do do comprimento de onda devido a interacdo da luz com a amostra. Nesta faixa de
energia as moléculas sofrem transicdes eletronicas que dependem intimamente da composicao

e da morfologia de cada material.

Figura 18 — Espectrofotdmetro da Agilent Technologies Ultravioleta Visivel que consiste de uma fonte luminosa
na faixa UV-VIS, um compartimento para se alojar a cubeta, um detector de absor¢do e um computador para a

aquisicéo de dados.

A escala do ultravioleta até o visivel que o equipamento abrange dar-se-a através de
uma fonte luminosa que passa por um monocromador. O monocromador varre através de
pequenos passos toda a escala UV-VIS (Figura 19). Na espectroscopia de absorcdo a
intensidade da absorcéo varia como fungéo da frequéncia e essa variagdo descreve 0 espectro

de absorcéo.
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Figura 19 — Esquema adaptado da espectroscopia UV-VIS
(“http://faculty.sdmiramar.edu/fgarces/LabMatters/Instruments/UV_Vis/Cary50.htm - acessado em 16/09/2013”,
[S.d.]). A emissdo da luz incide sob 0 monocromador e em seguida incide sob amostra; ap6s a absorcéo o

detector mede a intensidade que passou pela amostra e compara com a intensidade incidente.

UV-VIS é empregado como analise quimica para determinar presenca de substancias
na amostra, em muitos casos € utilizada para quantificar as substancias presentes. As linhas de
absorcéo sdo classificadas pela natureza da alteragdo induzida nos niveis quanticos principais
da molécula ou &tomo, conhecidas como linhas eletrénicas. Entretanto, em sistemas
nanométricos metalicos, o espectro observado é explicado por uma teoria que leva em
consideracdo um fenémeno conhecido como o plasmon. Neste fenémeno a onda proveniente
da oscilacgdo coletiva de elétrons presentes em um composto permite caracterizar o tamanho das
nanoparticulas metéalicas como as de prata, ou ouro, de acordo com seus picos de energia
caracteristicos. A seguir estdo descritos os procedimentos adotados para as medidas UV-VIS.
No caso do MILC (GALIMARD et al., 2012) teste (metal internalized/adsorbed by living cells)
0 objetivo é estipular a massa de ferro diluida da amostra em HCl 40%.

Procedimento experimental para medidas convencionais no UV-VIS: a amostra de
interesse foi preparada em meio liquido disperso cuja concentracdo possibilite que a radiacéo
emitida pelo feixe UV-VIS ndo seja completamente absorvida pela amostra, caso contrario ndo
havera intensidade suficiente para a leitura da medida. Deste modo, titulou-se a amostra até
obter-se uma concentracdo Gtima para a leitura. De maneira pratica a amostra apresentou um
carater translucido quando estava pronta para a leitura, paralelamente foi preparado a amostra
“branco” que constitui da solugdo base em que a amostra esta dispersa. Por fim, adotou-se a

cubeta que apresentava o caminho Gtico mais apropriado para cada tipo de medida, isso varia
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com a concentracdo e o tamanho das particulas envolvidas. Assim inseriu-se a aliquota de
aproximadamente 100 pL de amostra na cubeta previamente escolhida, em seguida aloca-se a
cubeta no local apropriado para a leitura espectroscépica, desta forma a amostra é exposta a
radiacdo UV-VIS e em seguida foi realizada a leitura da absorcao da radiagdo. Apos o téermino,
é possivel recuperar parte da amostra através de uma pipeta, entretanto de modo geral, devido
ao contato com a cubeta optou-se pelo descarte da amostra.

Procedimento MILC teste realizado no UV-VIS: Primeiramente, foi cultivado 50 mil de
células de HEK293T por poco em 450 uL de meio DMEM Apo6s 24h de crescimento e fixacdo
incubou-se as células com 50 pL de cada NP e seu respectivo recobrimento. Cada conjunto,
continha 1 mg/mL de NP previamente tituladas de tal forma a inserir 50 pg de NP por poco
durante a aliquotagem. O teste MILC consistiu em incubar as células com nanoparticulas por
24h. Depois realizou-se 3 lavagens com PBS para remocao do excesso de NPs que nao foram
internalizadas. Por fim, realizou-se a dissociagdo do conjunto células mais amostra em &cido
cloridrico, o qual foi liberado ions de Ferro que podem ser verificados e quantificados de acordo
com os padrdes no UV-VIS. Para essa quantificacdo foi realizado um conjunto de medidas
espectrais em triplicata: do padrdo de células, do padrdo da nanoparticula de magnetita e da
amostragem realizada. Para o padrdo de células foi preparado um conjunto que continha
1,15.10° células HEK293T, em seguida essas células foram dissolvidas na solucdo de
HCl 40%. Para o padrdo de magnetita, foi preparado uma solugdo contendo de 10 mg/mL de
Np dissolvidas em HCl 40%. Similarmente, utilizou-se 0 mesmo procedimento para dissolver
em acido cloridrico todas as amostras em estudo. Ent&o foi realizado cinco séries de agitacdo e
sonicacdo, logo apos este processo as amostras foram deixadas em processo dissocia¢do no

acido por 6h. Por fim, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro UV-VIS.

5.1.3 Potencial Zeta

O potencial zeta é um termo cientifico para o potencial eletrocinético em sistemas
coloidais, geralmente indicado com a letra grega { (zeta). O potencial zeta é o potencial elétrico
interfacial na camada dupla, ou seja, o potencial zeta é a diferenca de potencial entre 0 meio de
dispersdo e a fase estacionaria do fluido ligado as particulas dispersas no mesmo. A
estabilizacdo das amostras via potencial zeta foi avaliada utilizando um Malvern Zetasizer Nano

Series (ZS90) que pode ser visto na Figura 20.
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Figura 20 — Aparato do equipamento Malvern Zetasizer para medicfes do potencial zeta que consiste de um

leitor do potencial zeta gerado pelas amostras seguido de um computador para aquisi¢do de dados.

O valor do potencial zeta esta ligado a estabilidade das dispersdes coloidais (HONARY;
ZAHIR, 2013). Basicamente ele indica o grau de repulsdo entre as particulas adjacentes
carregadas em uma dispersdo. Para moléculas e particulas suficientemente pequenas, um
elevado potencial zeta conferird a estabilidade do meio, mostrando se a solugao resistird as
agregacOes. Em suma, em termos eletrostaticos se o potencial zeta for abaixo de [30mV| a
atracdo excedera a repulsdo, desta forma o coloide tendera a precipitar e este fator também
dependera do pH.

Em termos de estabilidade ndo importa muito se o potencial € negativo ou positivo, mas
sim a magnitude do mesmo. Entretanto, o valor das cargas se tornam um fator importante
guando queremos funcionalizar a superficie das nanoparticulas, esse fator é conhecido como
afinidade eletrénica. Por exemplo, se a superficie das nanoparticulas for negativa é mais viavel
ligar algum revestimento que seja positivo e vice-versa. Os fatores que influenciam no potencial
zeta estdo associados a condutividade do material de tal forma que quanto maior for a forga
ibnica maior sera a compressao da dupla camada elétrica, e isso esta ligado intimamente com a
concentracédo de cada componente da amostra.

Procedimento experimental: foi preparado uma amostra suspensa em solucéo liquida
sob uma concentracdo que permita que a diferenca de potencial aplicada sobre o coloide seja
mensurada, caso contrario havera muita queda de tensdo e ndo havera ddp suficiente para a
leitura da medida. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentracdo 6tima para
a medicdo. De maneira pratica a amostra apresentava um carater translicido quando estava

pronta para a leitura. No setup do equipamento foram informadas algumas caracteristicas do
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coloide tal como o meio no qual as NPs estavam suspensas como as caracteristicas oticas das
NPs em questdo e o tipo de cubeta utilizada durante o procedimento. Assim inseriu-se através
de uma seringa a aliquota de aproximadamente 1 mL de amostra na cubeta, em seguida lacrou-
se e alocou-se a cubeta no local apropriado para a leitura do potencial zeta, ao aplicar tensao
sob o material o equipamento medira o potencial zeta da amostra. Apds o término, é possivel
recuperar parte da amostra através de uma seringa, entretanto de modo geral, devido ao contato

com a cubeta optou-se pelo descarte da amostra.

5.1.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

Conhecido também como TEM (do inglés: transmission electron microscopy — TEM),
ou MET (em portugués “microscopia eletronica de transmissao”). A técnica consiste em irradiar
uma amostra fina com um feixe de elétrons de densidade de corrente uniforme produzindo uma
imagem bidimensional ao transpassar a amostra (essa energia esta por volta de 200 KeV). Para
os experimentos foi utilizado um JEOL JEM-2100, também conhecido como TEM-MSC

localizado no LNNano. A foto do microscopio utilizado € apresentada na Figura 21.

Figura 21 — Microscopio de transmissdo eletronica TEM-MSC nas instalagdes do LNNano.
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O feixe de elétrons provém de um canhdo de elétrons. Esses elétrons séo acelerados por
emissdo termidnica (aquecimento de filamento) e interagem com a amostra gerando os padrdes
de imagem via espalhamento elastico por forca coulombiana, retroespalnamento e
espalhamento inelastico (WILLIAMS; CARTER, 2009). Este fendBmeno pode ser visualizado
na Figura 22.

Feixe de elétrons

Amostra

Tela ou chapa fotogréfica

Figura 22 — Esquema simplificado do funcionamento do TEM
(“http://www.olharnano.com/artigos/4001/18002/MET-e-MEV:-conhe%C3%A7a-0s-principais-tipos-de-
microsc%C3%B3pios-eletr%C3%B4nicos - acessado em 16/09/2013”, [S.d.]) constituido pela producéo do

feixe, interacdo com a amostra e leitura da imagem por transmiss&o.

Diferente de um microscopio de varredura o feixe de elétrons interage com a amostra e
transpassa por um conjunto de estagios de lentes, por fim esse feixe € medido através de um
detector. Basicamente, um TEM é constituido de dois estagios de lentes condensadoras que
permitem a variagdo da abertura de iluminacdo. Desta forma, é possivel controlar a regido
iluminada, além de um estadgio de imagem que é composto por lentes objetivas, lentes
intermediarias, uma tela de visualizacdo fosforescente e uma camera. A resolucdo maxima de
imagem € da ordem de 0,25 nm.

Procedimento experimental: preparou-se uma amostra suspensa em meio liquido sob
uma concentra¢do que permita que o nanomaterial fosse fixado em um filme ultrafino de
carbono adequadamente. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentragdo 6tima
para a leitura, apos este passo foi necessario imergir o filme de carbono sob a amostra
previamente titulada por 2 minutos. Neste processo pode-se optar, caso seja necessario, por
pipetar aliquotas de 10 pL sob o filme ao invés da imerséo, por conseguinte a amostra foi levada
a uma lampada infravermelho por 12h onde foi efetuado o processo de secagem. Em seguida,
a amostra passou duas vezes pelo desmagnetizador. Este equipamento é constituido de uma
bobina que produz um campo magnético alternado, o processo deu-se pelo afastamento da

amostra gradativamente do nucleo da bobina para fora do dispositivo. Este passo deve ser
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gradativo para que ocorra 0 amortecimento do campo sob a amostra desmagnetizando assim a
amostra. Apos isto, inseriu-se com auxilio de uma pinga invertida a amostra no respectivo porta
amostra apropriado que foi colocado na camara de vacuo do microscopio de transmissao. Ao
incidir o feixe de elétrons sob a amostra o equipamento mediu a transmissdo dessa interacao
com a amostra resultando na imagem transmitida. Apds o término, foi possivel recuperar o
filme em que se encontrava a amostra, entretanto em alguns casos o feixe de elétrons deteriorou

a amostra e acabou por inutilizar o respectivo filme.

5.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Conhecido também por SEM (do inglés: scanning electron microscopy) ou MEV (em
portugués “microscopia eletronica por varredura”) € parecido com a microscopia TEM em
termos de interacdo da radiacdo com a matéria, entretanto utiliza o feixe de elétrons para varrer
a superficie da amostra, gerando elétrons secundarios que sdo captados por um detector
(geralmente uma sonda) fornecendo um sinal elétrico que é convertido na imagem. Foi utilizado
um microscopio FEI Inspect F50, pertencente as instalacbes do LNNano. Uma imagem do
microscopio é apresentada na Figura 23.

Esta técnica mede basicamente diferenca entre as profundidades da superficie, gerando
uma imagem topografica (WILLIAMS; CARTER, 2009).
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Figura 23 — Microscépio de Varredura eletronica Inspect nas instalagdes do LNNano.

Os elétrons séo gerados via emissdo termionica, acelerados e focalizados com lentes

eletromagnéticas. Na ponta de prova (sonda) onde é feita a varredura contém um par de bobinas
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defletoras que variam a posicdo do feixe de elétrons sobre a amostra, produzindo assim a

Feixe de elétrons

Amostra

imagem (Figura 24).

Figura 24 — Esquema simplificado do SEM constituido pela producédo do feixe, interagdo com a amostra e leitura
da imagem por retroespalhamento. Fonte (“http://www.olharnano.com/artigos/4001/18002/MET-e-MEV :-
conhe%C3%A7a-os-principais-tipos-de-microsc%C3%B3pios-eletr%C3%B4nicos - acessado em 16/09/2013”,

[S.d])

A sonda, ao se aproximar de uma porc¢éo elevada da amostra se move para cima e volta,
essa oscilacdo realiza uma varredura sobre a area da amostra. Esses padrdes de sinais varridos
podem ser mapeados, produzindo assim uma imagem justificando, portanto, o nome
microscopia eletronica de varredura. A resolucdo méxima de imagem dessa técnica é da ordem
de 2,5 nm. Todo esse processo de varredura resulta numa competicao de espalhamento elastico
de elétrons, concomitantemente com a emissdo de elétrons secundarios via espalhamento
inelastico e emissao de elétrons por efeito fotoelétrico. O detector € do tipo Evenhart-Thornley,
cuja funcdo é captar os elétrons secundarios que a ponta de prova excitou via a penetracdo dos
elétrons primarios. Basicamente a quantidade dos elétrons secundarios que chegam ao detector
dependem da morfologia da amostra, formando assim a imagem local da regido varrida. O SEM
foi utilizado para avaliar a morfologia dos aglomerados das estruturas dos nanoparticulados.

Procedimento experimental: foi preparada uma amostra suspensa em meio liquido sob
uma concentracdo que permitiu que o nanomaterial fosse sobreposto em um espelho de silicato
que fora previamente fixado em um porta amostra através de uma fita de carbono. Deste modo,
titulou-se a amostra até obter-se uma concentragcdo Otima para a leitura. Apds este passo foi
necessario pipetar aliquotas de 10 pL sob o substrato de silica, por conseguinte secou-se a
amostra sob uma lampada infravermelho durante uma noite inteira. Devido ao fato das amostras
serem magnéticas foi necessario acrescentar um filme fino de carbono sob a superficie da
amostra para evitar que as NPs se liguem a ponta de prova do microscépio, este processo foi
realizado em uma camara de filme de carbono. Por fim, inseriu-se o porta amostra dentro da

camera de vacuo no microscopio de varredura para a leitura. Ao incidir o feixe de elétrons sob
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a amostra o equipamento mediu o espalhamento dessa interacdo resultando na imagem por
varredura. Apo6s o término, foi possivel recuperar o porta amostra em que se encontrava a
amostra, entretanto em alguns casos particulares o feixe de elétrons deteriorou a amostra
inviabilizando-a para futuras repeticdes de leituras. Todavia, foi possivel limpar e recuperar a

base de silicato e o porta amostra para reutiliza-los.

5.1.6 Termogravimetria

O TGA (do inglés: Thermogravimetric analysis) € uma técnica que registra a variagdo
da massa de uma amostra em funcao da temperatura sob uma atmosfera muito bem controlada.
Atraveés dessa técnica é possivel analisar a perda de massa da amostra de acordo com a variagao
da temperatura. Basicamente a técnica é utilizada para descobrir as proporcfes da massa dos
componentes em um dado solvente ou composto. A Figura 25 pertence ao Perkin-Elamer

Thermogravimetric Analyzer Pyris 1 — TGA utilizado nos experimentos de termogravimetria.

Figura 25 — Aparato do equipamento Perkin-Elamer de TGA que consiste em uma fornalha, um termémetro de

precisdo, um sistema de controle de fluxo de ar e um computador para aquisicdo de dados.

Através do TGA pode-se extrair informacGes fisicas de fendmenos de transicéo,
incluindo vaporizacgéo, sublimacéo, absorcdo, adsorcdo e dessor¢do. O TGA foi utilizado para
determinar as caracteristicas de concentracdo dos materiais pela exibicdo da perda de massa
devido a evaporacgao dos compostos envolvidos na mistura. Conhecendo os padrdes dos pontos
de evaporacdo de cada material € possivel estimar o quanto de cada material foi evaporado
durante o processo.

O aparato de TGA apresenta um elevado grau de precisao especialmente na variagéo da
massa, da temperatura e na taxa de variagdo da temperatura. Desta forma, a fornalha pode ser

programada com diversas taxas de agquecimento que serdo precisamente controladas, o que
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também pode ser modificado de tal forma a obter uma taxa de aquecimento para uma perda de
massa constante, mas que nao convém ao nosso estudo(Ql, 2016).

Ao conhecer o padrdo das curvas de temperatura do produto, é possivel realizar uma
breve anélise do conteudo da amostra. Essa analise consiste basicamente em verificar a massa
perdida em determinados pontos de temperatura, assim torna-se possivel comparar estes valores
com a massa inicial do material. Isto permite analisar as curvas de massa x temperatura e
verificar através da derivada dessa variacdo. Nos pontos onde a derivada se aproxima de zero
indica que a variacdo de massa da amostra estabilizou, e, portanto, foi concluida a transicdo de
fase ou queima de algum composto da amostra.

Procedimento experimental: as amostras preparadas para a realizagdo do TGA néo
apresentavam restricdo quanto ao estado fisico da amostra, a Unica exigéncia foi que a amostra
fosse distribuida homogeneamente sob o porta amostra. Deste modo, utilizou-se a sonicacao e
a agitacdo das amostras coloidais para homogeneizar a amostra; em seguida colocou-se a
aliquota de 30 pL de amostra sob o porta amostra o qual foi para fornalha. No equipamento
foram informadas algumas caracteristicas tal como o controle do fluxo da atmosfera e a taxa de
incremento de temperatura. Para o controle da atmosfera foi utilizado um fluxo de nitrogénio
de 10 mL/min evitando assim a oxidagdo do material durante o processo, por fim escolheu-se
a taxa de temperatura de 10°C/min e o ponto final de temperatura que pode ser no maximo
1000°C (limite de operacdo do equipamento). Apos o término, foi possivel recuperar parte da
amostra, entretanto devido as mudancas de estrutura devido a variacdo de temperatura optou-

se pelo descarte da amostra.

5.1.7 Magnetometria—S.Q.U.1.D.

O magnetdmetro S.Q.U.1.D. — Superconducting Quantum Interference Device — é um
sistema de medida altamente sensivel a pequenas varia¢des do fluxo magnético. O equipamento
S.Q.U.L.D. apresentado na Figura 26 foi utilizado no trabalho ¢ 0o MPMS3 — S.Q.U.1.D. da
Quantum Design. Este equipamento se encontra nas instalacdes do CBPF — Rio de Janeiro.
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Figura 26 — Equipamento MPMS3 — S.Q.U.1.D. da Quantum Design utilizado nas instala¢cdes do CBPF.

O principio de funcionamento (SAMPAIO; GARCIA; CERNICCHIARO, 2000) é o
efeito Josephson. E efeito consiste na quantizacdo do fluxo magnético em um circuito
supercondutor fechado (GALLOP, 1991). O efeito de Josephson é o fendmeno de
supercorrente, isto € uma corrente que flui indefinidamente por muito tempo sem qualquer
tensdo aplicada através de um dispositivo conhecido como uma juncao Josephson (JJ), que
consiste em dois supercondutores acoplados por um elo fraco. O elo fraco pode consistir de
uma fina barreira isolante (conhecida como juncao supercondutor-isolante-supercondutor, SIS),
uma pequena se¢do de metal ndo-supercondutor (SNS) ou uma constricao fisica que enfraquece
a supercondutividade no ponto de contato (SsS). Acima do valor da corrente critica, a juncéo
transita para um estado normal, e, portanto, passamos a detectar uma tensao diferente de zero.
Em suma a corrente critica serd fun¢éo do fluxo magnético aplicado com um periodo quantizado
de h/2e, onde h é a constante de Planck e e é a carga do elétron. Desta forma, podemos

equacionar a variacao dessa corrente critica de acordo com a evolugéo dinamica.

h o9
2e Ot (5_1)
I(t) = I sin(¢p(t))

V() =

A primeira equacéo diz respeito a evolucéo de fase, onde V(t) e I(t) sdo a tensdo e a

corrente que passa pela juncdo e ¢(t) é a diferenca de fase atraves da juncéo, I, é a corrente
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critica comentada acima. Portanto determinar a variacdo dessa corrente critica permite
determinar a variacdo do fluxo que passa atraveés do S.Q.U.1.D.. Basicamente 0 S.Q.U.L.D. ir&
converter a variacdo do fluxo magnético em variacdo de corrente elétrica, essa corrente passa
por um amplificador e depois sera processada.

Existem dois tipos de S.Q.U.L.D.: o primeiro é um S.Q.U.1.D.-RF de radiofrequéncia
que consiste basicamente de um anel contendo apenas uma Unica juncdo de Josephson; j& o
segundo tipo 0 S.Q.U.1.D.-DC ou de corrente continua consiste de duas juncdes de Josephson

ligadas em paralelo por um fio supercondutor.
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Figura 27 — Esquema da jungdo de um S.Q.U.1.D.-DC adaptada da
referéncia(“http://www.engr.sjsu.edu/rkwok/squid.htm acessado em 19/06/2017”, [S.d.]), onde se circula uma
corrente através a juncdo de Josephson que dependera do fluxo do campo magnético e da temperatura do

experimento, assim mede-se a variagéo desse sinal em forma de tenséo e corrente.

Este tipo de arranjo permite que a corrente elétrica se distribua igualmente pelo
dispositivo de Josephson. Desta forma, a corrente elétrica dependera apenas do fluxo magnético
atuando no sistema e da temperatura ao qual o experimento esta sendo exposto.

Procedimento experimental: Para este processo as amostras foram submetidas ao
processo de secagem ja descrito na se¢do 4.3.1. As medidas de magnetizagdo foram realizadas
através do S.Q.U.L.D. no qual as amostras foram submetidas a dois tipos de medidas: a primeira
foi de Magnetizacdo x Campo Magnético a diferentes temperaturas 5, 50, 100, 150, 200, 250 e
300K; a segunda medicdo foi a curva de Magnetizacdo x Temperatura sob as condicOes de
resfriamento com um campo aplicado de 100 Oe (Field-Cooling (FC)) e a partir da amostra
resfriada campo externo aplicado (zero-field-cooling (ZFC)) a fim de determinar o
comportamento da temperatura de blogueio magnético do nanomaterial. No final foi possivel

recuperar a amostra, entretanto optou-se pelo descarte do material.
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5.1.8 SAR e Hipertermia

A definicho de hipertermia (GUIMARAES, 2009) estd associada a
elevacdo/manutencdo da temperatura do corpo humano ou de organismos vivos, podendo em
alguns casos comprometer as suas fungdes, ou até mesmo levar o organismo a morte.

Para explorar as propriedades do SAR e da hipertermia magnética, 0 mecanismo de
aquecimento adotado é o de dissipacdo magnética de poténcia que constam nos fundamentos
tedricos. Durante este trabalho, um sistema comercial da Ambrell Easy Heat 4.2 kW composto
por uma fonte de corrente alternada (0 — 300 A, 313kHz) que alimenta um solenoide de oito
espiras circulares (diametro,iern, = 25,5 mm; didmetrogyierno = 39,5 mm; altura =

37 mm) foi utilizado. Todo o conjunto do aparato esta exibidos na Figura 28.

Figura 28 — Aparato experimental do dispositivo da Ambrell designado para hipertermia magnética, composto
por um computador que registra as informac6es do ensaio, uma fonte de corrente, uma bobina e um sistema de

arrefecimento liquido.

Este sistema é arrefecido a dgua que circula no interior da bobina como descrito na
Figura 29. Para auxiliar no arrefecimento da bobina adiciona-se ao sistema um conjunto de
circulacdo de duas mangueiras de ar. Este conjunto foi anexado entre as espiras da bobina
melhorando assim a circulacdo de ar entre os vaos das espiras. Pode-se calcular a intensidade

do campo induzido na bobina através da equagé&o:

H= ‘;"T’: 10* (CGS) (5-2)
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onde H € o campo induzido dado em Oe, u, é a permeabilidade magnética no vacuo, N
€ 0 nimero de voltas da bobina, i é a corrente que circula na bobina e R,, € o raio médio da
bobina. Sob as condigdes de 200 A a 313KHz na fonte de corrente obtém-se um campo de
aproximadamente 200 Oe na regido central da bobina.

Separadamente o aparato dispde de um sensor éptico da Optocon que mede a
temperatura no interior da solucéo e a repassa para 0 computador que concilia a temperatura

com a evolugéo temporal do sistema.

Solenoide Solugéo

—l
o000

Fonte AC de comrente

Medidor de
temperatura ptico

Figura 29 — Esquema da instrumentacao para aplicacdo de hipertermia que consiste na fonte de corrente, bobina,

medidor de temperatura e computador para registro de dados

Para mensurar a eficacia da interagdo das NPs com as células foi desenvolvido um
arranjo que permitisse medir o SAR das NPs e aplicar a magneto hipertermia in vitro. Devido
a limitacBes experimentais o sistema esta sujeito a conducéo e convecgdo de calor, portanto
para descontar essa contribui¢do indesejada de calor ao SAR foram realizadas medidas em
solugdes contendo apenas 0s respectivos recobrimentos sem NPs. A finalidade dessas medidas
é garantir que para o célculo do SAR seja considerado apenas o aquecimento efetivo produzido
pelas NPs com seus respectivos recobrimentos sem a interferéncia de agentes externos.
Entretanto, para aplicacGes biologicas essa contribuicdo sera inerente ao processo de
aquecimento.

Procedimento experimental para o SAR: foram preparadas solucbes de NP@PEG,
NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS e NP@DSPE cada qual com 1 mg de NP suspensa em 1 mL
de solucédo cada recobrimento. O processo de medida consistiu em alojar a amostra no centro
da bobina e isolar a amostra termicamente com 7 mm de isopor. Nestas condi¢des aplicou-se 0
campo de 200 Oe e mediu-se o efeito de aquecimento magnético das NPs, neste processo foi

medido também solucBes contendo apenas os recobrimentos de cada amostra cuja finalidade
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serviu para descontar as contribuigdes externas de calor. Por fim, calculou-se a derivada destas
curvas em intervalos de tempos curtos, onde obteve-se a taxa de aquecimento efetiva que foi
utilizada no calculo do SAR.

Para a hipertermia magnética os ensaios foram realizados em triplicatas, e preparados
trés conjuntos de amostragem para trés condigdes diferentes de experimento: um conjunto de
amostras sem hipertermia, um conjunto de amostras para aplicacdo da hipertermia por 500
segundos e o terceiro conjunto de amostras para aplicacao hipertermia por 1500 segundos.

O procedimento experimental para hipertermia: previamente foi incubado 50 mil células
de HEK293T por 24h em pocos individuais contendo 450 pL de meio. Em seguida, adicionou-
se aos pocos individuais 50 pL das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@SDS e NP@DSPE
previamente tituladas de tal forma que a cada respectiva aliquota fornecesse duas quantidades
distintas de NPs aos pocos de: 100 pg e 200 g de NPs respectivamente. Para a internalizacédo
incubou-se as placas na estufa por mais 24h. Para a hipertermia, preparou-se trés conjuntos
distintos de amostragem: as amostras que ndo passaram pela hipertermia e as amostras que
foram submetidas a 200 Oe de campo na hipertermia magnética por tempos distintos de 500 e

1500 segundos respectivamente. Apos o ensaio, contabilizou-se a viabilidade celular.

5.2 Cultura de celula

A cultura celular é o processo pelo qual as células sdo cultivadas sob condicdes
controladas, geralmente fora do seu ambiente natural (normalmente em estufas controladas).
As condic¢des de cultura de células podem variar para cada tipo de célula. Ambientes artificiais
consistem de um recipiente adequado com substrato ou meio que fornece os nutrientes
essenciais (aminoéacidos, carboidratos, vitaminas, minerais em alguns casos antibiéticos para
evitar a contaminacdo). Fatores de crescimento como horménios e gases (CO2, O2) regulam o
ambiente fisico-quimico celular (pH, pressdo osmotica, temperatura). A maioria das células
requer uma superficie ou um substrato artificial (cultura aderente ou monocamada; neste
trabalho foi utilizado cultura aderente), enquanto outras podem ser cultivadas flutuando
livremente em meio de cultura (cultura em suspensdo). No cultivo celular foram utilizados trés
tipos de solugdes: meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, sigma), tripsina e buffer
de fosfato-salino (PBS). O DMEM foi preparado para o cultivo celular. As outras solucdes
utilizadas foram a tripsina para descolar as células fixadas e o PBS para manipulacéo e lavagens.

O meio DMEM é destinado a células de cultura humanas e de outros animais. Esse meio

foi adquirido na forma de pd e conservado em temperatura controlada entre 2-6 °C. As
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vantagens de se utilizar esse meio é que ele promove um 6timo crescimento celular, mantém
um bom balanco de pH e controle de osmolaridade. Seu aspecto é de um pd cor de rosa
homogéneo. O meio DMEM € um composto extremamente higroscopico devendo ser protegido
do meio ambiente livre de contaminacdes. Foi evitado preparacGes acima da quantidade
recomendada devido ao desbalanco de pH seguido da possibilidade de precipitados.

O PBS conhecido como buffer de fosfato-salino € uma solucéo salina contendo cloreto
de sodio e fosfato de sddio, em algumas formulacBes pode conter cloreto de potassio e fosfato
de potassio. Sua finalidade é manter o pH praticamente constante durante a manipulacéo das
células e essa solucdo se iguala a concentragdo de sais presentes no corpo humano.

A tripsina é uma enzima que age nas proteinas quebrando-as em peptideos mais simples.
O EDTA ¢ um sal dihidratado dissodico que tem a funcéo de impedir a degradacdo do DNA
inibindo a acdo de DNases. De maneira pratica, no cultivo celular a tripsina tem a fungéo junto
ao EDTA de desprender as células das garrafas e os aglomerados celulares. Para o preparo da
tripsina opta-se por uma solugdo mais concentrada (5x) e congela-se. Essa solucgdo, € utilizada
de acordo com a demanda, a escolha desse processo € que ao preparar uma solucdo mais
concentrada e congelar permite uma melhor manipulacdo, uma vez que a enzima depois de
descongelada vai perdendo atividade e em cerca de 3 meses o composto perde a habilidade de
desprender as células.

Para a esterilizacdo das amostras, as mesmas foram submetidas a luz ultravioleta por 30
minutos antes de todos os ensaios bioldgicos. Todos 0s experimentos biolégicos foram
desenvolvidos em colaboragdo com o Laboratorio Nacional de Biociéncias — LNBio. Além
disso todos os experimentos foram desenvolvidos na sala de cultura celular que pode ser vista

na Figura 30.

Figura 30 — InstalacGes da sala de cultura celular no LNBio: (A) Capelas para cultura celular (B) Estufas de

incubacéo do cultivo celular.
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Para os ensaios biologicos foram utilizados dois tipos de células: célula embrionéria de
rim (HEK293T) e a osteosarcoma da tibia feminina (U20S). Para o cultivo das células foi
utilizado o meio de alta glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, sigma). Para a
cultura de células também foi utilizado as seguintes condic¢des: 10% de soro fetal bovino (FBS,
Gibco), 100 units/ml penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco), 37°C dentro de uma
estufa Umida a 5% e o ambiente de CO2/95%.

5.2.1 HEK293T

HEK293T vem do termo inglés Human embryonic kidney cells, em portugués o termo
significa células embrionarias de rim humano. Seu formato achatado pode ser visto na Figura
31. O nimero 293 é devido ao autor precursor dos estudos com essas células Frank Graham(F.L.
GRAHAM, 1977), que na época tinha o habito de enumerar todos 0s seus experimentos. Assim,
as células HEK foram enumeradas como o 293° experimento. Ja o T vem da presenca do
antigeno-T que tem algumas propriedades como resisténcia a neomicina. Dentre suas funcdes
a HEK tem uma boa taxa de transfecg¢do, permitindo a manutencdo episomal do “Simian

Vacuoling Virus 40 — SV40” (CHEN et al., 2006; LUO; BUSILLO; BENOVIC, 2008).

Figura 31 — Imagens da Células HEK293T tiradas do microscopio ético.

Uma caracteristica das células HEK293T € o seu rapido crescimento em cultura e sua
transfecgdo. A transfeccdo é o processo de introdugdo intencional de acido nucleicos nas
células. Muito utilizado em métodos ndo-virais nas células eucarioticas. O fato da HEK crescer

rapidamente auxilia na elaboracdo dos testes e ensaios com hipertermia, visto que é necessaria
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uma quantidade significativa de células durante toda a triagem do processo. Portanto, ter a
disposicéo esse tipo de caracteristica otimiza o processo.

5.2.2 U20S

A linha de células U20S foi uma das primeiras linhagens de células geradas e é utilizada
em vérias areas de investigacdo biomeédica. A U20S (MUSA; KANNAN; MUSTAFA, 2013;
SIGMA, [S.d.]) sdo células do tipo Epiteliais de Osteosarcoma Osseo Humano (denominada
Linha U20S). Essa linhagem celular era originalmente conhecida como 2T. A obtencao desse
tipo de célula tem sua origem a partir do cultivo do tecido ésseo de uma fémea humana de
quinze anos que sofria de osteosarcoma. Os primeiros estudos iniciaram-se na década de 1964,
onde as células originais foram retiradas de um sarcoma moderadamente diferenciado da tibia
e estudadas. As células U20S exibem morfologia aderente epitelial e sua morfologia por ser
observada na Figura 32. Nessa figura é possivel observar o seu formato tipicamente oblato, o
que ndo acontece com a HEK que tem um perfil mais arredondado, seu tamanho é
consideravelmente maior se comparada a HEK. O fato dela ser maior favorece a observacao
microscopica em interacdo com nanomateriais tornando esse tipo de células fundamental para
andlise de internalizacdo de nanomateriais. Entretanto a taxa de replicacdo da U20S é
relativamente baixa se comparada a taxa da HEK. Este fato faz com que seu crescimento seja
limitado de tal forma que muitas vezes sdo necessarios dias para a preparagdo do nimero

minimo de células para que o experimento possa ser realizado.

Figura 32 — Imagem das Células de U20S provinientes da microscopia confocal. O nicleo da célula foi marcado
com DAPI (azul) e o citoplasma com mitotracker (vermelho).
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Outro fator a ser considerado € que a U20S apresenta muitas caracteristicas semelhantes
as da HEK?293T tais como a taxa de transfeccéo elevada. Outra vantagem € que esse tipo celular
ndo apresenta infeccdo pelo adenovirus, possibilitando assim uma boa margem de
bioaplicabilidade. Além disso, a U20S é uma célula cancerigena e pode ser alvo de antigenos-
T, portanto se o nanomaterial estiver funcionalizado com anticorpos e possivel realizar o

enderecamento da droga a esse tipo de tecido.

5.2.3 CellTiter 96® - MTS e o Perkin EnSpire Multimode Reader

E um método colorimétrico para determinar o niimero de proliferacéo ou citotoxicidade.
O reagente da solucdo contém o tetrazélio (MTS)(PROMEGA CORPORATION, 2012) e um
reagente de acoplamento de elétrons etosulfato de fenazina (PES). O PES tem uma boa
estabilidade quimica permitindo ser combinada com o0 MTS em uma forma de solucéo estavel.

O MTS é bioreduzido pelas células em um produto colorido (490 nm) chamado
formazan que também é solGvel no meio de cultura que pode ser lido através de um leitor de
placas via absorcdo. De forma simples, o agente colorimétrico interage com as enzimas
metabolizadas pelas células vivas modificando a cor do meio, assim torna-se possivel obter o
resultado a porcentagem relativa de células vivas no meio. Apds a interacdo do meio com 0
MTS, deve-se realizar a leitura de absorcdo da viabilidade celular, para este experimento foi
utilizado o espectrofotobmetro Perkin EnSpire Multimode Reader situado no Laboratério

Nacional de Biociéncias -LNBio (Figura 33).

Figura 33 — Espectrofotdmetro de absorcao Perkin EnSpire Multimode Reader que mede a viabilidade celular via

MTS; este equipamento encontra-se situado nas dependéncias do LNBio.
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5.2.4 Ensaio de viabilidade celular via MTS

Tanto para HEK como para U20S, a preparacgdo para o teste de viabilidade seguiu-se o
mesmo protocolo. O ensaio consistiu em preparar aproximadamente 1,5. 10> células por poco
em uma placa de 96 pogos com 120 L cada. As células foram colocadas na estufa por 24h para
serem fixadas na placa e crescerem em ndmero. A incubacdo das células foi realizada nas
condicdes pré-estabelecidas como ja fora citado. Apds 24h o meio foi trocado por um novo
meio contendo aliquotas das amostras. Estas amostras foram previamente preparadas sob as
seguintes condic@es: cada solugdo continha 5 pg/mL de amostra; essa amostra foi diluida 20
vezes em meio de cultura; estas novas solugdes foram separadas por aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5
e 2,0 uL; antes de misturar essas amostras com as células, os novos volumes foram completados
com agua até 2,0 pL de volume para cada amostra e assim ao todo colocando 120uL de solucéo
em cada pogo por mais 24h e 48h de interacdo com as celulas. Em seguida as quatro
concentragcdes foram testadas em quadruplicatas. No ensaio de viabilidade foi utilizado o
marcador CellTiter 96® (MTS) AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega).
Para a conducao do ensaio de viabilidade celular o meio de cultura de cada poco contendo 120
pL foi trocado por um meio cuja concentracdo era de ImL de MTS para cada 5 mL de meio
DMEM. Antes da leitura o sistema deve ser mantido por mais 1h em incubagéo. Por fim as

medidas foram realizadas pelo Perkin Enspire.
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5.2.5 Citometria de Fluxo
A fim de classificar, contar e examinar as caracteristicas celulares apos o tratamento de
hipertermia foi realizada a medida dos eventos em um citémetro de fluxo FACSCanto Il — BD

Biosciences (Figura 34).

Figura 34 — Citdmetro de Fluxo situado nas instalagfes do LNBio. Composto pelo citdmetro de fluxo para a

contagem dos eventos celulares e um computador para a aquisi¢do de dados.

A técnica viabiliza a andlise de muitos parametros celulares simultaneamente (ADAN
et al., 2016). Os eventos sdo registrados através do dispositivo de captacdo de fétons que
permite analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas das células de acordo com o
marcador utilizado.

A amostra é inserida no set indicado na Figura 35. No sistema de fluidos, a amostra
desloca-se para cima do tubo de injecdo, assim focalizacdo hidrodindmica dentro da célula de
fluxo forca as particulas a se deslocarem em um unico pacote de fluxo que passara pelo laser,
por fim o laser intercepta esse fluxo no ponto de investigacdo amostral. O design exclusivo da
célula de fluxo permite que as particulas fluam através do centro da célula de fluxo. O aumento

da presséo da amostra aumenta o didmetro do nucleo e consequentemente a taxa de fluxo.



76

Figura 35 — Setup de leitura da amostra do BD®FACSCANTO-I1. Composto por um injetor de amostra, sistema
de focalizagéo de fluxo e um laser para a leitura da amostra.

A Optica de excitacdo consiste em multiplos lasers de comprimento de onda fixo, fibra
Optica até os prismas de formacdo de feixe e lentes de focalizacdo acromaticas que produzem
pontos de feixe espacialmente separados na célula de fluxo. Cada lente focaliza a luz laser na
célula de fluxo, que pode ser conferido na Figura 36. Por fim, os eventos sdo contados pelos
detectores e registrados no computador acoplado ao instrumento. Para o experimento foi

assegurado uma contagem de 10.000 eventos para cada amostra.

Figura 36 — Setup de interacdo optica e leitura dos eventos do BD®FACSCANTO-1I composto pelos conjuntos
de lentes de focalizagdo acromaticas que produzem um feixe espacialmente separado o qual é aplicado nas

células de fluxo.
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A técnica é baseada no uso de um feixe de luz laser em geral. Este laser é aplicado em
um meio liquido que se encontra em fluxo. O que diferencia cada parametro lido sdo os
detectores e seus posicionamentos para a leitura. Por exemplo, o detector na linha do feixe de
luz € chamado de forward scatter ou FSC e varios perpendiculares a este séo chamados de side
scatter ou SSC além de um ou mais detectores de fluorescéncia. Por principio de 6tica o feixe
que atravessa o liquido dispersa a luz, causa variagdes na intensidade da luz, assim essas
flutuacGes fluorescentes sdo registradas pelos detectores. Através da analise é possivel
correlacionar o FSC com o volume celular e 0 SSC com a granulosidade/rugosidade da célula
em estudo que pode variar de acordo com o estado celular. Em muitos casos séo indicados Kits
com biomarcadores tal como o PI (Propidium iodide) para facilitar a fluorescéncia das células,
a funcdo deles é viabilizar a identificacdo rapida de células mortas ou vivas.

O marcador nuclear fluorescente lodeto de Propidio (PI) foi utilizado para distinguir
células apoptoticas de células necroticas. O iodeto de propidio € uma molécula que se intercala
em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeavel. Isso esté associado ao fato
de que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como o Pl, ndo séo passiveis de penetrar
na célula intacta em decorréncia do seu tamanho, bem como ndo marcam células apoptoticas
sem que estas apresentem alteracdes na permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre
nos estagios finais de apoptose. Todos 0s ensaios envolvendo a hipertermia magnética seguido
de citometria de fluxo foram realizados em triplicatas.

O processo de cultura celular de incubacéo foi realizado em pogos de 500 uL, utilizando
CTAB em altas concentracBes como controle de mortalidade, desta forma as células foram
preparadas em 450 pL de meio DMEM em placas de 24 pocos. Para a incubag¢do com a amostra
foi realizada a adi¢do de 50 pL da amostra NP@PEG com concentragdo de 1 mg/mL de NPs,
garantindo assim em média 50 pug de NPs para cada pogo. Em seguida, 0s ensaios foram
submetidos ao tratamento de hipertermia por 500 e 1500 s. Por fim, as células foram marcadas,
fixadas e submetidas a citometria de fluxo.

Procedimento experimental para a leitura no citbmetro de fluxo: as células devidamente
marcadas foram removidas dos pogos com tripsina e centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. Em
seguida, efetuou-se o processo de lavagem nas células com PBS apenas uma vez, o préximo
passo consistiu em resuspender as celulas em 2 mL de etanol 70% (preparado em solugéo de
PBS) o qual fixou as celulas. Posteriormente para que a fixacdo fosse concluida, as células
foram realocadas para um freezer a uma temperatura de -20°C por 1h. Logo apds, as células

foram lavadas mais uma vez em PBS e resuspendidas em 4,5mL de PBS + 22,5 uL Triton +
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28,8 uL de Pl + 112,5 pL de RNase. Para o processo de marcacgdo as células foram incubadas

por 30 min; para assim ser realizada a leitura no citdmetro de fluxo.

5.2.6 Countess® Il FL Automated Cell Counter

E mais um tipo de instrumentacdo utilizada para medida a viabilidade celular,
especialmente quando € necessaria uma leitura rapida e eficiente no processamento dos dados.
O Countess® Il FL Automated Cell Counter utilizado encontra-se nas instalacdes do LNBIo e

fica situado no interior da sala de cultura de célula.

Iinsert the slide when ready

Figura 37 — Contador automatico e de viabilidade celular Countess®.

Através do imageamento por microscopia em campo claro foi utilizado o marcador
trypan blue (TP) (GMBH, 2012) que serve para marcar tecido morto, conhecido mais
popularmente como marcador de “células azuis”. Células vivas ndo ficam marcadas, visto que
sua membrana celular é altamente seletiva impedindo assim a passagem do TP, 0 que ndo
acontece na célula morta visto que sua membrana ndo mantém suas funcionalidades sendo,
portanto, marcada pelo TP. Assim, o equipamento basicamente fornece a viabilidade celular
baseando-se no funcionamento da membrana celular de células vivas e mortas, utilizando o TP

como hiomarcador.
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Entretanto este tipo de equipamento ndo se limita somente ao marcador citado, o0
contador de células também suporta outros tipos de marcadores para outras finalidades tais
como o DAPI para avaliacdo do ndcleo celular.

Esse experimento de viabilidade foi realizado através de uma aliquota 10 pL de células
misturada com 0,4% de marcador blue em uma cdmara descartavel similar a cdmara de
Neubauer propria para 0 uso no equipamento. Através dessa camera foi possivel realizar uma

rapida leitura e quantificacdo da viabilidade celular no equipamento.

5.2.7 Microscopia confocal

O microscopio utilizado para os experimentos foi Leica — SP8 que se encontra nas
instalacBes do Laboratdrio Nacional de Biociencias (LNBio) e pode ser conferido na Figura 38.
Essa técnica de microscopia tem como base a microscopia de fluorescéncia convencional, desta
forma a microscopia confocal também se utiliza de marcadores capazes de absorver luz em
determinados comprimentos de onda que, por conseguinte, fluorescem em comprimento de

ondas maiores.

Figura 38 — Foto do microscopio confocal Leica — SP8 nas instalagdes do LNBio.

Na microscopia convencional de fluorescéncia o mecanismo de iluminagcdo é
homogéneo, isso faz com que toda a amostra fluoresca independente do plano amostral estar

focalizada ou ndo. A vantagem da microscopia confocal provem da utilizacdo de uma fonte de
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luz focalizada que possibilita a determinagdo de um ponto focal no plano focal como pode ser

visto na Figura 39.
Fonte de Laser

Abertura ——

Detector &= Divisor de Feixe

Pinhole

Plano Focal

Figura 39 — Principio de funcionamento da microscopia confocal adaptado, o laser representado pelo feixe
vermelho é focalizado na amostra representado pelo retangulo verde e cria a fluorescéncia representada pelo
feixe azul que é separado pelo divisor de feixe o qual redireciona apenas o feixe azul para o pinhole. Por fim,

apenas o feixe da fluorescéncia do plano focal e chega ao detector. Fonte
(“https://en.wikipedia.org/wiki/Confocal_microscopy#/media/File:Confocalprinciple_in_English.svg acessado
em 19/06/20177, [S.d.])

Esse fendmeno por sua vez concentra a fluorescéncia no plano cartesiano xy
minimizando o sinal de ruido, além disso é inserido um pinhole*! antes do detector. A
finalidade desse arranjo é permitir o posicionamento do plano focal no eixo cartesiano z, que
permite bloquear a fluorescéncia dos outros planos focais viabilizando, portanto, a construcao
de imageamento através de planos por varredura.

O microscopio confocal permite também que imagens de transmissdo Otica sejam
realizadas através de um contraste interferométrico chamado de Differential Interference
Contrast (DIC). Nesse modo de operacdo o objeto transparente ndo modificara o feixe de luz
transmitido, entretanto se uma amostra tiver objetos com indices de refracao diferentes resultara
num caminho o6tico distinto, modificando a fase da luz transmitida. Portanto, a imagem DIC se
constitui de duas ondas coerentes, mas com polarizagdes ortogonais que ao interagir com a

amostra formam duas imagens via transmissdo. Essas duas imagens estdo desalinhadas 0,2 pm

*1 Pinhole é um termo em inglés que significa “buraco de alfinete”, pode ser traduzido como orificio bem
pequeno.
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entre si, porém sdo idénticas. A construcdo da imagem de interferéncia se da pela sobreposicao
dessas imagens rotacionando a polarizacdo de forma a coincidir as duas imagens. O contraste
dessa imagem é proporcional ao caminho ético do feixe de luz transmitido entre os dois pontos
que equivale ao desalinhamento de 0,2 um e isso fornece a imagem um contraste superior nas
bordas e contornos da amostra.

Os dois marcadores fluorescentes utilizados neste trabalho estdo correlacionados com o
DNA e com a mitocondria da célula. O marcador DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) € o
marcador de DNA e tem como funcdo marcar o nucleo celular e sua fluorescéncia € em torno
do azul (461 nm). O outro marcador é 0o MITOTRACKER que se tem a finalidade de se ligar &
membrana da mitocondria sendo um marcador associado ao citoplasma celular e sua
fluorescéncia é em torno do vermelho (599 nm).

Procedimento experimental: para marcar a mitocondria da célula foi preparado uma
solucéo de 92 pL de DMSO; nesta solugéo foi adicionado o Mitotracker de tal forma que a
concentracdo molar final foi de 1 mM. Em seguida diluiu-se 6 pL de Mitotracker em 15 mL de
meio Opti-men. Entdo, foi retirado o meio de cultivo das células que foram marcadas, estas
células foram cultivadas sob uma lamela especifica para que pudesse ser transportada para o
microscopio posteriormente. No préximo passo adicionou-se 500 pL da solugdo de Opti-men
preparada anteriormente e as foram incubadas células por 30 minutos em uma estufa de cultura,
para evitar o contato com a luz a placa foi enrolada em um papel aluminio. Para marcar o ncleo
das células com o DAPI foi preparado uma solucédo de 0,5 uL de DAPI para cada 5mL de PBS,
em seguida, as células foram lavadas cinco vezes com essa solucdo. Em todas essas operacoes
trabalhou-se com as luzes desligadas, sempre protegendo a cultura das células da luminosidade.
Assim, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeido por 15 min e as lamelas foram
lavadas duas vezes com PBS. Para finalizar, as lamelas foram fixadas sob uma lamina de vidro
através de uma gota de 6leo destinado a este procedimento, tomando o cuidado de manter as
células viradas para baixo, entdo selou-se a lamela com um esmalte especifico para este
proposito. Desta forma, as laminas de vidro foram inseridas no microscopio confocal, onde se

realizou a leitura das imagens.
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6 Resultados

Este capitulo é voltado a discussdo dos resultados iniciando-se pelas sinteses e
recobrimentos das NPs, seguido pelas caracteriza¢des das amostras relacionando-as através de
suas propriedades, buscando as melhores alternativas e condic¢des de rotas para a bioaplicagéo
hipertérmica dos nanomateriais recobertos. Muitos dos resultados deste capitulo foram

analisados através do teste t-student ou teste T cujos detalhes constam no anexo desta tese.

6.1 Sintese das nanoparticulas de FezO4

A maior dificuldade em sintetizar nanoparticulas € o controle do tamanho em escala
nanométrica. Assim a busca deve ser por uma sintese simples e reprodutivel, cuja finalidade é
garantir a uniformidade em bioaplicacdes. As nanoparticulas magnéticas desejadas devem
atender quesitos como: tamanho que deve ser menor que 20 nm de didmetro, precisam ser
estaveis em suspensdes aquosas e biocompatibilidade. Por conseguinte, as NPs necessitam de
uma boa resposta magnética viabilizando a aplicacdo em baixas concentracBes. Os
recobrimentos tém a finalidade de proteger as NPs da degradacéo e, em alguns casos, dotando
as NPs de biocompatibilidade.

Baseando-se nestas condi¢des foi realizado um estudo prévio de trés métodos de
sinteses: coprecipitacdo, hidrotérmico e decomposicdo térmica. A decomposicdo térmica
apresentou resultados de grande interesse, especialmente relacionado a baixa polidispersao e
controle de tamanho e o trabalho Yanglong Hou (HOU; XU; SUN, 2007) foi a inspiracdo da
sintese desenvolvida neste trabalho. Este processo, produz nanoparticulas esféricas de
magnetita/maghemita monodispersas € monocristalinas que apresentam um tamanho de 15 nm
de diametro, onde o procedimento padrao da sintese decomp®e o acetilacetonato de ferro (I11)
(Fe (acac)s) em solvente organico em alta temperatura na presenca de oleilamina (OAm) e &cido
oleico (AO).

Um comentario relevante é que a reacdo de reducdo do Fe (acac)s ndo é perfeita, desta
forma, uma mistura de magnetita e maghemita é produzida. Isso pode ser minimizado utilizando
uma atmosfera controlada de N2 produzindo mais magnetita e deixando apenas residuos de

maghemita.

reduz para pe+3 AO+OAm+alta temp.+atm N2

[Fet3] Fe(acac); —— > Fe;0, + yFe, 05 (6-1)

Fet2
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Nenhum reagente tem papel especifico como agente redutor, ou seja, ndo favorece o
crescimento de NPs em nenhuma direcdo. No entanto, a razdo entre eles pode alterar a
solubilidade das espécies formadas levando as morfologias e tamanhos distintos de acordo com
0s patamares de temperatura da reacdo. A sintese da amostra foi realizada em algumas etapas
que se encontram descritas na secdo 4.2, onde 0s reagentes sdo submetidos a diferentes
patamares de temperatura, e/ou concentracdo de reagentes por diferentes patamares de tempo.

A Figura 40 mostra o resultado obtido ap6s o resfriamento da sintese via decomposicao térmica.

Figura 40 — Produto da reagdo por decomposi¢do térmica do Fe (acac)s em atmosfera controlada de N,

resultando em nanoparticulas de FesO..

O produto dessa sintese encontra-se em um meio hidrofdébico que foi lavado em etanol
para a remocdo do excesso de solvente. Em seguida, a amostra foi armazenada em um frasco

para posteriores caracterizacdes e recobrimento das NPs.

6.2 Recobrimento das nanoparticulas de oxido de ferro

Logo apds a sintese descrita acima, as NPs foram lavadas 8 vezes com agua destilada.
A finalidade dos recobrimentos é proteger as NPs e torna-las solGiveis em &gua para posteriores
testes em meio celular. Para tal feito, foram testados seis tipos de materiais que estdo dispostos
na Figura 41. As estratégias de recobrimento das NPs estdo detalhadas na se¢do 4.3. Para o
recobrimento foi escolhido seis tipos de amostras sendo dois surfactantes: o SDS (MORSY,
2014) e 0 CTAB (ALKILANY et al., 2009; ZHANG, YINAN et al., 2012), dois polimeros:
PEG (MARKINK, 2012; MUKHOPADHYAY et al., 2012; ZHANG, J et al., 2008) e a CH
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(SHI et al., 2012; UNSQY et al., 2012) assim como dois fosfolipidios: DPPC (ROSS SMITH,;
TANFORD, 1972) e DSPE (XIE; SUN, 2011).

Figura 41 — Solugdes de nanoparticulas de magnetita suspensas em seus respectivos recobrimentos antes da
agitacdo e sonicacédo da solugdo. Da esquerda para direita nomeamos as NPs de acordo com seus respectivos
recobrimentos: NP@CH, NP@PEG, NP@SDS, NP@CTAB. NP@DPPC e NP@DSPE.

As amostras foram denominadas de acordo com seus respectivos recobrimentos: NP#
(NPs sem recobrimento), NP@CH (NPs recobertas com CH), NP@PEG (NPs recobertas com
PEG), NP@SDS (NPs recobertas com SDS), NP@CTAB (NPs recobertas com CTAB),
NP@DPPC (NPs recobertas com DPPC) e NP@DSPE (NPs recobertas com DSPE). A
importancia dessa variedade estd associada a finalidade do trabalho que é avaliar como
diferentes tipos de recobrimento interagem com as NPs de magnetita, para assim, analisar como

esses coloides se comportam em aplicagdes hipertérmicas in vitro.

6.3 Morfologia

Realizou-se uma andlise prévia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (secéo 5.1.5). No entanto, o reduzido tamanho das nanoparticulas inviabilizou
a aquisicdo das imagens sendo possivel apenas a visualizacdo dos aglomerados. Para a
micrografia MEV foi submetida apenas a amostra composta de NPs sem recobrimento (NP#) e
0 resultado pode ser visualizado na Figura 42. O resultado desta imagem n&o fornece
informac0des precisas a respeito das NPs devido a resolucdo do instrumento e por isso ndo foi
realizado o imageamento de todas as amostras. Entretanto, é possivel observar o tamanho dos
aglomerados que estdo entre 50 - 150 nm e que provavelmente foram formados durante o

processo de secagem da amostra.
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Figura 42 — Nanoparticulas de FesO4 sem recobrimento submetidas a microscopia eletronica de varredura MEV.

As técnicas microscopia de transmissdo (TEM) e de espalhamento de raio-X a baixo
angulo (SAXS) descritas nas se¢bes 5.1.1 e 5.1.4 foram utilizadas nas caracterizacGes
morfoldgicas mais apuradas de acordo com o tamanho do nanomaterial. As medidas de TEM e
SAXS foram também realizadas com as NPs sem recobrimento (NP#). A Figura 43A mostra a
imagem de TEM de um conjunto de nanoparticulas onde pode-se constatar que 0 nanomaterial
apresenta um formato esférico com um diametro das nanoparticulas em torno de 15 nm. A
Figura 43B é uma imagem de alta resolucéo da amostra e evidencia-se a estrutura dos espinélios
de oxido de ferro similar a estrutura que consta no levantamento teérico da secdo 2.3 que trata

da discussdo e caracteristicas dos espinélios dos éxidos de ferro.
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Figura 43 — (A) Imageamento convencional de TEM das NPs sem recobrimento (NP#). (B) Imageamento de alta

resolucdo TEM das NP# detalhando a estrutura do material.

Para um maior detalhamento as imagens de microscopia TEM de todas as amostras
encontram-se no Anexo desta tese.

A Figura 44 mostra os dados de SAXS para a amostra sem recobrimento (NP#). Através
desse resultado é possivel determinar o tamanho das NPs e através de um modelo pode-se
delimitar a dispersdo de tamanho da amostra. Um fato importante € que o SAXS fornece uma
informacdo global da amostra se comparada a microscopia de transmissdo que traz apenas uma

informacdo local.
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Figura 44 — (A) Espalhamento SAXS das NPs sem recobrimento seguido pelo ajuste (linha vermelha). B)

Distribui¢do do tamanho do didmetro das NPs esféricas sem recobrimento através do ajuste da curva de SAXS.

De acordo com a morfologia encontrada na microscopia TEM combinada com o
resultado da medida SAXS permite o ajuste representado na imagem A da Figura 44. O ajuste
do espalhamento permite determinar a distribuicdo de tamanho das particulas envolvidas, o qual
estd representado na imagem B da Figura 44. Através deste resultado constatou-se que NPs
esféricas apresentaram um diametro de 14,9 + 1,5 nm. Este o valor estd de acordo com o
encontrado na literatura (HOU; XU; SUN, 2007) de 14 nm. Analisando tanto o TEM quanto o
SAXS confirmou-se que as NPs apresentam um carater homogéneo em termos de morfologia
esférica sem grandes polidispersdes de tamanho, tanto em escala local como em escala global

da amostra em questao.
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6.4 Caracterizacdo fisica e quimica do material

6.4.1 Magnetometria

A magnetometria via S.Q.U.1.D. é uma ferramenta importante para o estudo do material
superparamagnético. O objetivo é realizar uma caracterizacdo do comportamento magnético da
amostra de acordo com a variacao da temperatura e do campo magnético aplicado. Esse estudo,
deve ser realizado através das curvas de Magnetizacdo contra Campo e desta forma analisa-se
0s parametros de campo coercitivo (Hc), magnetizagdo remanescente (Mr) e magnetizagdo de
saturacdo (Ms). Este tipo de estudo permite demonstrar como as caracteristicas magnéticas se
comportam. De maneira geral, um material superparamagnético deve apresentar auséncia de
campo coercitivo e magnetizacdo remanescente praticamente nula.

Para a analise da Magnetizacdo contra Temperatura utiliza-se da derivada da curva zero
field cooling (ZFC) menos a derivada da curva field cooling (FC). Através desses parametros
encontra-se 0s maximos da derivada que estdo intimamente correlacionados com a temperatura
média de bloqueio de cada populagdo amostral. Como foi apresentado na se¢do 2.4 o tamanho
das populagbes de NPs impactam diretamente na temperatura de bloqueio, portanto,
conhecendo ao menos um dos pontos da temperatura de bloqueio de acordo com o seu
respectivo tamanho amostral pode-se determinar o tamanho das outras populacfes através de
uma associacao direta.

Os resultados a seguir serdo apresentados em conjuntos. Primeiramente sera abordado
0 conjunto de MxH que pode ser visto na Figura 45. Entretanto, a escala na Figura 45 néo
permite uma analise apurada dos parametros magnéticos, portanto, para se obter um maior
detalhamento dos parametros magnéticos, os graficos de MxH foram ampliados em torno da
regido de baixos campos e baixas magnetizacGes. A analise apurada em torno desta regido
especifica encontra-se na Figura 46. Este procedimento facilita a extracdo dos parametros
magnéticos permitindo uma analise mais apurada do comportamento superparamagnético das

amostras.
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Figura 45 — Magnetizagdo contra Campo Magnético das amostras: (A) NP#; (B) NP@DSPE; (C) NP@DPPC;
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Através dos resultados obtidos da MxH na Figura 45 pode-se constatar que a Ultima
medida referente a amostra recoberta com NP@PEG (G) nao teve uma boa medida. O motivo
estd relacionado ao o processo de secagem da amostra que consta na secdo 4.3.1. Apos a
secagem, o PEG encontra-se no estado liquido em temperatura ambiente, pois seus compostos
organicos comecam a evaporar somente acima de 300 °C. Portanto, tornou-se inviavel a
secagem completa desta amostra a 80 °C. A secagem desta amostra apresenta uma textura
gelatinosa e isso faz com que as NPs fiqguem dispersas pelo polimero reduzindo drasticamente
o sinal de magnetizacdo da amostra. Consequentemente, isso fez com que concentracdo de
material magnético por volume ficasse reduzida se comparada as demais amostras. Utilizando
essa configuracdo torna-se possivel a quantificacdo do campo coercitivo (Hc), magnetizacdo
remanescente (Mr) e magnetizacdo de saturagdo (Ms); os quais foram discutidos na se¢éo O.
A extracdo desses pardmetros consiste em registrar os valores positivos e negativos de cada
grandeza. Em seguida, deve-se calcular o modulo de cada parametro e prosseguir calculando a
média entre cada par (positivo e negativo) de cada respectivo parametro. Este processo tem por
finalidade minimizar os erros experimentais, ja que os valores positivos divergem levemente
dos valores negativos devido a limitagcBes experimentais. Um ponto importante é que a massa
das amostras € constituida pelo recobrimento mais as NPs de magnetita as quais foram
sintetizadas em &cido oleico.

Os valores extraidos do campo coercitivo (Hc) para cada respectiva temperatura estéo

apresentados na Figura 47.
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Figura 47 — Resultado dos valores dos Campos Coercitivos extraidos da Figura 46 para todas as amostras com

recobrimento e sem recobrimento de acordo com cada temperatura correspondente.

Em termos gerais, o grafico apresenta uma tendéncia comportamental homogénea de
crescimento entre todas as amostras conforme o parametro de temperatura é variado de 300K
para 5K. Assim, 0 campo coercitivo aumenta com a diminui¢do da temperatura. Pode-se
verificar que o campo coercitivo (Hc) estad bem préximo de zero nas regides entre 250K e 300K
para cada conjunto de amostra. Esses valores indicam que o estado superparamagnético se
mantém nessas condi¢fes de temperatura. No entanto, a partir de 200 K observa-se o inicio do
crescimento do campo coercitivo e este valor estd associado a temperatura de irreversibilidade
T; que representa o inicio do bloqueio do estado superparamagnético de cada amostra.

Os valores obtidos de magnetizacdo remanescente (Mr) estdo descritos na imagem

abaixo (Figura 48).
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Figura 48 — Resultado dos valores das Magnetiza¢cGes Remanescentes extraidas da Figura 46 para todas as

amostras com recobrimento e sem recobrimento de acordo com cada temperatura correspondente.

Ao analisar o gréafico pode-se observar uma diferenca acentuada na magnetizacao
remanescente (Mr) da amostra recoberta com PEG cujos valores de Mr s&o aproximadamente
zero. Similarmente a tendéncia da medida do campo coercitivo, a magnetizacao remanescente
apresenta a tendéncia de aumentar a sua intensidade com o decréscimo de temperatura. Os
valores de (Mr) estdo bem préximo de zero para as temperaturas entre 200 e 300K, indicando
gue o estado superparamagnético se mantém nessas condi¢des. Aos 200K observa-se o inicio
do aumento da magnetizacdo remanescente, este valor esta associado com a temperatura de
irreversibilidade T;... Ao comparar as informacGes obtidas de campo coercitivo (Hc) e
magnetizacdo remanescente (Mr), pode-se dizer que a temperatura de bloqueio esta proxima a
250K de temperatura.

Por fim, é possivel obter a magnetizagdo de saturagcdo (Ms) a partir dos resultados e 0s

resultados de Ms estéo exibidos na Figura 49.
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Bl Vs - NP@DPPC
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Figura 49 — Resultado dos valores das MagnetizacGes de SaturagGes da Figura 45 para todas as amostras*? com

e sem recobrimento de acordo com cada temperatura correspondente.

A medida realizada na amostra recoberta com o PEG ficou comprometida por limitagdes
amostrais devido ao processo secagem da amostra. Na Figura 49 observa-se que a magnetizagdo
de saturagdo (Ms) aumenta discretamente seu valor com o decréscimo da temperatura. O valor
esperado para a magnetizagdo na magnetita segundo a literatura (GORKA-KOSTRUBIEC;
SZCZEPANIAK-WNUK, 2017) era para ser em torno 90-92 emu/g. O valor encontrado é mais
baixo devido a oleilamina e acido oleico que ficaram sobre a superficie das NPs apés a sintese.

Pode-se ainda observar uma singularidade na NP@DSPE, que indica uma magnetizacao
de saturacdo mais elevada que a propria amostra sem recobrimento NP#. Geralmente as
amostras com NPs magnéticas recobertas tendem a apresentar uma reducdo na magnetizagao
de saturagdo quando o respectivo recobrimento ndo apresenta propriedades magnéticas. Este
resultado sera justificado através da analise da termogravimetria. Além disso, recomenda-se em

2 Na Figura 49 as posi¢des das colunas “NP#” ¢ “NP@DSPE” foram trocadas de posi¢do se comparado
as outras imagens da Figura 47 e da Figura 48, isso ocorreu apenas para se obter uma imagem que permita a leitura
completa dos resultados extraidos.
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um trabalho futuro utilizar diferentes concentracbes de DSPE para verificagdo do impacto do
fosfolipidio sobre as propriedades magnéticas do material. Esta avaliacdo é importante, visto
gue uma maior magnetizacdo de saturacdo implicara em uma maior taxa de aquecimento para
0 material, 0 que, em teoria, favoreceria o tratamento por hipertermia.

Os resultados das medidas realizadas de MxT para as amostras sem recobrimento e com
recobrimento estdo dispostos na Figura 50. Para estas medidas foram estabelecidas duas
condicdes de medida: (zero field cooling — ZFC) — a qual foi realizada a partir de baixa
temperatura sendo resfriada sem campo e (field cooling — FC) — a qual foi aplicado o campo
durante o resfriamento. O esquema de organizacdo dos resultados das medidas € 0 mesmo
apresentado até agora. Para a analise dos resultados foi realizado a subtracéo das curvas ZFC —
FC; o resultado dessa analise encontra-se na Figura 51. Através da subtracdo das curvas ZFC —
FC calcula-se a derivada destas curvas cujos resultados estdo dispostos na Figura 52. A
finalidade deste processo é encontrar a temperatura de bloqueio média Ty através do méximo
da derivada, tornando possivel correlacionar os tamanhos dos aglomerados dos nanomateriais
envolvidos de acordo com temperatura de bloqueio (PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOEER;
FABIAN; HEIDER, 1997). Essa anélise possibilita a correla¢do direta do volume do material
analisado com a temperatura de bloqueio média do material em questdo. As medidas de MxT
apresentaram resultados precisos a respeito da temperatura de irreversibilidade Tj,... Além
disso, através das curvas de MXT, tornou-se possivel a extracdo da temperatura de bloqueio

média Ty de forma quantitativa.
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Acompanhando os resultados das Figura 50, Figura 51 e Figura 52 pode-se observar que
a amostra NP@PEG (representada pela letra G), apresentou problemas de baixa intensidade de
sinal. Essa limitacdo ja era esperada devido a secagem a amostra. Neste caso, através da medida
MXT tornou-se inviavel obter alguma informacéo para a NP@PEG devido ao seu sinal muito
baixo, 0 que implicou em erros altissimos. O procedimento para a anélise da temperatura de
bloqueio consiste em extrair os dados obtidos no S.Q.U.1.D. que constam na Figura 50. Para
isto, foi realizada a subtracéo das curvas ZFC-FC°5°¢73143 que podem ser vistas na Figura 51,
e por fim calcula-se a derivada para checar a taxa de variacdo mais elevada (Figura 52), esses
pontos elevados indicam exatamente os valores das temperaturas de bloqueio médias. Para
finalizar a andlise, associa-se os valores dessas temperaturas de blogueio com os tamanhos das
nanoparticulas. O primeiro maximo em torno de 18K é referente as nanoparticulas de 15 nm de
didametro. Utiliza-se deste fator para se estabelecer uma referéncia e, ao fazer isto, é possivel
estimar o tamanho das outras populagdes encontradas nas medidas, visto que temperatura de
blogueio média é diretamente proporcional ao volume das NPs. A método de extracdo dessa
informacdo foi baseado no trabalho realizado por Baumgartner (BAUMGARTNER et al.,
2013). O unico conjunto de amostra que apresenta mais de uma populacdo é a amostra sem
recobrimento NP# que pode ser visto na imagem A da Figura 52. Ao extrair essas informacdes,
encontra-se o valor do tamanho do didmetro dos aglomerados de acordo com a temperatura de

bloqueio média e esses resultados sdo mostrados na Figura 53.
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Figura 53 —Analise dos resultados obtidos através da Figura 52. (A) Temperatura de bloqueio média (coluna
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vermelha). (B) Estimativa de tamanho do diametro dos aglomerados (coluna azul) para as amostras: NP#;
NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS, NP@DPPC e NP@DSPE. Para a amostra NP# foram obtidas duas
populacdes, j& para a amostra NP@PEG ndo foi possivel determinar os parametros devido ao baixo sinal de

magnetizacdo da amostra.
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Auxiliado pelo valor do tamanho obtido na analise da morfologia e através dos
resultados obtidos na imagem A da Figura 53 foi possivel calcular os resultados obtidos na
imagem B da Figura 53. Estes valores fornecem dados a respeito da estimativa dos tamanhos
das populacbes de aglomerados, os quais sdo encontrados nas amostras deste trabalho. Em
seguida, deve-se aplicar um teste estatistico para verificar se h4 diferenca entre os valores
médios de acordo com os respectivos desvios padrdes associados a cada resultado. Ao aplicar
o teste T entre cada coluna associada ao tamanho (azul), observa-se que as diferencas entre 0s
valores das amostras ndo apresentam uma diferenca estatistica significativa e que todos 0s
recobrimentos apresentam o mesmo valor estatistico de tamanho de aglomerado, exceto
populacdo da amostra NP@PEG, onde ndo foi possivel quantificar o tamanho do aglomerado.
Analisando os dados de uma maneira geral, pode-se inferir através da magnetometria que 0s
aglomerados apresentam em média 29,5 + 8,9 nm de tamanho. Portanto, analise conjunta da
magnetometria, do SAXS e da micrografia garantiu a validade dos célculos do tamanho através

das medidas de magnetometria.

6.4.2 Potencial ZETA

O resultado do potencial zeta apresentado na Figura 54 diz respeito a estabilidade do
coloide de acordo com a dupla camada de carga em solucao aquosa de cada respectiva amostra.
O modulo desse potencial zeta esta associado ao grau de repulsdo que as cargas oferecem as
particulas nas dispersdes coloidais. Para uma solucdo estavel essa repulsdo tem que ser forte o
suficiente para evitar a sedimentacdo do material devido a acdo da gravidade. Em geral, um alto
valor de potencial zeta confere a estabilidade ao ambiente coloidal evitando possiveis

agregacdes e consequentemente sedimentacdes.
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Figura 54 — Potencial Zeta de todas as amostras utilizados com e sem recobrimentos das amostras: NP@CH,
NP@PEG, NP@DSPE, NP@CTAB, NP@SDS, NP@DPPC e NP#.

O teste estatistico T revela que os valores das amostras sao significativamente diferentes
entre si. Para se verificar a estabilidade eletrostatica (HONARY; ZAHIR, 2013) de maneira
préatica deve-se conferir quais valores estdo acima do moédulo de 30 mV. Avaliando os
resultados, pode-se comparar os valores do potencial zeta das amostras do mais eletricamente
estavel para o menos estavel obtendo-se: NP@CH> NP@PEG > NP@SDS > NP@CTAB >
NP@DSPE > NP@DPPC e NP#. Alem disso, observa-se que os valores do potencial zeta para
0 NP@PEG e 0 NP@SDS apresentam cargas negativas, ja as amostras NP@CH, NP@CTAB
e NP@DSPE apresentam cargas positivas. Outro fato importante é que, apesar do NP@CTAB
ndo apresentar o maior modulo de potencial zeta, esta amostra é o coloide mais estavel. 1sso
acontece devido a barreira estérica que corrobora com a boa estabilidade que o CTAB oferece
as NPs, este processo estd associado as estruturas de cauda tipicas do CTAB. Um processo
muito similar acontece com o0 PEG e com a CH, entretanto os polimeros ndo apresentam caudas
para auxiliar neste processo. Em contrapartida o PEG e a CH apresentam uma larga cadeia
carbbnica que favorece as forgas eletroestéricas; fendmeno que permite a estabilizacdo do
coloide. Por fim, as NPs sem o recobrimento (NP#) e a NP@DPPC sedimentaram. Através do
valor do potencial zeta do NP@DSPE observa-se que o mesmo se encontra no limiar da
estabilizagéo eletrostatica e, portanto, um pequeno desequilibrio de cargas em sua composi¢édo
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poderia comprometer sua estabilidade coloidal. J& a amostra NP@DPPC ndo homogeneizou e
nem estabilizou as NPs durante a sintese impossibilitando a realizacdo das medidas de potencial

zeta. Portanto, para os ensaios que se seguem o recobrimento com DPPC foi descartado.

6.4.3 TGA

O resultado da termogravimetria (TGA) se refere a perda de massa com o incremento
da temperatura. As amostras NP# e NP@DPPC néo foram submetidas ao TGA, visto que estas
amostras nao apresentaram uma boa estabilidade nos resultados obtidos no Potencial Zeta. Para
assegurar a homogeneidade das amostras antes das medidas, todas elas foram sonicadas e
agitadas. A fim de evitar a oxidagdo das amostras, as medidas foram realizadas em uma
atmosfera de gas nitrogénio controlada a uma vazéo de 10 mL/min, desta forma evitou-se a
interacdo do oxigénio com as amostras e possiveis erros associados a oxidacdo. Para efeito de
resolucdo amostral, as medidas foram realizadas com uma taxa de incremento de temperatura

de 10°C/min. O gréfico da Figura 55 representa os resultados obtidos do TGA.
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Figura 55 — (A) Resultado do TGA das amostras NP@SDS, NP@CTAB, NP@PEG, NP@CH e NP@DSPE. (B)
Analise da primeira derivada do TGA de acordo com a massa relativa de cada respetiva amostra.

O ponto de evaporacdo/queima de cada composto da amostra (DEAN, 1985; “Handbook
of Pharmaceutical Excipients — 7th Edition”, 2013; PATNAIK, 2003; POLYETHYLENE;
PEG, [S.d.]) permite determinar em que momento cada componente sera evaporado durante o
processo. A agua evapora em torno de 100°C, e esta presente em todas as amostras, enquanto
que as cadeias de carbono provenientes dos recobrimentos evaporam na faixa de 200-450°C.

No final da curva de termogravimetria existe uma tendéncia da curva se estabilizar se
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aproximando de uma reta e, neste momento em que a curva estabiliza, € possivel obter o valor
da massa correspondente ao Oxido de ferro presente em cada amostra. Ao derivar os resultados
da Figura 55 A € possivel obter os dados apresentados na Figura 55B. Através da derivada da
curva de termogravimetria e conhecendo os pontos de evaporagdo de cada composto de cada
amostra € possivel descrever uma razdo da massa relativa entre a &gua, 0s agentes de
recobrimento e a massa de NPs para cada amostra. Os resultados desta analise sdo apresentados

na Figura 56.
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Figura 56 — Resultado da andlise do percentual da massa relativa das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB,
NP@SDS e NP@DSPE via TGA.

Devido a sintese todas as amostras contém uma parcela expressiva de dgua em suas
respectivas composicdes. A disparidade do recobrimento com PEG se comparado com as outras
amostras é devido ao processo de sua sintese, visto que o PEG corresponde a 49,5% da mistura.
Outro fator que precisa ser considerado é que durante o processo de lavagem das amostras uma
porcentagem de NPs séo descartadas. A termogravimetria permite extrair o valor exato da
massa de oxido de ferro em cada amostra, cujo resultado mostra que apesar das aliquotas de
NPs serem realizadas da mesma forma para cada recobrimento, sempre havera uma pequena
diferenca na quantidade NPs para cada conjunto de amostra que pode estar associado a
aglomeracdes ou mesmo perda durante o processo de lavagem. A razdo entre a massa de NPs e

massa de recobrimento esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Razdo entre a massa porcentagem da massa de NP pela massa de recobrimento.

NP@PEG NP@CH NP@CTAB NP@SDS NP@DSPE

Razao

. 0,8% 91,1% 35,3% 113, 7% 172, 7%
NP/@Recobrimento

Neste resultado, pode-se observar que as amostras NP@SDS e NP@DSPE apresentam
concentragdes maiores de NP/@Recobrimento. A consequéncia imediata deste processo
permite justificar a razdo da magnetizacdo de saturacdo do DSPE ser maior que a das outras
amostras na Figura 49. Entretanto, ndo justifica como este valor é superior ao das NPs sem
recobrimento. Para tal seria necessario realizar o TGA da amostra NP# logo apés a sintese. A
hipotese é que a NP# contenha acido oleico e oleilamina em sua superficie o que justifica seu
valor de Ms inferior encontrado.

A Tabela 3 descreve a normalizacdo da magnetizacdo de saturacdo pela massa da NP,

de acordo com os resultados obtidos no TGA.

Tabela 3 - Normalizagdo da Magnetizag8o de Saturagdo através dos resultados encontrados na

Termogravimetria.

NP@PEG NP@CH NP@CTAB NP@SDS NP@DSPE

Ms normalizada pela
massa de NP * 91,2+53 179,8 £ 10,5 91,2+53 103,5+6,1
(emu/g)

*A amostra NP@PEG néo obteve resultados de medida expressivo

Com excecdo da amostra NP@CTAB, estes resultados estdo proximos do valor
esperado (GORKA-KOSTRUBIEC; SZCZEPANIAK-WNUK, 2017) para a magnetizacdo de
saturacdo da magnetita 90-92 emu/g. A hipdtese para a amostra NP@CTAB é que amostra
apresente grandes cadeias de aglomerados de NP, o que deixou a amostra menos homogénea

durante a aliquotagem, consequentemente mais NPs que os esperados foram detectadas.
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6.4.4 Medidas de SAR

Para as medidas de SAR as solucBes devem estar em frascos de vidro como apresentado
na Figura 57. Em cada frasco também deve estar inserido um termémetro de fibra Gtica para

efetuar a leitura da variacdo da temperatura proveniente do aquecimento magnético das NPs.

Figura 57 — Frasco de vidro contendo NPs suspensas para a medi¢do do SAR. No interior do frasco foi colocado

a fibra Gtica para a aferi¢do da temperatura.

O fundamento pode ser revisto na secdo 2.6.4, cujo tépico trata do que acontece durante
0 ensaio de hipertermia de acordo com as condi¢cdes de contorno de cada amostra. O
equipamento oferece varios conjuntos de bobinas que podem ser utilizadas caso seja necessario

aplicar diferentes campos magnéticos. Para os ensaios que se sucedem, a bobina utilizada é
apresentada na Figura 58.

Figura 58 — Submissdo das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS e NP@DSPE ao campo
magnético externo oferecido pela bobina do equipamento de hipertermia magnética. Quando submetidos a esse
campo as NPs se alinham de acordo com o gradiente axial do campo formando linhas de NPs nas paredes da

vidraria conhecidas como needles.
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A escolha do tamanho e da forma da bobina foi devido a compatibilidade do tamanho
da vidraria utilizada com bobina. Este formato da bobina se adequou tanto para as medidas dos
respectivos valores de SAR; como para 0s ensaios magneto hipertérmicos nas aplicacfes
bioldgicas. O Unico problema é que o campo néo é perfeitamente uniforme e quanto mais longe
estiver do centro da bobina mais distorcido serd. Assim nestas situa¢fes, 0 campo apresentara
um gradiente axial de tal forma a produzir uma forga nesse mesmo sentido. Quando se aplica
um campo sob a amostra verifica-se que esse gradiente de campo desloca as NPs em direcéo a
parede do frasco e fazem com que elas se alinhem com as linhas de campo; o formato que se
observa na parede sdo linhas de NPs conhecidas como “needles*3”. No caso das particulas
superparamagnéticas, apés a remoc¢do do campo elas voltam ao seu estado de equilibrio
rapidamente sem remanéncia magnética.

Uma caracteristica das NPs magnéticas é que 0 mecanismo de suas respectivas taxas de
aquecimento dependem intimamente do tamanho, da composicao e da estrutura das NPs bem
como da frequéncia e da amplitude do campo magnético aplicado (PINEIRO-REDONDO et
al., 2011; WEITSCHIES, 2006). Assim, de maneira geral, NPs menores produzem taxas de
aquecimento menores se comparadas as NPs maiores. Este comportamento gera vantagem e
desvantagem. A vantagem estd associada ao fato que uma taxa de variacdo de aquecimento
menor facilita o controle de incremento ou decréscimo de calor no sistema. Entretanto, a
desvantagem do tamanho reduzido ndo possibilita um incremento rapido de temperatura
durante um curto intervalo de tempo, assim NPs de tamanhos menores necessitam de um tempo
maior para gerar uma quantidade adequada de calor. O ensaio para se medir as de taxas
aquecimento foi realizado sob as condi¢fes de 313KHz de frequéncia a uma amplitude de
campo magnetico de aproximadamente 200 Oe na regido central da bobina. Os resultados
obtidos foram para as amostras NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS e NP@DSPE com

massas de NPs tituladas com 1mg/mL de solucdo. Os valores estdo apresentados na Figura 59.

*3 O termo needle vem do inglés que significa agulha ou alfinete.
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Figura 59 — Conjunto de medidas das taxas de aquecimento sob as condic¢des de 313 kHz de frequéncia a 2000e
de campo magnético aplicado; referente a 1 mg/mL das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS e
NP@DSPE. (A) Comportamento da variagdo da taxa temperatura de 0 a 500 segundos para o conjunto de NPs

com seus respectivos recobrimentos. (B) Comportamento da variagdo da taxa de temperatura de 0 a 100

segundos para o conjunto de NPs com seus respectivos recobrimentos com ajuste linear realizado. (C)

Comportamento da variacdo da taxa de temperatura de 0 a 500 segundos apenas para 0s respectivos

recobrimentos sem NPs. (D) Comportamento da variacdo da taxa de temperatura de 0 a 100 segundos apenas

para os respectivos recobrimentos sem NPs com ajuste linear realizado.

A Figura 59A é o resultado da variacdo da taxa de temperatura de 0 a 500 segundos.

Neste grafico é possivel observar que o sistema ndo é adiabatico, ou seja, o sistema acaba

trocando calor com o0 ambiente externo fazendo com que a taxa de crescimento néo seja linear.

Portanto, foi necessario fazer algumas consideracdes para determinar a taxa de incremento de

temperatura linear. Para o calculo foi considerado um intervalo de tempo curto de 0 a 100

segundos onde a curva de incremento é praticamente linear de acordo com a imagem B e D da

Figura 59 seguido de cada respectivo ajuste linear apropriado.

Como o sistema troca calor com o0 ambiente externo torna-se importante quantificar essa

quantidade de calor trocada. Para consideracdo € indispensavel a realizagdo das medidas da
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solucdo dos recobrimentos sem as NPs que constam nas Figura 59 C e D. Essas medidas
informam a quantidade calor produzido pelo sistema sem a influéncia das NPs. Este fendmeno
torna-se mais visivel em tempos longos. No entanto, esta contribui¢éo de calor externa ndo tem
como ser excluida no momento da aplicacdo magneto hipertérmica em células devido as
limitagGes experimentais.

A anélise da taxa de temperatura dT/dt normalizada pela massa de NP é diretamente
proporcional ao SAR. Para o célculo foi utilizado os ajustes lineares dos resultados obtidos nos
gréficos B e D da Figura 59 auxiliado pela anélise dos resultados obtidos no TGA. A anélise do
TGA fornece a quantidade relativa de cada material presente na amostra que impacta
diretamente no calor especifico da amostra. Para as amostras que apresentaram 99% de agua
em sua composicgéo, foi considerado uma aproximacao do calor especifico da amostra igual ao

da agua:

Camostra com 99% de H20 = Cr20 = 4118]-1(9_1-06_1 (6'2)

No entanto, a analise do TGA da amostra NP@PEG apresentou uma massa relativa de
49,5% de PEG em sua composicdo. Através do calor especifico do PEG é cpg; =

2,13 J.Kg~t.°C™1, foi calculado o calor especifico médio da amostra:
cyparec = (% da massa de agua)cy,o + (% da massa de agua)cpgg (6-3)
Substituindo os devidos valores obtém-se:
cnpepec = 3,17 J.Kg™t.°C™! (6-4)
Para realizar os calculos do SAR utiliza-se a equacdo (2-29) e deve-se levar em
consideracdo a contribuicdo de calor proveniente do aquecimento da bobina obtido através do

grafico C da Figura 59. Além disso, deve-se medir a massa total dos respectivos coloides. Os

resultados dessa associagdo e os célculos do SAR estdo dispostos na Figura 60.
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Figura 60 — Resultado das medidas do SAR para 1 mg/mL sob um campo de 200 Oe a 313kHz das amostras:
NP@PEG, NP@CH, NP@SDS, NP@CTAB e NP@DSPE. (A) Variacdo da taxa de temperatura efetiva %

normalizada pela massa de NPs de magnetita. (B) Resultado do célculo do SAR para cada amostra.

Através dos resultados na Figura 60A é possivel calcular SAR obtido na Figura 60B. Os
valores do SAR (KUMAR; MOHAMMAD, 2011) esperados para 0s SPIONs esta entre 100-
125 WI/g. Essa pequena diferenca se deve as aglomeracdes das NPs como foi observado nos
resultados de microscopia. Ao aplicar o teste estatico T nos resultados do SAR, verifica-se que
ndo ha diferenga significativa entre os resultados da NP@CTAB e da NP@SDS; e também néo
ha diferenca entre a NP@CH e a NP@DSPE; o Unico resultado que diverge dos outros é a
amostra NP@PEG, o qual seu resultado € estatisticamente diferente de qualquer outra amostra.
O valor de SAR reduzido para a NP@PEG ja era esperado, visto que o calor especifico desta
amostra € ligeiramente menor que o das outras. Outra comparacdo relevante é o valor do SAR
com os valores obtidos no TGA e o valor da magnetizacao de saturacdo o qual podem ser vistos

na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparacéo dos resultados obtidos na termogravimetria, na magnetometria e no SAR

NP@PEG NP@CH NP@CTAB NP@SDS NP@DSPE ‘
Ms normalizada pela
massa de NP - 91,2 179,8 91,2 103,5
(emu/g)

SAR
176 240 323 351 227

(Wig)
SAR [ Ms - 2,63 1,80 3,85 2,19
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Os valores da razdo SAR/Ms trazem a informacéo da eficiéncia de poténcia gerada de
acordo com a magnetizacdo de saturacdo de cada amostra. De acordo com este resultado, a
ordem de eficiéncia obtendo-se: NP@SDS > NP@CH > NP@DSPE > NP@CTAB. Devido
aos problemas ja citados a NP@PEG ndo pode ser incluida nesta analise.

Baseado nestas andlises, pode-se aplicar o teste estatistico T e criar uma escala de
eficiéncia do maior para 0 menor SAR obtendo: NP@SDS e NP@CTA > NP@CH e
NP@DSPE > NP@PEG. Entretanto o valor do SAR para a NP@SDS e a para NP@CTAB néo
diverge muito da escala dos resultados encontrados para as outras amostras. Este resultado
levanta a hipo6tese que as amostras desenvolverdo uma poténcia de aquecimento relativamente
préximas umas das outras. Sendo que a amostra NP@PEG apresentara a taxa de aquecimento

mais baixa durante a aplicacdo biolégica magneto hipertérmica.
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6.5 Viabilidade e morfologia celular

6.5.1 MTS

E um método colorimétrico para determinar o nimero de células viaveis. O MTS é
composto por reagentes que sdo bioreduzidos pelas células mudando a cor do meio de cultura
devido a respiracdo celular, como pode ser visto na Figura 61. Desta forma é possivel

correlacionar o resultado com o nimero total de células vivas.

Figura 61 — Células de HEK em uma placa de cultura celular de 96 pocos ap6s a intera¢cdo com o MTS.

Para esses ensaios as amostras foram preparadas de tal forma que cada conjunto
apresentasse 5 g de NPs para cada 1 mL de solugdo. Em seguida, as amostras foram diluidas
20x e dessa diluicdo utilizou-se cinco aliquotas diferentes (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 pL) para
verificar como as concentra¢des das amostras interagiam com o meio celular. Os resultados da

viabilidade celular sdo apresentados na Figura 62.
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Figura 62 — Resultados da viabilidade celular das amostras incubadas nas células via MTS. Incubacéo realizada
com: (A) Células de HEK293T. (B) Células de U20S.

Os resultados obtidos tanto pela HEK como pela U20S referem-se aos valores obtidos
para a viabilidade celular de cada amostra com 24 e 48h de incubac&o, respectivamente. Pode-
se verificar que tanto a Figura 62A como a Figura 62B apresentam a mesma tendéncia
comportamental de tal forma que em ambos 0s casos as amostras recobertas com CTAB inibem
a respiracao celular. Este fato indica uma alta toxicidade da amostra recoberta com CTAB
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inviabilizando o mesmo para tratamentos hipertérmico. J& as outras amostras permanecem com
a viabilidade celular préximas aos 100%, ndo indicando qualquer sinal de toxicidade. Outra
observacao é que o SDS, apesar de ser também um surfactante, ndo demonstrou toxicidade
nessas concentracdes. Porém, devido a sua composicéo, a hipotese seria que este recobrimento
apresentasse algum dano celular (LAURENT et al., 2008; MORSY, 2014). Deste modo, com
exce¢do do CTAB, todos os outros recobrimentos sdo indicados para o tratamento de
hipertermia sob essas concentracdes utilizadas.

Ao correlacionar os resultados de viabilidade com os de potencial Zeta verifica-se que
as cargas das NPs serem positivas ou negativas ndo impactam na viabilidade celular. Devido a
estrutura da membrana celular ser composta por ions, levantou-se a hipétese de que a carga das
amostras deveria apresentar algum efeito que correlacionaria esses eventos alterando
diretamente a viabilidade celular, mas ndo foi o0 que ocorreu. Isto provavelmente ocorreu desta
forma devido a baixa concentracdo de NPs utilizada. Portanto, a hipo6tese levantada a respeito
das cargas nédo foi confirmada pelos testes de viabilidade celular utilizados.

6.5.2 UV-VIS e a Internalizacdo das NPs

A espectroscopia UV-VIS foi utilizada para determinar a massa de ferro das NPs que
podem ser internalizadas pelas células. A metodologia foi realizada de acordo com teste MILC
encontrado na literatura (GALIMARD et al., 2012). Ao estipular a massa de ferro diluida em
HCI 40%, torna-se possivel comparar esse resultado com a quantidade de NPs que foi
internalizada pelas células.

Para o teste foi realizado um conjunto de medidas espectrais em triplicata: do padrao de
células HEK, do padrdo da nanoparticula de magnetita e da amostragem: NP@CH, NP@PEG,
NP@DSPE e NP@SDS todas incubadas com a célula HEK. As médias da triplicatas dos
padrdes sdo apresentadas na Figura 63. Esses espectros dos padrdes servem como base para

quantificar as proporcdes de massa de ferro presentes nas amostras envolvidas.
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Figura 63 - (A) Espectro UV-VIS médio do ferro da magnetita dissolvido em HCI. (B) Espectro médio do
controle de células dissolvido em HCI.

Esses padrbes sdo utilizados na quantificacdo da massa de ferro presente na célula de
acordo com a quantidade de amostra contida no meio baseado na combinac&o linear do espectro
de medida da amostra. De acordo com o procedimento descrito na se¢do 5.1.2, realizou-se a
dissociacdo em &cido cloridrico das células contendo as NPs e seus respectivos recobrimentos.
Em seguida, realizou-se a leitura das amostras e o resultado dessas medidas é apresentado na

Figura 64.
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Figura 64 — Espectro UV-VIS da média da triplicata da incubagdo celular das amostras: NP@CH, NP@PEG,
NP@DSPE e NP@SDS dissolvidas em HCI

Através dos resultados obtidos na Figura 63, foi estabelecido um padrdo para a massa
de ferro do pico caracteristico da célula dissociada (aproximadamente 505 nm) e para a massa
de ferro das NPs dissociadas (aproximadamente 345 nm). Estes padrdes foram utilizados para

quantificar a massa de ferro e o numero de células presentes nos espectros obtidos da Figura
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64. Todos esses ajustes foram realizados com o software MateméticalO®. O resultado dessa
combinacédo fornece a propor¢do de células e do nanomaterial para cada caso. Por fim, basta
realizar a razdo dessas propor¢des para se obter a concentracdo da massa de ferro por unidade

de célula que é apresentado na Figura 65.
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Figura 65 — Concentracdo da massa de ferro por célula HEK293T (pg/célula) via internalizacdo das amostras
NP@CH, NP@PEG, NP@DSPE e NP@SDS incubadas por 24h.

Ao aplicar o teste estatistico do tipo T observa-se que a NP@CH apresentou um
resultado muito diferente em relagdo as outras amostras, entretanto o mesmo teste revela que
ndo ha diferenca estatistica entre os valores das amostras NP@DSPE, NP@PEG e a NP@SDS.
Os resultados apresentados levantam a hipotese que a amostra NP@CH apresenta uma baixa
taxa de internalizacdo se comparada com as demais amostras, entretanto deve-se observar que
a CH é um estimulante do crescimento celular e isso pode mascarar a determinacdo da
proporcdo NP/célula. O crescimento celular passa a ser proporcional em funcdo da
concentracdo de CH no meio celular. Esse contexto esta relacionado com o fator de crescimento
populacional celular contra disponibilidade de nanomaterial a ser internalizado.

Analisando a amostra NP@CH com a células observou-se que o pico referente a
concentragéo celular apresentou um valor de 2,4 vezes maior do que as outras amostras, ou Seja,
neste caso ha muito mais células do que nanomaterial disponivel. Portanto para comparar esta
amostra com as outras faz-se necessario realizar uma estimativa relativa ao nimero de células
excedentes. Nesta estimativa foi descontada a diferenca desse crescimento celular excedente;
em seguida, foi realizado uma normalizacdo em relacdo ao numero de células obtidos para as

outras amostras. O resultado desta estimativa traz o valor de 53,9 pg/célula, ou seja, levando



116

este fendbmeno em consideracdo a NP@CH apresentaria valores estatisticos mais elevados que
0s apresentados pelos outros recobrimentos.

O ponto € que ao restringir a disponibilidade de NPs no caso da NP@CH gerou uma
diferenca expressiva na internalizacdo do nanomaterial. Caso essa disponibilidade fosse maior
nesse sistema com a CH, provavelmente a razdo de NPs/célula acompanharia a internalizacdo
média dos outros regimes. Todavia, &€ complicado afirmar essa hipotese em sistemas reais, visto
que a taxa de crescimento celular e disponibilidade de nanomaterial sdo parametros complexos
de se controlar temporalmente. Para testar esse argumento seria necessario adicionar NPs em
intervalos de tempo controlados e em diferentes concentragdes afim de se estudar esse tipo de
dindmica, o que foge do foco deste trabalho e, portanto, ndo foi investigado.
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6.5.3 Microscopia Confocal

A microscopia confocal revela informacdes a respeito da morfologia celular e interacdo
com 0s nanomateriais em estudo. Esse imageamento € realizado em trés dimensdes através de
cortes verticais 2D, sendo possivel reconstruir a imagem celular 3D. Portanto, essa técnica
fornece informacgdes de profundidade e volume dos objetos envolvidos. A Figura 66 exibe o
comportamento da HEK e da U20S com os respectivos sistemas de recobrimento com uma

altura préxima a regido central das células no eixo vertical.

HEK293T u20S

DAPI MITOTRACKER MIT+DAP DAPI MITOTRACKER MIT+DAP

Figura 66 — Microscopia confocal da interagdo das células HEK293T e U20S com as amostras: NP@PEG,
NP@CH, NP@DSPE, NP@SDS e NPF@CTAB.

NP@SDS NP@DSPE NP@CH NP@PEG CONTROLE

NP@CTAB
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A respeito da morfologia, pode-se verificar que a HEK apresenta um formato
aproximadamente esférico com um diametro em torno de 10 pum enquanto que a U20S
apresenta um formato proximo ao oblato e com um didmetro maior, em torno de 15 um. Sob a
Otica da viabilidade celular, o CTAB gerou um stress celular modificando a densidade de
células por area e inclusive reduzindo a quantidade dos grumos celulares. Este resultado
confirma a citotoxicidade do CTAB e corrobora com o resultado anterior obtido por MTS.

Uma analise mais detalhada da interacdo das nanoparticulas com as células foi realizada
através da ampliacdo das imagens de microscopia confocal. Na Figura 67 sdo apresentadas
imagens de células nas presengas de NP@DSPE e NP@SDS, onde a imagem DIC claramente

destaca a presenca de agregados de nanoparticulas.

DIC MIT+DAP+DIC

u20S
NP@DSPE

HEK293T
NP@SDS

Figura 67 — Ampliacdo da regido de estudo da microscopia confocal das amostras NP@DSPE e NP@SDS nas
células HEK293T e U20S. A ampliagdo se refere ao imageamento DIC e da composi¢do de imagens do DIC
com os biomarcadores DAPI e Mitotracker para avaliacdo da localizagdo os aglomerados de nanoparticulas
indicados pelas setas brancas.

Nestas imagens e possivel observar somente aglomerados de nanoparticulas devido a
resolucdo do microscopio confocal. Através desse resultado, é possivel inferir que os
aglomerados estdo dispersos no citoplasma celular em torno do nicleo celular. Embasado nesta
observacdo, foi montado um esquema de como a NPs pode ser internalizada pela célula, ou

estar presa a membrana celular. Este esquema esté apresentado na Figura 68.
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Figura 68 — Esquema do que ocorre na interagao das nanoparticulas em meio celular durante os estagios de

incubacdo, internalizacdo e perinucleacdo das NPs.

Este tipo de comportamento sugere que o incremento da temperatura sera nas
proximidades do nucleo que é o local mais propicio para produzir algum tipo de dano celular
massivo, visto que o nucleo é responsavel por gerenciar as reagGes quimicas celulares e
consequentemente o funcionamento celular, portanto esse tipo de comportamento melhora a
eficiéncia da conducdo do calor e consequentemente potencializa o tratamento hipertérmico

gue as NPs podem oferecer.

6.6 Primeiros testes com hipertermia magnética

6.6.1 Citometria

E importante entender o que significa cada parametro e como as amostras foram
preparadas para a Citometria de fluxo; cujos detalhes se encontram na se¢do 5.2.5. A
compreensdo desses parametros permite que sejam feitas analises das particulas suspensas em
meios liquidos sob fluxo continuo.

Foram realizados testes preliminares antes dos experimentos de hipertermia e, para estes
testes, foi usada a amostra NP@PEG e as NP sem nenhum recobrimento. Para o controle
negativo foi utilizado o composto CTAB em altas concentragdes como controle de mortalidade.
A anélise de dados foi realizada por duas rotas: a primeira estd associada ao tamanho x
granulosidade (SSC x FSC) e outra foi método de fluorescéncia utilizando o marcador de
apoptose (PerCP-Cy5-5A x FITC-A).

Os primeiros resultados a respeito dos padrées de controle de SSC x FSC estdo
apresentados na Figura 69
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Figura 69 — Citometria das células de controle: pontos vermelhos representam células vivas, pontos azuis células
mortas e pontos pretos sao eventos como fragmentos celulares. (A) Controle sem hipertermia; (B) Controle de
mortalidade em alta concentracdo de CTAB; (C) Controle com hipertermia apds 500 segundos; (D) Controle

com hipertermia apds 1500 segundos

E possivel verificar um pequeno stress celular quando o controle foi submetido a um
campo magnético por um longo periodo. Essa interacdo foi suficiente para gerar um
deslocamento da posicao da populacdo que pode ser comparado nas imagens A, B e C da Figura
69. O stress foi suficiente para ser detectado no citbmetro, mas ndo chegou a induzir morte
celular.

Para os testes de hipertermia com a NP@PEG, a amostra foi incubada com as células
HEK, em seguida foram realizadas duas medidas de tempo para aplicacéo hipertérmica de 500
e 1500 s. Esta pré-analise é apresentada na Figura 70 e diz respeito ao dano celular que é

produzido durante o ensaio de hipertermia.
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Figura 70 — Citometria das células mais a amostra NP @PEG. (A) Conjunto de células com a amostra NP@PEG
sem a realizagdo de hipertermia; (B) NP@PEG junto ao CTAB; (C) Conjunto de células com a amostra
NP@PEG seguido da realizagdo de hipertermia a 500 segundos; (D) Conjunto de células com a amostra

NP@PEG seguido da realizacdo de hipertermia a segundos

Os gréficos A, C e D de SSC x FSC fornecem informacdes a respeito de tamanho e
granulosidade dos objetos envolvidos antes e depois do processo de hipertermia e, portanto, o
fato das nanoparticulas se agregarem e se ligarem a outros compostos torna-se passivel de
observacdo que as nanoparticulas influenciem nesse contexto de granulosidade. Esta
observacao pode ser confirmada na imagem B onde ndo deveria ter sido registrado nenhum
evento, visto que nesse conjunto ndo ha células para serem contadas. Esse tipo de
comportamento dificulta discernir, por exemplo, as nanoparticulas do marcador Pl de morte

celular como pode ser observado nos resultados da Figura 71.
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Figura 71 — Citometria de fluxo para a analise da interacdo das NPs com o marcador de apoptose Pl. (A)

Citometria de fluxo apenas das NPs; (B) Citometria de fluxo das NPs com o marcador PI.

Assim, com este resultado € praticamente impossivel discernir entre as nanoparticulas e
o marcador Pl e, portanto, pode-se levantar a hipdtese de que as nanoparticulas se ligam ao
marcador.

O segundo método de analise consiste em verificar como se comporta os marcadores de
morte celular. Para tal foi necessario escolher adequadamente a fluorescéncia das regides a
serem sondadas com o marcador de PI. A delimitacdo dessas populacGes, em tese, separaria as
populacgdes vivas das populacdes mortas. No entanto, os resultados apresentados na Figura 72

para os controles de células vivas e mortas ndo confirmaram essa hipotese.
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Figura 72 — Citometria de fluxo da interaco das nanoparticulas com o marcador Pl. Azul para mortalidade e
vermelho para células vivas. (A) Marcacdo do controle de células vivas sem hipertermia (B) Marcacéao Pl do
controle negativo em CTAB para a quantificacdo; (C) Resultado aplicado da marcacéo Pl nas células de controle
sem hipertermia (D) Resultado aplicado da marcag&o Pl ao controle de mortalidade em alta concentragéo de
CTAB;

O resultado mais diferenciado esté associado ao controle de mortalidade na Figura 72D
que apresenta marcacdo de células vivas onde na pratica s6 existem células mortas. Dessa
forma, as nanoparticulas geram um falso positivo na viabilidade celular e, a citometria mesmo
sendo uma ferramenta poderosissima em termos de quantificacdo populacional, ndo viabilizam
uma analise assertiva com a utilizacdo dessa abordagem.

Para ficar mais clara a hipétese levantada, foram analisadas as populacdes de todas as
citometrias de fluxo obtidas expressando para cada caso a sua respectiva viabilidade celular. A
ideia aqui foi apenas demostrar como esses eventos de falsos positivos se comportam e como
isso inviabiliza a utilizacdo da técnica para este caso em questdo. A Figura 73 representa a

analise para cada caso investigado em termos das porcentagens relativas a viabilidade celular
na citometria através do marcador PI.
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Figura 73 — Andlise da viabilidade celular obtida na citometria através do marcador PI. (A) Viabilidade celular

sem a aplicacdo de hipertermia. (B) Viabilidade celular com a aplicacdo de hipertermia a 500 e 1500 segundos.

De acordo com os resultados apresentados no grafico A tornou-se possivel verificar com
mais clareza os valores de falsos positivos, como por exemplo a contagem de viabilidade celular
do controle negativo (morte) deveria ser zero, ja que nesta condicdo existe apenas células
mortas. Neste resultado € possivel verificar um falso positivo de viabilidade celular na amostra
NP@PEG junto ao marcador PI, verificando-se, portanto, que o marcador Pl se agrupa as NPs
produzindo falsos eventos positivos 0s quais séo contabilizados na leitura do citdbmetro.

Os resultados obtidos na citometria levaram a informacdes e conclusdes equivocadas
sobre o conceito de taxa de viabilidade celular. Sendo, portanto, inviavel analisar os resultados
de viabilidade obtidos durante o ensaio de hipertermia situado na Figura 73B.

Apesar do método de citometria ser um muito bom a respeito da quantificacdo e
identificacdo populacional celular, ele ndo é adequado para as amostras em estudo neste

trabalho devido aos falsos positivos encontrados.

6.6.2 Countess

O Countess é um equipamento automatizado que apresenta uma estrutura avancada de
autofoco e um algoritmo de contagem que permite rapidamente identificar e quantificar o
namero de células dentro de uma populacgdo. Por causa dessa versatilidade foi desenvolvido um
teste preliminar para a contabilizacdo da viabilidade apds a hipertermia no Countess. Entretanto,
os resultados apresentados no pré-teste ndao foram satisfatorios. O fato da nanoparticula de

Fe304 ser escura ocasionou falsos positivos no momento da contagem de células mortas as quais
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estavam marcadas com o trypan blue. Assim, durante o fotoprocessamento obteve-se um falso
positivo de quase 100% de morte celular e, todavia, na pratica, a maior parte das células
encontravam-se vivas de acordo com a verificacdo realizada no microscépio 6tico.

Apesar do Countess ndo ser indicado para a contabilizacdo da viabilidade celular na
hipertermia. o equipamento foi extremamente Gtil durante o andamento e desenvolvimento do
trabalho, pois quando era necessaria a realizagdo da contagem celular em que ndo houvessem
NPs, o Countess executava a contabilizacdo em segundos. A contagem rapida e precisa de
populacdes celulares facilita e agiliza o processo de repicagem celular, no plagueamento das
celulas e na contagem das mesmas. Portanto, o Countess apresentou um papel de suporte para
o preparo das aplicacGes bioldgicas e no desenvolvimento de caracterizagdes importantes como
no caso da quantificacdo da internalizacdo das NPs via espectroscopia UV-VIS. Entretanto, a
possibilidade de se medir a viabilidade no Countess apds a hipertermia foi totalmente

descartada devido aos falsos positivos que as NPs geram.

6.6.3 MTS Adaptado

Os procedimentos de medida de viabilidade celular via MTS adotados aqui sdo similares
aos ja apresentados na secdo 5.2.4. Entretanto, para que o ensaio seja voltado para a aplicacdo
em hipertermia algumas adaptacfes tiveram que ser realizadas. A primeira é que 0s ensaios
foram realizados em pocos individuais previamente selados e cortados. O fato do cultivo ter
sido realizado em pocos individuais impossibilitou levar o material para a leitura de viabilidade
no Plate Reader. Contudo, 0 ensaio de viabilidade via MTS (PROMEGA CORPORATION,
2012) € descrito como forma de quantificacdo de absor¢do, ou seja, um teste colorimétrico.
Através dessas informacdes, levantou-se a hipdtese que poderia ser possivel medir a viabilidade
adaptando o método MTS. Para tal seria necessario realocar o fluido que interagiu com o meio
celular e 0 MTS para outra placa. Entretanto, esse processo ndo deve alterar o valor da
viabilidade celular visto que o método MTS é um teste colorimétrico.

Assim, o teste preliminar consistiu em verificar a viabilidade celular ja nas condicGes
de contorno que seriam adotadas durante os ensaios de hipertermia e averiguar a hipétese
levantada de que ndo haveria divergéncia de resultados em termos de viabilidade celular ao
realocar o fluido do poco para outra placa. Para o teste foi preparado o seguinte conjunto de
amostras: celulas controle, células + NP@DSPE, células + NP@PEG, células + NP@CH e

células + NP@SDS. Foram utilizados 8 pogos sob as mesmas condi¢Ges para cada conjunto de
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amostras garantindo assim resultados realizados em quadruplicata, sendo que 4 pocos dos 8
terdo seus materiais realocados.

Similarmente ao procedimento convencional de viabilidade por MTS, foram cultivadas
50 mil células por poco em 450 pL de meio DMEM por 24h. Apos o crescimento e fixacdo, as
células foram incubadas com 50 pL de cada respectiva amostra. Cada amostra foi previamente
titulada em seu préprio recobrimento garantindo uma concentra¢do de 2 mg/mL de NPs por
solucdo. Em seguida, foi aplicado o procedimento de preparacdo de medida do MTS. No
entanto, devido a adaptacdo do procedimento ap6s o periodo de interacdo das células com o
MTS, 4 dos 8 pogos foram realocados para pogos vazios e, em seguida, foram realizadas as
leituras da viabilidade em todos 0s pogos. Os resultados destes procedimentos sao apresentados
Figura 74.
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Figura 74 — Teste de viabilidade celular via MTS, a barra azul representa a medida realizada pelo procedimento
convencional de leitura e a barra vermelha representa o procedimento adaptado de medida que consiste em
realocar o material do poco com células a ser medido para outro pogo vazio e realizar a leitura de viabilidade

logo em seguida.

Por se tratar de médias estatisticas envolvendo desvios padroes definidos, foi aplicado
0 teste estatistico do tipo T, afim de comparar o procedimento convencional de MTS com o
adaptado. Realizando esse teste nos resultados fornecidos na Figura 74 obteve-se relagoes

compativeis sem diferenca estatistica significativa entre cada conjunto amostral. A Unica
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observacdo é que no procedimento adaptado houve um incremento na barra erro e este aumento
estd associado ao fato da producgdo de pequenas bolhas durante o processo de realocacdo do
material nos pogos vazios. Consequentemente, isto aumentou a incerteza da leitura da absorcéo
de luz na placa.

Analisando a viabilidade celular, observou-se que nessas quantidades utilizadas a
amostra contendo o recobrimento de CH estimulou o crescimento celular em aproximadamente
25% acima do valor das células controle. Outro ponto a considerar é que 0 SDS apresentou uma
ligeira queda entre 14 e 19% na viabilidade celular se comparado ao controle, sugerindo que
esta condicdo estd bem proxima do limiar de aplicacdo bioldgica. Acima dessa concentracdo
muito provavelmente o SDS apresentara indices de toxicidade indesejados para bioaplicacao.
Ja as amostras contendo os recobrimentos com DSPE e o PEG nédo apresentaram grandes
mudancas e ambas permanecem no regime de aplicabilidade. Assim sendo, fica comprovado a
hip6tese levantada para este caso permite a utilizacdo do procedimento do MTS adaptado

voltado para realizacdo de hipertermia magnética em meios celulares.

6.7 Aplicacdo hipertérmica

Para explorar as propriedades da hipertermia em células foi feita a escolha de realizar a
hipertermia apenas com a célula HEK293T. O principal foco da técnica é imprimir e quantificar
0 dano hipertérmico nas células via aplicacdo de um campo magnético externo as NPs
previamente internalizadas nas células.

Durante o desenvolvimento do trabalho foram realizadas trés tentativas de quantificacéo
de viabilidade celular voltada para a hipertermia: Citometria, Countess e MTS adaptado. A
possibilidade de se medir via Citometria e Countess foi descartada de acordo com a
inviabilidade e incompatibilidade desses métodos com as amostras utilizadas neste trabalho.
Assim, a quantificacdo do dano celular foi analisada através do método de MTS com algumas
adaptacdes com descrito acima.

Para a aplicacdo hipertérmica foi necessario realizar uma adaptacéo, visto que nédo é
possivel colocar uma placa inteira dentro da bobina de aplica¢do hipertérmica. Para isso, foi
necessario a elaboragdo de um protocolo que consiste em selar a placa de 24 pogos com filme
hidrofobico esterilizado proprio para manipulacéo celular e cortar a placa de cultura em pogos
individuais. A razdo de selar a placa serve para evitar possiveis contaminacdes durante os
processos de manipulacdo dos pocos. A imagem do poco individual a ser colocado no interior

da bobina pode ser vista na Figura 75.
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Figura 75 — Bobina magnética a esquerda e o poco individual de cultura celular previamente cortado a direita.

A escolha do tamanho de poco foi devido aos seguintes motivos: o tamanho deste poc¢o
ofereceu uma boa area favorecendo o crescimento celular durante o processo de incubacao das
respectivas amostras; outra razdo é que este tamanho evitou desperdicios de material biolégico;
e a Ultima razdo pode ser acompanhada pela Figura 75 ja que este tamanho de pogo adequou-
se as dimensdes da bobina. Todos 0s ensaios de hipertermia foram realizados em triplicata.

Dessa forma, o procedimento experimental consistiu em trés etapas: a primeira consiste
em cultivar as células e incuba-las com os respetivos materiais nanoparticulados recobertos que
cumpriram todos os requisitos exigidos para aplicacdo bioldgica; a segunda etapa consiste em
analisar o dano as células via hipertermia magnética e a terceira e tltima etapa esta associada a
medir o dano produzido as células devido ao aquecimento celular via hipertermia magnética.

Para a hipertermia magnética foram preparados trés conjuntos de amostras que sdo
apresentadas na Tabela 5. Para o primeiro conjunto foram separadas as amostras que ndo serdo
submetidas ao tratamento via hipertermia magnética. Para a avaliacdo da evolucdo temporal da
hipertermia magnética foram preparados o segundo e o terceiro conjunto de amostras, que seréo
submetidos a hipertermia por 500 e 1500 segundos, respectivamente. Além disso, em cada
conjunto foram preparadas amostras com quantidades diferentes de NPs: 100 e 200 pg por pogo.
Todas essas escolhas servem para a avaliagdo de como funciona o processo de inducgdo da morte

celular no ensaio de hipertermia magnética nas células, de acordo com cada condicao analisada.



Tabela 5 — Conjunto de amostras previamente preparadas em células HEK293T para aplicacdo biol6gica de

acordo com cada configuragdo

Conjunto

Condicéo

Controle — sem aplicacéo de hipertermia

magnética

Padrdo de células

100 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

200 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

Com aplicagdo de hipertermia magnética a
200 Oe por 500 segundos

Padréo de células

100 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

200 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

Com aplicacdo de hipertermia magnética a
200 Oe por 1500 segundos

Padrdo de células

100 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

200 pg de NP
por pogo

NP@PEG

NP@CH

NP@SDS

NP@DSPE

A escolha do tempo utilizado foi baseada em testes preliminares realizados. Onde
observou-se que tempos inferiores a 500 segundos nédo infligia dano celular significativo e
tempos superiores a 1500 s oferecia muita influéncia de calor externo devido ao aquecimento

da bobina por efeito Joule. Assim, foram previamente analisadas condi¢@es nas quais tornam o
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tratamento mais eficiente, sem exceder as condi¢fes que uma célula suporta. Embasado nesses
motivos, foi adotado 200 A de corrente na fonte, que fornece um campo de aproximadamente
200 Oe para a bobina segundo as especificacGes do fabricante, para a geometria de bobina
utilizada. Através destes resultados preliminares escolheu-se dois intervalos de tempo distintos.
O primeiro intervalo foi de 500 s que foi onde iniciou-se o dano infligido a célula de maneira
significativa; j& o segundo intervalo foi de 1500 s, o qual representou o limiar do dano maximo
que o equipamento pode oferecer sem que os efeitos externos influenciassem muito no sistema.
Para a realizacdo do ensaio de hipertermia descrito nesta etapa, a amostra foi inserida no interior

da bobina de acordo com a Figura 76.

Figura 76 — Arranjo experimental para hipertermia voltado a aplica¢des bioldgicas constituido de uma bobina
para a inducdo do campo, o termdmetro 6tico e o pogo individual previamente cortado contendo células com

NPs e seus respectivos recobrimentos.

Todos os experimentos de hipertermia foram realizados com uma temperatura ambiente
controlada de 25°C. Entretanto, durante a execucdo do tratamento magneto hipertérmico as
amostras aqueciam. Para 500 segundos de tratamento as amostras obtinham em média a
temperatura de (36,0 £ 1,5) °C, enquanto que para 1500 segundos as amostras chegavam a uma
temperatura de (43,0 + 2,5) °C. Para reduzir a interagdo de calor por conducao da bobina para
a amostra foi instalado um fluxo de ar entre os vaos da bobina, buscando garantir, dentro das
limitacOes experimentais, que o dano produzido fosse somente devido ao aquecimento via

hipertermia magnética.
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Para quantificar o dano produzido no material biolégico através da hipertermia
magnética foi utilizado o método proposto na se¢do 6.6.3. O resultado da acdo da hipertermia

em diferentes tempos e concentracdes de nanomaterial é apresentado na Figura 77.
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Figura 77 — Resultado da viabilidade celular via MTS adaptado para hipertermia magnética realizada na célula
HEK?293T com as amostras NP@PEG, NP@CH, NP@SDS e NP@DSPE. (A) Viabilidade celular referente a
hipertermia para 100 pg de NP para cada amostra. (B) Viabilidade celular normalizada pelo controle individual
de cada recobrimento referente a hipertermia para 100 pg de NP para cada amostra. (C) Viabilidade celular
referente a hipertermia para 200 pg de NP para cada amostra. (D) Viabilidade celular normalizada pelo controle

individual de cada recobrimento referente a hipertermia para 200 pg de NP para cada amostragem

Analisando os resultados referente a hipertermia de maneira global na Figura 77,
observa-se uma tendéncia de inducdo a morte celular para todos os sistemas. Além disso, ao

aumentar a concentracdo de NPs aumentou-se significativamente a toxicidade, especialmente
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para a amostra NP@SDS, ndo sendo mais indicada para aplicacdes biomédicas hipertérmicas
sob essas condicdes. A partir do resultado obtido diretamente da viabilidade celular (imagens
A e C da Figura 77) realizou-se uma normalizacdo dos dados, referente ao controle de cada
amostra e o resultado dessa normalizacdo séo os graficos B e D da Figura 77. Através dos
graficos B e D da Figura 77 pode-se verificar que as amostras que passam pelo tratamento
hipertérmico a 500 s apresentam uma taxa de morte suave se comparado aos seus controles. Por
se tratar de médias e envolver desvios deve-se aplicar o teste estatistico T. Como a analise
envolve 3 colunas, sera realizada uma analise por blocos. A primeira analise serd a comparagéo
entre a coluna “Controle” com a coluna “Hipertermia por 500 s” para os dados referentes a

imagem B da Figura 77. Os resultados desta analise estatistica estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultado do teste estatistico T para a Figura 77B entre as colunas Controle e Hipertermia por 500 s

com 100 pg de NPs para cada amostra recoberta.

Teste estatistico T realizado entre o resultado do controle e a Resultado do teste estatistico para

hipertermia por 500 s referentes a Figura 77B 100 pg de NP

) ) A diferenca existe, entretanto, esta
Controle Hipertermia por 500 s ) L )
y ’ 3 ’ diferenca néo € considerada
do Padréo de células do Padrdo de celulas .
estatisticamente relevante
Controle Hipertermia por 500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@PEG da NP@PEG relevante
. . A diferenca existe, entretanto, esta
Controle Hipertermia por 500 s ) L .
diferenca ndo é considerada
da NP@CH da NP@CH o
estatisticamente relevante
Controle Hipertermia por 500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@SDS da NP@SDS relevante
Controle Hipertermia por 500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@DSPE da NP@DSPE muito relevante

A partir desta analise estatistica fica evidente que ha uma pequena inducdo a morte
celular via hipertermia por 500 s, sendo que essa taxa € suave para a maioria dos casos e, para
a amostra NP@DSPE, a diferenca é mais relevante. Os casos onde ndo houve nenhuma
diferenca foram a amostra NP@PEG e a amostra NP@SDS. No caso da NP@SDS seus valores
de viabilidade celular ja sdo muito baixos, ndo sendo mais recomendados para bioaplicactes

sob essas condicdes.
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A segunda andlise sera repetir o teste estatistico T para o outro bloco de informacgdes
comparando coluna “Controle” com a coluna “Hipertermia por 1500 s para os dados referente

a imagem B da Figura 77. Os resultados referentes a analise estatistica estdo na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultado do teste estatistico T para a Figura 77B entre as colunas Controle e Hipertermia por 1500 s

com 100 pg de NPs para cada amostra recoberta

Teste estatistico T realizado entre o resultado do controle e a Resultado do teste estatistico para
hipertermia por 1500 s referentes a Figura 77B 100 pg de NP
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca € estatisticamente

do Padréo de células do Padréo de células relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@QPEG da NP@PEG muito relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca é estatisticamente
da NP@CH da NP@CH muito relevante
Controle Hipertermia por 1500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@SDS da NP@SDS relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@DSPE da NP@DSPE muito relevante

A analise estatistica para este caso certifica-se de que existe uma inducdo a morte celular
via hipertermia por 1500 s, relevante para a maioria dos casos, sendo que acontece de maneira
expressiva para a amostra NP@DSPE. O Unico resultado em que ndo houve diferenca foi o
resultado com a NP@SDS, cujos motivos ja foram discutidos. Ao comparar a hipertermia em
500 s com a realizada durante 1500 s observa-se um incremento significativo na taxa de morte
celular, cujo resultado ja era esperado, visto que ao aplicar um tempo maior de tratamento
amplifica-se o stress hipertérmico sob as células. Outro fator € que ao aumentar a quantidade
de NPs de 100 para 200 pg aumenta-se o potencial da hipertermia magnética. Entretanto, essas
guantidades estdo préximas do limiar tolerado pelo meio celular. Este resultado é observado ao
comparar as imagens B e D da Figura 77. Um teste prévio revelou que 1mg de NP para esse
tamanho de pogo torna o sistema totalmente toxico para qualquer recobrimento. Este teste foi
baseado na literatura (SINGH et al., 2010) que trata da citotoxicidade das nanoparticulas de
magnetita em meios celulares, portanto € necessario respeitar um regime de operacao pré-
determinado sem excedé-lo.

A terceira anélise consiste em realizar o teste T nos dados pertinentes a Figura 77 D
onde séo comparados o “Controle” e a “Hipertermia por 500 s” (Tabela 8).



134

Tabela 8 — Resultado do teste estatistico T para a Figura 77D entre as colunas Controle e Hipertermia por 500 s

com 200 pg de NPs para cada amostra recoberta

Resultado do teste estatistico para

Teste estatistico T realizado entre o resultado do controle e a
200 pg de NP

hipertermia por 500 s referentes a Figura 77D

. ) A diferenca existe, entretanto, esta
Controle Hipertermia por 500 s ; o .
’ ’ diferenca néo é considerada
do Padréo de células do Padréo de células o
estatisticamente relevante
Controle Hipertermia por 500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@PEG da NP@PEG relevante
Controle Hipertermia por 500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@CH da NP@CH relevante
Controle Hipertermia por 500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@SDS da NP@SDS relevante
Controle Hipertermia por 500 s A diferenca é estatisticamente
da NP@DSPE da NP@DSPE relevante

A partir desta analise estatistica verifica-se uma inducdo a morte celular relevante via
hipertermia por 500 s para as amostras NP@CH e a NP@DSPE. Os casos em gque nao houve
nenhuma diferenca relevante foram para a amostra NP@PEG e paraa NP@SDS. A seguir deve-
se repetir o teste estatistico T para o outro bloco de informagdes comparando coluna “Controle”
com a coluna “Hipertermia por 1500 s” para os dados referente a imagem D da Figura 77. Os

resultados referentes a andlise estatistica sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultado do teste estatistico T para a Figura 77D entre as colunas Controle e Hipertermia por 1500 s

com 200 g de NPs para cada amostra recoberta

Teste estatistico T realizado entre o resultado do controle e a

hipertermia por 1500 s referentes a Figura 77D

Resultado do teste estatistico para

200 pg de NP

Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca é estatisticamente
do Padréo de células do Padréo de células relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@PEG da NP@PEG muito relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca € estatisticamente
da NP@CH da NP@CH muito relevante
Controle Hipertermia por 1500 s N&o existe diferenca estatistica
da NP@SDS da NP@SDS relevante
Controle Hipertermia por 1500 s A diferenca é estatisticamente
da NP@DSPE da NP@DSPE relevante
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Os resultados estatisticos para 200 pg de NPs referentes a Figura 77 D apresenta uma
tendéncia parecida com a amostragem de 100 pg de NPs. Entretanto para 200 pg de NPs, pode-
se observar que a amostra NP@CH apresentou a estimulacdo do crescimento celular ja
observados em outros resultados anteriores 0s quais envolviam viabilidade celular. Este
fendmeno apresentou um alto impacto em aplicagcdes hipertérmicas, pois ao utilizar duas
concentragOes diferentes de NPs interferiu-se diretamente no fator disponibilidade de NPs. A
presenca da CH no meio estimulou o aumento do nimero de células no meio; entretanto, neste
caso especifico a quantidade de NPs disponivel também foi aumentada. Devido a estes fatores
combinados, a taxa de internalizacdo de NPs foi maior, consequentemente o tratamento
hipertérmico foi mais efetivo na amostra NP@CH com 200 ug.

O fator disponibilidade de material para a internalizacdo celular é um ponto
importantissimo neste caso, visto que a amostra NP@CH internalizou muito mais material
produzindo assim mais danos as células. Assim é possivel inferir que a ordem do maior para o
menor dano por recobrimento em 1500s foi: CH > PEG > DSPE > SDS. O SDS nessas
condi¢cdes de concentragdes entrou em um regime téxico ndo sendo mais indicado para
aplicacdes hipertéermicas. Dentro desse conjunto de medidas € possivel assegurar que a
NP@CH apresentou os melhores resultados junto as amostras NP@DSPE e NP@QPEG. A
NP@CH destacou-se especialmente em regimes de alta concentragdo de NPs com um tempo
de aplicacdo hipertérmica. Outra informac&o que pode ser extraida é que 0 agquecimento apenas
da bobina para altos tempos provoca um pequeno stress celular que pode ser observado na

viabilidade celular no padrdo de células HEK.
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6.8 Discussao geral dos resultados

Os primeiros resultados do trabalho estéo relacionados a sintese dos nanomateriais. De
acordo com a sintese adotada (HOU; XU; SUN, 2007), obteve-se NPs de 6xido de ferro
magnéticas esféricas com 15 nm de didmetro. O produto da sintese forneceu NPs suspensas em
acido oleico e oleilamina. Nesta condi¢do as NPs apresentaram uma 6tima estabilidade, porém
sua solucéo encontrava-se com carater hidrofébicos. Para bioaplicacGes é importante que as
NPs sejam solUveis em agua. Assim, na primeira etapa do trabalho, buscou-se uma rota para se
modificar o recobrimento das NPs seguido da escolha de trés classes diferentes de
recobrimentos com dois tipos de cada classe conforme ilustracdo da Figura 78. Dentre as
estratégias de recobrimento, a amostra NP@DPPC apresentou problemas relacionados a baixa
estabilidade e dispersabilidade em meio aquoso, sendo, portanto, descartada para bioaplicacdes.
A escolha em se realizar o recobrimento desses nanomateriais com diferentes estruturas, ao
invés de compra-los prontos, esta baseado no controle de todo o processo/sistema que vai desde
a sintese até as bioaplicacdes, permitindo assim realizar um estudo aprofundado de correlagédo

entre as estruturas do nanomaterial e sua aplicacdo bioldgica.

NP em meio Oleoso Q

%

Figura 78 — Esquema dos recobrimentos das NPs de acordo com suas classes e tipos adotados durante o trabalho.
Para os polimeros foram sintetizadas as amostras NP@PEG e NP@CH, para os fosfolipidios obteve-se as
amostras NP@DSPE e NP@DPPC e para os surfactantes foram adotadas as amostras NP@CTAB e NP@SDS.
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A respeito da morfologia e tamanho, foi possivel NPs esféricas de 15 + 1,5nm de
didametro. Se comparado ao trabalho de inspiragdo (HOU; XU; SUN, 2007), onde as NPs
apresentavam um diametro de 14 nm, verifica-se o sucesso na sintese do nanomaterial. Ainda
a respeito da morfologia do nanomaterial, foi encontrado alguns aglomerados que puderam ser
observados no imageamento por MEV. Entretanto, esses aglomerados sdo previstos pela teoria
de tal forma que as NPs se aglomeram devido a interacdo dipolar e devido a forca inter-
particula. Assim, para minimizar esses efeitos antes de qualquer ensaio ou experimento, as
amostras foram submetidas a sonicacdo seguida de agitacdo constante por pelo menos 30 min,
pois a vibragdo em nivel ultrassdnico detém uma energia suficiente para quebrar essas ligagdes
e, consequentemente, liberar as NPs dos respectivos aglomerados. Apesar da microscopia de
varredura ndo apresentar resolucdo suficiente para mostrar o tamanho real das nanoparticulas,
ela exibe os maiores tamanhos dos aglomerados observaveis na amostra que se encontram na
faixa de 50 — 150 nm.

A caracterizacdo magnética MxH possibilitou o estudo do estado superparamagnético
das NPs. Os resultados evidenciaram que acima de 250K de temperatura as amostras
encontraram-se no estado superparamagnético. Isto ocorre devido aos monodominios
magnéticos provenientes do tamanho reduzido das NPs. Nestas condi¢fes, os monodominios
magnéticos ndo apresentam estabilidade ao eixo magnético preferencial. Esta instabilidade
acontece devido a rapida inversdo dos momentos magnéticos dos monodominios em um curto
tempo para este tipo de medida; este fendmeno é conhecido como macrospin. Devido a este
fendmeno as amostras apresentaram auséncia de magnetizagdo remanescente e campo
coercitivo nulo, caracteristicas tipicas do regime superparamagnético. Abaixo de 250K de
temperatura observou-se o incremento do campo coercitivo e da magnetizacdo remanescente;
pois ao diminuir a temperatura alterou-se o ordenamento magnético do material dificultando a
inversdo dos momentos magnéticos de cada dominio magnético. Sob essas condicGes diz-se
gue as NPs se encontram bloqueadas. O resultado combinado de MxH com o TGA foi, em
alguns casos, capaz de encontrar o resultado esperado entre 90 — 92 emu/g para magnetizagédo
de saturacdo Ms, em outros casos isto nao foi possivel devido a formacao de alguns grumos.

As informacOes obtidas atraves das curvas de MxT de magnetometria permitiram
encontrar a temperatura de bloqueio média T e relacionar esses valores com o0s volumes
médios dos aglomerados. A literatura prevé que para 15 nm de NP a temperatura de bloqueio
média deve estar em torno de 17K de temperatura (PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOEER,;
FABIAN; HEIDER, 1997). Utilizando essa informagdo e aplicando-a nas medidas de

magnetometria encontra-se o valor aproximado de 18 K para a temperatura de bloqueio. Atraveés
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desta associagdo é possivel realizar uma estimativa do tamanho médio dos aglomerados pela
magnetometria que est4 na faixa de 30 nm. O valor do tamanho do didmetro encontrado das
nanoparticulas através do SAXS foi primordial para estimar o tamanho dos aglomerados
durante a magnetometria. A aglomeracéo foi também evidenciada pelo imageamento por TEM
e, baseando-se nesse resultado, foi elaborado um esquema da aglomeracéo dessas NPs que pode

ser acompanhado na Figura 79.

15 nm

R Y

Aglomerados de 50 a 150nm

Figura 79 — Esquema da formag&o de aglomerados através da interacdo dipolar entre as NPs de magnetita.

O processo de secagem também favoreceu a aglomeracdo das NPs. Ao ao secar a
amostra aproximou-se consideravelmente uma NP da outra. Em alguns casos, este processo
pode ter removido a barreira eletrostatica e mecanica que protegem o nanomaterial. Portanto,
ao secar a amostra, a aglomeracao dos nanomateriais € diretamente induzida.

Além disso, ndo foi possivel realizar completamente o processo de secagem da amostra
NP@PEG, visto que a temperatura de evaporacdo do PEG depende de suas ligagdes carbbnicas
que queimam nas proximidades 250-400°C segundo os resultados obtidos pelo TGA. Dessa
forma, o PEG por ser muito higroscopico na permite a secagem tradicional no vacuo a 80 °C.
Para a remo¢do completa seria necessaria uma temperatura muito maior que a utilizada,
entretanto esses patamares elevados de temperatura alteram a morfologia das NPs e, por isso, a
amostra ndo foi submetida a esse regime extremo. Por essas raz0es, as medidas de
magnetometria da amostra NP@PEG foram comprometidas apresentando um baixo sinal de
magnetizacdo. Porém, mesmo com sinal baixo observa-se a alta sensibilidade do equipamento
S.Q.U.1.D. que consegue detectar essas variagdes mesmo sendo t&o sutis.

O TGA também possibilitou uma analise mais precisa e detalhada do calculo do SAR.

Estes resultados evidenciaram que as amostras NP@CTAB e NP@SDS apresentavam 0s
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maiores indices de SAR. No entanto, essas amostras ndo séo indicadas ao tratamento proposto.
Sendo assim, as amostras NP@CH e NP@DSPE desempenharam os melhores resultados sendo
estatisticamente equivalentes uma a outra em termos de SAR. Ja a amostra NP@PEG
apresentou o indice mais baixo de SAR e este resultado ja era esperado devido a composicédo
da amostra.

Em um coloide magnético cabe avaliar o comportamento dos mecanismos que mantém
a estabilidade da amostra (HONARY; ZAHIR, 2013). A técnica disposta para a avaliagdo dessa
estabilidade eletrostatica é o potencial zeta. Em geral valores, em mddulo, perto de 30 mV
apresentam uma boa estabilidade, e acima de 40 mV garante-se que dificilmente a amostra
sedimentard. Entretanto o potencial zeta para amostras NP# e NP@DPPC apresentou
sedimentacdo durante o ensaio, devido a falta de estabilidade coloidal em agua. Assim, estas
amostras ndo foram consideradas para os testes bioldgicos.

NPs recobertas foram testadas sob regime bioldgico de viabilidade celular em células
HEK293T e células U20S. Ao analisar os resultados é possivel observar uma tendéncia
comportamental similar para ambos os casos, de tal forma que a amostra recoberta com o CTAB
¢ altamente citotdxica nas concentracdes testadas. Apesar do SDS também ser um surfactante
sob baixas concentracdes, 0 mesmo pode ser utilizado em aplicacBes biolégicas em baixas
concentragcdes. No entanto, para altas concentracdes, como foi visto no caso da hipertermia
magnética, a amostra NP@SDS apresentou altos indices toxicos a célula HEK293T. J& os
polimeros e os fosfolipidios apresentaram alta compatibilidade com as aplica¢c6es bioldgicas.

Para quantificar NPs que sdo absorvidas pelas células foi aplicado o protocolo MILC
(GALIMARD et al.,, 2012). O interesse deste estudo estd associado ao mecanismo de
internalizacdo das NPs e como diferentes recobrimentos levam a célula a internalizar as
nanoestruturas. O esquema de internalizacdo do nanomaterial por endocitoses celulares esta

representado na Figura 80.
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Figura 80 — Esquema da internalizacdo das NPs através da endocitose na membrana celular. Apds a endocitose

as NPs iniciam o trafego celular.

Foi observado que essa internalizacdo (RADAIC et al., 2016) de NPs depende do tipo
de recobrimento e da disponibilidade de nanomaterial de acordo com a populagdo celular
adotada. O destino que o nanomaterial transcorrera no interior da célula é conhecido como
trafego celular. O percurso no interior da célula dependerd da composi¢do do nanomaterial
endocitado. O interesse deste estudo esta associado a eficiéncia da hipertermia. Assim, quanto
mais nanomaterial internalizado, maior sera o dano durante a hipertermia. A razdo disso, é que
a maior parte das organelas residem no interior da célula e, portanto, produzir o calor de dentro
para fora da célula, em teoria, produziria um dano muito mais significativo. O protocolo MILC
consiste em medir de maneira indireta a quantidade de NPs internalizada através da massa de
ferro que o acido cloridrico consegue dissolver de todos os sistemas. Este processo depende
intimamente de dois fatores: nimero de células envolvidas e da disponibilidade de nanomaterial
para a internalizacéo. No caso do recobrimento com CH, as células s&o estimuladas aumentando
em numero. Esse fendmeno de crescimento celular estimulado ja foi observado para algumas
concentracgdes especificas de quitosana contendo NPs na literatura (RODRIGUES et al., 2012).
Entretanto o protocolo MILC revelou uma despropor¢do na razdo de internalizagdo de
NPs/célula para a amostra NP@CH. No caso em questdo, a amostra NP@CH apresentou 0
menor valor de internalizacdo em termos da massa de ferro se comparada as outras amostras.
Este resultado ocorreu devido a baixa quantidade de NPs disponivel se comparada ao nimero
de células que foi aumentado pela presenga da CH no meio celular.

A microscopia confocal traz informagdes morfoldgicas a respeito das células HEK293T
e das células U20S. Além disso, a técnica evidencia como a NP@CTAB ¢é nociva a essas

células corroborando com os resultados obtidos via MTS. Em uma analise mais apurada



141

constata-se que as NPs sdo encontradas no citoplasma celular, confirmando espacialmente o
resultado encontrado no UV-VIS.

Os valores de SAR foram dentro do esperado para amostras superparamagnéticas. O
valor baixo de SAR obtido para as amostras esta associado mecanismo de aguecimento que elas
realizam. Devido ao tamanho reduzido das NPs perto do tamanho critico (15 nm); o mecanismo
de aquecimento esta associado a relaxacdo dos momentos magnéticos pela relaxagdo de Néel e
Browniana ao mesmo tempo, sendo os dois eventos competitivos entre si. Assim, em aplicacdes
bioldgicas o tempo de submissdo ao campo magnético para se produzir um aquecimento efetivo
devera ser relativamente elevado para que se produza algum dano significativo as células. O
que justificou os tempos adotados para o tratamento hipertérmico de 500 e 1500 s.

Devido a complexidade do tratamento via magneto hipertermia, foi necessario escolher
apenas um tipo de célula para bioaplicacéo e, na ocasiao, foi escolhida a HEK293T. Além disso,
houve uma dificuldade durante o processo de quantificacdo do dano que seria produzido nas
células. A ideia central para se quantificar o dano produzido era utilizar a técnica de citometria
de fluxo para este proposito, entretanto a técnica apresentou falsos positivos e teve que ser
descartada. Buscando resolver o problema, outros testes foram realizados como as medidas de
viabilidade celular no Countess utilizando o marcador trypan blue. Todavia o Countess foi
incapaz de fornecer informacdes precisas devido a coloragdo escura das NPs de éxido de ferro
inviabilizando a leitura. Estas adversidades foram superadas através do principio de
funcionamento do teste de viabilidade celular pelo método MTS modificado. A hipotese era
que devido ao fato do MTS ser um teste colorimétrico ndo haveria problemas em se realocar o
fluido o qual ja havia interagido com as células para uma outra placa, para que assim essa placa
pudesse ser levada a leitura segundos antes que antecediam as medidas. O passo a passo da
aplicacdo magneto hipertérmica in vitro em células HEK293T pode ser acompanhado no
esquema da Figura 81. Neste processo, primeiramente as células sdo incubadas com 100 pg e
200 pg de NPs com seus respectivos recobrimentos durante 24 h. Em seguida, deve-se submeter
as células ao tratamento magneto hipertérmico durante os intervalos de 500 e 1500 s e, por fim,

o resultado deste processo é medido através do teste de viabilidade celular via MTS adaptado.



142

Incubagdo e internalizagdo

Hipertermia magnética e o aguecimento celular

Medida da viabilidade celular via MTS

] Cortrole normalizado
] Hipertermia por 500 s
Sl Hipertermia por 1500 s

2 =2 =2
@ = =)
f n

para 100ug de NP

Viabilidade celular normalizada
o
=

o
o
L

0
Padrio NP@PEG NP@CH NP@SDS NP@DSPE

de
Célula

Figura 81 — Esquema do passo a passo do ensaio de hipertermia magnética nas células. O primeiro processo esta
associado a incubacdo das amostras com as células em pogos individuais. Apds 24 h estes poc¢os individuais sdo
levados para a aplicacdo magneto hipertérmica in vitro, onde as NPs no interior do citoplasma serdo aquecidas.

O ultimo passo consiste no registro do dano celular infligido via MTS adaptado.
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O tratamento hipertérmico foi aplicado em apenas quatro recobrimentos: DSPE, PEG,
CH e SDS. Entretanto, a NP@SDS ndo evidenciou um bom resultado durante a aplicacao;
apresentando altos indices de toxicidade as células. Portanto, apenas as amostras NP@CH,
NP@PEG e NP@DSPE atingiram uma boa performance durante o ensaio, sendo possivel
quantificar o indice de dano celular. A CH se destacou devido a disponibilidade de nanomaterial
versus numero de células presentes durante o ensaio. De acordo com o resultado do SAR era
esperado gque as amostras NP@DSPE e NP@CH apresentassem os melhores resultados do que
a amostra NP@PEG. Esta hipotese levantada foi confirmada nos testes de SAR. Todavia, a
quantidade de nanomaterial disponivel versus o crescimento celular estimulado foi
determinante para definir que a NP@CH apresentasse a melhor performance durante o
tratamento magneto hipertérmico nas células HEK293T.

Conclui-se entdo que a NP@CH apresentou o melhor resultado especialmente para a
amostra contendo 200ug NPs por pogo, contudo a NP@PEG e a NP@DSPE também
cumpriram os requisitos para testes biol6gicos em hipertermia, sendo essas trés amostras

indicadas para futuros testes in vitro (Figura 82).
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Figura 82 — Conjunto das amostras NP@CH, NP@PEG e NP@DSPE recomendadas para aplicagdo magneto

hipertérmica in vitro em células de HEK293T.
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7 Perspectivas Futuras

Durante o desenvolvimento do trabalho foi realizada uma colaboracdo com um outro
projeto envolvendo o estudo de vortices magnéticos voltados a aplicacdo magneto
hipertérmicas in vitro em células HEK293T. A contribuicdo para este trabalho foi
especialmente na aplicagdo do conceito de internalizagdo de NPs. O resultado deste estudo
gerou um artigo que é apresentado em Anexo.

Uma das perspectivas futuras deste trabalho é realizar o procedimento de hipertermia
magnética para as células de U20S e assim dar continuidade ao trabalho. Seré interessante
testar diferentes condicGes de contorno como o tempo de incubacdo e o tempo de tratamento
magneto hipertérmico.

Durante o desenvolvimento do trabalho levantou-se a hip6tese que seria possivel aplicar
esses diferentes recobrimentos a outros sistemas nanoparticulados. Para testar esta hipdtese
foram utilizados nanoanéis de magnetita desenvolvidos no trabalho tese (BARALDI, 2015) de
um dos integrantes grupo de pesquisa. O resultado foi surpreendentemente satisfatério. Mesmo
0s nano anéis sendo relativamente grandes (acima de 100 nm) se comparados aos SPIONs (15
nm), foi possivel estabiliza-los em uma solucdo coloidal com PEG. A estratégia empregada
para os recobrimentos foram as mesmas utilizadas para os SPIONs. No entanto, apenas a
amostra com PEG foi bem-sucedida no quesito estabilizacdo. Talvez seja possivel aplicar outras
estratégias de recobrimento desde que alguns ajustes sejam feitos. Para verificar como o
recobrimento aderiu aos nanoanéis, foi realizada a microscopia de varredura incluindo as
amostras que ndo foram estabilizadas e os resultados da microscopia sdo apresentados na Figura
83.
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Figura 83 — Microscopia de varredura dos nano aneis recobertos com: (A) PEG; (B) CH; (C) CTAB; (D) SDS;
(E) DSPE; (F) DPPC.

Ao observar a imagem A confirmou-se que NPs com PEG estdo em um processo de
adsorcdo bem consistente, 0 que garante a estabilidade eletrostérica da amostra. Ha alguns
indicios de que seria possivel atingir essa estabilizacdo em alguns casos, especialmente para o
DPPC (imagem F) onde é possivel observar o inicio do processo de adsorc¢do do recobrimento
com 0s nanoanéis. Entretanto alguns ajustes ainda devem ser realizados para que processo seja
ideal. J& para os outros casos seria necessario realizar algumas alteragdes nos processos de
recobrimentos buscando modificar a afinidade quimica da superficie das NPs tornando-as
compativeis com os outros recobrimentos utilizados. Portanto, fica a proposta da unido dos

resultados obtidos nas duas teses para o desenvolvimento de um novo projeto.
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8 Conclusoes

Os aspectos apresentados neste trabalho permitiram alcancar o objetivo geral que era
desenvolver amostras biocompativeis e capazes de desempenhar o um bom desempenho
durante o tratamento de hipertermia in vitro. Para tal, foram realizadas analises e observacdes
de como NPs com diferentes recobrimentos sao aplicadas no tratamento magneto hipertérmico
in vitro em células HEK293T. Além disso, as investigacbes dos comportamentos desses
materiais permitiram o desenvolvimento de sinteses de amostras de NPs recobertas chamadas
de NP@CH, NP@QPEG, NP@CTAB, NP@SDS, NP@DSPE e NP@DPPC. A obtencdo dos
resultados foi consistente em cada etapa de caracterizacdo amostral. 1sso permitiu uma
formulacéo solida a respeito das informacGes fisico-quimicas e morfoldgicas de cada amostra.
Desta forma, foi possivel identificar os materiais que atendem o0s requisitos de
biocompatibilidades exigidos para a utilizacdo do nanomaterial em aplicacdes in vitro.

A sintese das NPs superparamagnéticas e seus respectivos recobrimentos mostraram
resultados de acordo com a metodologia empregada. O resultado da sintese de NPs esféricas
foi verificado através das técnicas de caracterizacdo morfoldgicas das amostras TEM e SAXS,
o qual foi obtido o tamanho de 15 nm de didmetro para as nanoesferas sintetizadas. Através do
imageamento de alta resolucdo TEM ¢é possivel conferir que as amostras apresentaram uma
caracteristica estrutural tipica de um espinélio. O S.Q.U.L.D. foi capaz de fornecer informac6es
a respeito do regime superparamagnético da amostra, sendo que o inicio do bloqueio do regime
superparamagnético deu-se em torno de 225 K. Através das curvas de MxT foi determinado
que a temperatura de bloqueio média das NPs estdo em torno de 150 K. O resultado do potencial
zeta mostrou a relacdo da estabilidade eletrostética de cada amostra, sendo que a amostra sem
recobrimento e a amostra NP@DPPC sedimentaram durante a leitura, mostrando-se instaveis e
consequentemente nao indicadas para o tratamento hipertérmico. A termogravimetria
conseguiu revelar a relacdo de massa entre cada amostra de acordo com cada recobrimento
utilizado. Essa analise permitiu constatar que o processo de lavagem durante a sintese das
amostras acarreta em pequenas perdas de NPs. Além disso, o resultado obtido por TGA e
magnetometria possibilitou uma analise apurada dos resultados obtidos no SAR. As analises do
SAR mostram que ndo ha diferenca significativa entre os valores obtidos para a NP@CTAB e
a NP@SDS. Também néo ha diferenca entre os valores de SAR da NP@CH e da NP@DSPE.
O unico resultado de SAR, que diverge significativamente dos outros, foi para a amostra

NP@PEG o qual seu resultado foi estatisticamente diferente e abaixo de qualquer outra
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amostra. Os valores obtidos do SAR estdo compreendidos entre 176W/g para a amostra
NP@PEG e vai até 351 W/g para a NP@CTAB. Estes valores impactam diretamente na taxa
de aquecimento das NPs durante a hipertermia magnética. O ensaio de viabilidade celular via
MTS exibiu resultados que permitiram concluir que a amostra NP@CTAB apresenta altos
indices de citotoxicidade ndo sendo indicada para os tratamentos envolvendo a hipertermia. O
estudo da internalizacdo das NPs através da medida da massa de ferro via espectroscopia U-
VIS forneceu informacdes enriquecedoras ao trabalho a respeito da concentracdo do
nanomaterial no interior das células HEK293T, levantando a discussdo sobre a disponibilidade
de nanomaterial contra o nimero de células no meio. Os conceitos abordados na microscopia
confocal também tratam da internalizacdo das nanoparticulas em células, com o advento que a
técnica também permite a realizacao de estudos relacionados a morfologia celular, viabilidade
celular e o rastreamento das NPs no interior das células. Para a aplicacdo da hipertermia
magnética, alguns testes preliminares foram realizados na citometria de fluxo e a medida de
viabilidade utilizando o contador automatico de células. Estes equipamentos forneceram falsos
positivos, sendo, portanto, invidveis para a quantificacdo do dano celular durante a hipertermia
magnética. A rota encontrada para se quantificar o dano que o tratamento hipertérmico pode
oferecer foi readaptar o protocolo de medida de viabilidade celular via MTS realocando 0s
pocos contendo 0 meio a ser medido segundos antes da leitura ser realizada. Por fim, realizou-
se a magneto hipertermia in vitro nas células HEK293T incubadas com duas quantidades (100
e 200 pg) para as amostras NP@PEG, NP@DSPE, NP@SDS e NP@CH, por dois patamares
de tempos 500 s e 1500 s.

De um modo geral, os resultados de magneto hipertermia indicaram que somente as
amostras NP@PEG, NP@DSPE e NP@CH séo indicadas para o tratamento hipertérmico. As
demais amostras registraram resultados indesejados. A amostra NP@CTAB e a NP@SDS
apresentaram altos indices citotdxicos nos regimes de aplicacdes hipertérmicos ndo sendo,
portanto, indicadas. A amostra NP@DPPC ndo apresentou solubilidade em &gua e nem
ofereceu uma boa estabilidade ao seu dispersante.

Ao se realizar a magneto hipertermia in vitro nas células HEK293T, verificou-se que 0s
fatores fundamentais que regem o processo estdo associados: aos valores de SAR de cada
amostra, a disponibilidade de nanomaterial versus a quantidade de células disponiveis e ao
tempo de exposi¢do ao tratamento. Embasando-se nesses fatores a NP@CH apresentou 0s
melhores desempenhos associado a hipertermia magnética especialmente para 200 pug de NPs
por 1500 segundos de tratamento. 1sso permitiu que os objetivos propostos fossem alcancgados.

E também viabilizou a aplicagdo imediata do trabalho desenvolvido em outros sistemas
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nanoestruturados como recobrimento dos nano anéis magnéticos. Dada a importancia do
assunto, futuramente tornam-se fundamentais testes de magneto hipertermia nas células U20S,
podendo assim viabilizar comparacdes entre 0 comportamento de células normais com o das

células tumorais, permitindo otimizar esse tratamento para cada caso em estudo.
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10 Anexo

10.1 TEM de todas as amostras

NP@PEG

NP# IP@DSPE

© 0 20nm

NP@CH NP@CTAB NP@SDS

Figura 84 - Microscopia de transmissdo de todas as amostras. (A,B) — NP sem recobrimento; (C,D) — NP
recoberta com DSPE; (E,F) — NP recoberta com PEG; (G,H) — NP recoberta com CH; (K,L) — NP recoberta com
SDS.
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10.2 Teste estatistico T ou T-Student

A estatistica T foi introduzida em 1908 por William Sealy Gosset, quimico da cervejaria
Guinness em Dublin, Irlanda (“student™ era seu pseuddnimo). O teste estatistico adotado é o
teste tipo T que pode ser encontrado na literatura (MCDONALD, 2009). Este teste compara as
médias de dois grupos e verifica se hd ou ndo diferenca entre esses valores, e diz 0 quéo
relevante € a diferenca entre estes valores. Os casos a serem abordados nesta tese serdo de

variancias desconhecidas e diferentes. Para isto considera-se a variavel tal que:

T = (X-Y)—(u1— uz) -

2 2

S1 S
<_1+_2>
ny np

Onde, X e Y sdo a média do conjunto de amostra X e da amostra Y, p, e u, Sdo as

t, (10-1)

médias das respectivas populacdes, S; e S, sdo 0s respectivos desvios padrdes e n, e n, Sdo 0s
respectivos numeros de populacdes. A variavel T dada pela equacdo tem distribuicdo t - Student

com v graus de liberdade dado por:

34
v=—" (10-2)

2 2
(=) ()
ny np
=7
ni—-1 npz-1

Calculando-se sobre hipo6tese obtém-se

(x=y)

Tops = == (10-3)
)
ny np

Desta forma € possivel calcular o intervalo de confianca através da formula:

Ic 1-0)=(E&-7+ S 10-4
(= 1= @) = | (R = 1) % tgap (2 +2) (10-4)

Onde, a € a significancia. Se T,ps < t(ya/2), rejeita-se a hipdtese nula, ou seja,
estatisticamente as médias ndo sdo iguais. Este teste serd amplamente utilizado durante a

discussdo dos resultados apresentados nesta tese, justamente para dar credibilidade as analises

realizadas.
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hyperthermia

This work exploits a new class of vortex/magnetite/iron oxide nanoparticles designed for magnetic hyperthermia

applications. These nanoparticles, named Vortex Iron oxide Particles (VIPs), are an alternative to the traditional
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Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPIONSs) since VIPs present superior heating power while fulfill
the main requirements for biomedical applications (low cytotoxicity and nonremanent state). In addition, the
present work demonstrates that the synthetized VIPs also promotes an internalization and aggregation of the
particles inside the cell, resulting on a highly localized hyperthermia in the presence of an alternated magnetic
field. Thereby, we demonstrate a new and efficient magnetic hyperthermia strategy in which a small, but well

localized, concentration of VVIPs can promote an intracellular hyperthermia process.

INTRODUCTION

Over the last decades, cancer became the second major cause of death in the world*2. Facing this, several
therapies were developed and are still under continuous improvement®®. In this scenario, one of the most
promising cancer therapies is based on the use of magnetic nanomaterials'®* which can be specially designed
for localized hyperthermia'?13, This strategy explores the magnetic induction heating through an alternating
magnetic field together with the fact that tumor cells are more heat sensitive than healthy cells4. This approach
created a demand for the development of highly specialized nanoparticles (NPs), which could be selectively
absorbed by the tumor tissue and generate the targeted heating. Currently, most of the NPs used for magnetic
hyperthermia are small iron oxide (magnetite or maghemite) spheres with sizes smaller than 15 nm which are
functionalized with organic compounds such as PEG or Dextran to reduce their cytoxicity®. These NPs are
commonly called Superparamagnetic Iron Oxides Nanoparticles or SPIONSs® and have already been tested in
clinical trials!’ for various cancer types, such as brain and prostate cancers”'#-20, Recently, MagForce®
Nanotechnologies AG?, a company from Germany, received the European approval to use SPIONs for human
magnetic hyperthermia cancer therapy.

Until recently, the concept of a superparamagnetic NPs has been the backbone on the development of
magnetic hyperthermia®?. It has been widely optimized in terms of size, saturation magnetization and magnetic
anisotropy??-2* aiming the highest response under usual conditions of applied magnetic field (amplitude and
frequency). Nonetheless, the work from Liu? introduced a new class of iron oxide based nanoparticles
presenting an improved magnetic hyperthermia response when compared to standard SPIONs while preserving
low cytotoxicity. It was demonstrated that these characteristics are due to the unusual shape and size of these
particles which explore a peculiar configuration known as magnetic vortex?®. The peculiarity of such magnetic

states comes from their distinct magnetic moment configuration. In this case, the magnetic moments from the
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iron oxide curls in concentric circles confining the magnetic flux within the particle hence creating a particle
with no magnetic pole, a micromagnetic ouroboros.

In the present work, we have synthesized a new class of nanoparticles named as VVortex Iron oxide Particle, or
simply VIPs, with distinct dimensions in the nanometer range while their magnetic dynamics and vortex states
were characterized through a combination of micromagnetic simulations and magnetization measurements. In
vitro experiments demonstrated that the synthesized nanoparticles were not cytotoxic and could further be used
to evaluate their magnetic hyperthermia in the presence of mammalian cells. Magnetic hyperthermia experiments
showed evidences of a very localized response, promoting cell dead with no environmental heating. Finally,
images from Confocal microscopy and Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM) showed that the
VIPs had been internalized by the cells. The internalization phenomena of the VIP, usually not seen with
SPION:S, resulted on a so-called intracellularc hyperthermia and allowing us to conclude that the VIP when
compared to traditional SPION would be a much more localized and efficient particle for magnetic

hyperthermia.

RESULTS AND DISCUSSION

Three distinct Vortex Iron-oxide Particles, hereafter denominated VIP1, VIP3 and VIP6, were synthesized by
using a methodology previously reported?”?8, The VIPs morphology was investigated by field emission scanning
electron microscopy (FESEM) and the particle size distribution was obtained by measuring the height, internal
and external diameter of at least 400 particles. Figure 1 presents a collection of SEM images of three distinct

samples while the histograms for VIP1, VIP3 and VIP6 are provided in Figure S1 (Supporting Information).

— ’ \
Figure 1. SEM image of iron oxide nanoparticles prepared by hydrothermal reaction: (a) VIP1 (nanoring-like

particles); (b) VIP3 (aspect-ratio close to 1); and (¢) VIP6 (nanotube-like particle).
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These three samples were synthesized in order to investigate the aspect ratio influence (here defined as the
VIP’s height divided by the its external diameter) on the magnetic, physicochemical and biological properties of
the samples. X-ray diffraction (XRD) and X-ray absorption near edge spectroscopy (XANES) experiments were
performed to probe the crystallographic structure and chemical composition along the VIP synthesis. These
results are presented in the Supporting Information (Figures S2 and S3) and indicate that the obtained VIPs are
mostly composed by magnetite. Magnetic characterization was performed at different temperatures and all
samples were measured in the dried state. Table 1 presents the saturation magnetization measured from Figure
S4. It is possible to observe that the process of NPs reduction was not equally efficient for all nanoparticles.
Nevertheless, the saturation magnetization results, corroborates that the VIPs are mostly composed of magnetite.
The hyperthermia measurements were performed and Table 1 summarizes the SAR values calculated for the
three studied particles together with their respective magnetization of saturation (Ms). VIP1 is the one presenting
the highest SAR value (426 W g) and the largest saturation magnetization (102 emu g*). The third column
normalizes the measured SAR by the M indicating that the samples are consistent and that the morphology can

play an important role on the hyperthemic response.

Table 1. SAR values calculated for 200 Oe applied field. Saturation Magnetization is also presented for

comparison.
Nanoparticle SAR at 2000e  Saturation Magnetization Normalized SAR
Wg?h (emu g?) (W/emu)
VIP1 426 102 4.2
VIP3 368 79 4.6
VIP6 401 81 4.9

In addition, series of micromagnetic simulations were done to confirm the existence of magnetic vortex within
the three morphologically (size and shape) distinct VIPs. Figure S5 presents a representative image of the
simulated nanoparticle where NP height (H), NP outer diameter (ExtD) and NP inner diameters (IntD) are
presented.

Thus, sweeping across different series of (H, ExtD, IntD) trios, the results were used to compose a 3-D
micromagnetic phase diagram. In Figure 2 two sections from the diagram at IntD =50 nm and IntD = 70 nm
while ExtD and H varied from 80 to 210 nm and from 5 to 400 nm, respectively, show the regions of the

synthetized VIPs. Together the magnetic states depicted on the phase diagram as green, blue and red colors
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represent the Vortex, Bamboo and 2xVortex states illustrated with the streamlines following the magnetic flux

within the particle.
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Figure 2. Sections of the 3-D phase diagrams for a fixed internal diameter of a) 50 nm and b)70 nm. Vortex
(green), Bamboo (blue) and 2xVortex (red) states are presented. The three regions identified as VIP1, VIP3 and
VIP6 are the morphologic position within the phase diagram of the respective nanoparticles with respect to their
standard deviations. As for the rest of the phase diagram, it has been omitted for a matter of space restrictions.
Also, in Figure 2, the regions identified as VIP1, VIP3 and VIP6 representing the size distributions within the
micromagnetic phase diagram with respect to their standard deviations shows that the NPs are within the
magnetic vortex region indicating that the synthesized particles can indeed be classified as Vortex Iron oxide
Particles. Furthermore, it is worth note that the observed magnetic states are in agreement with similar
nanoparticles and their micromagnetic phase diagram?”2°, at the same time, part of the presented micromagnetic
phase diagram are new and also represent a unpublished contribution to the study of the current knowledge

regarding the VIP shape and micromagnetic state .

Following, the cytotoxicity of these particles was evaluated due to their possible application as a
bioengineered material®*-%, Human Embryonic Kidney (HEK293) cells were exposed to different concentrations
of the VIPs for 24 and 48 h (Figure S7) and no cytotoxic effect was observed. In fact, a small increase in cell
proliferation was seen, indicating that the nanoparticles may be affecting the cell metabolism. However, the
reasons for this proliferation increase are out of the scope of this work and the cytotoxicity absence indicates that

the synthetized nanoparticles can be potentially used for biomedical applications.
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Further in vitro experiments with mammalian cells were performed to evaluate the potential of these
nanoparticles for hyperthermia applications. This experiment was performed on HEK293T previously incubated
with VIPs for 24 h. After being exposed to magnetic field, cell viability was measured by Flow Cytometry (FC)
through cell staining with propidium iodide (PI). It is known that PI is a membrane impermeant fluorescent
molecule that binds to the DNA of non-viable cells and, therefore, PI positive cells are considered dead cells.
Figure 3 summarizes the FC results, which quantifies the number of non-viable cells. Different colors were used
to distinguish between the control group and the three distinct VIPs. The symbol on top of each bar indicates the

exposure times results that are statistically different in accordance to a Students t-test.
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Figure 3. Effects of in vitro hyperthermia experiments on cell death rates after nanoparticle treatments. HEK293
cells were treated with indicated nanoparticles (24 h of incubation in the presence of 100 pg ml of
nanoparticles). The control cells are shown in gray and VIP1, VIP3 and VIP6 nanoparticles treated cells are
shown in red, blue and green, respectively. Cell death was assessed by Flow Cytometry using determination of
dead cells by PI incorporation and the gating is show in Figure S8. Statistical analysis was performed by
Students t-test and the symbols in common denote a lack of statistical difference within the same particle or

control group.

Firstly, it is important to point out that the in vitro hyperthermia experiment has been carried outside of the
cell culture environment. Consequently, it was not possible to guarantee a stress free environment for the cells
resulting in significant cell stress for longer treatment times. Besides, even working below the accepted biologic
limits, there are no guaranties that the magnetic field is not affecting the cells. The consequences of these effects

are observed with the control group (gray) shown in Figure 3. Another important point to be highlighted is the
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absence of observable sample heating correlated with a magnetic field exposure during the experiment. This was
somehow expected, since the NPs concentration was considerably low compared to the culture medium in which
the cells were initially incubated with the VIPs. In a typical experiment, the SAR measurements presented in
Table 1 were performed using a 1 mg/mL VIP aqueous suspension. On the other hand, for the in vitro
experiments, the cells were initially incubated with 0.1 mg/mL VIP suspensions and then washed in order to
remove any free non-internalized VIP. This procedure resulted in a concentration at least 10 times smaller in the

in vitro experiment which is too small for generating an observable environmental heating.

Therefore, it is clear that the VIPs in the presence of magnetic field induced cell death. Moreover, the two
samples statistical t-test allowed distinguishing common behaviors for all three nanoparticles. Firstly, we can
observe that most of the inflicted damage in the cells leading to the cell death occurs after 100 s of applied
magnetic field. This is supported by the comparison between VIP groups and the control one. On the other hand,
the statistical tests shown in Figure 3 indicate that the amount of dead cells is not significantly different when

300 and 500 s are compared.

Figure 4 shows a set of confocal images for the control as well as VIP6 treated cells for 24 h as a tentative to

better understand the biological effect associated to these particles.

DAPI MitoTracker® DIC DAPL* MioTracker®
+ DIC

%

Control group

™

VIP6 group

Figure 4. Confocal images of U2-OS fixed control cells and cells treated for 24 h with VIP6. Fluorescent signals
of Hoechst-nuclei marker (blue) and Mitotracker®-mitochondria marker (red) indicates nucleus position and cell
boundaries, respectively. DIC image shows VIP6 agglomerations. Combination of all fluorescent and DIC

images indicates VIP6 localization within the cells. Scale bar is 20pum.
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Nuclei of U2-0S cells were stained in blue with Hoechst while mitochondria were labeled in red with
Mitotracker® deep red. The mitochondria labeling was used as an indicative of cell boundaries. Differential
Interference Contrast (DIC) allowed the visualization of magnetite nanorings agglomerates due to the low light
transmission property of the material resulting on dark contrast regions within the DIC image. Ultimately, the
superposition of all images of the sample group allows the observation that the nanoparticles are mainly located
close to the nuclei. Similarly, conventional optical images were taken for HEK293T cells after the treatment with
all three nanoparticles of interest. The HEK293T results are not shown since the cytoplasm of these cells are

considerably smaller than U2-OS and, consequently, NPs location is less evident.

Once individual nanoparticles are too small to be seen using an optical microscope, we can only assume that
the dark spots observed on the DIC images corresponds to nanoparticles agglomerates inside the cells. Due to the
fact that the presented confocal technique is not able to discriminate between agglomerates creating some
uncertainty on where the nanoparticles are inside or on the surface of the treated cells, HEK293T cells were

fixed, dehydrated, embedded in resin, sliced using an ultramicrotome and further imaged by STEM (Figure 5).

Figure 5. STEM dark field images of VIP1 treated HEK cells ultrathin section. The HEK cells were treated
following the same procedures as if would be expose to the magnetic field. a) STEM ADF imaging for detailing
cell mitochondria (red arrows), but saturated VIP with indistinctive ring-shape structure (blue arrows); b) STEM

HAADEF for detailing VIP1 structure with distinctive ring-shape structure (blue arrow). Scale bar is 500 nm
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Images were obtained in scanning mode (STEM) using low and high angular annular dark field (ADF and
HAADF, respectively) detection modes. For a better cells contrast, lower angle collection was selected using
ADF. Afterward, keeping the same field of view, HAADF was selected increasing the nanoparticle contrast. All
observations were performed using minimal dose to prevent sample radiation damage. These images allowed the
observation of individual nanoparticle within the cell structure, confirming that the VIPs were duly internalized
by the cells. Finally, we can argue that the distinctive flow cytometry backscattering signal observed (Figure S8)
for all VIP treated cells are correlated to the presence of internalized VIP within the cell. Therefore, STEM
images together with the flow cytometry measurements strongly suggest that the VIPs are internalized and

working in favor of an intracellular hyperthermia effect.

A modified MILC protocol presented by Galimard et al** was employed to estimate the nanoparticle mass
concentration inside the cells. Briefly, after incubation, the cells were washed with phosphate buffered saline
(PBS) to remove the non-internalized nanoparticles. Following, the cells were trypsinized, re-suspended in
DMEM and aliquots were taken for cell counting while the remaining cells were centrifuged to form a pellet.
Finally, the pellets were dissolved in hydrochloric acid resulting in a yellow color solution which was analyzed
by UV-Vis spectroscopy and compared to the references. The amount of iron absorbed by the cells was used to

estimate the nanoparticle concentration per volume (Table 2).

Table 2. Intracelular VIP mass concentration obtained from the MILC protocol. mee is the mass of iron oxide
divided by the number of cells and M is the concentration of iron oxide inside a mammalian cell considering
an average cell volume of 10 pL*. Also, the iron oxide concentration used during the nanoparticles in vitro

incubation for the hyperthermia experiments is presented for comparison.

Nanoparticle Name Mee Mee
(pg/cell) (mg/ml)*
VIP1 | 106 + 19 11+2
VviP3 80+ 15 8+2
VIP6 81+16 812
in vitro incubation - 0.1

* Estimated value for a mammalian cell with 10 pL volume®.

As one can observe, the presence of the VIP inside the HEK293T cells are in a concentration at least 80 times

larger than the initially administered during incubation. So the observed cell death is a consequence from an
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intracellular hyperthermia process. In this scenario, only the cells with internalized VIPs are affected by the
magnetic field and the majority of affected cells are killed up to 300 s. After 300 s, the statistical t-test showed
that all nanoparticles presented a similar cell viability results. This behavior corroborates with the proposed
scenario of the VIP concentration being insufficient to generate environmental heating, as well as keeping the
heat localized within the cells. As such, this behavior would be twice as effective because would only effect cell

with internalized VIPs and spare VIP free cells from the hyperthermia induced dead.

Taking the VIPs dimension (as large as 100 nm) into consideration, we believe that the internalization is
driven through active mechanisms, such as, phagocytosis or endocytosis, since for this size range the osmotic
mechanism can be excluded. Such internalization mechanisms associated to these NPs were out of the scope of
this work and is still open for discussion increasing the possibility for optimization and control on the process.
Individually, VIP1 nanoparticle presented the best performance when compared to the other two particles
studied. It presented best SAR values (Table 1) in addition to more stable vortex state shown by the
micromagnetic simulations. Besides, the in vitro hyperthermia experiment of VIP1 had the most consistent

results, with a tendency of promoting cell death for an exposure time of only 100 s.

CONCLUSION

In the present paper we demonstrated that mammalian cells have a tendency to internalize the synthetized
VIPs with no significant cytotoxicity effect. Furthermore, the observed concentration of the VIP inside the cells
promoted a much more efficient path to cell dead through magnetic hyperthermia. We observed that, although
the overall concentration was unable to promote environmental heating, most of the VIP were found to be inside
the cells. After quantifying the concentration within the cells we noticed that it was at least 80 times greater than
the overall concentration used for the entire experiment. Thanks to this greater intracellular concentration, the
magnetic field was able to promote a localized heating which resulted in a much more efficient path to cell
death. Such a process was named intracellular hyperthermia that, to our knowledge, is an unusual phenomenon
despite their significance on the development of magnetic hyperthermia nanoparticle. It is common to most
hyperthermia procedures, to ignore any intracellular hyperthermia phenomena since the majority of the works on
the field focus on environmental heating targeting entire tissues with no selectivity at the cellular level. Those
procedures would target tissues and cells indiscriminately denning the benefits of a more selective targeting in
cellular levels. As a result, we believe the intracellular hyperthermia presented in this work is the natural next

step for magnetic hyperthermia. The presented strategy would have a better selectiveness and a much more
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efficiency, at the same time the synthetized nanoparticles would also provide new forms of drug deliver and

intracellular targeting to be further exploited on the future.

EXPERIMENTAL METHODS

Materials: Iron (iii) chloride (FeCls), monosodium phosphate (NaH2PO,. H,O) and sodium sulfate (Na2SO4)
were purchased from Sigma-Aldrich. All chemicals were used without further purification. The Ha/He (5 %) gas
mixture was prepared using Hz (99.99 %) and He (99.99 %) by mass controllers with set points of 2.5 mL min™

and 47.5 mL min, respectively.

Synthesis of the Iron Oxide Nanorings: The iron oxide particles were synthesized by two steps process. First,
hematite (a-Fe,Qs) nanorings were prepared following the procedure reported by Jia et al.?”-% In a typical
experiment (for sample VIP1), a solution of FeCls (0.02 m), NaH2PO4 (0.1 mm) and Na;SO4 (0.55 mm) were
mixed at room temperature. Different concentrations of NaH2PO, were tested in order to investigate their
influence over the NPs morphologies. The samples were named as VIPf for a respective NaH,PO4 concentration
of 10 m. In all cases, a total volume solution of 80 mL was transferred to a Teflon-lined autoclave reactor (100
mL) that was closed and maintained at 220 °C for 48 h. After cooling down to room temperature, a red powder
was precipitated by centrifugation and dried at 80 °C under vacuum conditions, corresponding to a-Fe;O3
nanoparticles (hematite). The second step consisted in reducing the as-cast hematite nanoparticles in order to
convert them to magnetite. The system was then annealed for 1 h at 420 °C in an H,/He (5 %) 50 mL min* flux

atmosphere.

Characterization: The morphology of the samples was investigated in a FEI Inspect F50 field emission
scanning electron microscope (FESEM, 1.2 nm resolution, operated at 10-30 KV, secondary electrons detector,
at the Brazilian Nanotechnology Laboratory). All samples were prepared by deposition of dried nanoparticles on
a carbon tape on top of a Si (100) substrate. The corresponding particle size distribution was obtained by
measuring the height as well as internal and external diameters of more than 400 particles duly aligned to the

main electron beam axis.

Hyperthermia Measurements: The experimental SAR determination was done using an inducing heating
system (Ambrell, Easy Heat 4.2 kW) with eight round water cooled coil operating at an alternated magnetic field
of 300 kHz and amplitude up to 40 kA m. A known volume (2 mL) of suspended magnetic nanoparticles in

water (1 mg mL™%) were placed into a cylindrical glass vial which was thermally isolated preventing any heating
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arising from the coil while mitigating the losses to the environment. Measurements were done along 180 s in
which the temperature was probed by a fiber optic thermometer (Optocon, DE) at every 1 s with a resolution of

0.1° C. The SAR results were obtained from the slope curve following the expression shown in Equation 1.

In vitro hyperthermia: In vitro hyperthermia was performed on individual wells containing about 5 x 10*
HEK293T cells in DMEM supplemented with serum and penicillin/streptomycin and maintained at 37 °Cina 5
% CO, atmosphere for 24 h. Then, nanoparticles suspended in complete medium (100 pg mL1) were added to
each well, which were incubated at 37 °C in a 5 % CO; atmosphere for 24 h. It is worth to highlight that the
concentration used during in vitro hyperthermia experiments is 10 times lower than those one used on NP’s SAR
characterization, i.e., without cells. After incubation, each well was washed with DMEM in order to remove any
free nanoparticle and leaving only those that actually interact with the cells. Each well was then exposed to the
alternating magnetic field of 200 Oe and 300 kHz for different times (0, 100, 300, 500 seconds). Finally, cells
were evaluated using flow cytometry using propidium iodide as label for dead cells. All measurements were

done on triplicate.

Flow cytometry: Flow cytometry was carried out in a Flow Cytometry FACSCanto Il - BD Biosciences. After
magnetic field exposure the cells were trypsinized and stained with Propidium lodide for 15 minutes at room
temperature in the dark. Following, the cells where analyzed by the flow cytometry where PI positive cells were
considered dead cells and PI negative were considered viable cells. All measurements were composed for at least
15000 events. Data of measurement size, cytotoxicity and cell dead are represented as the mean * standard error
of the mean. Cell dead data were analyzed using Student-t test and a value of P<0.05 was considered as

statistically significant.

Statistical analysis: Data of measurement size, cytotoxicity and cell dead are represented as the mean +
standard error of the mean. Cell dead data were analyzed using Student-t test and a value of P<0.05 was

considered as statistically significant.

Confocal optical microscopy: Confocal microscopy was performed using U2-0S cells. Cells were seeded over
a microscope cover slip into a 24 cell culture wells at 5 x 10* cells per well in DMEM and maintained at 37 °C in
a5 % CO, atmosphere for 24 h. Then, the cells were incubated with suspended VIP1, VIP3 or VIP6 (100 pg mL-
1) for 24 h at 37 °C in a 5% CO, atmosphere. Untreated wells were used as control. Thereafter, mitochondria

were stained with Mitotracker® Deep Red (Life Technologies) and then cells fixed with paraformaldehyde and
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the nuclei stained with Hoechst. Finally, microscope slides were taken to a Leica SP-8 confocal microscope for

imaging (LNBio-CNPEM).

TEM sample preparation: Following the same procedure described above, HEK cells were incubated for 24h
on the presence of the nanoparticle. After the cell culture were gently washed with medium to remove free
nanoparticles, following the adherent cells were removed from the well by scraping and fixed in 2.5%
glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer (pH 7.4). The samples were rinsed
several times with cacodylate and then treated with 1% osmium tetroxide and 1% potassium ferrocyanide in the
same buffer. The samples were rinsed and dehydrated in a ethanol series (30 to 100%), embedded in epoxy resin

and then polymerized at 60 °C for 48h. Ultrathin sections < 150 nm were obtained in an RMC ultramicrotome.

STEM Images: Scanning transmission electron microscopy (STEM) was performed on a JEOL 2100F
instrument operated at an accelerating voltage of 200 kV with a 0.7 nm spot size. STEM dark field images were

obtained using a JEOL low or high angular annular dark field (ADF and HAADF, respectively) detector.

Milc Protocol: Iron taken by the HEK cells were quantified using the MILC protocol®*. After incubation the
well was washed with phosphate buffered saline (PBS) in order to remove any free nanoparticle and leaving only
those that actually interact with the cell. Following the cells were trypsinized and re-suspended in DMEM.
Aliquots were taken for numbering using a Countess® Il FL Automated Cell Counter and the rest centrifuged to
get a pellet. Finally, the pellets are dissolved in hydrochloric acid (35%) overnight ending with the yellow color
characteristic of tetrachloroferrate ions FeCls". The tetrachloroferrate solution UV—Vis absorption were taken on
an 8453 Agilent Ultraviolet-Visible Spectrometer and the amount of iron were defined with the help of a

reference solutions. All measurements were done on triplicate

Micromagnetic simulations: The micromagnetic simulations were performed using the OOMMF package®.
This package provides the total energy of a simulated magnetite nanoparticle as the sum of independent energy
terms: the exchange energy, the self-magnetostatic energy, the surface anisotropy energy and the Zeeman
energy. The magnetite magnetic parameters used for the simulations were the following: saturation
magnetization Ms = 485 kA m!; exchange stiffness A = 13.2 pJ m%; magneto crystalline anisotropy constant K1
= -136 puJ m3; cubic anisotropy with z axis defined along the axe of symmetry of the cylinder; and damping
factor oo = 0.5 (chosen based on a reasonable time to reach the equilibrium magnetization state). The system was

discretized on cubic cells of 5 x 5 x 5 nm? which is in agreement with the magnetite exchange length (4.9 nm).
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Supporting Information.

Supporting information includes size distribution for the height, internal diameter and external diameters of
the synthesized nanoparticles (VIP1, VIP3 and VIP6); X-ray diffraction patterns of VIP3; X-ray absorption near
edge spectroscopy of VIP3; magnetization measurement of synthesized VIPs; representative image of a
simulated nanoparticle; simulated magnetic hysteresis for a monodisperse ensemble of randomly oriented VIP;
representative image of simulated magnetic phases found; in vitro cytotoxicity assay after 24 and 48 hours of
incubation in the presence of VIPs; and representative flow cytometry measurement. This material is available

free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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Figure S1. Histograms for VIP1, VIP3 and VIP6 morphology.
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Figure S2. XRD measurement of VIP3 particles.
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Figure S4. Magnetization curve measured for VIP1 (red), VIP3 (blue) and VIP6 (green).



Figure S5. Representative image of a simulated nanoparticle used for the phase diagram composition.
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Figure S6. Simulated magnetic hysteresis for a monodispersive ensemble of randomly oriented nanorings.
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