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Resumo 

 

Um dos maiores desafios da medicina é desenvolver tratamentos para os diversos tipos 

de câncer. Entretanto tratamentos convencionais para o câncer como a quimioterapia e a 

radioterapia apresentam, em muitos casos, efeitos colaterais indesejados. Como alternativa, 

nanomateriais têm a premissa de aprimorar e criar uma nova rota de tratamento e diagnóstico. 

Atualmente as nanopartículas de óxido de ferro são intensamente estudadas, especialmente 

devido à sua capacidade de gerar calor quando sujeitas a um campo magnético alternado. O 

mecanismo de aquecimento induzido via campo magnético externo é conhecido como 

hipertermia magnética. Através deste mecanismo é possível realizar aplicações biotérmicas e 

redirecionamento de fármacos. A vantagem da utilização de um nanomaterial magnético 

provém da sua característica incomum conhecida como superparamagnetismo. Sistemas 

superparamagnéticos não apresentam magnetização espontânea, nem campo coercitivo e, como 

consequência, sua curva de magnetização não apresenta perdas por histerese. 

Portanto, a motivação deste trabalho vem da necessidade de informações biofísicas a 

respeito do tratamento magneto hipertérmico destes nanomateriais em tecidos humanos. Assim, o 

objetivo desta tese é tratar de aspectos fundamentais voltados ao comportamento das 

nanopartículas Fe3O4 em meio celular durante a hipertermia. Neste contexto, serão abordadas 

questões a respeito da utilização do uso de nanopartículas de óxido de ferro com diferentes tipos 

de recobrimentos, buscando desta forma, discutir as vantagens e desvantagens de cada 

recobrimento de acordo com suas características físico-químicas bem como sua citotoxicidade. 

Além disso, o trabalho aborda o potencial magneto hipertérmico destas nanopartículas 

superparamagnéticas com distintos recobrimentos comparando seus respectivos desempenhos 

no tratamento em células embrionárias 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 os 

recobrimentos formados por surfactantes como brometo de cetrimônio e o dodecil sulfato de 

sódio apresentaram uma alta taxa de mortalidade celular não sendo indicados ao tratamento. 

Por fim deve-se avaliar o potencial magneto hipertérmico dos nanomateriais biocompatíveis, 

uma vez que os melhores resultados associados ao tratamento hipertérmico foram obtidos para 

as nanopartículas recobertas com quitosana, polietileno glicol e fosfolipídio 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 Fe3O4 

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 Introdução 

 

Os tratamentos convencionais de câncer (BASKAR et al., 2012; CRUZ;; ROSSATO, 

2015; JR et al., 2007) vêm obtendo sucesso em muitos casos, entretanto nem sempre o 

tratamento convencional com quimioterapia e radioterapia são os mais indicados para cada 

caso, podendo em alguns momentos levantar incertezas (ANGELO; MOREIRA; 

RODRIGUES, 2010) a respeito do tratamento mais indicado. É nesse cenário que os 

nanomateriais aparecem com a promessa de criar rotas alternativas para o tratamento 

expandindo as possibilidades de diagnósticos e tratamentos. Aqui, em especial, serão 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 não somente no tratamento do câncer, mas sim em diversas 

aplicações como tratamentos de infecções 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 

nanotecnológicos como os microprocessadores projetados nanometricamente (ULLAH, 2012). 

Trabalhar com nanomateriais parecia um futuro distante onde só se observava as aplicações em 

filmes de ficção científica. No entanto, com o advento da tecnologia e da ciência foram 

elaborados dispositivos cada vez menores e hoje é possível obter facilmente um equipamento 

com processadores nanométricos como tablets e smartphones.  

Então, já era de se esperar que rotas inovadoras para o diagnóstico e tratamento das 

doenças citadas seriam buscadas. Assim os materiais nanométricos trouxeram consigo um leque 

de opções de tratamentos e diagnósticos promissores de doenças que afligem a sociedade como 

o câncer, infecções bacterianas e virais entre outras enfermidades. Dentro deste cenário as 

nanopartículas magnéticas ganham espaço e visibilidade devido às suas propriedades 

magnéticas especiais como a ausência de remanência magnética típica 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 

nanométricos é que isso  viabiliza o endereçamento 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 diagnóstico por imageamento (ALKILANY et al., 



2 

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 funcionalização das superfícies (KURTZ-CHALOT et 

al., 2014; MUKHOPADHYAY et al., 2012; WU; HE; JIANG, 2008) do nanomaterial, e, 

particularmente, neste trabalho, o grande interesse está na aplicação das nanopartículas 

magnéticas no tratamento de câncer via hipertermia magnética (BARALDI, 2015; 

MAHMOUDI et al., 2011; MUKHOPADHYAY et al., 2012). 

O termo hipertermia está associado à elevação da temperatura normal do corpo. Portanto 

hipertermia magnética deve-se a elevação da temperatura normal do corpo via ação magnética, 

em geral com a aplicação de um campo magnético externo. A vantagem de se utilizar isso em 

bioaplicações está correlacionado à indução 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 cancerígenas que são mais 

sensíveis à troca de calor do que as células sadias. Entretanto, apenas aquecer as nanopartículas 

descontroladamente através de um campo magnético alternado tornará o tratamento ineficaz e 

indesejado, podendo causar danos a tecidos que não são de interesse. Para corrigir essa 

deficiência é possível concentrar o tratamento apenas na região desejada através do 

redirecionamento do nanomaterial. Dessa forma, a hipertermia magnética e os nanomateriais 

magnéticos ganham visibilidade, pois quando as nanopartículas magnéticas estão sujeitas a um 

campo alternado elas liberam calor tornando assim possível o tratamento via hipertermia. 

A hipertermia magnética traz consigo o conceito termodinâmico da taxa de aquecimento 

produzido pelo nanomaterial magnético quando exposto a um campo alternado externo. Isso 

está relacionado ao “Specific Loss Power – SLP” ou ao “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 potência gerada pelo nanomaterial 

por um tempo, em geral normalizado pela massa. Pensando em termos de bioaplicações, o SAR 

elevado gera um aquecimento rápido, reduzindo assim a dose a ser administrada de 

nanomaterial. Entretanto, uma taxa elevada de variação de temperatura pode provocar uma 

variação abrupta de temperatura com uma pequena variação de campo magnético, gerando 

danos indesejados. Já um SAR reduzido leva a um bom controle da variação da temperatura, 

em especial sob o controle da área afetada, entretanto, é necessária uma dose maior do 

nanomaterial. No entanto, essa elevada dose, em alguns casos, pode induzir efeitos colaterais 

indesejados ao paciente. 
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Em meio a esses questionamentos, é importante salientar que por se tratar de um tecido 

biológico (JUNQUEIRA, 2012), algumas características citológicas devem ser observadas tais 

como seletividade da membrana plasmática, saturação de material em seu interior e viabilidade 

celular de acordo com a concentração do material envolvido. O foco deste trabalho é voltado 

as possíveis aplicações biomédicas, portanto, alguns critérios devem ser atendidos tais como a 

biocompatibilidade, baixa remanência magnética e baixo campo de saturação. As importâncias 

destes parâmetros apresentados vêm da necessidade de um alto controle biofísico do durante o 

tratamento magneto hipertérmico no tecido humano. 

Com relação ao pré-requisito das propriedades magnéticas foram utilizadas 

nanoestruturas de óxido de ferro conhecidas também como “Superparamagnetic Iron Oxide 

Nanoparticles – SPIONs” (BARALDI, 2015; LI et al., 2013; MAHMOUDI et al., 2011; 

NAQVI et al., 2010; UNSOY et al., 2012). Fundamentalmente, esse nanomaterial magnético 

não apresenta remanência magnética e tem um baixo campo de saturação, atendendo assim os 

requisitos magnéticos exigidos. Um outro fator desejado está relacionado à possibilidade de 

internalização das nanopartículas no tecido biológico. Assim, a escolha da morfologia é um 

importante parâmetro e, neste trabalho, nanopartículas de magnetita/maghemita esféricas de 

aproximadamente 15 nm foram utilizadas, buscando uma maior internalização 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 interação do nanomaterial com o tecido biológico. 

Isso pode ser feito através do recobrimentos com polímeros (BADRUDDOZA et al., 2013; 

HOLTZ, 2009; NEL et al., 2009), surfactantes (KURTZ-CHALOT et al., 2014; LI et al., 2013; 

ROSENSWEIG, 2002; SUNGHYUN, 2011; ZHANG, YINAN et al., 2012) e fosfolipídios 

(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 

características do coloide magnético (COEY, 2010),(KNIGHT et al., 1999; SOENEN; DE 

CUYPER, 2009),(NAQVI et al., 2010),(GALIMARD et al., 2012). Entretanto, essas 

modificações podem também impactar no aquecimento do nanomaterial pois, ao modificar a 

superfície do coloide alteramos também a capacidade térmica do mesmo. Além disso a 

interação do coloide com o meio celular interfere diretamente nas propriedades termodinâmicas 

do meio, em especial a capacidade térmica do meio de acordo com o calor especifico de cada 

componente; isso impactará diretamente no potencial de aquecimento do conjunto. Portanto 
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avaliar o SAR real do coloide em meio celular não é uma tarefa simples, entretanto pode-se 

verificar alguns parâmetros tais como a taxa de aquecimento que permite correlacioná-los com 

tratamento do tecido em estudo.  

Assim encontra-se uma vasta gama de variáveis a serem controladas, e nem sempre os 

recobrimentos irão 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 aplicação hipertérmica nas células de HEK293T (F.L. GRAHAM, 

1977; LUO; BUSILLO; BENOVIC, 2008).  

Esta tese contém 9 capítulos divididos da seguinte forma: 

No capítulo 2 serão abordados os fundamentos teóricos básicos para a compreensão dos 

fenômenos físicos e químicos que governam a hipertermia magnética e o comportamento dos 

coloides magnéticos. No capítulo 3 será descrito um levantamento do cenário geral do 

desenvolvimento das nanopartículas relacionadas às aplicações médicas bem como a utilização 

de distintos recobrimentos descritos na literatura. Será discutida a importância dos trabalhos 

que contribuíram para o desenvolvimento dos nanomateriais magnéticos na atualidade. O 

capítulo 4 trata das sínteses das nanopartículas bem como técnicas de recobrimentos do 

nanomaterial com surfactantes, polímeros e fosfolipídios. O capítulo 5 é dedicado ao contexto 

de toda a instrumentação utilizada na caracterização das amostras, toda a preparação para cada 

processo e como foram cultivadas e tratadas as células utilizadas neste trabalho. O capítulo 6 

trata dos resultados obtidos através de cada técnica de caracterização, realizando discussões em 

cima de cada resultado obtido investigando as propriedades de cada recobrimento envolvido; 

neste capítulo será introduzido uma discussão dos estudos direcionados à aplicação 

hipertérmica em cultura celular com o nanomaterial recoberto avaliando e selecionando as 

amostras mais propícias para os ensaios hipertérmicos em virtude da sua viabilidade para 

bioaplicações. Este capítulo também descreve o passo-a-passo das aplicações in vitro com as 

células HEK293T de acordo como cada nanomaterial recoberto se comporta sob situações de 

stress hipertérmico. No capítulo 7 será 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 tópico, será abordado a continuidade do próprio trabalho desenvolvido, 

especialmente em termos de publicações correlacionadas com as aplicações hipertérmicas. No 

capítulo 8 será apresentada uma ampla discussão e um fechamento do trabalho de acordo com 

os resultados obtidos.  
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2 Introdução aos nanomateriais magnéticos e fluidos magnéticos  

 

A nanotecnologia já faz parte do nosso cotidiano, está presente nos nossos telefones 

celulares e computadores entre outros eletrônicos. Ela já não é mais um marco do futuro, mas 

sim, um investimento presente onde indústrias gastam trilhões de dólares somente com produtos 

nanotecnológicos e nanofármacos (HUANG; HAINFELD, 2013; LI et al., 2013; NAQVI et al., 

2010; SHI et al., 2012; SOENEN; DE CUYPER, 2010).  

Atualmente vivemos em um cenário em que a tecnologia acaba impulsionando a ciência 

no desenvolvimento de novos nanomateriais estruturados e vice-versa. O fato destes materiais 

serem tipicamente muito pequenos acabam por apresentar fenômenos quânticos tais como os 

plasmon (GWAMURI et al., 2015) no caso das nanopartículas metálicas, evento que se 

desenvolve com a excitação coletiva dos elétrons em um sólido. O impacto direto desse 

fenômeno de plasmon é a alteração das bandas de eletrônicas e com isso as frequências de 

excitação e emissão do material, o que altera o aspecto de cor do objeto de acordo com o 

tamanho do nanopartículado. Já as nanoestruturas magnéticas apresentam um comportamento 

singular conhecido como superparamagnetismo. Este fenômeno ocorre em nanopartículas que 

apresentam apenas um único domínio magnético. Isto é possível quando o seu diâmetro é 

inferior ao diâmetro crítico que depende de algumas condições que serão explicadas adiante. 

Nesta condição, considera-se que a magnetização das nanopartículas é um único momento 

magnético gigante, que nada mais é que a somatória de todos os momentos magnéticos 

atômicos. Este fenômeno superparamagnético é conhecido como macrospin 

(BANDOPADHYAY; CHAUDHURI; JAYANNAVAR, 2014) e está intimamente ligado ao 

tempo de relaxação dos momentos magnéticos e da temperatura de bloqueio (GOYA; 

MORALES, 2004; MARKINK, 2012; PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOŒER; FABIAN; 

HEIDER, 1997). 

Dentro desse cenário 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 líquido, porém ainda apresentam propriedades que 

somente materiais em estado sólido teriam. Produzir esse tipo de material demanda sínteses 

especificas, como um controle de condições que viabilizem a distribuição das nanopartículas 

magnéticas no meio líquido. Isso traz consigo um conceito muito importante conhecido como 

estabilidade eletrostática e eletrostérica de coloides. Para tal pode-se utilizar diferentes 
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recobrimentos junto às nanopartículas, este processo modifica o meio coloidal e possibilita um 

novo leque de opções para biocompatibilidade do nosso ferrofluido com biomateriais. O 

objetivo deste primeiro capítulo é descrever os sistemas investigados nesse trabalho.  

Neste contexto, serão apresentados conceitos químicos e físicos que permitem a 

estabilização de um coloide bem como avaliar a investigação da interface entre as 

nanopartículas e os seus respectivos recobrimentos e suas consequências. A síntese utilizada 

para a obtenção do fluído magnético foi decomposição térmica. Já os recobrimentos adotados 

foram os fosfolipídios, polímeros e surfactantes cuja finalidade dos recobrimentos está 

correlacionado com a estabilização e preparação dos coloides para bioaplicações. Os 

fundamentos teóricos voltado ao nanomagnetismo foram, em suma, extraídos de duas 

referências (COEY, 2010; GUIMARÃES, 2009). 

 

2.1 Magnetismo Clássico 

O Magnetismo pode ser definido no dicionário Aurélio como “o conjunto de fenômenos 

associados às forças produzidas entre circuitos em que há uma corrente elétrica, ou entre 

magnetos”. Em física podemos representar o campo magnético pela letra 𝐻, o campo de 

indução magnética pela letra 𝐵 e a magnetização pela letra 𝑀. A relação entre essas grandezas 

é descrita por: 

 

𝐵⃑ = 𝜇0(𝐻⃑⃑ + 𝑀⃑⃑ )  (2-1) 

 

onde, 𝜇0 = 4𝜋. 10
−7𝑁.𝐴−2 é a constante de permeabilidade magnética no vácuo no SI.  

A origem dos efeitos magnéticos vem momentos de dipolos magnéticos de partículas 

elementares ou de correntes elétricas. O momento de dipolo magnético 𝑚⃑⃑  de um material é um 

vetor que, em presença de um campo magnético gera um o torque 𝜏  que pode ser descrito por: 

 

𝜏 = 𝑚⃑⃑  × 𝐵⃑   (2-2) 

 

No caso dos materiais que apresentam magnetização devido ao arranjo de seus 

momentos de dipolos magnéticos elementares, pode-se definir a magnetização como a 

somatória de cada momento de dipolo magnético individual dividido pelo volume deste 

material: 
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 𝑀⃑⃑ =
∑ 𝑚⃑⃑⃑  

𝑉
 (2-3) 

Como o material apresentará regiões com conjuntos de dipolos apontando em uma 

mesma direção, cabe neste ponto definir o que é domínio magnético. Basicamente o domínio 

magnético é uma região dentro de um material magnético em que a magnetização está em uma 

direção uniforme. Isso significa que os momentos magnéticos individuais dos átomos estão 

alinhados um com o outro e eles apontam na mesma direção. 

Em física atômica podemos definir o momento magnético de um elétron devido ao seu 

momento angular orbital e de spin. Para expressar essa unidade natural utiliza-se o magnéton 

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

 

𝜇𝐵 =
𝑒ℏ

2𝑚𝑒
  (2-4) 

 

onde, 𝜇𝐵 = 9,274. 10
−24 𝐽. 𝑇−1 no SI; 𝑒 é a carga elementar do elétron; ℏ é a constante 

de Planck reduzida; 𝑚𝑒 é a massa do elétron.  

Quando essas cargas estão em movimento, elas produzem corrente elétrica. Seja a nível 

atômico no caso dos momentos orbitais e de spin, tanto quanto no caso macroscópico 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 

área 𝐴, ao qual circula uma corrente elétrica 𝑖, para qual a magnitude do momento de dipolo 

magnético pode ser descrita por: 

 

𝑚⃑⃑ = 𝑖. 𝐴   (2-5) 

 

O termo ferromagnetismo é por causa do magnetismo permanente da magnetita 

observado por Tales de Mileto (640 a.C.-546 a.C.). Entretanto, a maioria dos materiais não 

apresentam momentos magnéticos permanentes. Alguns materiais só apresentam resposta 

magnéticas quando estão sujeitos a um campo magnético externo.  

O material magnético pode apresentar diferentes respostas de acordo com o arranjo dos 

seus domínios magnéticos. Uma das respostas é o material paramagnético, neste caso o material 

não apresenta um alinhamento organizado dos momentos magnéticos em condições normais, 

entretanto quando um campo magnético externo é aplicado ao paramagneto, o material se 

orienta fracamente a favor do campo externo. Outro comportamento possível é o 

ferromagnetismo, naturalmente neste material há um grande alinhamento dos momentos 
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magnéticos em determinadas regiões do material conhecidas como domínios magnéticos. As 

direções do alinhamento destes domínios dependem dos arranjos cristalográficos do material. 

De maneira geral, haverá um eixo preferencial de alinhamento magnético este eixo é 

denominado eixo fácil de magnetização. Quando o material ferromagnético é submetido um 

campo magnético externo ele responderá com uma forte orientação de seus momentos em 

relação ao campo. Outro comportamento possível é o diamagnetismo. O material diamagnético 

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

 

2.1.1 Paramagnetismo 

São materiais que apresentam magnetismo quando submetido a um campo externo 

sendo fracamente atraídos pelo campo aplicado, por exemplo: o alumínio e o magnésio(“Search 

results matching magnetic moment”, [S.d.]). O arranjo paramagnético de um material consiste 

que seus elétrons não estão pareados, desta forma cada momento está livre para alinhar com 

momentos magnéticos em qualquer direção. Quando um campo externo é aplicado, esses 

momentos magnéticos tendem a se alinhar na mesma direção do campo aplicado. Os materiais 

magnéticos obedecem a relação de Weiss de acordo com a definição: 

 

𝑀 = 𝜒𝐻  (2-6) 

 

onde, no SI  𝑀 é a magnetização medida em ampere/metro [A/m], 𝜒 é a susceptibilidade 

magnética adimensional, no sistema internacional 𝐻 é o campo magnético medido em 

ampère/metro [A/m]. Através destes parâmetros estabelece-se também uma relação de 

dependência com a temperatura conhecida como a relação de Curie-Weiss: 

 

 𝜒 =
𝐶

𝑇−𝜃
 (2-7) 

 

 onde, 𝜒 é a susceptibilidade magnética, 𝑇 é a temperatura absoluta medida em kelvins 

[K], 𝜃 é uma constante que depende do material e 𝐶 é a constante de Curie. De uma maneira 

simplificada a agitação térmica de um paramagneto se opõe a tendência dos elétrons não 

emparelhados de se alinhar com o campo aplicado, mantendo desta forma os momentos 

aleatoriamente orientados. Caso a temperatura não seja um fator determinante pode-se avaliar 

os momentos magnéticos do material apenas verificando-se como o material se comporta antes, 

durante e depois da aplicação de um campo magnético externo. Para um paramagneto obtém-
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se como resultado apenas um alinhamento na direção do campo que pode ser acompanhado na 

Figura 1. 

 

 

Figura 1 – Comportamento dos materiais paramagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro 

estágio quando não há campo aplicado e os momentos magnéticos (seta azul) estão desparelhados. Quando o 

campo aplicado (seta vermelha) incide no material o mesmo se orienta a favor do campo. Por fim, quando o 

campo é retirado, os momentos magnéticos ficam desparelhados. 

 

Entretanto, os sistemas de maneira geral estarão sujeitos a variação de temperatura 

apresentando, portanto, agitação térmica. Essa agitação irá influenciar diretamente na 

organização dos domínios magnéticos deixando-os desorientados após a remoção do campo, o 

que leva a diminuição da susceptibilidade magnética do material. 

 

2.1.2 Função de Langevin e o Cálculo para o Paramagnetismo Clássico 

Para o cálculo da função de Langevin, é preciso considerar temperaturas 

suficientemente altas onde a energia de agitação térmica (𝑘𝑏𝑇) é superior à barreira de 

anisotropia (BENZ, 2012; GUIMARÃES, 2009) (∆𝐸). Fazendo essa consideração, é possível 

desprezar a energia de barreira fazendo com que a magnetização do sistema possa assumir 

qualquer direção. Este caso é conhecido como um paramagneto clássico que pode ser descrito 

pela função de Langevin. Além disso o sistema de NPs é formado por 𝑛 átomos em um volume 

V, com momentos magnéticos atômicos 𝜇𝐵. 

A escolha do eixo de aplicação do campo de referência é arbitrária, portanto, nesse caso, 

toma-se como referência o eixo 𝑧̂, de tal forma que ao aplicar um campo magnético no sistema 

obtém-se apenas a componente 𝑧̂ permitindo descrever o campo magnético através da relação 

𝐻⃑⃑ = 𝐻𝑧̂. Este campo incide sobre um material de momento magnético (𝔪⃑⃑⃑⃑  ⃑), assim pode-se obter 

a energia magnética (𝐸𝑚𝑎𝑔) que será descrita por: 
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𝐸𝑚𝑎𝑔 = −𝐵⃑ ∙ 𝔪⃑⃑⃑ =  −𝑚𝐵 𝑐𝑜𝑠 𝜃  (2-8) 

 

sendo 𝜃, o ângulo entre o campo 𝐵⃑  e o momento magnético 𝔪⃑⃑⃑ . Assim, a magnetização 

do sistema será dada pela integração de cada momento magnético: 

 

𝑀⃑⃑ = ∫ 𝑚⃑⃑  𝑑𝑛
𝑛

0
  (2-9) 

 

É necessário fazer algumas considerações em termos de mecânica estatística para se 

resolver essa integração: primeiro que a magnetização induzida deve ser mensurada somente 

na direção do campo aplicado, isto é: 𝑚 = 𝑛(𝜃)𝜇𝐵cos (𝜃). D-esta forma, a média da 

magnetização de uma população de partículas de um material de volume V, é igual a: 

 

𝑀 = (
𝜇𝐵

𝑉
) ∫ 𝑛(𝜃) 𝑐𝑜𝑠 𝜃  𝑑𝜃

𝜋

0
  (2-10) 

 

Agora, se o material for levado ao estado de saturação, isto significa que todos os 

momentos magnéticos estarão alinhados ao campo aplicado. Seja 𝑁 o número total de 

população, então: 

 

𝑁 = ∫ 𝑛(𝜃) 𝑑𝜃
𝜋

0
  (2-11) 

 

Utilizando a função de probabilidade 𝑛(𝜃) 𝑑𝜃 𝛼 (
𝐸

𝑘𝑏𝑇
)  𝑠𝑒𝑛(𝜃)𝑑𝜃, pode-se calcular 

essa magnetização. Com a magnetização de saturação 𝑀𝑠 = (
𝑁𝜇𝐵

𝑉
) = (

𝜇

𝑉
)∫ 𝑛(𝜃) 𝑑𝜃

𝜋

0
, torna-se 

possível calcular a razão 𝑀/𝑀𝑠: 

 

M/Ms =
∫ exββ dβ
+1
−1

∫ exβ dβ
+1
−1

= (coth x −
1

x
) ;  com x =

gμBB

kBT
 e β = cos (θ)  (2-12) 

 

onde 𝑔 é o fator giromagnético, 𝑘𝐵 é a constante de Boltzman, 𝑇 é a temperatura, 𝐵 é o 

campo aplicado e 𝜇𝐵 é o magneton de Bohr, o termo entre parênteses é conhecido como a 

função de Langevin dada por: 
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𝐿(𝑥) =
𝑥

3
−
𝑥3

45
+
2𝑥5

945
−⋯  (2-13) 

 

Para um 𝑥 pequeno pode-se considerar apenas o primeiro termo da série obtendo uma 

magnetização: 

 

𝑀 =
𝑛𝜇𝑥

3
=
𝑛𝑔2𝜇𝐵

2𝐵

3𝑘𝐵𝑇
;  (2-14) 

 

lembrando que a susceptibilidade magnética é dada por: 

 

𝜒 =
𝑀

𝐻
=
𝐶

𝑇
  (2-15) 

 

Desta forma, é possível descrever o paramagnetismo através de um modelo clássico, 

entretanto, este modelo não permite entender a origem do magnetismo neste tipo de material. 

Para tal, é necessário o entendimento quântico do magnetismo. 

 

2.2 Magnetismo quântico - Interação 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 só foi possível 

com o advento da mecânica quântica através da modelagem das interações de troca (COEY, 

2010; GUIMARÃES, 2009) (mais conhecida como interação Exchange em inglês). Através do 

princípio de exclusão de Pauli em 1928, Heisenberg explicou de forma microscópica o 

fundamento do ferromagnetismo. A origem desse campo molecular depende da interação 

coulombiana entre dois elétrons e das suas respectivas orientações relativas entre os spins 

(HEISENBERG, 1926).  

De forma matemática, Heisenberg e Dirac (DIRAC, 1926) descreveram a dinâmica da 

interação entre dois elétrons através de um fator 𝒥 e demonstrou que o acoplamento entre eles 

é descrito pela seguinte hamiltoniana: 

 

ℋ = −2𝒥 𝑆 𝑖⃑⃑⃑⃑ ∙  𝑆 𝑗⃑⃑⃑⃑ =  −2𝒥 𝑆𝑖𝑆𝑗 𝑐𝑜𝑠 𝜃  (2-16) 

 

onde 𝑆𝑖 𝑒 𝑆𝑗 são os spins dos elétrons e 𝜃 é o ângulo entre eles. 
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O ordenamento dos spins depende intimamente do valor do ângulo 𝜃 entre os spins e do 

sinal de 𝒥. Se 𝒥 > 0, a energia mínima ocorrerá quando o ângulo for igual a zero, neste estado 

obtém-se o acoplamento ferromagnético. Para 𝒥 < 0, o mínimo de energia será quando o 

ângulo for 180° e esse acoplamento é conhecido como antiferromagnético. É importante 

salientar que essa interação é de curto alcance. Assim, se for considerado um cristal, a interação 

será apenas entre os primeiros vizinhos. 

 

2.2.1 Função de Brillouin e o Paramagnetismo Quântico 

Essa equação descreve o conceito de magnetização para um paramagneto ideal. Em 

particular, descreve a dependência da magnetização M em um campo magnético aplicado B de 

acordo com o número quântico de momento angular total 𝐽 dos momentos magnéticos 

microscópicos do material. Supondo que 𝑧̂ seja a direção do campo magnético aplicado a 

componente azimutal de cada momento angular magnético poderá assumir somente 2𝐽 + 1 

valores possíveis de energia. Sendo que essas energias serão diferentes de zero devido ao campo 

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

 

𝐸 = −𝑚𝑔𝜇𝐵𝐵 = −
𝑘𝐵𝑇𝑥𝑚

𝐽
;  𝑥 =

𝑔𝜇𝐵𝐵𝐽

𝑘𝐵𝑇
  (2-17) 

 

onde, 𝑚 é a magnetização, 𝑔 o fator giromagnético, 𝜇𝐵 é o magnéton de Bohr, 𝑘𝐵 a 

constante de Boltzmann, 𝑇 a temperatura, 𝐽 é o momento angular que provém da Hamiltoniana. 

Da mecânica estatística, a probabilidade relativa é dada por: 

 

𝑃(𝑚) =
𝑒
−
𝐸
𝑘𝑏𝑇

𝑍
=
𝑒
𝑥𝑚
𝐽

𝑍
= 𝑒

𝑥𝑚

𝐽 /∑ 𝑒
𝑥𝑚′

𝐽𝐽
𝑚′=−𝐽   (2-18) 

 

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

𝑚. 

 

< 𝑚 >= ∑ 𝑚𝑒
𝑥𝑚

𝐽𝐽
𝑚=−𝐽 /∑ 𝑒

𝑥𝑚

𝐽𝐽
𝑚=−𝐽   (2-19) 

 

A resolução dessas somas resulta na função de Brillouin 𝔅𝐽: 
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𝔅𝐽(𝑥) =
2𝐽+1

𝐽
𝑐𝑜𝑡ℎ (

2𝐽+1

𝐽
𝑥) −

1

2𝐽
𝑐𝑜𝑡ℎ (

1

2𝐽
𝑥)  (2-20) 

 

Assim o valor médio de < 𝑚 > será: 

 

< 𝑚 > = 𝐽𝔅𝐽(𝑥)  (2-21) 

 

sendo 𝑛 o número de momentos magnéticos por unidade de volume, a densidade de 

magnetização será dada por: 

 

𝑀 = 𝑛𝑔𝜇𝐵 < 𝑚 > = 𝑛𝑔𝜇𝐵𝐽𝔅𝐽(𝑥)   (2-22) 

 

Vale salientar que para valores elevados de 𝐽 a função de Brillouin tende a função de 

Langevin. Além disso, este é o típico caso de um material superparamagnético, onde o 𝐽 será 

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 direção oposta ao campo magnético externo aplicado repelindo este 

campo externo. Alguns exemplos de materiais diamagnéticos são o bismuto, o antimônio, o 

cobre, o ouro e os supercondutores. Em suma, é exatamente o efeito contrário ao 

paramagnetismo. O comportamento diamagnético está descrito na Figura 2.  
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Figura 2 – Comportamento dos materiais diamagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro 

estágio quando não há campo aplicado não há nenhum indício de ordenamento (ausência de setas azuis) dos 

momentos magnéticos. Quando o campo aplicado (seta vermelha) incide no material, os momentos magnéticos 

(setas azuis) se orientam no sentido contrário com o campo. Por fim, quando o campo é retirado, os momentos 

magnéticos ficam desaparecem. 

 

O diamagnetismo é um efeito quântico 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 crítica, levando ao fenômeno de levitação magnética. Esse efeito de expulsão do 

campo magnético típico 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. São materiais 

que exibem magnetização espontânea, como os imãs de geladeira, o próprio ferro, o cobalto, o 

disprósio e o níquel. Do ponto de vista físico, 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, os momentos 

magnéticos interagem entre si e o resultado dessa interação gera um campo molecular devido 

ao alinhamento individual dos momentos magnéticos do material tornando-o espontaneamente 

magnetizado. O comportamento deste tipo de material está exemplificado na Figura 3. 
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Figura 3 – Comportamento dos materiais ferromagnéticos quando expostos a um campo externo. No primeiro 

estágio quando não há campo aplicado temos alguns indícios de ordenamento dos momentos magnéticos (seta 

azul). Quando o campo aplicado (seta vermelha) incide no material, ele se orienta fortemente no sentido 

favorável ao campo; entretanto quando o campo é retirado, a magnetização depende se o material está acima da 

temperatura de Curie (TC) ou abaixo dela. Caso a temperatura esteja acima da temperatura de Curie o material 

apresentará um desordenamento similar a um paramagneto, sendo que alguns domínios magnéticos ainda estarão 

voltados ao sentido do campo retirado. Caso o material esteja abaixo de 𝑇𝑐, os momentos magnéticos são 

mantidos mesmo na ausência de campo externo. 

 

Quando se trata de materiais ferromagnéticos é importante introduzir o conceito de 

domínio magnético. Esses domínios são pequenas regiões do material que estão 

espontaneamente magnetizados em uma determinada direção. Isso justifica porque muitas 

vezes um material ferromagnético não está magnetizado, visto que a magnetização de todos os 

seus domínios pode estar em direções aleatórias, de forma que a soma líquida da magnetização 

total seja nula, ou em domínios de fechamento, de tal forma que as linhas de magnetização 

circulam apenas dentro do material. Assim, para se magnetizar o material é necessário realinhar 

esses múltiplos domínios fazendo com que eles possam ser redirecionados através de um campo 

externo aplicado.  

No ferromagneto, a magnetização se alinha com o campo aplicado durante a aplicação. 

No entanto, após a remoção deste campo o material apresentará magnetização remanescente 

(magnetismo que uma substância conserva após a remoção da intensidade do campo aplicado)  

como visto na Figura 3. O comportamento desta magnetização dependerá intimamente da 

temperatura de Curie. Acima desta temperatura a agitação térmica o ferromagneto provoca uma 

leve desorientação dos seus domínios magnéticos, consequentemente, ocasionando na perda de 



16 

sua magnetização. Entretanto, mesmo após a remoção do campo, haverá uma parcela dos 

domínios magnéticos os quais ainda estarão ordenados no sentido do campo removido. Caso o 

material esteja abaixo da temperatura de Curie, o ferromagneto apresentará um forte 

ordenamento de seus domínios magnéticos na direção do campo removido. 

 

2.2.4 Antiferromagnetismo 

No caso dos materiais antiferromagnéticos existe uma tendência de seus momentos 

magnéticos intrínsecos apontarem em direções 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 óxido de manganês, óxido de níquel e cromo), 

a susceptibilidade magnética tem uma forte correlação com a temperatura. Quando a 

temperatura diminui a susceptibilidade aumenta até um valor máximo conhecido como 

temperatura crítica, ou temperatura de Néel, após esta temperatura a susceptibilidade magnética 

volta a ter seu valor reduzido no antiferromagneto. 

  

 

 

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 à de um 

paramagneto e obedece à equação de Curie-Weiss. De maneira simplifica, abaixo da 

temperatura de Néel obtém-se um material magneticamente ordenado e, acima disso, um 

material desordenado. Análogo ao material ferromagnético. 

Estes domínios magnéticos naturalmente dependem da temperatura do sistema e isso 

afeta diretamente a susceptibilidade do material como pode ser visto na Figura 5. Nos tópicos 

a seguir serão tratados o comportamento de cada tipo de material magnético, dando ênfase aos 

materiais superparamagnéticos e ferrimagnéticos que serão discutidos ao longo desta tese. 
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Figura 5 – Comportamento da susceptibilidade magnética contra a temperatura. No primeiro gráfico encontra-se 

um paramagneto com um comportamento linear típico; no segundo caso um ferromagneto cuja susceptibilidade 

dependerá da temperatura de Curie Tc e o último caso é o antiferromagnetismo que apresenta uma 

descontinuidade conhecida como temperatura de Néel. 

 

 

2.2.5 Ferrimagnetismo 

No ferrimagnetismo os spins provenientes dos pares de elétrons vizinhos apresentam 

uma tendência a se orientar em direções opostas. No entanto, a resultante dos momentos 

magnéticos não é nula como no antiferromagnetismo. O acoplamento entre esses spins vizinhos 

está esquematizado na Figura 6. Assim, um ferrimagneto apresenta características parecidas 

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

 

 

Figura 6 – Em um ferrimagneto os arranjos dos spins se dão de forma alternada com diferenças nos momentos 

magnéticos entre cada par associado. Esta diferença 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 possível devido a estrutura da rede cristalina de determinados 

materiais. Este arranjo apresenta dois momentos magnéticos que competem entre si, entretanto, 

em uma dessas direções a magnetização será maior do que na outra. Um exemplo clássico dos 

materiais ferrimagnéticos são os espinélios de óxido de ferro: magnetita e maghemita. 
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2.3 Espinélios e Ferrimagnetos 

Os espinélios são materiais classificados como minerais e cerâmicas, com a fórmula 

𝐴2+𝐵2
3+𝑂4

2−. Estes materiais apresentam estruturas cristalinas cúbicas. As ferritas magnéticas, 

em geral, apresentam uma estrutura do tipo 𝑀𝑂(𝐹𝑒2𝑂3), em que 𝑀 é um íon metálico divalente, 

como ferro, cobalto ou manganês. As estruturas do tipo espinélio têm a base da rede cristalina 

composta por ânions de oxigênio 𝑂2−, os quais ficam localizados bem próximos uns dos outros, 

formando um arranjo cúbico de face centrada. Desta forma, os cátions metálicos menores 

ocupam os interstícios entre os oxigênios. Esses interstícios podem se arranjar de duas formas: 

onde quatro ou seis íons de oxigênio que o cercam ocupam os vértices de um tetraedro ou 

octaedro, respectivamente. Cada célula unitária possui 56 íons, totalizando 64 sítios tetraédricos 

e 32 sítios octaédricos, parcialmente ocupados pelos cátions de Fe3+ e Fe2+. As propriedades do 

material dependem intimamente de como esses sítios estão ocupados; essas ocupações estão 

bem descritas no esquema da Figura 7. Se os íons de Fe2+ ocuparem os sítios tetraédricos e os 

íons de Fe3+ ocuparem os sítios octaédricos, teremos um espinélio normal e um material que 

não é magnético. Entretanto, se os íons de Fe2+ ocuparem os sítios octaédricos o momento 

magnético resultante será diferente de zero, portanto neste caso o material apresentará 

características magnéticas típicas de um material ferrimagnético. 

 

 

Figura 7 – Esquema de configuração dos momentos dos espinélios magnéticos de uma ferrita. As esferas pretas 

representam os ânions de Oxigênio, as esferas laranjas representam os cátions octaédricos de Fe+3, as esferas 

vermelhas representam os cátions tetraédricos de Fe+3, já as esferas laranjas representam os cátions octaédricos 

de Fe+2. 
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A magnetização neste tipo de material provém da interação de troca entre o sítio 

octaédrico com o tetraédrico intermediada pelo Oxigênio entre estes sítios. Essa interação em 

particular é a mais forte, em geral quando os momentos dos sítios tetraédricos estão paralelos 

entre si, mas são antiparalelos aos momentos do sítio octaédricos. Este comportamento resulta 

em um momento magnético o qual dá origem ao ferrimagnetismo na amostra. A seguir serão 

apresentados as propriedades magnéticas típicas dos óxidos de ferro (COEY, 2010) que serão 

utilizados durante o trabalho. A magnetita apresenta uma temperatura de Curie 𝑇𝑐 = 853𝐾 e a 

magnetização de saturação 𝑀𝑠 = 480𝑘𝐴/𝑚, já maghemita apresenta um 𝑇𝑐 = 985𝐾 𝑒 𝑀𝑠 =

380𝑘𝐴/𝑚. A magnetita quando em contato com o ambiente rico em oxigênio pode oxidar e 

mudar para a estrutura maghemita, portanto é possível que as duas estruturas coexistam em 

determinadas condições do ambiente. 

 

2.4 Nanopartículas e o Superparamagnetismo 

Nanopartículas (NPs) magnéticas podem ser obtidas através de diversos métodos físico-

químicos como a decomposição térmica, coprecipitação, método hidrotérmico e a 

microemulsão. A síntese por coprecipitação é a mais usada devido a sua versatilidade e 

simplicidade. Entretanto, quando se busca controle do tamanho e uma baixa polidispersão, a 

decomposição térmica é uma das melhores opções. A microemulsão 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 

monodispersão do nanomaterial. O método hidrotérmico propicia a obtenção de morfologias 

diferenciadas devido a capacidade de controlar a direção dos crescimentos dos compostos 

nanoparticulados. Entretanto, a polidispersão das partículas obtidas por este método é 

relativamente alta.  

Um domínio magnético é definido pelo equilíbrio/desequilíbrio entre as energias de 

troca e de anisotropia magnética (SUNGHYUN, 2011) do material de acordo com seu tamanho. 

Esse conceito pode ser avaliado ao observar as dimensões do material representados na Figura 

8. Os domínios magnéticos, de maneira geral, ficam dispostos sob um volume, assim ao reduzir 

este volume o material será induzido a apresentar apenas um único domínio magnético.  
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Figura 8 – Representação dos domínios magnéticos de acordo com o tamanho da partícula. A diminuição do 

tamanho até a escala nanométrica suficientemente pequena ocasiona o efeito de monodomínio magnético 

conhecido também como macrospin. 

 

Entretanto, quando esse tamanho é reduzido à escala nanométrica suficientemente 

pequena, a energia para se dividir em domínios magnéticos torna-se maior que a energia 

necessária para permanecer em um único domínio magnético, ou monodomínio como 

representado na Figura 9. 

 

 

Figura 9 – Esquema simplificado do alinhamento dos spins de um monodomínio de uma NP demonstrando como 

ordenamento dos spins dos átomos 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 agitação térmica poderá ser maior que 

a energia de anisotropia magnética. Nestas condições, tem-se que o tempo de transição de 

estado (tempo de relaxamento) de um monodomínio magnético é facilmente alterado com as 

variações de temperatura, similarmente ao comportamento de inversão um spin. Este fenômeno 

associado à redução de tamanho é conhecido como macrospin (BANDOPADHYAY; 

CHAUDHURI; JAYANNAVAR, 2014); tipicamente de materiais superparamagnéticos. 

Assim os materiais superparamagnéticos não apresentam magnetização remanescente em 

determinadas temperaturas devido ao mecanismo de relaxação dos momentos magnéticos 
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nanomateriais. O estudo das propriedades desses nanomateriais superparamagnéticos fornecem 

aplicações tecnológicas, biológicas e evolução da ciência básica.  

O Superparamagnetismo é, portanto, uma forma de magnetismo presente em 

nanopartículas ferromagnéticas e ferrimagnéticas que apresentem monodomínios, o qual trata 

de partículas suficientemente pequenas cuja magnetização possa mudar de direção 

aleatoriamente devido a influência da temperatura. Em geral, para partículas muito pequenas 

(abaixo de 15 nm), esse tempo de relaxação entre os “flips” é chamado de tempo de relaxação 

de Néel. Caso as nanopartículas sejam maiores que esse regime de tamanho elas serão 

governadas pelo mecanismo da relaxação de Brow. Um material superparamagnético terá um 

comportamento similar ao de um paramagneto e ao de um ferromagneto, entretanto a sua 

susceptibilidade magnética apresentada é muito maior do que em um paramagneto comum 

sendo comparada a materiais ferromagnéticos; com a diferença que a curva de histerese de um 

superparamagneto não exibirá campo coercitivo nem magnetização remanescente como um 

ferromagneto. 

Néel propôs que nanopartículas abaixo de um diâmetro critico apresentam momentos 

magnéticos de alta intensidade que estão rigidamente alinhados em seu interior. Além disso, as 

variações térmicas podem ser suficientemente fortes para superar a barreira de energia, isto 

possibilita a rotação dos momentos magnéticos de uma direção de fácil magnetização para uma 

outra qualquer sem grandes dificuldades. Essa mudança depende intimamente da anisotropia 

magnética do material cuja nanopartícula se mantem aprisionada. A anisotropia magnética é 

um efeito que depende da orientação preferencial da magnetização espontânea ao longo de um 

material com um determinado volume V. Este efeito correlaciona a variação da energia interna 

de acordo como a magnetização do material se comporta em determinadas direções. 

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

comum associar uma densidade de anisotropia efetiva 𝐾𝑒𝑓𝑓 uniaxial, que nada mais é do que a 

soma dos efeitos de anisotropia magnetocristalina, da anisotropia de forma e da anisotropia de 

tensão. A energia de anisotropia também pode sofrer influência de um campo externo, assim, à 

energia anisotrópica pode ser representada por: 

 

𝐸 = 𝐾𝑒𝑓𝑓𝑉(𝑠𝑖𝑛 𝜃)
2 −  𝑚𝐻 𝑐𝑜𝑠(𝛼 − 𝜃)  (2-23) 

 

onde, 𝑚 = 𝜇0𝑀𝑠é o momento magnético (conhecido como momento magnético gigante 

ou macro spin), que será a soma de todos os momentos atômicos contidos na nanopartículas; e 
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𝛼 é o ângulo entre o eixo fácil de magnetização e o campo magnético aplicado 𝐻. Através desta 

equação é possível extrair as condições de equilíbrio: 𝜃 = 0°;  𝐻 = 0 𝑒 𝜃 = 90° para um dado 

campo externo. É importante ressaltar que, sem o campo externo, o momento de cada partícula 

pode estar em qualquer estado de equilíbrio. 

A relaxação de Arrhenius-Néel é originada da energia de agitação térmica das 

nanopartículas associada à barreira anisotrópica do material e pode ser escrita por: 

 

𝜏𝑁 = 𝜏0 𝑒𝑥𝑝 (
𝐾𝑉

𝑘𝐵𝑇
)  (2-24) 

 

onde, 𝜏 é o período médio que a magnetização da nanopartículas leva para inverter 

influenciada pelas flutuações térmicas; 𝜏0 é o período de tempo característico do material 

também conhecido como tempo de tentativas, o valor típico que está entre 10−9 − 10−10𝑠; 𝐾𝑉 

é a barreira de energia associada à movimentação da magnetização a partir do eixo fácil para o 

plano difícil de magnetização e 𝑘𝐵𝑇 é a energia térmica de agitação do material. 

A temperatura de bloqueio está associada com o tempo de medida 𝜏𝑚. Se 𝜏𝑚 ≫  𝜏, a 

magnetização das nanopartículas irá inverter diversas vezes durante o tempo de medida, 

portanto, a média da medida da magnetização será a zero. Agora, caso 𝜏𝑚 ≪  𝜏, a magnetização 

não terá tempo de mudar durante a medida e, portanto, apresentará uma magnetização naquele 

instante no qual será medida. A transição entre o estado superparamagnético e o estado de 

bloqueio ocorre quando 𝜏𝑚 =  𝜏. Em muitos experimentos, o tempo em geral é constante, mas 

a temperatura será variada. Dessa forma, é possível reescrever a equação para essa temperatura 

de bloqueio: 

 

𝑇𝑏𝑙𝑜𝑞 =
𝐾𝑉

𝑘𝐵 𝑙𝑛(
𝜏𝑚

𝜏0⁄ )
  (2-25) 

 

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

A histerese é um retardo na resposta campo magnético aplicado, assim, nesse caso a 

relação M-H se refere ao retardo da magnetização com relação ao campo magnético aplicado. 

Através da curva de histerese magnética, esquematicamente representada na Figura 10, é 

possível extrair parâmetros magnéticos típicos conhecidos como: magnetização de saturação 

(𝑀𝑠), magnetização remanescente (𝑀𝑟) e campo coercitivo (ou coercitivo) (𝐻𝑐). 

 

 

Figura 10 – Loop de histerese entre 𝑀𝑥𝐻. Inicialmente quando o campo magnético é aplicado a magnetização 

acompanha o campo magnético até a magnetização de saturação 𝑀𝑠; quando o campo é invertido a magnetização 

sofre um atraso, o valor deste atraso a campo 𝐻 igual zero é conhecido como magnetização remanescente 𝑀𝑟. 

Quando essa magnetização é zero obtém-se o valor do campo coercitivo 𝐻𝑐 . 

 

A teoria do magnetismo vem apresentando bons avanços, mas em alguns casos mais 

complexos como os vórtices magnéticos (BARALDI, 2015; JIA et al., 2008; LIU, XIAO LI et 

al., 2015) a curva apresenta uma quebra de simetria no loop de histerese e a interpretação da 

curva de histerese desses materiais ainda estão em estudo. A Figura 11 compara as curvas de 

histerese do diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo e superparamagnetismo. Esta 

imagem é uma adaptação do trabalho de Pankhurst (Q. A. PANKHURST et al., 2003). 
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Figura 11 – Figura adaptada da referência (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 magnetização, (B) um material paramagnético (PM) com escala ampliada 100 vezes sob 

um alto campo aplicado e uma boa magnetização de resposta, (C) um material ferromagnético (FM) apresenta 

um campo coercitivo e magnetização remanescente e (D) um material superparamagnético (SPM) apresentando 

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

 

É possível observar que o material diamagnético na imagem A da Figura 11 apresenta 

uma resposta de magnetização contrária ao campo aplicado e a ordem dessa magnetização em 

geral é bem pequena. Já o material paramagnético na imagem B apresenta uma baixa 

magnetização de resposta, mas, como apresentando anteriormente, seus momentos de dipolo 

respondem enquanto o campo é aplicado não havendo, portanto, magnetização remanescente. 

Por outro lado, os materiais ferromagnéticos apresentam domínios magnéticos bem definidos 

de tal forma que para mudar esses domínios de sentido têm-se uma maior dificuldade devido a 

anisotropia magnética do material. Neste caso ferromagnético, o fenômeno gera um atraso na 

curva magnetização em relação ao campo aplicado que pode ser observado a curva de histerese 

típica na imagem C da Figura 11. Por fim, o material superparamagnético na imagem D da 

Figura 11 não apresenta campo coercitivo nem magnetização de saturação devido ao fenômeno 

de macrospin. É possível um material superparamagnético apresentar histerese, desde que o 

tempo de medida do equipamento seja sensível o suficiente para detectar o tempo de relaxação 

de um superparamagneto, ou ainda, ao abaixar a temperatura é possível alterar o tempo de 

relaxação magnética do material, tornando assim possível a visualização do ciclo de histerese.  
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Convenientemente, a susceptibilidade magnética é definida por 𝜒 = 𝑴 𝑯⁄  cuja unidade 

no SI é dada por 𝐴𝑚−1. Através da susceptibilidade magnética é possível descrever o 

comportamento de um material magnético. Para altos valores de susceptibilidade 𝜒 obtém-se 

as condições de um ferromagneto, ferrimagneto ou um antiferromagneto. Estes materiais em 

geral apresentaram um forte ordenamento dos momentos magnéticos, em alguns casos mesmo 

sem a influência de um campo externo. Para valores baixos de 𝜒 tem-se duas situações possíveis 

uma onde o 𝜒 > 0 são conhecidos como os paramagnetos, de tal forma que os momentos 

magnéticos estarão alinhados na mesma direção de um campo externo aplicado; e 𝜒 < 0 que 

representa os diamagnetos de tal forma que os momentos serão alinhados contra a direção do 

campo magnético aplicado. 

É importante salientar que todos os materiais apresentam características diamagnéticas. 

Essa característica é intrínseca aos materiais e dependerá da estrutura do material para definir 

qual fenômeno irá prevalecer. De qualquer forma, esses diferentes tipos de magnetismo 

apresentam diferentes comportamentos de magnetização 𝑀⃑⃑  quando o campo magnético externo 

𝐻⃑⃑  aplicado é variado. 

O superparamagnetismo está relacionado com duas equações de comportamento, que 

dependem da temperatura em que o material se encontra. Para 𝑇𝑏𝑙𝑜𝑞 < 𝑇, todos os eixos de 

orientação fácil estarão orientados paralelamente com o campo externo, o que resulta em: 

 

𝑀(𝐻) = 𝑛𝔪 𝑡𝑎𝑛ℎ (
𝜇0𝐻𝔪

𝑘𝑏𝑇
) ; 𝜒 =

𝑛𝜇0𝔪
2

𝑘𝑏𝑇
   (2-26) 

 

Para 𝑇𝑏𝑙𝑜𝑞 > 𝑇, a orientação do eixo fácil não terá mais o mesmo valor durante a 

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

parecido com um ferromagneto: 

 

𝑀(𝐻) = 𝑛𝔪𝐿 (
𝜇0𝐻𝔪

𝑘𝑏𝑇
)   (2-27) 

 

Sendo 𝐿 e função de Langevin obtemos a susceptibilidade: 

 

χ =
nμ0𝔪

2

3kbT
  (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 espaço eles tinham dificuldade de 

manipular o transporte de combustível. Neste trabalho foi utilizado magnetita moída 

estabilizada em surfactante, com a intenção era manipular o combustível magneticamente. Com 

o avançar dos anos, as sínteses foram ficando mais elaboradas e simples, permitindo a obtenção 

de compostos magnéticos cada vez menores que pudessem ser suspensos em meios líquidos. 

Com a evolução dos processos de síntese e o desenvolvimento de outros ferrofluidos 

(ROSENSWEIG, 2002) foi possível desenvolver coloides magnéticos metálicos do tipo d-block 

(M= Mn, Co, Zn, Cu, Ni). Assim, novos métodos de estabilização foram propostos com o 

avançar das décadas (LAURENT et al., 2008; REISS; HÜTTEN, 2005; TARTAJ et al., 2009). 

Dentre as estabilizações encontram-se dois métodos que se destacam: o processo estérico 

(mecânico) e o método através da estabilização eletrostática, cuja ideia consiste em ajustar as 

cargas na superfície dos nanomateriais criando uma dupla camada elétrica (em inglês Eletric 

Double Layered Magnetic) isolando assim o material através de uma interface via repulsão 

elétrica. 

Ao discutir sobre coloides é importante pensar em distribuição de tamanho do material 

disperso no meio coloidal, pois de acordo com a morfologia e afinidade química do material, 

diferentes tipos de estabilizações serão recomendados para cada caso.  

 

2.6.1 Coloide magnético e relaxação de Brown 

Ao considerar um coloide magnético é preciso pensar em um modelo onde as partículas 

esferoides não estejam mais isoladas como no caso de relaxação de Néel. Portanto, a seguir, 

será descrita a dinâmica de magnetização de um ferrofluido. Esse tipo de problema envolve 

alguns parâmetros complexos como a relação de anisotropia, campo aplicado, energia térmica 

e mecânica do fluido envolvido. Deve-se realizar algumas considerações de regime de trabalho 

para o desenvolvimento teórico a seguir. Primeiramente considere uma partícula com 

anisotropia uniaxial grande o suficiente se comparada com a energia térmica e ao campo 

magnético aplicado. Assim, ao aplicarmos um campo externo a partícula irá reagir e girar sobre 

seu eixo, entretanto isso não afetará a sua polarização das cargas. Além disso, consideraremos 

que a suspensão das partículas seja realizada em um líquido newtoniano de tal forma que as 

partículas estejam afastadas o suficiente para se desprezar a interação dipolar entre elas. 
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2.6.2 Relaxação de Brown 

Um movimento Browniano é definido pela mecânica estatística como um movimento 

aleatório. Dessa forma, as partículas suspensas em fluido apresentam esse modelo de dinâmica 

e isso se deve a colisão entre as partículas com as moléculas que compõem o fluido. Assim, 

algumas partículas podem estar magneticamente alinhadas e o movimento browniano fará com 

que elas percam essa magnetização ao longo do tempo. 

Se um campo magnético uniforme é aplicado sobre um coloide magnético, as 

nanopartículas irão se deslocar de forma a afetar a magnetização resultante. Assim, o único 

fator a afetar a rotação das partículas será o movimento browniano, isso levará a diminuição da 

magnetização. Neste regime, apenas a direção do momento magnético das nanopartículas será 

responsável pela magnetização. Esse problema é usualmente modelado usando a equação de 

Fick (FICK, 1855) que descreve de forma quantitativa como a matéria se difunde em um meio 

que não se encontra em equilíbrio. 

A variação de fluxo, 
𝜕𝛷

𝜕𝑡
= 𝐷𝛻2𝛷, é a distribuição estatística dos momentos magnéticos 

onde 𝐷 é a constante de difusão deste sistema. Considerando o modelo proposto de uma casca 

esférica, 𝛷 será função de um ângulo sólido Ω e do tempo 𝑡. Através dessa abordagem, um 

modelo matemático conhecido como solução de harmônicos esféricos é descrito por: 

 

𝛷(𝛺, 𝑡) =  ∑  ∞
𝑙=0 ∑ 𝐴𝑚𝑙(𝑡)

𝑙
𝑚=−𝑙 𝑌𝑚𝑙(𝛺)  (2-29) 

 

onde, substituindo e isolando a parte temporal da 2-29 e colocando a solução do 

harmônico esférico 𝛻2𝑌𝑚𝑙(𝛺) =  −𝑙(𝑙 + 1)𝑌𝑚𝑙(𝛺), obtem-se: 

 

𝜕𝐴𝑚𝑙(𝑡)

𝜕𝑡
= −𝐷𝑙(𝑙 + 1)𝐴𝑚𝑙(𝑡)  (2-30) 

 

Integrando essa equação diferencial (2-30) chega-se à solução: 

 

𝐴𝑚𝑙(𝑡) = 𝑒𝑥𝑝(−𝐷𝑙(𝑙 + 1)𝑡)𝑎𝑚𝑙 = 𝑒𝑥𝑝 (
−𝑡

𝜏𝐵
) 𝑎𝑚𝑙  (2-31) 

 

onde 𝑎𝑚𝑙 é uma constante a ser determinada através das condições de contorno e 𝜏𝐵 =

[𝐷𝑙(𝑙 + 1)]−1 é definido como relaxação de Brown. A análise do primeiro harmônico para 𝑙 =

1 dá a seguinte solução: 
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𝜏𝐵 = 1/2𝐷  (2-32) 

 

Por fim, é necessário considerar a relação de Stokes-Einstein para uma esfera de raio 

hidrodinâmico R rotacionando em um líquido com viscosidade 𝜂, onde obtem-se 𝐷 = 
𝑘𝑏𝑇

8𝜋𝜂𝑅3
, 

que pode ser substituído na equação (2-32), gerando a equação que segue: 

 

𝜏𝐵 =
4𝜋𝜂𝑅3

𝑘𝑏𝑇
=
3𝜂𝑉ℎ

𝑘𝑏𝑇
  (2-33) 

 

Onde, 𝜂 é a viscosidade, 𝑅 é o raio, 𝑇 é a temperatura, 𝑘𝑏 é a constante de Boltzmann e 

𝑉ℎ é o volume hidrodinâmico. Este volume hidrodinâmico é diferente do volume da NP, que 

também é diferente do volume magnético do material. Essa equação descreve o tempo de 

relaxação; em si descreve o tempo da perda de magnetização devido ao movimento Browniano 

das partículas no fluido. 

 

2.6.3 Tempo de relaxação efetivo 

Como foi discutido anteriormente as NPs dispersas em um coloide magnético podem 

apresentar dois mecanismos de relaxação de momentos magnéticos: o mecanismo de Néel e o 

de Brown. Dentro do regime superparamagnético existe a competição entre os mecanismos de 

relaxação dependendo do tamanho do nanomaterial envolvido. Esses processos são 

independentes e paralelos, portanto o tempo de relaxação efetivo será dado por:  

 

1

𝜏
=

1

𝜏𝑁
+

1

𝜏𝐵
  (2-34) 

 

onde 𝜏 é o tempo de relaxação efetiva, 𝜏𝑁 é o tempo de relaxação de Néel, 𝜏𝐵 é o tem 

de relaxação de Brown. 

A análise desse sistema indica que o tempo efetivo terá a contribuição maior do termo 

de relaxação mais curto e isso dependerá exclusivamente do tamanho das nanopartículas 

utilizada. A Figura 12 é um esboço dos tempos de relaxação inspirado no trabalho de 

Rosensweig (ROSENSWEIG, 2002) e apresenta a correlação entre o comportamento da 

relaxação efetiva e cada um de seus termos.  
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Figura 12 –  Esboço do comportamento do tempo de relaxação efetivo (linha azul) comparado com a relaxação 

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 crítico de 7,5 nm as NPs serão governadas pelo regime 

de Néel, acima desse raio as NPs responderam ao mecanismo de Brown. Em torno desse 

diâmetro haverá uma competição entre ambos mecanismos. Portanto, o mecanismo de 

aquecimento dependerá 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 

clássicos de ferromagneto a hipertermia magnética é obtida com a liberação de energia na 

histerese magnética. No caso dos coloides magnéticos, a liberação de calor vem da rotação das 

partículas superparamagnéticas, que não apresentam perdas por histerese. Já foi visto que a 

curva de magnetização superparamagnética é completamente reversível, ou seja, o sistema vai 

e volta pelo mesmo caminho magnético, assim ao aplicar um campo alternado provoca-se uma 

rotação das NPs, isto, consequentemente, gera aquecimento 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 é a 

potência gerada pelas NPs devido ao aquecimento normalizado pela massa. Podemos, portanto, 

definir o SAR através de:  
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𝑆𝐴𝑅 =
𝑊ℎ𝑖𝑝

𝑚
=

1

𝑚
(
𝑑𝑄

𝑑𝑡
) = 𝑐

𝑚𝑐𝑜𝑙

𝑚
(
𝑑𝑇

𝑑𝑡
)  (2-35) 

 

onde, 𝑐 é o calor específico do sistema coloidal [𝐽/𝑔𝐾], a massa do coloide é descrita 

por 𝑚𝑐𝑜𝑙, 𝑚 é a massa nas NPs e 𝑑𝑇/𝑑𝑡 é a taxa de variação de temperatura pelo tempo. O 

SAR descreverá o comportamento de aquecimento das NPs e seu valor dependerá do meio ao 

qual as NPs estão suspensas. Uma alta taxa de aquecimento reduz a quantidade de NPs que 

devem ser administradas no tecido biológico, entretanto, uma alta taxa de SAR ocasiona um 

incremento muito rápido de temperatura tornando difícil seu controle. Isso dificulta o uso da 

hipertermia magnética para fins medicinais. Portanto, deve-se encontrar um equilíbrio entre a 

produção de calor localizada e o controle da variação deste calor produzido. 

 

2.7 Estabilidade coloidal e recobrimentos 

Um coloide é uma mistura onde uma, ou mais substâncias apresentam pelo menos uma 

de suas dimensões dentro da escala de 1 nm até 1 µm. Nestes sistemas, as partículas estão 

dispersas e/ou suspensas em uma outra substância, constituindo assim fases coloidais 

(HIEMENZ; RAJAGOPALAN, 1997). Os coloides em geral apresentam aspecto de soluções; 

especialmente quando são bem-estáveis, os coloides apresentam fases que muitas vezes são 

difíceis de separar. Em geral, os coloides são identificados e caracterizados pelas suas 

propriedades físico-químicas. Existem coloides com partículas dispersas em gás, líquido e 

sólido. No entanto, a restrição da discussão será voltada especificamente para nanopartículas 

de óxido de ferro magnéticas suspensas em meios líquidos. Ao observar um coloide magnético 

estável em uma escala macroscópica torna-se difícil separar as suas fases, entretanto em escalas 

nanométricas ele pode apresentar um caráter bifásico entre as superfícies (MARKINK, 2012; 

SHAW, 1980) de interação entre a partícula e o meio líquido. Baseado na natureza da interação 

entre a fase dispersante e o meio de dispersão os coloides podem ser classificados (NEL et al., 

2009) como hidrofóbico (repulsão por água) ou hidrofílico (atração por água). O que então 

permite ou não um coloide ser estável? Os parâmetros que estão intimamente ligados a isso são: 

a morfologia das nanopartículas, o estado químico superficial das nanopartículas e das 

interações entre a interface partícula-solvente e partícula-partícula.  

A vantagem de um nanomaterial provém da sua grande razão entre a área superficial e 

o seu respectivo volume. Estas dimensões reduzidas do nanomaterial aumentam a interação 

entre o meio de estudo de acordo com sua área superficial. Por exemplo, uma esfera 

perfeitamente metálica de raio igual a 1 𝑚 apresenta uma área descrita por 4𝜋 𝑚2, entretanto 
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caso seu volume seja preenchido com 1000 esferas metálicas menores, que ao todo somem o 

volume total da esfera maior, seria possível obter uma área superficial cerca de 10 vezes maior 

com a composição das esferas menores. Com uma área superficial maior a dispersão e interação 

desses materiais no meio dispersante é muito mais intensa e, por essa razão, as superfícies das 

nanopartículas são alvo de estudos de funcionalização e/ou recobrimento. Portanto, a busca do 

entendimento da interface entre nanopartícula-solvente é fundamental para o comportamento 

coloidal. Nessa interface, pode-se observar reações do tipo ácido-base ou mesmo reações 

eletroestéricas (íons, moléculas). Essas características também impactam diretamente na 

estabilidade de uma solução coloidal, pois isso irá ditar como as moléculas vão se repelir através 

de cargas, ou se separar através de meios mecânicos dentro do coloide. Um ponto bem 

importante é que a energia de agitação das NPs em um coloide deve ser de tal maneira que a 

energia de agitação supere a energia gravitacional (V. Δρ. g. h) para que não ocorra a 

sedimentação. Δρ é a diferença entre a massa específica do material magnético e o solvente no 

qual ela está dispersa, h é a altura e V é o volume da NP a uma aceleração gravitacional g.  

Imaginando um sistema com nanopartículas esféricas de volume V = 𝜋𝑑
3

6⁄  pode-se 

calcular o diâmetro máximo que essas NPs deveriam ter para não sedimentar 𝑑𝑚𝑎𝑥 <

(
6𝑘𝑏𝑇

𝜋Δρhg
)
1
3⁄

. Esta condição aplicada a um fluido magnético levará a um diâmetro em torno de 

15 nm. Entretanto, outras condições além da energia de agitação e do potencial gravitacional 

devem ser observadas. As NPs estarão relativamente próximas entre si de tal forma a apresentar 

a interação inter-partícula, portanto essas NPs estarão submetidas às forças de Van der Waals, 

sendo sempre atrativas entre duas partículas de mesma natureza, ou seja, as NPs podem acabar 

agregando-se umas às outras aumentando a massa específica do material magnético. A energia 

de interação inter-partícula com o mesmo diâmetro 𝑑 e de centro 𝑟 pode ser dado por:  

 

𝐸𝑣𝑎𝑛 𝑑𝑒𝑟 𝑊𝑎𝑙𝑙𝑠 = −
𝐴

6
(

2

𝛾2−4
+

2

𝛾2
+ 𝑙𝑛

𝛾2−4

𝛾2
)  (2-36) 

 

𝐴 =
3

4
𝑘𝐵𝑇 (

𝜀𝑝−𝜀𝑠

𝜀𝑝+𝜀𝑠
)
2

+
3ℎ𝜐𝐶(𝑛𝑝

2−𝑛𝑠
2)

16√2(𝑛𝑝
2−𝑛𝑠

2)
2
3⁄
  (2-37) 

 

onde 𝛾 = 2𝑟 𝑑⁄  e 𝐴 é a constante Hamaker (cujo método ignora a influência intermédia 

entre duas partículas de interação), 𝜀𝑝 é a constante dielétrica da partícula, 𝜀𝑠 é constante 

dielétrica do solvente, ℎ é constante de Planck, 𝜐𝐶 é a frequência característica de absorção, 
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𝑛𝑝 𝑒 𝑛𝑠 são os índices de refração da partícula e do solvente. A constante de Hameker é da 

ordem de 10−19𝐽 para ferritas do tipo espinélio como a magnetita e a maghemita. 

Entretanto ainda há mais um fenômeno importante a ser levado em consideração, fluidos 

magnéticos apresentam interações dipolares magnéticas, visto que cada partícula de volume 𝑉 

vai carregar um momento magnético 𝜇 = 𝑚𝑉, em que 𝑚 é a magnetização de saturação da 

nanopartícula. Essas interações estão acopladas com a distância das nanopartículas e da 

orientação de cada momento magnético. Imaginando duas partículas esféricas separadas por 

uma distância 𝑟, o potencial de interação dipolar magnético pode ser dado por: 

 

𝐸𝑑𝑖𝑝.𝑚𝑎𝑔 = 𝜇0 (
𝑚𝑖⃑⃑ ⃑⃑  ⃑ ⋅ 𝑚𝑗⃑⃑⃑⃑⃑⃑ 

𝑟3
−

3

𝑟5
(𝑚𝑖⃑⃑ ⃑⃑   ∙ 𝑟̂)(𝑚𝑖⃑⃑ ⃑⃑   ∙ 𝑟̂))  (2-38) 

 

onde 𝜇0 é a permeabilidade magnética no vácuo, 𝑚 = 𝜋 6⁄  (𝑀𝑠𝑑
3) é o momento 

dipolar magnético da nanopartículas esférica, 𝑀𝑠 é a magnetização de saturação. Pensando em 

uma estimativa, podemos aproximar a magnitude entre os dois momentos igual ao magnéton 

de Bohr (𝜇1 ≈ 𝜇2 ≈ 𝜇𝐵) de tal forma que eles estejam separados por uma distância de 

aproximadamente 𝑟 ≈ 0,1 𝑛𝑚. Assumindo esses valores encontra-se um valor aproximado da 

energia dipolar magnética 𝑈𝑑𝑖𝑝.𝑚𝑎𝑔~10
−23𝐽, essa energia equivale a aproximadamente à uma 

pequena variação da temperatura na energia de térmica (𝑘𝐵𝑇). A interação dipolar é muito fraca 

na maioria dos casos, entretanto, quando nanopartículas magnéticas são avaliadas, obtêm-se 

𝜇1 ≈ 𝜇2~10
4𝜇𝐵. Desta forma, a interação dipolar resulta num considerável ordenamento dos 

momentos magnéticos das NPs. 

Todas essas atrações precisam ser vencidas por algum mecanismo de repulsão para que 

se obtenha um coloide estável. O mecanismo eletrostático apresentado se desenvolve através 

da introdução de cargas e isso resulta num aumento da densidade superficial de carga distribuída 

ao redor da área superficial das NPs. Assim essas NPs irão se repelir devido a força coulombiana 

entre as cargas. Já o mecanismo estérico dar-se-á adicionando algum aditivo mecânico entre as 

partículas de tal forma a criar uma barreira mecânica. Essas partículas que carregam a carga são 

chamadas de macro-íons cujas forças dependem da distribuição das cargas em torno das NPs, 

ou seja, dependerá da morfologia do material. Através da equação de Poisson-Boltzmann 

simplificada encontramos a seguinte energia eletrostática: 

 

𝐸𝑒𝑙é𝑡𝑟𝑜 = 4𝜀𝑙𝑖𝑞𝑑
2 (
𝑘𝐵𝑇

𝑞
𝜁)
2 𝑒𝑥𝑝2𝜅(𝑟−𝑑)

𝑟
  (2-39) 
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𝜁 = 𝑡𝑎𝑛ℎ (
𝑞𝜓𝑠

4𝑘𝐵𝑇
)  (2-40) 

 

onde, 𝜅−1 é o comprimento de Debye que está associado ao número de íons com 

determinada carga por unidade de volume, 𝑞 é a carga do contra íon da dupla camada elétrica, 

𝑟 é a distância de centro a centro entre as partículas, o fator 𝜀𝑙𝑖𝑞 representa a permissividade 

dielétrica do solvente e 𝜓𝑠 é o potencial Stern ou potencial Zeta. 

Olhando para esses fatores verifica-se que as repulsões estão mais ligadas com as 

características das nanopartículas especialmente às propriedades físico-químicas da amostra 

(íons, cargas, barreiras mecânicas e pH). Desta forma, o controle destas propriedades garante 

uma estabilização capaz de contrabalancear a força de atração e a gravitacional das NPs. 

Já para os casos das barreiras físicas (mecânicas) conhecidas como estéricas, a seguinte 

relação energética e descrita: 

 

𝐸𝑒𝑠𝑡 = 𝑘𝐵𝑇 {
𝜋𝑑2𝜉

2
[2 −

𝑙+2

𝑡
𝑙𝑛 (

1+𝑡

1+
𝑙

2

) −
𝑙

𝑡
] ; 𝑠𝑒 𝑥 ≤ 2𝛿

0; 𝑠𝑒 𝑥 ≥ 2𝛿

  (2-41) 

 

onde 𝛿 é a espessura da camada de cobertura, 𝜉 é o grafting (enxerto), 𝑙 =
2𝑥

𝑑
𝑒 𝑡 =

2𝛿

𝑑
. 

Para um coloide estável busca-se uma barreira de potencial (𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) suficientemente alta 

de tal forma que isso não seja vencido pela ordem de alguns 𝑘𝐵𝑇 da energia térmica de agitação, 

caso contrário essas flutuações vencerão a barreira e levará o coloide a sedimentação. Este 

fenômeno de sedimentação caracteriza-se pela desestabilidade coloidal onde a força 

gravitacional das NPs supera as forças repulsivas. Neste ponto, é possível observar que a 

morfologia impacta na estabilização, visto que materiais pequenos apresentam uma massa 

menor e uma área superficial maior, permitindo assim uma maior distribuição de cargas 

superficiais. A consequência deste efeito gera uma barreira potencial mais elevada garantindo 

assim uma blindagem mais eficaz ao material, entretanto um volume mínimo deve ser 

respeitado, caso contrário não haverá superfície suficiente para as cargas se acoplarem ao 

material.  
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2.7.1 Recobrimento via Surfactantes 

A palavra surfactante é a contração do termo em inglês “surface active agent”, que 

traduzido ao pé da letra significa agente de atividade superficial. Assim, um surfactante é um 

composto capaz de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um fluido. O termo 

interface delimita duas fases imiscíveis. Um exemplo clássico de surfactante é o detergente que 

age como um agente de limpeza. Um ponto fundamental de um surfactante é sua tendência em 

formar micelas especialmente em baixas concentrações de água. A micela é um agregado de 

moléculas de surfactante dispersa em um coloide. A concentração mínima na qual obtém-se a 

formação de micelas é chamada de concentração micelar crítica. Essa propriedade dos 

surfactantes permite uma gama de aplicações envolvendo detergentes, emulsificantes, 

espumantes, lubrificantes, solubilização e dispersão de fase. Entretanto, de maneira geral os 

surfactantes não apresentam uma boa biocompatibilidade no interior das células sendo 

relativamente tóxicos (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 características típicas do detergente de interagir com as 

superfícies. 

Com relação à estrutura os surfactantes podem ser representados como na Figura 13. 

Eles são em geral compostos orgânicos anfifílicos e apresentam em sua estrutura grupos 

hidrofóbicos (caudas) e os grupos hidrofílicos (cabeças) em sua cadeia, ou seja, esse tipo de 

composto contém tanto o componente insolúvel em água como o componente solúvel em água. 

Essa característica permite uma interface entre misturas que antes eram insolúveis entre si tal 

como água e óleo tornando o meio difuso. 

 

 

Figura 13 – Esquema da cadeia de surfactantes exemplificando a organização do grupo cabeça hidrofílico e o 

grupo cauda hidrofóbico. 
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Os dois agentes surfactantes utilizados no trabalho aqui desenvolvido foram o brometo 

de cetrimônio (CTAB) e o dodecil sulfato de sódio (SDS). O CTAB (C19H42BrN) é um 

surfactante quaternário de amônia conhecido por ser um agente antisséptico. O cátion de 

cetrimônio é um poderoso agente antisséptico contra bactérias e fungos. Devido a sua 

capacidade de interação com as interfaces é largamente usado como agente estabilizante de NPs 

tais como as de ouro, sílica e óxido de ferro. Além disso, o CTAB é usado em xampus e outros 

cosméticos, entretanto devido ao seu alto custo são usados apenas em produtos selecionados. O 

SDS (NaC12H25SO4) é um surfactante orgânico sintético. Esse surfactante aniônico é usado em 

produtos de limpeza e higiene em geral. Contendo um sal de sódio e um sulfato orgânico em 

sua composição. Como resultado da sua cauda de hidrocarboneto e o seu "grupo de cabeça" 

aniônico, ele tem propriedades anfifílicas que permitem formar micelas e, assim, agir como um 

detergente. 

 

2.7.2 Recobrimento via Polímeros 

Os polímeros são utilizados desde a antiguidade pelos chineses que extraiam verniz de 

uma árvore conhecida por Rhus Vernicflua (YUN-YANG et al., 2006). A aplicação desse 

verniz nos móveis impermeabilizava os objetos aumentando a vida útil do mesmo. Entretanto 

apenas no advento da industrialização da década de 1920 é que descobertas e pesquisas a 

respeito dos polímeros obtiveram sucesso. Isso se deve as descobertas relacionadas aos 

mecanismos de polimerização de moléculas orgânicas. Um polímero é uma macromolécula 

composta por muitas subunidades (monômeros) repetidas podendo ser tanto um material 

sintético como um material natural. Essa característica de macromolécula produz propriedades 

físicas singulares, incluindo dureza, viscoelasticidade e uma tendência para formar estruturas 

semicristalinas em vez de cristais. Sua ampla gama de aplicações e propriedades faz com que 

os polímeros estejam presentes no nosso cotidiano através de polímeros naturais e os sintéticos. 

Os polímeros naturais são materiais encontrados na natureza e que não sofreram ação industrial. 

Exemplos típicos de polímeros naturais temos o âmbar, lã, seda e a borracha natural. Os 

sintéticos são polímeros obtidos através de reações de sintetização, assim os polímeros 

sintéticos são industrializados através das mais diversas matérias primas encontradas na 

natureza seja ela renovável ou não renovável, como por exemplo, a resina de fenol-formaldeído 

(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 polímeros podem se diversificar de acordo com a sua 

estrutura vamos nos ater apenas as propriedades do PEG e da CH que são os polímeros 

utilizados no trabalho.  

O PEG (C2nH4n+2On+1) é um composto com muitas aplicações voltadas para a indústria 

e para a medicina. A fórmula química de monômero 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 é conhecido como PEG 400. Essas informações podem 

ser conferidas através da espectroscopia de massa. A PEGlação (KURTZ-CHALOT et al., 

2014; LAURENT et al., 2008; LEE, NOHYUN et al., 2011; LI et al., 2013; LIU, GANG et al., 

2013; NEL et al., 2009) é o ato de acoplar o PEG a alguma outra estrutura (proteína ou 

fosfolipídio, como o DSPE por exemplo). O PEG é solúvel em água, metanol, etanol, 

acetonitrila, benzeno e diclorometano, entretanto é insolúvel em hexano e éter dietílico. Ele 

também pode ser acoplado a moléculas hidrofóbicas para produzir surfactantes não iônicos. 

PEGs contém impurezas que podem ser tóxicas em altas concentrações a algumas células, como 

por exemplo, o composto de óxido de etileno e o 1,4-dioxano etileno glicol não são indicados 

para aplicações biológicas, visto que seus éteres são nefrotóxicos (tóxico para o rim). 

 

 

Figura 14 – Cadeia química do monômero de PEG. 

 

Com tudo, se usado na dose correta, o PEG pode e é frequentemente usado em 

aplicações biomédicas. No entanto, alguns cuidados como a degradação do PEG e a sua 

concentração devem ser avaliados nos testes pré-clínicos de citotoxicidade para assegurar que 

o material não contenha agentes que ataquem as células em estudo. De modo geral já 

encontramos o PEG sendo utilizado junto com laxantes e colírios. A grande chave de se utilizar 

o PE G(HUNG et al., 2001) é porque ele permite uma depuração retardada da proteína 

carregada a partir do sangue devido a sua capacidade de adsorção. Isso contribui diretamente 

para um efeito medicinal prolongado e reduz a toxicidade possibilitando um maior intervalo 

entre as doses que serão administradas, visto que o medicamento terá seu efeito prolongado se 

administrado com o PEG. 
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Já a quitosana (CH) é um polissacarídeo catiônico linear composto por uma distribuição 

aleatória cuja cadeia está representada na Figura 15. Pode ser produzido por desacetilação da 

quitina. Sua obtenção provém de um tratamento do exoesqueleto de camarão e conchas de 

crustáceos através do hidróxido de sódio alcalino em altas temperaturas. A quitosana é 

geralmente utilizada em produtos biomédicos e comerciais. A aplicação se estende à agricultura 

para combater fungos, enquanto que em vinhos, o polímero 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 antifúngico. Por fim, pode ser 

ligado a nanoestruturas para fazer entrega de droga endereçada. 

 

 

Figura 15 – Cadeia química do monômero da quitosana. 

 

O pKa é uma grandeza que permite saber a força de um ácido. Se o pKa de um ácido é 

baixo, ele terá uma forte tendência a ionizar-se e, consequentemente, o ácido será classificado 

como forte. O grupo amino da quitosana apresenta um valor de pKa de ~6,5, o que leva a uma 

protonação em ácido a neutro com a densidade de carga dependendo do pH. Isso torna a 

quitosana solúvel em água e um composto capaz de se ligar em superfícies negativamente 

carregadas, tais como membranas mucosas. A quitosana aumenta o transporte de drogas polares 

através das superfícies epiteliais, sendo um material biocompatível (HUNG et al., 2001) e 

biodegradável. Entretanto ele ainda não é aprovado pelo FDA para a o endereçamento de 

drogas, embora já venha sendo usado em aplicações biomédicas. 

 

2.7.3 Recobrimento via Fosfolipídios  

Os fosfolipídios são uma classe dos lipídeos que apresentam características anfifílicas, 

sendo que a maior classe é constituída de membranas celulares. O primeiro fosfolipídio em 

tecidos biológicos foi identificado em 1847 e ficou conhecido como a lecitina ou 

fosfatidilcolina. Esse fosfolipídio foi encontrado na gema do ovo de galinha pelo químico e 

farmacêutico francês Theodore Nicolas Gobley. Atualmente os fosfolipídios são purificados e 
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produzidos comercialmente e apresentam uma vasta aplicação (YUN-YANG et al., 2006) em 

nanotecnologia e ciência dos materiais.  

Os fosfolipídios podem formar bicamadas lipídicas (Figura 16) devido a sua 

característica anfifílica, isto é, são moléculas que apresentam a característica de possuírem uma 

região hidrofílica, e uma região hidrofóbica. Muito parecidos com os surfactantes, os 

fosfolipídios apresentam geralmente duas “caudas” hidrofóbicas de ácidos graxos e uma 

“cabeça” de fosfato hidrofílica. Essas duas cadeias estão unidas entre si por uma molécula de 

glicerol. Os fosfolipídios purificados são produzidos comercialmente.  

 

 

Figura 16 – Dupla camada típica de um fosfolipídio descrito pelo grupo cabeça hidrofilico e pelo grupo cauda 

hidrofóbico. 

 

O uso dos fosfolipídios está intimamente ligado com a preparação de lipossomas, 

ethosomas e nanoformulações de drogas, especialmente por causa da sua estrutura ser similar 

as estruturas celulares. Viabilizando assim, uma maior biodisponibilidade de aplicações com 

toxicidade reduzida, seguida de um aumento da internalização de medicamentos como o 

cetoconazol para o tratamento de infecções de origem fúngicas. 

DPPC (CHEN et al., 2006) é um fosfolipídio do tipo fosfatidilcolina (PC) e é uma classe 

de fosfolipídio que incorpora a colina (vitamina) como grupo “cabeça”. É o componente 

principal de membranas e pode ser obtido através de fontes como a gema do ovo, ou da soja 

dos quais podem ser extraídos quimicamente utilizando hexano. A estrutura deste fosfolipídio 

tem a colina como grupo “cabeça” e um ácido fosfoglicérico. A fosfatidilcolina é um lipídio 

neutro, entretanto carrega uma carga dipolar. Além disso, ela é uma substância vital encontrada 

em cada célula do corpo humano, isso viabiliza a sua biocompatibilidade(HUNG et al., 2001). 

Além disso, já foi demonstrado que a suplementação com PC retarda processos relacionados ao 

envelhecimento, sendo um forte indicativo para melhoria da memória cerebral. Já 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 cabeça “polar” e tem uma membrana 

viscosa. PEG-DSPE (WANG et al., 2012) é portanto um fosfolipídio PEGlado. Ele pode ser 

aplicado com um lipossoma que consegue prolongar a sua permanência na corrente sanguínea 

devido a sua viscosidade e supressão da droga pelo sistema do retículo endotelial aumentando 

o tempo de meia vida de uma possível droga no plasma. Esses, por fim, apresentam uma ótima 

característica como agentes estabilizadores para nanopartículas em sistemas coloidais. 

 

3 Revisão bibliográfica e o estado da arte  

 

Neste capítulo será discutido o estado da arte dos nanomateriais magnéticos destacando 

as origens e aplicações biomédicas do mesmo. Também serão discutidos alguns casos clínicos 

de diagnósticos e as suas possíveis terapias envolvendo a hipertermia magnética relacionando-

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

 

3.1 Nanopartículas magnéticas e a atualidade 

Atualmente encontram-se aplicações de nanopartículas magnéticas em diferentes áreas 

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 às suas propriedades físicas 

e químicas que estão associadas à composição, à cristalinidade, ao tamanho, à forma, à efeitos 

superficiais e à interação inter-partícula do material. Essas características permitem o 

desenvolvimento de dispositivos baseados em funcionalizações químicas (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 análises por imagem através da ressonância 

magnética nuclear (LEE, NOHYUN et al., 2011; LI et al., 2013; ZHANG, YING et al., 2010) 

(RNM ou MRI) bem como dispositivos em armazenamento de dados (REISS; HÜTTEN, 

2005). As aplicações biomédicas das nanopartículas magnéticas se classificam de duas formas: 

as in vivo que consistem na administração dentro do organismo e as externas ao organismo in 

vitro. Esta última consiste em análises e diagnóstico que envolve separação e seleção celular, 

enquanto que in vivo envolve aplicações 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 administrações in vivo, 
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os nanomateriais devem ser submetidos a um conjunto de procedimento de avaliações in vitro 

para assegurar a estabilidade, segurança, conformidade e capacidade para cumprir a missão 

desejada. Em seu trabalho é discutido principalmente os problemas atuais relacionados às 

técnicas de avaliação in vitro utilizadas para a caracterização de nanotransportadores, tais como 

a avaliação do tamanho da partícula, a carga superficial, a liberação do fármaco e a toxicidade 

(KASHEVSKY et al., 2008). Esses detalhes procedimentais in vitro são importantes para a 

previsão de cenários in vivo, para assim determinar considerações necessárias para melhorar a 

correlação entre os dois cenários. 

Uma das maiores barreiras que são encontradas na aplicação dos nanomateriais em meio 

celular está associada com a biocompatibilidade, que em geral está interligada à concentração 

das NPs, tamanho, forma, composição, estabilidade e tempo de interação entre o nanomaterial 

e a célula (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007). Assim a biocompatibilidade está 

intimamente correlacionada com comportamento do nanomaterial em meio celular.  

O grande potencial de um nanomaterial está associado à alta razão entre área/volume. 

Ao alterar a área superficial de uma NP modifica-se a afinidade do nanomaterial, 

consequentemente o 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 plasmática. 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 regiões indevidas como vasos 

sanguíneos, especialmente quando o tratamento envolve administração intravenosa de NPs. As 

literaturas (MUKHOPADHYAY et al., 2012; Q. A. PANKHURST et al., 2003; WANG et al., 

2012) têm discutido esses eventuais problemas. Se os nanomateriais acabarem se aglomerando 

durante a administração intravenosa poderão induzir o entupimento dos vasos sanguíneos e 

consequentemente isso ocasionará eventuais problemas circulatórios. Uma maneira encontrada 

para superar esses imprevistos são recobrir as nanopartículas através de uma camada protetora; 

seja ela um surfactante, polímero ou fosfolipídio. Além disso as nanopartículas funcionalizadas 

podem estar ligadas a antígenos (NAQVI et al., 2010; NEL et al., 2009; Q. A. PANKHURST 

et al., 2003; WUST et al., 2002), os quais permitem o rastreamento e endereçamento do 

nanomaterial dentro do interior do organismo vivo. Entretanto essa alta taxa de absorção de 

nanomaterial pode induzir também efeitos indesejados relacionados à citotoxicidade (KNEIPP, 

2008; SINGH et al., 2010) que dependerá da morfologia do material envolvido, da concentração 

e da interatividade do material com o meio celular envolvido.   
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3.2 SPIONs e bioaplicações 

As propriedades relacionadas ao tamanho e dimensões de macromoléculas biológicas 

trouxeram vastas aplicações aos nanomateriais superparamagnéticos conhecidos como SPIONs 

(do inglês Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles). Isso trouxe consigo avanços no 

desenvolvimento de novos diagnósticos e terapias específicas. Como diagnóstico 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 fosfolipídico através de um magnetossomo que pode ser observado 

na forma de imagens mediante a aplicação de um campo magnético externo. Através do RMN 

é possível determinar as propriedades de uma substância devido à correlação entre o campo 

aplicado e a energia absorvida. Esta energia está associada à relaxação das cargas presentes na 

molécula de água sob a ação de um forte campo magnético estático. Este diagnóstico ocorre 

após a remoção de um campo oscilatório na faixa de MHz, permitindo assim descrever a 

evolução das magnetizações em direções distintas conhecido como relaxação magnética. O 

tempo de relaxação está intimamente relacionado com o tipo do tecido e o agente contrastante 

tem o papel de alterar o campo da vizinhança do tecido oferecendo assim um melhor 

detalhamento da imagem. Em geral, o principal agente de contraste é um complexo de íons de 

gadolínio que apresentam características paramagnéticas (TARTAJ et al., 2009). A 

desvantagem principal desse complexo é que ele é rapidamente extraído pelo fígado deixando 

um curto período 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 absorção de diferentes 

tecidos, de tal forma a fornecer mecanismos de diferenciação. Assim é comum encontrar na 

literatura o termo USPIONs (JORDAN et al., 1999) que apresentam tamanhos inferiores a 50 

nm. Outro ponto importante é que as NPs magnéticas podem ser utilizadas com recobrimentos 

protetores como fosfolipídios; 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 área de terapias, uma das funções dos SPIONs é a capacidade de atuar como 

carregadores de fármacos. 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, 

o nanomaterial magnético pode ser direcionado magneticamente para o local designado e 

ativado via aquecimento magnético. Isso viabiliza a quimioterapia/radioterapia apenas da 

região do tecido tumoral minimizando os eventuais efeitos colaterais e maximizando os danos 
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produzidos às células tumorais. Em especial, essa propriedade de se aquecer o nanomaterial via 

campo magnético externo alternado viabiliza a segunda opção de tratamento conhecido como 

hipertermia magnética (GUARDIA et al., 2012; Q. A. PANKHURST et al., 2003; 

ROSENSWEIG, 2002; SOENEN; DE CUYPER, 2010; TARTAJ et al., 2009), a qual será 

detalhada melhor a seguir. É 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 câncer via 

hipertermia magnética. 

A ideia do tratamento via hipertermia consiste em aquecer o tecido tumoral e provocar 

o dano através desse incremento de temperatura. Esse tratamento é complementar aos 

tratamentos convencionais com quimioterapia e radioterapia, mas não é excludente. O estudo 

(DEWEY, 1994) direcionado à hipertermia celular in vitro iniciou-se por volta da década de 

1970, que justificou a utilização da hipertermia induzindo células à 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 

que após o stress via aquecimento, a célula passa a apresentar uma termoresistência no intervalo 

entre 24-48h, ou seja, as células apresentam uma tolerância ao tratamento durante um intervalo 

que deve ser respeitado entre as seções de tratamento pré-estabelecidos para cada caso. A 

sinergia de interação entre a dose de calor e radiação já foi testada em estudos pré-clínicos 

(BULL, 1984; DAHL, 1988). Assim, a combinação da radioterapia com a hipertermia é uma 

excelente rota de aplicação simultânea, entretanto não é sempre factível em meios clínicos e 

cada caso deve ser devidamente estudado individualmente.  

Assim como os agentes radioterápicos, outros tipos de interações de drogas 

quimioterápicas com o calor já 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 é um fator importante de caráter auxiliar na aplicação 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 será afetado 

pela hipertermia como a membrana celular, o citoesqueleto, mecanismos de sínteses de 

macromoléculas, e reparadores de DNA (DIKOMEY; FRANZKE, 1992; ROTI ROTI et al., 

1998). Para avaliação do efeito hipertérmico é importante compreender como os fenômenos 

celulares estão relacionados com a dependência da temperatura e como isso afeta as funções 

biomoleculares de controle como a apoptose, o ciclo celular e o ciclo de reparação de DNA 
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(SAKAGUCHI et al., 1995). Estudos relacionados à temperatura mínima para se provocar 

danos através da hipertermia já foram realizados (VAN DER ZEE et al., 2000), de tal forma 

que não é necessário atingir o mínimo de 43°C para infligir dano celular. Assim, é possível 

obter resultados de alterações fisiológicas mesmo em baixas variações de temperaturas. Alguns 

casos clínicos de hipertermia com pequenas variações de temperatura in vivo induziu o aumento 

da perfusão na região do tumor, isto levou a uma maior concentração de oxigênio no meio (pO2) 

(RAU et al., 2000; SONG et al., 2009). Uma alta perfusão pode aumentar a taxa de entrega de 

fármacos e a reoxigenação aumentando a eficácia de uma possível radioterapia. De maneira 

geral, com o incremento da temperatura via hipertermia, os tecidos celulares aumentam o fluxo 

sanguíneo durante o tratamento e após algumas horas de hipertermia, mas em alguns poucos 

casos houve uma queda na vascularização do tecido tumoral (VAUPEL; KALLINOWSKI; 

OKUNIEFF, 1989). 

Atualmente é possível encontrar trabalhos que mostram a relação do aquecimento com 

reações imunológicas de leucócitos humanos (SHEN et al., 1994). Ao estimular sistema 

imunológico, via hipertermia magnética, os mecanismos de defesa contra doenças tendem a se 

tornar mais efetivo. Portanto, o estudo da correlação entre dependência dos mecanismos 

fisiológicos com a variação da temperatura em nível celular abre, um leque de oportunidades 

de bioaplicações das NPs magnéticas. 

Nos dias atuais, existem diferentes testes clínicos que utilizam diversas modalidades de 

hipertermia, os resultados destes trabalhos estão dispostos na Tabela 1. Nestes ensaios clínicos 

são discutidas comparações entre radioterapia sozinha e a radioterapia com hipertermia. Em 

outros casos observa-se as comparações com radioterapia intersticial com e sem hipertermia, 

bem como casos envolvendo perfusão através de intervenção cirúrgica com auxílio 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 clínicos em hipertermia para diferentes tipos de 

câncer em diferentes estágios 

Ref. Sítio tumoral Controle Experimental 

Número 

de 

pacientes 

Primeiro 

ciclo de 

estudo 

Hipertermia é 

indicada 

(p<0,05) 

Benefício de 

sobrevivência 

Hipertermia local 

(DATTA et al., 1990) 

Cabeça e 

pescoço 

(primário) 

Radioterapia 
Radioterapia e Hipertermia 

local 
65 

Resposta em 

8 semanas 
Sim Não 

(DATTA et al., 2009) 

Melanoma 

(metastático e 

recorrente) 

Radioterapia 
Radioterapia e Hipertermia 

local 

68 (128 

lesões) 

Resposta 

completa em 

3 meses 

Sim Não 

(PEREZ, CARLOS A 

et al., 1991) 

Superficial 

(cabeça e 

pescoço, peito, 

diversos) 

Radioterapia 
Radioterapia e Hipertermia 

local 
245 

Resposta 

inicial 
Possivelmente Não 

(VALDAGNI; 

AMICHETTI, 1994) 

Cabeça e 

pescoço (N3 

primário) 

Radioterapia 
Radioterapia e Hipertermia 

local 2-6 vezes 
44 

Resposta em 

3 meses 
Sim Sim 

(VERNON et al., 

1996) 

Peito (primário 

avançado e 

recorrente) 

Radioterapia 
Radioterapia e Hipertermia 

local 

307 (317 

lesões) 

Resposta 

inicial 
Sim Não 

(EMAMI, B et al., 

1992) 

Superficial 

(cabeça e 

pescoço, peito, 

sarcoma) 

Radioterapia e 

1x hipertermia 

local 

Radioterapia e 2x 

Hipertermia local 

173 (240 

lesões) 
Boa resposta Não Não 

(ENGIN et al., 1993) 

Superficial 

(cabeça e 

pescoço, peito, 

sarcoma) 

Radioterapia e 

1x hipertermia 

local 

Radioterapia e 2x 

Hipertermia local 

41 (44 

lesões) 

Resposta 

inicial 
Não Não 

(KAPP et al., 1990) 

Superficial 

(cabeça e 

pescoço, peito, 

sarcoma) 

Radioterapia e 

2x hipertermia 

local 

Radioterapia e 6x 

Hipertermia local 

70 (179 

lesões) 

Resposta 

inicial 
Não Não 

 

Hipertermia intersticial e endocavitária 

(EMAMI, BAHMAN 

et al., 1996) 

Superficial 

(cabeça e 

pescoço, peito, 

melanoma e 

outros) 

Radioterapia 

Intersticial 

Radioterapia intersticial e 

hipertermia intersticial 
184 Boa resposta Não Não 

(SNEED et al., 1998) Glioblastoma 

Radioterapia e 

radioterapia 

intersticial 

Radioterapia, radioterapia 

intersticial e hipertermia 

intersticial 

79 
2 anos de 

sobrevivência 
Sim Sim 

(BERDOV; 

MENTESHASHVILI, 

1990) 

Reto (T4, 

localmente 

avançado) 

Radioterapia 
Radioterapia e hipertermia 

endocavitária 
115 

Resposta 

inicial 
Sim Sim 

(KITAMURA et al., 

1995) 

Esôfago (estágio 

I-IV 

neoadjuvante) 

Radioterapia e 

quimioterapia 

Radioterapia, quimioterapia e 

hipertermia endocavitária 
66 

Resposta 

histológica 

completa 

Sim Sim 

(SUGIMACH et al., 

1994) 

Esôfago (estágio 

I-IV 

neoadjuvante) 

Quimioterapia 
Quimioterapia e hipertermia 

endocavitária 
40 

Resposta 

inicial 
Sim Não 

 

Perfusão hipertérmica 

(HAMAZOE; 

MAETA; KAIBARA, 

1994) 

Estômago (≥ T3, 

localmente 

avançado) 

Cirurgia 

Cirurgia e perfusão 

hipertérmica  

Intraperitoneal 

82 
5 anos de 

sobrevivência 
Sim Sim 

(GHUSSEN et al., 

1984) 

Melanoma 

(Estágio I-III) 
Cirurgia 

Cirurgia e perfusão 

hipertérmica isolada do 

membro 

107 

Sobreviveu 

livre de 

doenças 

Sim Sim 

(KOOPS et al., 1998) 
Melanoma 

(Estágio I-III) 
Cirurgia 

Cirurgia e perfusão 

hipertérmica isolada do 

membro 

832 

Sobreviveu 

livre de 

doenças 

Não Não 
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Estes estudos indicam uma influência positiva quando aplicadas altas doses de variações 

térmicas melhorando em muitos casos a expectativa de sobrevivência. Esses trabalhos discutem 

como a abordagem da hipertermia é eficaz e suas respectivas verificações em casos clínicos. 

Portanto, determinar os parâmetros hipertérmicos em estudos in vitro é de extrema importância 

para posteriores aplicações in vivo. 

Atualmente o review de Salunkhe (GUIBERT et al., 2015) trata dos recentes avanços 

no desenvolvimento de potenciais nanopartículas magnéticas para hipertermia de fluidos 

magnéticos. O trabalho abrange a relação entre diversos tipos de sínteses para obtenção de 

diferentes morfologias dos nanomateriais. O trabalho discute as propriedades físicas 

dependentes da dimensão das nanopartículas e as suas respectivas aplicações. No artigo 

encontra-se uma breve discussão sobre diferentes mecanismos de aquecimento de 

nanopartículas magnéticas. Este artigo de revisão abrange o progresso recente da aplicação de 

várias nanopartículas magnéticas, incluindo NPs com sistema core-shell para ensaios in vitro, 

in vivo e pré-clínicos. Outro estudo importante está relacionado às aglomerações das NPs, neste 

aspecto pode-se encontrar o trabalho de Guibert (GUIBERT et al., 2015), onde ele trata dos 

mecanismos de agregação das NPs magnéticas utilizadas em hipertermia. Para resolver esses 

problemas associados à aglomeração e biocompatibilidade atualmente utiliza-se diversos tipos 

de recobrimentos diferenciados nas NPs. 

 

3.3 Recobrimentos e Funcionalização dos SPIONs 

A funcionalização e o recobrimento têm como principal objetivo alterar a afinidade 

química dos SPIONs e melhorar a sua biocompatibilidade, isso pode ser visto em vários 

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 sílica 

(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 óxido de ferro como núcleo. A vantagem de se 

realizar uma funcionalização consiste no ganho de aplicação de fármacos, os quais podem ser 

ligados aos SPIONs, em virtude desses materiais serem magnéticos isso permite uma 

administração via intravenosa seguido de um endereçamento ao tecido alvo (HUANG; 

HAINFELD, 2013).  

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

as aplicações bioquímicas. A escolha do recobrimento em geral depende dos seus propósitos, 
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na literatura encontram-se trabalhos com surfactantes como SDS (MORSY, 2014) e o CTAB 

(ALKILANY et al., 2009; ZHANG, YINAN et al., 2012), trabalhos com polímeros como 

PVP(ZHANG, YING et al., 2010), PEG (MARKINK, 2012; MUKHOPADHYAY et al., 2012; 

ZHANG, J et al., 2008) e CH (SHI et al., 2012; UNSOY et al., 2012) assim como fosfolipídios 

DPPC (ROSS SMITH; TANFORD, 1972) e DSPE (XIE; SUN, 2011). O endereçamento de 

drogas (drug delivery) em sistemas magnéticos de SPIONs ganha força pelas propriedades de 

condução do material através de um campo magnético externo. Isso permite que a liberação da 

droga seja feita de maneira controlada e localizada diminuindo assim efeitos colaterais de 

possíveis 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 funcionalizações (BADRUDDOZA et al., 

2013; KURTZ-CHALOT et al., 2014; LEE, NOHYUN et al., 2011; LIONG et al., 2008; NEL 

et al., 2009) mais conhecidas estão associadas aos anticorpos, lecitinas, proteínas e 

fosfolipídios, as quais também corroboram com as aplicações 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 câncer 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 

destruição de células in vitro com uma redução na viabilidade celular. As nanopartículas 

magnéticas com grandes também foram encontradas, essas NPs formam um triplo vórtice de 

magnetização remanente, o que aumenta a sua suscetibilidade ao campo. Isso se traduz em uma 

força magneto-mecânica maior a baixos campos com 12% maior eficácia na morte celular em 

comparação com nanopartículas 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 

dispersões coloidais de nanopartículas de óxido de ferro magnético estabilizadas com 

macromoléculas de dextrano colocadas em um campo magnético alternado não só podem 

produzir calor, mas também que essas partículas podem ser usadas in vivo para deposição local 

e não invasiva de uma dose térmica suficiente para desencadear uma expressão gênica termo 

induzida.  
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3.5 NPs e aparatos comerciais 

Devido a popularidade das NPs magnéticas, já é possível comprar diversos tipos de NPs 

magnéticas em diversas formas e condições. Empresas como a Chemicell™ desempenham um 

papel importante no ramo da biociência desenvolvendo produtos voltados a bioaplicações 

como: NPs magnéticas, kits para magnetofecção, kits para separação biomagnética, NPs 

magnéticas fluorescentes, NPs em sistemas core-shell de sílica, dentre outros materiais. Outra 

empresa também especializada no ramo da nanotecnologia de nanomateriais magnéticos é a 

mkNANO™ que oferece um serviço específico relacionado a diferentes tipos de recobrimentos 

de acordo com o tamanho das NPs desejadas. Em sua loja virtual é possível encontrar à venda 

NPs em solventes não polares, NPs em forma de pó e NPs dispersas em água com os mais 

diversos tipos recobrimentos como polímeros, fosfolipídios e surfactantes. Entretanto, o foco 

da empresa mkNANO™ não é somente em NPs magnéticas de óxido de ferro, sendo possível 

encontrar outros produtos também relacionados à 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 à disposição diversos tipos de 

reagentes químicos. A loja virtual da a Sigma-Aldrich™ dispõe de mais de 50 tipos de produtos 

relacionados a NPs de óxido de ferro. 

Apesar da grande praticidade e versatilidade que essas e outras empresas do ramo 

tecnológico oferecem, o grande problema está relacionado ao preço desses nanomateriais 

prontos, que em média custam mais de mil reais o frasco contendo 25 g de pó. Em alguns casos 

de NPs recobertas, ou funcionalizadas, o produto pode chegar a custar até três mil reais uma 

solução contendo 10 mL do produto. 

Assim como é possível encontrar reagentes relacionados a NPs magnéticas, é possível 

também encontrar empresas que disponibilizam kits prontos para aplicação da hipertermia 

magnética. Empresas especializadas no ramo como a MSI Automation™ e a NanoScience 

Laboratories™ desenvolvem instrumentos específicos para o aquecimento de NPs magnéticas 

aplicadas em campo magnético alternado. A nanoTherics™ apresenta produtos 

nanoestruturados voltados a aplicações magneto hipertérmicas, estudos calorimétricos e entrega 

de droga endereçada para aplicações in vivo e in vitro. Sendo assim, é possível encontrar muitas 

de empresas que desenvolvem esse tipo de instrumentação, entretanto o grande problema desses 

dispositivos são os seus respectivos preços que alguns casos chegam a ultrapassar 500 mil 

dólares.  
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Portanto, esse trabalho de tese destina-se a estudar aspectos fundamentais da magneto 

hipertermia in vitro em células embrionárias de rim humano HEK293T utilizando NPs 

magnéticas de óxido de ferro com diferentes recobrimentos. Propondo desta forma resolver os 

problemas associados à magneto hipertermia in vitro, visando o desenvolvimento da aplicação 

do tratamento hipertérmico em casos clínicos através sínteses e equipamentos mais baratos e 

acessíveis no mercado. 
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4 Materiais e Métodos 

 

4.1 Materiais 

Acetilacetonato de ferro III ([Fe (acac)3]) 99,9%, ácido oleico (AO), oleilamina (OAm), 

etanol, brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB), quitosana (CH), polietileno glicol (PEG), 

tripsina, Sal Dihidratado Dissódico (EDTA), Dimetilsulfóxido ou sulfóxido de dimetilo 

(DMSO) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Meio de cultura DMEM e o Opti-men foram obtidos 

da ThermoFisher. Clorofórmio, cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio (KCl), fosfato 

dissódico (Na2HPO4), fosfato monopotássico (KH2PO4) e o dodecil sulfato de sódio (SDS) 

foram obtidos da MERCK. Hidróxido de amônio foi obtido da Cetus Ltda. e fosfolipídio 

(DPPC) e fosfolipídio peguilado (PEG-DSPE) foram obtidos da Lipid Ingredients & 

Technologies. Os testes de viabilidade celular foram realizados utilizando o composto tetrazólio 

de etossulfato de fenazina (MTS) (PROMEGA, 2010) obtido da Promega e água destilada 

duplamente filtrada com sistema de purificação ultravioleta nas sínteses. No caso do cultivo 

celular, a água utilizada é triplamente destilada e esterilizada através da filtragem seguida da 

esterilização via vapor saturado seco por autoclavagem. 

 

4.2 Síntese das nanopartículas de Fe3O4 

O processo adotado para a produção de nanopartículas esféricas de 14 nm foi via 

decomposição térmica. O processo ocorre em atmosfera de nitrogênio controlada, sob agitação 

constante e com uma taxa de aquecimento controlada 5ºC/min. A síntese transcorre em poucos 

passos: primeiramente 1,4 g de Fe (acac)3 foi dissolvido em 8 mL de ácido oleico e 12 mL de 

oleilamina. Em seguida, a solução foi misturada e agitada em um frasco de três vias sob um 

fluxo de nitrogênio a 120°C por 2 h. Depois disso a amostra foi aquecida até 220°C onde se 

manteve em agitação por 30 min. A amostra foi então aquecida até 300°C e mantida sob 

agitação por mais 30 min. Após todos esses patamares a amostra foi resfriada até 40°C. Etanol 

foi adicionado para a remoção 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 óleo da solução, 

seguidas de agitação, sonicação e utilizando um imã para fazer separação magnética em cada 

lavagem. Por fim, os SPIONS foram mantidos na solução 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 

concentração será determinada pelo termogravimetria. Esta solução foi lavada oito vezes em 

água destilada através de separação magnética, afim de remover o excesso de etanol. 

Recobrimento com CTAB: uma solução de 40 mg de CTAB em 6 mL de água destilada 

+ 100 µL de clorofórmio foi preparada e adicionada aos SPIONS previamente lavados em água. 

Em seguida a amostra NP@CTAB foi misturada e sonicada até que a amostra se 

homogeneizasse. No próximo passo a amostra foi aquecida até 70° C em banho-maria por 25 

min para a evaporação do clorofórmio da amostra. Por fim a amostra foi guardada em um frasco 

para os testes e caracterizações. 

Recobrimento com SDS: uma solução de 40 mg de SDS em 6 mL de água 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 caracterizações. 

Recobrimento com PEG: uma solução de 2,8 mL PEG em 3,2 mL de água destilada e 

100 µL de NH4OH foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados. A amostra 

NP@PEG foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogênea. A amostra foi 

deixada em capela durante a noite para a evaporação do excesso de amônia. Por fim, a amostra 

foi guardada em um frasco para os testes e caracterizações. 

Recobrimento com CH: uma solução de 40 mg de CH em 6 mL de água destilada foi 

misturada com ácido acético a uma concentração de 0,1 M foi preparada e adicionada aos 

SPIONs previamente lavados em água. Em seguida a amostra NP@CH foi misturada e sonicada   

até que a amostra se tornasse homogênea. Por fim a amostra foi guardada em um frasco para os 

testes e caracterizações. 

Recobrimento com DPPC: uma solução de 40 mg de DPPC em 6 mL de água destilada 

foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados em água. Em seguida a amostra 

NP@DPPC foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogênea. O processo o 

recobrimento não estabilizou a amostra neste caso, ou seja, as nanopartículas sedimentaram 

rapidamente após o processo descrito inviabilizando, portanto, futuras aplicações biológicas 

deste material. Em virtude a estes eventos foram realizados alguns testes com esta amostra 

apenas para verificar algumas propriedades físicas da mesma. Entretanto, essa amostra não foi 

largamente utilizada nem testadas devido à instabilidade da mesma.  
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Recobrimento com PEG-DSPE: uma solução de 40 mg de PEG-DSPE em 6 mL de água 

destilada foi preparada e adicionada aos SPIONs previamente lavados em água. Em seguida a 

amostra NP@DSPE foi misturada e sonicada até que a amostra se tornasse homogênea. Por 

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

 

4.3.1 Processo de secagem das amostras 

No processo de secagem as amostras foram submetidas ao forno tubular a vácuo. Para 

a rampa de aquecimento do forno utilizou-se uma taxa de 5 ºC/min de incremento até o patamar 

de 80 ºC de temperatura, onde manteve-se a amostra durante 2h30, em seguida a amostra foi 

resfriada lentamente até a temperatura ambiente. A amostra foi então armazenada em frascos 

de vidro com membranas de silicone nas tampas para purgar o frasco com o gás nitrogênio 

removendo assim grande parte do oxigênio que poderia oxidar as amostras. 

A amostra de NP@PEG apresentou problemas durante a secagem, por se tratar de um 

polímero que normalmente se encontra no estado líquido à temperatura ambiente. A razão disso 

está associada ao ponto de evaporação do PEG que se inicia aproximadamente aos 300 °C. 

Portanto, tornou-se inviável a secagem completa desta amostra a 80 ºC. O resultado da tentativa 

da secagem desta amostra apresentou uma textura gelatinosa e isso fez com que as NPs ficassem 

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

 

4.4 Cultura de células 

Preparação do meio DMEM: Foi medido aproximadamente 90% do volume preparado 

em água tridestilada e auto clavada; foi adicionado lentamente o pó sob agitador constante. 

Após a dissolução do pó, adicionou-se por litro de solução 3,7g de bicarbonato de sódio 5,6%. 

Neste meio foi adicionado uma receita de alta glucose sob as seguintes condições: 10% de soro 

fetal bovino (FBS, Gibco), 100 unidades/ml penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. Ao final 

deve-se checar e ajustar o pH, caso seja necessário a alteração deve-se utilizar as soluções HCl 

ou NaOH. Por fim, esterilizou-se o meio via filtração em membranas de 0,22 micra utilizando 

pressão positiva. Esse meio tem validade de 12 meses. 

Preparação do PBS: para um litro de solução de PBS foi preparado 8g de NaCl; 0,2g de 

KCl; 1,44g Na2HPO4 e 0,24g de KH2PO4, esses compostos devem ser misturados em água 

tridestilada previamente aquecida a 40 °C para facilitar a solubilização dos compostos. Por fim, 

verificou-se o pH que estava por volta de 7,4; o próximo passo foi engarrafar e aliquotar as 
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soluções; estas soluções foram esterilizadas através do processo de filtragem seguida de 

autoclavagem. O período de validade da solução é de 12 meses.  

Preparação da tripsina mais EDTA: foi separado 100 mL de PBS previamente 

preparado, 1,25g de tripsina e 0,098g de EDTA, esses compostos foram misturados sob agitação 

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

 

A seguir estão descritos os princípios básicos de funcionamento dos aparatos 

experimentais que foram utilizados durante o desenvolvimento do trabalho e o procedimento 

experimental adotado para preparação das amostras para cada respectivo ensaio. 

 

5.1 Instrumentação utilizada na caracterização 

Este capítulo descreve detalhes sobre a instrumentação utilizada durante o trabalho. 

Serão discutidos alguns conceitos de espalhamento de raios-X a baixos ângulos e microscopia 

eletrônica usada na caracterização morfológica e estrutural das partículas. Quanto à análise 

química, foram utilizadas técnicas de espectroscopia UV-VIS, difração de raios X e potencial 

Zeta que permitiram a compreensão do coloide magnético. No quesito aplicação das partículas, 

foram empregadas técnicas de magnetometria e quantificação da resposta de hipertermia bem 

como testes biológicos de citotoxicidade, hipertermia in vitro e microscopia óptica confocal. 

 

5.1.1 Espalhamento de raios-X a baixos ângulos 

Espalhamento de raios-X a baixos ângulos, conhecido por SAXS (do inglês small angle 

X-ray scattering), é uma técnica onde se realiza o estudo do espalhamento elástico de raio-X 

(comprimento de onda da ordem de 0,1 nm) a baixos ângulos (geralmente entre 0,1º até 10º) 

(BOLDON; LALIBERTE; LIU, 2015). Através da técnica verifica-se as heterogeneidades da 

densidade eletrônica de uma amostra com dimensões características na ordem de nanômetros. 

SAXS tem uma resolução mais modesta se comparada à difração de raios-X e não permite, 

portanto, avaliar a estrutura atômica do material. No entanto, nessa escala angular consegue-se 

extrair informações importantíssimas sobre a geometria da amostra como forma, tamanho, 

distribuições e aglomerações. As amostras podem ser sólidas ou líquidas, ou ainda conter 

domínios sólidos, líquidos e/ou gasosos do mesmo material. As amostras líquidas podem ser 

medidas em capilares. Coloides que contenham mais de uma fase podem ser simplesmente 

medidos através de sua suspensão no feixe de raio-X. Portanto, dentre as amostras que podem 

ser medidas estão as suspensões de macromoléculas tais como proteínas e algumas cadeias 

biomoleculares, nanomateriais, polímeros, coloides e estruturas sol-gel. Basicamente a amostra 

necessita apresentar falta de homogeneidade em sua densidade eletrônica para que possa ser 

medida. 
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Conceitualmente, SAXS é um experimento razoavelmente simples, como 

esquematicamente apresentado na Figura 17, onde a amostra é irradiada com raios-X e os 

padrões de radiação espalhada são registrados por um detector de raios-X. 

 

 

Figura 17 – Esquema adaptado de uma experimento de SAXS(“http://biosaxs.com/technique.html - acessado em 

16/09/2013”, [S.d.]) desde a produção do feixe, seguido pela a interação com a amostra e o registro do padrão de 

espalhamento pelos detectores de raio-X. 

 

As medidas de SAXS são realizadas muito próximas do feixe primário (pequenos 

ângulos espalhados), portanto, é altamente recomendável que se tenha uma intensidade de feixe 

de fótons de raios-X elevada.  

O espalhamento a baixo ângulo está relacionado com existência de inomogeneidades no 

material, de tal forma que a densidade eletrônica seja mensurada. Assim, os raios-x interagem 

com a amostra especialmente com os elétrons do material, fazendo-os oscilarem. Por efeito de 

espalhamento, a radiação de cada elétron é emitida e as ondas secundárias espalhadas interferem 

umas com as outras. Considerando ângulos pequenos as diferenças de fases serão ínfimas, isso 

faz com que a intensidade esteja próxima do máximo em 2𝜃 = 0°, assim a interferência entre 

as ondas será de maneira construtiva. 

A intensidade do espalhamento do SAXS está associada ao valor do ângulo espalhado 

e do vetor de espalhamento 𝑞, esse parâmetro tem por finalidade investigar o comportamento 

da densidade eletrônica do material 𝜌(𝑟), após a captação da informação realiza-se uma análise 

via transformada de Fourier. Para a análise dos resultados deve-se aplicar um modelo de 

distribuição de densidade eletrônica que depende intimamente da geometria do material.  

Procedimento experimental para medir SAXS de um coloide: a amostra a ser medida 

foi preparada em uma concentração que permita que os raios-X não sejam completamente 

absorvidos pela amostra, caso contrário não haverá intensidade suficiente para a leitura da 

medida. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentração ótima para a leitura, 

paralelamente foi preparado uma amostra “branco ou fundo” que constitui a solução base em 

que o coloide está disperso. Para a amostra em questão foi preparada uma solução de água 
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destilada. Assim a amostra é inserida no porta amostra específico para medidas em suspensão 

através de uma seringa. Com o porta amostra preparado inseriu-se o conjunto no feixe da linha 

de luz síncrotron para espalhamento a baixos ângulos, desta forma a amostra é exposta à 

radiação síncrotron e esta radiação espalhada é medida pelo detector. Após o término, é possível 

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-Visível 

A espectroscopia ultravioleta visível (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 princípio a medição da absorção da radiação 

como função do comprimento de onda devido à interação da luz com a amostra. Nesta faixa de 

energia as moléculas sofrem transições eletrônicas que dependem intimamente da composição 

e da morfologia de cada material. 

 

 

Figura 18 – Espectrofotômetro da Agilent Technologies Ultravioleta Visível que consiste de uma fonte luminosa 

na faixa UV-VIS, um compartimento para se alojar a cubeta, um detector de absorção e um computador para a 

aquisição de dados. 

 

A escala do ultravioleta até o visível que o equipamento abrange dar-se-á 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 absorção a 

intensidade da absorção varia como função da frequência e essa variação descreve o espectro 

de absorção. 
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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 emissão da luz incide sob o monocromador e em seguida incide sob amostra; após a absorção o 

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

 

UV-VIS é empregado como análise química para determinar presença de substâncias 

na amostra, em muitos casos é utilizada para quantificar as substâncias presentes. As linhas de 

absorção são classificadas pela natureza da alteração induzida nos níveis quânticos principais 

da molécula ou átomo, conhecidas como linhas eletrônicas. Entretanto, em sistemas 

nanométricos metálicos, o espectro observado é explicado por uma teoria que leva em 

consideração um fenômeno conhecido como o plasmon. Neste fenômeno a onda proveniente 

da oscilação coletiva de elétrons presentes em um composto permite caracterizar o tamanho das 

nanopartículas metálicas como as de prata, ou ouro, de acordo com seus picos de energia 

característicos. A seguir estão descritos os procedimentos adotados para as medidas UV-VIS. 

No caso do MILC (GALIMARD et al., 2012) teste (metal internalized/adsorbed by living cells) 

o objetivo é estipular a massa de ferro diluída da amostra em 𝐻𝐶𝑙 40%. 

Procedimento experimental para medidas convencionais no UV-VIS: a amostra de 

interesse foi preparada em meio líquido disperso cuja concentração possibilite que a radiação 

emitida pelo feixe UV-VIS não seja completamente absorvida pela amostra, caso contrário não 

haverá intensidade suficiente para a leitura da medida. Deste modo, titulou-se a amostra até 

obter-se uma concentração ótima para a leitura. De maneira prática a amostra apresentou um 

caráter translucido quando estava pronta para a leitura, paralelamente foi preparado a amostra 

“branco” que constitui da solução base em que a amostra está dispersa. Por fim, adotou-se a 

cubeta que apresentava o caminho ótico mais apropriado para cada tipo de medida, isso varia 
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com a concentração e o tamanho das partículas envolvidas. Assim inseriu-se a alíquota de 

aproximadamente 100 µL de amostra na cubeta previamente escolhida, em seguida aloca-se a 

cubeta no local apropriado para a leitura espectroscópica, desta forma a amostra é exposta a 

radiação UV-VIS e em seguida foi realizada a leitura da absorção da radiação. Após o término, 

é possível 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 poço em 450 µL de meio DMEM Após 24h de crescimento e fixação 

incubou-se as células com 50 µL de cada NP e seu respectivo recobrimento. Cada conjunto, 

continha 1 mg/mL de NP previamente tituladas de tal forma a inserir 50 µg de NP por poço 

durante a aliquotagem. O teste MILC consistiu em incubar as células com nanopartículas por 

24h. Depois realizou-se 3 lavagens com PBS para remoção do excesso de NPs que não foram 

internalizadas. Por fim, realizou-se a dissociação do conjunto células mais amostra em ácido 

clorídrico, o qual foi liberado íons de Ferro que podem ser verificados e quantificados de acordo 

com os padrões no UV-VIS. Para essa quantificação foi realizado um conjunto de medidas 

espectrais em triplicata: do padrão de células, do padrão da nanopartícula de magnetita e da 

amostragem realizada. Para o padrão de células foi preparado um conjunto que continha 

1,15.105 células HEK293T, em seguida essas células foram dissolvidas na solução de 

𝐻𝐶𝑙 40%. Para o padrão de magnetita, foi preparado uma solução contendo de 10 mg/mL de 

Np dissolvidas em 𝐻𝐶𝑙 40%. Similarmente, utilizou-se o mesmo procedimento para dissolver 

em ácido clorídrico todas as amostras em estudo. Então foi realizado cinco séries de agitação e 

sonicação, logo após este processo as amostras foram deixadas em processo dissociação no 

ácido por 6h. Por fim, realizou-se a leitura no espectrofotômetro UV-VIS. 

 

5.1.3 Potencial Zeta 

O potencial zeta é um termo científico para o potencial eletrocinético em sistemas 

coloidais, geralmente indicado com a letra grega 𝜁 (zeta). O potencial zeta é o potencial elétrico 

interfacial na camada dupla, ou seja, o potencial zeta é a diferença de potencial entre o meio de 

dispersão e a fase estacionária do fluido ligado às partículas dispersas no mesmo. A 

estabilização 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 medições do potencial zeta que consiste de um 

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

 

O valor do potencial zeta está ligado à estabilidade das dispersões coloidais (HONARY; 

ZAHIR, 2013). Basicamente ele indica o grau de repulsão entre as partículas adjacentes 

carregadas em uma dispersão. Para moléculas e partículas suficientemente pequenas, um 

elevado potencial zeta conferirá a estabilidade do meio, mostrando se a solução resistirá às 

agregações. Em suma, em termos eletrostáticos se o potencial zeta for abaixo de |30mV| à 

atração excederá a repulsão, desta forma o coloide tenderá a precipitar e este fator também 

dependerá do pH. 

Em termos de estabilidade não importa muito se o potencial é negativo ou positivo, mas 

sim a magnitude do mesmo. Entretanto, o valor das cargas se tornam um fator importante 

quando queremos funcionalizar a superfície das nanopartículas, esse fator é conhecido como 

afinidade eletrônica. Por exemplo, se a superfície das nanopartículas for negativa é mais viável 

ligar algum revestimento que seja positivo e vice-versa. Os fatores que influenciam no potencial 

zeta estão associados a condutividade do material de tal forma que quanto maior for a força 

iônica maior será a compressão da dupla camada elétrica, e isso está ligado intimamente com a 

concentração de cada componente da amostra. 

Procedimento experimental: foi preparado uma amostra suspensa em solução líquida 

sob uma concentração que permita que a diferença de potencial aplicada sobre o coloide seja 

mensurada, caso contrário haverá muita queda de tensão e não haverá ddp suficiente para a 

leitura da medida. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentração ótima para 

a medição. De maneira prática a amostra apresentava um caráter translúcido quando estava 

pronta para a leitura. No setup do equipamento foram informadas algumas características do 
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coloide tal como o meio no qual as NPs estavam suspensas como as características óticas das 

NPs em questão e o tipo de cubeta utilizada durante o procedimento. Assim inseriu-se através 

de uma seringa a alíquota 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 tensão 

sob o material o equipamento medirá o potencial zeta da amostra. Após o término, é possível 

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 Eletrônica de Transmissão 

Conhecido também como TEM (do inglês: transmission electron microscopy – TEM), 

ou MET (em português “microscopia eletrônica de transmissão”). 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 está 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 microscópio utilizado é apresentada na Figura 21. 

 

 

Figura 21 – Microscópio de transmissão eletrônica TEM-MSC nas instalações do LNNano. 
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O feixe de elétrons provém de um canhão de elétrons. Esses elétrons são acelerados por 

emissão termiônica (aquecimento de filamento) e interagem com a amostra gerando os padrões 

de imagem via espalhamento elástico por força coulombiana, retroespalhamento e 

espalhamento inelástico (WILLIAMS; CARTER, 2009). Este fenômeno pode ser visualizado 

na Figura 22.  

 

 

Figura 22 – Esquema simplificado do funcionamento do TEM 

(“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.]) constituído pela produção do 

feixe, interação com a amostra e leitura da imagem por transmissão. 

 

Diferente de um microscópio de varredura o feixe de elétrons interage com a amostra e 

transpassa por um conjunto de estágios de lentes, por fim esse feixe é medido através de um 

detector. Basicamente, um TEM é constituído de dois estágios de lentes condensadoras que 

permitem a variação da abertura de iluminação. Desta forma, é possível controlar a região 

iluminada, além de um estágio de imagem que é composto por lentes objetivas, lentes 

intermediárias, uma tela de visualização fosforescente e uma câmera. A resolução máxima de 

imagem é da ordem de 0,25 nm.  

Procedimento experimental: preparou-se uma amostra suspensa em meio líquido sob 

uma concentração que permita que o nanomaterial fosse fixado em um filme ultrafino de 

carbono adequadamente. Deste modo, titulou-se a amostra até obter-se uma concentração ótima 

para a leitura, após este passo foi necessário imergir o filme de carbono sob a amostra 

previamente titulada por 2 minutos. Neste processo pode-se optar, caso seja necessário, por 

pipetar alíquotas de 10 µL sob o filme ao invés da imersão, por conseguinte a amostra foi levada 

a uma lâmpada infravermelho por 12h onde foi efetuado o processo de secagem. Em seguida, 

a amostra passou duas vezes pelo desmagnetizador. Este equipamento é constituído de uma 

bobina que produz um campo magnético alternado, o processo deu-se pelo afastamento da 

amostra gradativamente do núcleo da bobina para fora do dispositivo. Este passo deve ser 
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gradativo para que ocorra o amortecimento do campo sob a amostra desmagnetizando assim a 

amostra. Após isto, inseriu-se com auxílio de uma pinça invertida a amostra no respectivo porta 

amostra apropriado que foi colocado na câmara de vácuo do microscópio de transmissão. Ao 

incidir o feixe de elétrons sob a amostra o equipamento mediu a transmissão dessa interação 

com a amostra resultando na imagem transmitida. Após o término, foi possível 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 Eletrônica de Varredura 

Conhecido também por SEM (do inglês: scanning electron microscopy) ou MEV (em 

português “microscopia eletrônica por varredura”) é parecido com a microscopia TEM em 

termos de interação da radiação com a matéria, entretanto utiliza o feixe de elétrons para varrer 

a superfície da amostra, gerando elétrons secundários que são captados por um detector 

(geralmente uma sonda) fornecendo um sinal elétrico que é convertido na imagem. Foi utilizado 

um microscópio FEI Inspect F50, pertencente as instalações do LNNano. Uma imagem do 

microscópio é apresentada na Figura 23. 

Esta técnica mede basicamente diferença entre as profundidades da superfície, gerando 

uma imagem topográfica (WILLIAMS; CARTER, 2009). 

 

 

Figura 23 – Microscópio de Varredura eletrônica Inspect nas instalações do LNNano. 

 

Os elétrons são gerados via emissão termiônica, 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 posição do feixe de elétrons sobre a amostra, produzindo assim a 

imagem (Figura 24). 

 

 

Figura 24 – Esquema simplificado do SEM constituído pela produção do feixe, interação 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 porção elevada da amostra se move para cima e volta, 

essa oscilação realiza uma varredura sobre a área da amostra. Esses padrões de sinais varridos 

podem ser mapeados, produzindo assim uma imagem justificando, portanto, o nome 

microscopia eletrônica de varredura. A resolução máxima de imagem dessa técnica é da ordem 

de 2,5 nm. Todo esse processo de varredura resulta numa competição de espalhamento elástico 

de elétrons, concomitantemente com a emissão de elétrons secundários via espalhamento 

inelástico e emissão de elétrons por efeito fotoelétrico. O detector é do tipo Evenhart-Thornley, 

cuja função é captar os elétrons secundários que a ponta de prova excitou via a penetração dos 

elétrons primários. Basicamente a quantidade dos elétrons secundários que chegam ao detector 

dependem da morfologia da amostra, formando assim a imagem local da região varrida. O SEM 

foi utilizado para avaliar a morfologia dos aglomerados das estruturas dos nanopartículados. 

Procedimento experimental: foi preparada uma amostra suspensa em meio líquido sob 

uma concentração 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 concentração ótima para a leitura. Após este passo foi 

necessário pipetar alíquotas de 10 µL sob o substrato de sílica, por conseguinte secou-se a 

amostra sob uma lâmpada infravermelho durante uma noite inteira. Devido ao fato das amostras 

serem magnéticas foi necessário acrescentar um filme fino de carbono sob a superfície da 

amostra para evitar que as NPs se liguem à ponta de prova do microscópio, este processo foi 

realizado em uma câmara de filme de carbono. Por fim, inseriu-se o porta amostra dentro da 

câmera de vácuo no microscópio de varredura para a leitura. Ao incidir o feixe de elétrons sob 
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a amostra o equipamento mediu o espalhamento dessa interação resultando na imagem por 

varredura. Após o término, foi possível 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 repetições de leituras. Todavia, foi possível limpar e recuperar a 

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

5.1.6 Termogravimetria 

O TGA (do inglês: Thermogravimetric analysis) é uma técnica que registra a variação 

da massa de uma amostra em função da temperatura sob uma atmosfera muito bem controlada. 

Através dessa técnica é possível analisar a perda de massa da amostra de acordo com a variação 

da temperatura. Basicamente a técnica é utilizada para descobrir as proporções 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 termômetro de 

precisão, um sistema de controle de fluxo de ar e um computador para aquisição de dados. 

 

Através do TGA pode-se extrair informações físicas de fenômenos de transição, 

incluindo vaporização, sublimação, absorção, adsorção e dessorção. O TGA foi utilizado para 

determinar as características de concentração dos materiais pela exibição da perda de massa 

devido a evaporação dos compostos envolvidos na mistura. Conhecendo os padrões dos pontos 

de evaporação de cada material é possível estimar o quanto de cada material foi evaporado 

durante o processo. 

O aparato de TGA apresenta um elevado grau de precisão especialmente na variação da 

massa, da temperatura e na taxa de variação da temperatura. Desta forma, a fornalha pode ser 

programada com diversas taxas de aquecimento que serão 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 não convém ao nosso estudo(QI, 2016). 

Ao conhecer o padrão das curvas de temperatura do produto, é possível realizar uma 

breve análise do conteúdo da amostra. Essa analise consiste basicamente em verificar a massa 

perdida em determinados pontos de temperatura, assim torna-se possível comparar estes valores 

com a massa inicial do material. Isto permite analisar as curvas de massa x temperatura e 

verificar através da derivada dessa variação. Nos pontos onde a derivada se aproxima de zero 

indica que a variação de massa da amostra estabilizou, e, portanto, foi concluída a transição de 

fase ou queima de algum composto da amostra. 

Procedimento experimental: as amostras preparadas para a realização do TGA não 

apresentavam restrição quanto ao estado físico da amostra, a única exigência foi que a amostra 

fosse distribuída homogeneamente sob o porta amostra. Deste modo, utilizou-se a sonicação e 

a agitação das amostras coloidais para homogeneizar a amostra; em seguida colocou-se a 

alíquota de 30 µL de amostra sob o porta amostra o qual foi para fornalha. No equipamento 

foram informadas algumas características 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 nitrogênio 

de 10 mL/min evitando assim a oxidação 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 máximo 

1000°C (limite de operação do equipamento). Após o término, foi possível recuperar parte da 

amostra, entretanto devido as mudanças de estrutura devido a variação de temperatura optou-

se pelo descarte da amostra. 

 

5.1.7 Magnetometria – S.Q.U.I.D. 

O magnetômetro  S.Q.U.I.D. – Superconducting Quantum Interference Device – é um 

sistema de medida altamente sensível a pequenas variações do fluxo magnético. O equipamento  

S.Q.U.I.D. apresentado na Figura 26 foi utilizado no trabalho é o MPMS3 –  S.Q.U.I.D. da 

Quantum Design. Este equipamento se encontra nas instalações do CBPF – Rio de Janeiro. 
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Figura 26 – Equipamento MPMS3 –  S.Q.U.I.D. da Quantum Design utilizado nas instalações do CBPF. 

 

O princípio de funcionamento (SAMPAIO; GARCIA; CERNICCHIARO, 2000) é o 

efeito Josephson. E efeito consiste na quantização do fluxo magnético em um circuito 

supercondutor fechado (GALLOP, 1991). O efeito de Josephson é o fenômeno de 

supercorrente, isto é uma corrente que flui indefinidamente por muito tempo sem qualquer 

tensão aplicada através de um dispositivo conhecido como uma junção Josephson (JJ), que 

consiste em dois supercondutores acoplados por um elo fraco. O elo fraco pode consistir de 

uma fina barreira isolante (conhecida como junção supercondutor-isolante-supercondutor, SIS), 

uma pequena seção de metal não-supercondutor (SNS) ou uma constrição física que enfraquece 

a supercondutividade no ponto de contato (SsS). Acima do valor da corrente crítica, a junção 

transita para um estado normal, e, portanto, passamos a detectar uma tensão diferente de zero. 

Em suma a corrente crítica será função do fluxo magnético aplicado com um período quantizado 

de ℎ 2𝑒⁄ , onde ℎ é a constante de Planck e 𝑒 é a carga do elétron. Desta forma, podemos 

equacionar a variação dessa corrente crítica de acordo com a evolução dinâmica. 

 

{
𝑉(𝑡) =

ℎ

2𝑒

𝜕𝜙

𝜕𝑡
 

𝐼(𝑡) = 𝐼𝑐 𝑠𝑖𝑛(𝜙(𝑡))

 (5-1) 

 

A primeira equação diz respeito a evolução de fase, onde 𝑉(𝑡) e 𝐼(𝑡) são a tensão e a 

corrente que passa pela junção e 𝜙(𝑡) é a diferença de fase através da junção, 𝐼𝑐 é a corrente 
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crítica comentada acima. Portanto determinar a variação dessa corrente crítica permite 

determinar a variação do fluxo que passa através do  S.Q.U.I.D.. Basicamente o  S.Q.U.I.D. irá 

converter a variação do fluxo magnético em variação de corrente elétrica, essa corrente passa 

por um amplificador e depois será processada. 

Existem dois tipos de  S.Q.U.I.D.: o primeiro é um  S.Q.U.I.D.-RF de radiofrequência 

que consiste basicamente de um anel contendo apenas uma única junção de Josephson; já o 

segundo tipo o  S.Q.U.I.D.-DC ou de corrente contínua consiste de duas junções de Josephson 

ligadas em paralelo por um fio supercondutor. 

 

 

Figura 27 – Esquema da junção de um  S.Q.U.I.D.-DC adaptada da 

referência(“http://www.engr.sjsu.edu/rkwok/squid.htm acessado em 19/06/2017”, [S.d.]), onde se circula uma 

corrente através a junção de Josephson que dependerá do fluxo do campo magnético e da temperatura do 

experimento, assim mede-se a variação desse sinal em forma de tensão e corrente. 

 

Este tipo de arranjo permite que a corrente elétrica se distribua igualmente pelo 

dispositivo de Josephson. Desta forma, a corrente elétrica dependerá apenas do fluxo magnético 

atuando no sistema e da temperatura ao qual o experimento está sendo exposto. 

Procedimento experimental: Para este processo as amostras foram submetidas ao 

processo de secagem já descrito na seção 4.3.1. As medidas de magnetização foram realizadas 

através do  S.Q.U.I.D. no qual as amostras foram submetidas a dois tipos de medidas: a primeira 

foi de Magnetização x Campo Magnético a diferentes temperaturas 5, 50, 100, 150, 200, 250 e 

300K; a segunda medição foi a curva de Magnetização x Temperatura sob as condições 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 bloqueio magnético do nanomaterial. No final foi possível 

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

A definição de hipertermia (GUIMARÃES, 2009) está associada à 

elevação/manutenção da temperatura do corpo humano ou de organismos vivos, podendo em 

alguns casos comprometer as suas funções, ou até mesmo levar o organismo à morte. 

Para explorar as propriedades do SAR e da hipertermia magnética, o mecanismo de 

aquecimento adotado é o de dissipação magnética de potência que constam nos fundamentos 

teóricos. 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 (𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜 = 25,5 𝑚𝑚; 𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑒𝑥𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜 = 39,5 𝑚𝑚; 𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 =

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

 

 

Figura 28 – Aparato experimental do dispositivo da Ambrell designado para hipertermia magnética, composto 

por um computador que registra as informações do ensaio, uma fonte de corrente, uma bobina e um sistema de 

arrefecimento líquido.  

 

Este sistema é arrefecido a água que circula no interior da bobina como descrito na 

Figura 29. Para auxiliar no arrefecimento da bobina adiciona-se ao sistema um conjunto de 

circulação de duas mangueiras de ar. Este conjunto foi anexado entre as espiras da bobina 

melhorando assim a circulação de ar entre os vãos das espiras. Pode-se calcular a intensidade 

do campo induzido na bobina através da equação: 

 

𝐻 =
𝜇0𝑁𝑖

2𝑅𝑚
. 104    (𝐶𝐺𝑆)  (5-2) 
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onde 𝐻 é o campo induzido dado em Oe, 𝜇0 é a permeabilidade magnética no vácuo, 𝑁 

é o número de voltas da bobina, 𝑖 é a corrente que circula na bobina e 𝑅𝑚 é o raio médio da 

bobina. Sob as condições de 200 A a 313KHz na fonte de corrente obtém-se um campo de 

aproximadamente 200 Oe na região central da bobina. 

Separadamente o aparato dispõe de um sensor óptico da Optocon que mede a 

temperatura no interior da solução e a repassa para o computador que concilia a temperatura 

com a evolução temporal do sistema. 

 

 

Figura 29 – Esquema da instrumentação para aplicação de hipertermia que consiste na fonte de corrente, bobina, 

medidor de temperatura e computador para registro de dados 

 

Para mensurar a eficácia da interação 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 limitações experimentais o sistema está sujeito a condução e convecção de calor, portanto 

para descontar essa contribuição indesejada de calor ao SAR foram realizadas medidas em 

soluções contendo apenas os respectivos recobrimentos sem NPs. A finalidade dessas medidas 

é garantir que para o cálculo do SAR seja considerado apenas o aquecimento efetivo produzido 

pelas NPs com seus respectivos recobrimentos sem a interferência de agentes externos. 

Entretanto, para aplicações biológicas essa contribuição será inerente ao processo de 

aquecimento. 

Procedimento experimental para o SAR: foram preparadas soluções de NP@PEG, 

NP@CH, NP@CTAB, NP@SDS e NP@DSPE cada qual com 1 mg de NP suspensa em 1 mL 

de solução 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 condições aplicou-se o 

campo de 200 Oe e mediu-se o efeito de aquecimento magnético das NPs, neste processo foi 

medido também soluções contendo apenas os recobrimentos de cada amostra cuja finalidade 



69 

serviu para descontar as contribuições 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 cálculo do SAR. 

Para a hipertermia magnética os ensaios foram realizados em triplicatas, e preparados 

três conjuntos de amostragem para três condições diferentes de experimento: um conjunto de 

amostras sem hipertermia, um conjunto de amostras para aplicação da hipertermia por 500 

segundos e o terceiro conjunto de amostras para aplicação hipertermia por 1500 segundos. 

O procedimento experimental para hipertermia: previamente foi incubado 50 mil células 

de HEK293T por 24h em poços individuais contendo 450 µL de meio. Em seguida, adicionou-

se aos poços individuais 50 µL das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@SDS e NP@DSPE 

previamente tituladas de tal forma que a cada respectiva alíquota fornecesse duas quantidades 

distintas de NPs aos poços de: 100 µg e 200 µg de NPs respectivamente. Para a internalização 

incubou-se as placas na estufa por mais 24h. Para a hipertermia, preparou-se três conjuntos 

distintos de amostragem:  as amostras que não 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. Após o ensaio, contabilizou-se a viabilidade celular. 

 

5.2 Cultura de célula 

A cultura celular é o processo pelo qual as células são cultivadas sob condições 

controladas, geralmente fora do seu ambiente natural (normalmente em estufas controladas). 

As condições 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 (aminoácidos, carboidratos, vitaminas, minerais em alguns casos antibióticos para 

evitar a contaminação). Fatores de crescimento como hormônios e gases (CO2, O2) regulam o 

ambiente físico-químico celular (pH, pressão osmótica, temperatura). A maioria das células 

requer uma superfície 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 suspensão). No cultivo celular foram utilizados três 

tipos de soluções: 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 soluções 

utilizadas foram a tripsina para descolar as células fixadas e o PBS para manipulação e lavagens. 

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

foi adquirido na forma de pó 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 ótimo crescimento celular, mantém 

um bom balanço de pH e controle de osmolaridade. Seu aspecto é de um pó cor de rosa 

homogêneo. O meio DMEM é um composto extremamente higroscópico devendo ser protegido 

do meio ambiente livre de contaminações. Foi evitado preparações acima da quantidade 

recomendada devido ao desbalanço de pH seguido da possibilidade de precipitados.  

O PBS conhecido como buffer de fosfato-salino é uma solução salina contendo cloreto 

de sódio e fosfato de sódio, em algumas formulações pode conter cloreto de potássio e fosfato 

de potássio. Sua finalidade é manter o pH praticamente constante durante a manipulação das 

células e essa solução se iguala à concentração de sais presentes no corpo humano.  

A tripsina é uma enzima que age nas proteínas quebrando-as em peptídeos mais simples. 

O EDTA é um sal dihidratado dissódico que tem a função de impedir a degradação do DNA 

inibindo a ação de DNases. De maneira prática, no cultivo celular a tripsina tem a função junto 

ao EDTA de desprender as células das garrafas e os aglomerados celulares. Para o preparo da 

tripsina opta-se por uma solução mais concentrada (5x) e congela-se. Essa solução, é utilizada 

de acordo com a demanda, a escolha desse processo é que ao preparar uma solução mais 

concentrada e congelar permite uma melhor manipulação, 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 esterilização das amostras, as mesmas foram submetidas à luz ultravioleta por 30 

minutos antes de todos os ensaios biológicos. Todos os experimentos biológicos foram 

desenvolvidos em colaboração com o Laboratório Nacional de Biociências – LNBio. Além 

disso todos os experimentos foram desenvolvidos na sala de cultura celular que pode ser vista 

na Figura 30. 

 

 

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

incubação do cultivo celular. 
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Para os ensaios biológicos foram utilizados dois tipos de células: célula embrionária de 

rim (HEK293T) e a osteosarcoma da tíbia feminina (U2OS). 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 condições: 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Gibco), 100 units/ml penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Gibco), 37°C dentro de uma 

estufa úmida a 5% e o ambiente de CO2/95%. 

 

5.2.1 HEK293T 

HEK293T vem do termo inglês Human embryonic kidney cells, em português o termo 

significa células embrionárias de rim humano. Seu formato achatado pode ser visto na Figura 

31. O número 293 é devido ao autor precursor dos estudos com essas células Frank Graham(F.L. 

GRAHAM, 1977), que na época tinha o hábito de enumerar todos os seus experimentos. Assim, 

as células HEK foram enumeradas como o 293º experimento. Já o T vem da presença do 

antígeno-T que tem algumas propriedades como resistência a neomicina. Dentre suas funções 

a HEK tem uma boa taxa de transfecção, permitindo a manutenção episomal do “Simian 

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

 

 

Figura 31 – Imagens da Células HEK293T tiradas do microscópio ótico. 

 

Uma característica das células HEK293T é o seu rápido crescimento em cultura e sua 

transfecção. A transfecção é o processo de introdução intencional de ácido nucleicos nas 

células. Muito utilizado em métodos não-virais nas células eucarióticas. O fato da HEK crescer 

rapidamente auxilia na elaboração dos testes e ensaios com hipertermia, visto que é necessária 
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uma quantidade significativa de células durante toda a triagem do processo. Portanto, ter a 

disposição esse tipo de característica otimiza o processo. 

 

5.2.2 U2OS 

A linha de células U2OS foi uma das primeiras linhagens de células geradas e é utilizada 

em várias áreas de investigação biomédica. A U2OS (MUSA; KANNAN; MUSTAFA, 2013; 

SIGMA, [S.d.]) são células do tipo Epiteliais de Osteosarcoma Ósseo Humano (denominada 

Linha U2OS). Essa linhagem celular era originalmente conhecida como 2T. A obtenção desse 

tipo de célula tem sua origem a partir do cultivo do tecido ósseo de uma fêmea 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 tíbia 

e estudadas. As células U2OS exibem morfologia aderente epitelial e sua morfologia por ser 

observada na Figura 32. Nessa figura é possível observar o seu formato tipicamente oblato, o 

que não 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 observação 

microscópica em interação com nanomateriais tornando esse tipo de células fundamental para 

análise de internalização de nanomateriais. Entretanto a taxa de replicação da U2OS é 

relativamente baixa se comparada a taxa da HEK. Este fato faz com que seu crescimento seja 

limitado de tal forma que muitas vezes são necessários dias para a preparação do número 

mínimo de células para que o experimento possa ser realizado. 

 

 

Figura 32 – Imagem das Células de U2OS provinientes da microscopia confocal. O núcleo da célula foi marcado 

com DAPI (azul) e o citoplasma com mitotracker (vermelho). 
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Outro fator a ser considerado é que a U2OS apresenta muitas características semelhantes 

às da HEK293T tais como a taxa de transfecção elevada. Outra vantagem é que esse tipo celular 

não apresenta infecção pelo adenovírus, possibilitando assim uma boa margem de 

bioaplicabilidade. Além disso, a U2OS é uma célula cancerígena e pode ser alvo de antígenos-

T, portanto se o nanomaterial estiver funcionalizado com anticorpos é possível realizar o 

endereçamento da droga a esse tipo de tecido.  

 

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

É um método colorimétrico para determinar o número de proliferação ou citotoxicidade. 

O reagente da solução contém o tetrazólio (MTS)(PROMEGA CORPORATION, 2012) e um 

reagente de acoplamento de elétrons etosulfato de fenazina (PES). O PES tem uma boa 

estabilidade química permitindo ser combinada com o MTS em uma forma de solução estável. 

O MTS é bioreduzido pelas células em um produto colorido (490 nm) chamado 

formazan que também é solúvel no meio de cultura que pode ser lido através de um leitor de 

placas via absorção. De forma simples, o agente colorimétrico interage com as enzimas 

metabolizadas pelas células vivas modificando a cor do meio, assim torna-se possível obter o 

resultado a porcentagem relativa de células vivas no meio. Após a interação do meio com o 

MTS, deve-se realizar a leitura de absorção da viabilidade celular, para este experimento foi 

utilizado o espectrofotômetro Perkin EnSpire Multimode Reader situado no Laboratório 

Nacional de Biociências -LNBio (Figura 33). 

 

Figura 33 – Espectrofotômetro de absorção Perkin EnSpire Multimode Reader que mede a viabilidade celular via 

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

Tanto para HEK como para U2OS, a preparação para o teste de viabilidade seguiu-se o 

mesmo protocolo. O ensaio consistiu em preparar aproximadamente 1,5. 105 células por poço 

em uma placa de 96 poços com 120 µL cada. As células foram colocadas na estufa por 24h para 

serem fixadas na placa e crescerem em número. A incubação das células foi realizada nas 

condições pré-estabelecidas como já fora citado. Após 24h o meio foi trocado por um novo 

meio contendo alíquotas das amostras. Estas amostras foram previamente preparadas sob as 

seguintes condições: cada solução continha 5 µg/mL de amostra; essa amostra foi diluída 20 

vezes em meio de cultura; estas novas soluções foram separadas por alíquotas de 0,5 ; 1,0 ; 1,5 

e 2,0 µL; antes de misturar essas amostras com as células, os novos volumes foram completados 

com água até 2,0 µL de volume para cada amostra e assim ao todo colocando 120µL de solução 

em cada poço por mais 24h e 48h de interação com as células. Em seguida as quatro 

concentrações 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 condução do ensaio de viabilidade celular o meio de cultura de cada poço contendo 120 

µL foi trocado por um meio cuja concentração era de 1mL de MTS para cada 5 mL de meio 

DMEM. Antes da leitura o sistema deve ser mantido por mais 1h em incubação. 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 características celulares após o tratamento de 

hipertermia foi realizada a medida dos eventos em um citômetro de fluxo FACSCanto II – BD 

Biosciences (Figura 34).  

 

 

Figura 34 – Citômetro de Fluxo situado nas instalações do LNBio. Composto pelo citômetro de fluxo para a 

contagem dos eventos celulares e um computador para a aquisição de dados. 

 

A técnica viabiliza a análise de muitos parâmetros celulares simultaneamente (ADAN 

et al., 2016). Os eventos são registrados através do dispositivo de captação de fótons que 

permite analisar as características físicas, químicas e biológicas 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 injeção, assim focalização hidrodinâmica dentro da célula de 

fluxo força as partículas a se deslocarem em um único pacote de fluxo que passará pelo laser, 

por fim o laser intercepta esse fluxo no ponto de investigação amostral. O design exclusivo da 

célula de fluxo permite que as partículas fluam através do centro da célula de fluxo. O aumento 

da pressão da amostra aumenta o diâmetro do núcleo e consequentemente a taxa de fluxo. 
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Figura 35 – Setup de leitura da amostra do BD®FACSCANTO-II. Composto por um injetor de amostra, sistema 

de focalização de fluxo e um laser para a leitura da amostra. 

 

A óptica de excitação consiste em múltiplos lasers de comprimento de onda fixo, fibra 

óptica até os prismas de formação de feixe e lentes de focalização acromáticas 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 são 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 interação óptica e leitura dos eventos do BD®FACSCANTO-II composto pelos conjuntos 

de lentes de focalização acromáticas 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 líquido que se encontra em fluxo. O que diferencia cada parâmetro lido são os 

detectores e seus posicionamentos para a leitura. Por exemplo, o detector na linha do feixe de 

luz é chamado de forward scatter ou FSC e vários perpendiculares a este são chamados de side 

scatter ou SSC além de um ou mais detectores de fluorescência. Por princípio de ótica o feixe 

que atravessa o líquido dispersa a luz, causa variações na intensidade da luz, assim essas 

flutuações fluorescentes são registradas pelos detectores. Através da análise é possível 

correlacionar o FSC com o volume celular e o SSC com a granulosidade/rugosidade da célula 

em estudo que pode variar de acordo com o estado celular. Em muitos casos são indicados kits 

com biomarcadores tal como o PI (Propidium iodide) para facilitar a fluorescência das células, 

a função deles é viabilizar a identificação rápida de células mortas ou vivas. 

O marcador nuclear fluorescente Iodeto de Propídio (PI) foi utilizado para distinguir 

células apoptóticas de células necróticas. O iodeto de propídio é uma molécula que se intercala 

em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeável. Isso está associado ao fato 

de que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como o PI, não são passíveis de penetrar 

na célula intacta em decorrência do seu tamanho, bem como não marcam células apoptóticas 

sem que estas apresentem alterações na permeabilidade da membrana plasmática, como ocorre 

nos estágios finais de apoptose. Todos os ensaios envolvendo a hipertermia magnética seguido 

de citometria de fluxo foram realizados em triplicatas.  

O processo de cultura celular de incubação foi realizado em poços de 500 µL, utilizando 

CTAB em altas concentrações como controle de mortalidade, desta forma as células foram 

preparadas em 450 µL de meio DMEM em placas de 24 poços. Para a incubação com a amostra 

foi realizada a adição de 50 µL da amostra NP@PEG com concentração de 1 mg/mL de NPs, 

garantindo assim em média 50 µg de NPs para cada poço. Em seguida, os 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 citômetro de fluxo: as células devidamente 

marcadas foram removidas dos poços 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 próximo 

passo consistiu em resuspender as células em 2 mL de etanol 70% (preparado em solução de 

PBS) o qual fixou as células. Posteriormente para que a fixação fosse concluída, as células 

foram realocadas para um freezer a uma temperatura de -20°C por 1h. Logo após, as células 

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

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

 

5.2.6 Countess® II FL Automated Cell Counter 

É mais um tipo de instrumentação utilizada para medida à viabilidade celular, 

especialmente quando é necessária uma leitura rápida e eficiente no processamento dos dados. 

O Countess® II FL Automated Cell Counter utilizado encontra-se nas instalações do LNBio e 

fica situado no interior da sala de cultura de célula. 

 

 

Figura 37 – Contador automático 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 não ficam marcadas, visto que 

sua membrana celular é altamente seletiva impedindo assim a passagem do TP, o que não 

acontece na célula morta visto que sua membrana não 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 biomarcador. 
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Entretanto este tipo de equipamento não se limita somente ao marcador citado, o 

contador de células também suporta outros tipos de marcadores para outras finalidades tais 

como o DAPI para avaliação do núcleo celular. 

Esse experimento de viabilidade foi realizado através de uma alíquota 10 µL de células 

misturada com 0,4% de marcador blue em uma câmara descartável similar a câmara de 

Neubauer própria para o uso no equipamento. Através dessa câmera foi possível realizar uma 

rápida leitura e quantificação da viabilidade celular no equipamento. 

 

5.2.7 Microscopia confocal 

O microscópio utilizado para os experimentos foi Leica – SP8 que se encontra nas 

instalações do Laboratório Nacional de Biociencias (LNBio) e pode ser conferido na Figura 38. 

Essa técnica de microscopia tem como base a microscopia de fluorescência 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 microscópio confocal Leica – SP8 nas instalações do LNBio. 

  

Na microscopia convencional de fluorescência o mecanismo de iluminação é 

homogêneo, isso faz com que toda a amostra fluoresça independente do plano amostral estar 

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

visto na Figura 39.  

 

Figura 39 – Principio de funcionamento da microscopia confocal adaptado, o laser representado pelo feixe 

vermelho é focalizado na amostra representado pelo retângulo verde e cria a fluorescência 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 fluorescência do plano focal e chega ao detector. Fonte 

(“https://en.wikipedia.org/wiki/Confocal_microscopy#/media/File:Confocalprinciple_in_English.svg acessado 

em 19/06/2017”, [S.d.]) 

 

Esse fenômeno por sua vez concentra a fluorescência no plano cartesiano 𝑥𝑦 

minimizando o sinal de ruído, além disso é inserido um pinhole*1 antes do detector. A 

finalidade desse arranjo é permitir o posicionamento do plano focal no eixo cartesiano 𝑧, que 

permite bloquear a fluorescência dos outros planos focais viabilizando, portanto, a construção 

de imageamento através de planos por varredura. 

O microscópio confocal permite também que imagens de transmissão ótica sejam 

realizadas através de um contraste interferométrico chamado de Differential Interference 

Contrast (DIC). Nesse modo de operação o objeto transparente não modificará o feixe de luz 

transmitido, entretanto se uma amostra tiver objetos com índices de refração diferentes resultará 

num caminho ótico distinto, modificando a fase da luz transmitida. Portanto, a imagem DIC se 

constitui de duas ondas coerentes, mas com polarizações ortogonais que ao interagir com a 

amostra formam duas imagens via transmissão. Essas duas imagens estão desalinhadas 0,2 µm 

                                                 

*1 Pinhole é um termo em inglês que significa “buraco de alfinete”, pode ser traduzido como orifício bem 

pequeno. 
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entre si, porém são idênticas. A construção da imagem de interferência se dá pela sobreposição 

dessas imagens rotacionando a polarização de forma a coincidir as duas imagens. O contraste 

dessa imagem é proporcional ao caminho ótico do feixe de luz transmitido entre os dois pontos 

que equivale ao desalinhamento de 0,2 µm e isso fornece à imagem um contraste superior nas 

bordas e contornos da amostra. 

Os dois marcadores fluorescentes utilizados neste trabalho estão correlacionados com o 

DNA e com a mitocôndria da célula. O marcador DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) é o 

marcador de DNA e tem como função marcar o núcleo celular e sua fluorescência é em torno 

do azul (461 nm). O outro marcador é o MITOTRACKER que se tem a finalidade de se ligar à 

membrana da mitocôndria sendo um marcador associado ao citoplasma celular e sua 

fluorescência é em torno do vermelho (599 nm). 

Procedimento experimental: para marcar a mitocôndria da célula foi preparado uma 

solução de 92 µL de DMSO; nesta solução foi adicionado o Mitotracker de tal forma que a 

concentração molar final foi de 1 mM. Em seguida diluiu-se 6 µL de Mitotracker em 15 mL de 

meio Opti-men. Então, foi retirado o meio de cultivo das células que foram marcadas, estas 

células foram cultivadas sob uma lamela específica para que pudesse ser transportada para o 

microscópio posteriormente. No próximo passo adicionou-se 500 µL da solução 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 alumínio. Para marcar o núcleo 

das células com o DAPI foi preparado uma solução de 0,5 µL de DAPI para cada 5mL de PBS, 

em seguida, as células foram lavadas cinco vezes com essa solução. Em todas essas operações 

trabalhou-se com as luzes desligadas, sempre protegendo a cultura das células da luminosidade. 

Assim, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeído por 15 min e as lamelas foram 

lavadas duas vezes com PBS. Para finalizar, as lamelas foram fixadas sob uma lâmina de vidro 

através de uma gota de óleo destinado a este procedimento, tomando o cuidado de manter as 

células viradas para baixo, então selou-se a lamela com um esmalte específico para este 

propósito. Desta forma, as lâminas de vidro foram inseridas no microscópio confocal, onde se 

realizou a leitura das imagens. 
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6 Resultados 

 

Este capitulo é voltado a discussão dos resultados iniciando-se pelas sínteses e 

recobrimentos das NPs, seguido pelas caracterizações das amostras relacionando-as através de 

suas propriedades, buscando as melhores alternativas e condições de rotas para a bioaplicação 

hipertérmica dos nanomateriais recobertos. Muitos dos resultados deste capítulo foram 

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

 

6.1 Síntese das nanopartículas de Fe3O4 

A maior dificuldade em sintetizar nanopartículas é o controle do tamanho em escala 

nanométrica. Assim a busca deve ser por uma síntese simples e reprodutível, cuja finalidade é 

garantir a uniformidade em bioaplicações. As nanopartículas magnéticas desejadas devem 

atender quesitos como: tamanho que deve ser menor que 20 nm de diâmetro, precisam ser 

estáveis em suspensões aquosas e biocompatibilidade. Por conseguinte, as NPs necessitam de 

uma boa resposta magnética viabilizando a aplicação em baixas concentrações. Os 

recobrimentos têm a finalidade de proteger as NPs da degradação e, em alguns casos, dotando 

as NPs de biocompatibilidade. 

Baseando-se nestas condições foi realizado um estudo prévio de três métodos de 

sínteses: coprecipitação, hidrotérmico e decomposição térmica. A decomposição térmica 

apresentou resultados de grande interesse, especialmente relacionado a baixa polidispersão e 

controle de tamanho e o trabalho Yanglong Hou (HOU; XU; SUN, 2007) foi a inspiração da 

síntese desenvolvida neste trabalho. Este processo, produz nanopartículas esféricas de 

magnetita/maghemita monodispersas e monocristalinas que apresentam um tamanho de 15 nm 

de diâmetro, onde o procedimento padrão da síntese decompõe o acetilacetonato de ferro (III) 

(Fe (acac)3) em solvente orgânico em alta temperatura na presença de oleilamina (OAm) e ácido 

oleico (AO). 

Um comentário relevante é que a reação de redução do Fe (acac)3 não 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 resíduos de 

maghemita. 

 

[𝐹𝑒+3] 𝐹𝑒(𝑎𝑐𝑎𝑐)3
𝑟𝑒𝑑𝑢𝑧 𝑝𝑎𝑟𝑎
⇒         

𝐹𝑒+3

𝐹𝑒+2

𝐴𝑂+𝑂𝐴𝑚+𝑎𝑙𝑡𝑎 𝑡𝑒𝑚𝑝.+𝑎𝑡𝑚 𝑁2
⇒                      𝐹𝑒3𝑂4 + 𝛾𝐹𝑒2𝑂3  (6-1) 
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Nenhum reagente tem papel específico como agente redutor, ou seja, não favorece o 

crescimento de NPs em nenhuma direção. No entanto, a razão entre eles pode alterar a 

solubilidade das espécies formadas levando às morfologias e tamanhos distintos de acordo com 

os patamares de temperatura da reação. A síntese da amostra foi realizada em algumas etapas 

que se encontram descritas na seção 4.2, onde os reagentes são submetidos a diferentes 

patamares de temperatura, e/ou concentração de reagentes por diferentes patamares de tempo. 

A Figura 40 mostra o resultado obtido após o resfriamento da síntese via decomposição térmica. 

 

Figura 40 – Produto da reação por decomposição térmica do Fe (acac)3 em atmosfera controlada de N2 

resultando em nanopartículas de Fe3O4. 

 

O produto dessa síntese encontra-se em um meio hidrofóbico que foi lavado em etanol 

para a remoção do excesso de solvente. Em seguida, a amostra foi armazenada em um frasco 

para posteriores caracterizações e recobrimento das NPs. 

 

6.2 Recobrimento das nanopartículas de oxido de ferro 

Logo após a síntese descrita acima, as NPs foram lavadas 8 vezes com água destilada. 

A finalidade dos recobrimentos é proteger as NPs e torná-las solúveis em água para posteriores 

testes em meio celular. Para tal feito, foram testados seis tipos de materiais que estão dispostos 

na Figura 41. As estratégias de recobrimento das NPs estão detalhadas na seção 4.3. Para o 

recobrimento foi escolhido seis tipos de amostras sendo dois surfactantes: o SDS (MORSY, 

2014) e o CTAB (ALKILANY et al., 2009; ZHANG, YINAN et al., 2012), dois polímeros:  

PEG (MARKINK, 2012; MUKHOPADHYAY et al., 2012; ZHANG, J et al., 2008) e a CH 
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(SHI et al., 2012; UNSOY et al., 2012) assim como dois fosfolipídios: DPPC (ROSS SMITH; 

TANFORD, 1972) e DSPE (XIE; SUN, 2011).  

 

Figura 41 – Soluções de nanopartículas de magnetita suspensas em seus respectivos recobrimentos antes da 

agitação e sonicação da solução. 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 

importância dessa variedade está associada à 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 aplicações hipertérmicas in vitro. 

 

6.3 Morfologia 

Realizou-se uma análise prévia das nanopartículas por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) (seção 5.1.5). No entanto, o reduzido tamanho das nanopartículas inviabilizou 

a aquisição das imagens sendo possível apenas a visualização dos aglomerados. Para a 

micrografia MEV foi submetida apenas a amostra composta de NPs sem recobrimento (NP#) e 

o resultado pode ser visualizado na Figura 42. O resultado desta imagem não fornece 

informações precisas a respeito das NPs devido a resolução do instrumento e por isso não foi 

realizado o imageamento de todas as amostras. Entretanto, é possível observar o tamanho dos 

aglomerados que estão entre 50 - 150 nm e que provavelmente foram formados durante o 

processo de secagem da amostra. 
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Figura 42 – Nanopartículas de Fe3O4 sem recobrimento submetidas a microscopia eletrônica de varredura MEV. 

 

As técnicas microscopia de transmissão (TEM) e de espalhamento de raio-X a baixo 

ângulo (SAXS) descritas nas seções 5.1.1 e 5.1.4 foram utilizadas nas caracterizações 

morfológicas 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 nanopartículas onde pode-se constatar que o nanomaterial 

apresenta um formato esférico com um diâmetro das nanopartículas em torno de 15 nm. A 

Figura 43B é uma imagem de alta resolução da amostra e evidencia-se a estrutura dos espinélios 

de oxido de ferro similar à estrutura que consta no levantamento teórico da seção 2.3 que trata 

da discussão e características dos espinélios dos óxidos de ferro. 
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Figura 43 – (A) Imageamento convencional de TEM das NPs sem recobrimento (NP#). (B) Imageamento de alta 

resolução 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 possível determinar o tamanho das NPs e através de um modelo pode-se 

delimitar a dispersão de tamanho da amostra. Um fato importante é que o SAXS fornece uma 

informação global da amostra se comparada à microscopia de transmissão que traz apenas uma 

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

Distribuição do tamanho do diâmetro 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 distribuição de tamanho das partículas envolvidas, o qual 

está representado na imagem B da Figura 44. Através deste resultado constatou-se que NPs 

esféricas apresentaram um diâmetro de 14,9 ±  1,5 𝑛𝑚. Este o valor está 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 caráter homogêneo em termos de morfologia 

esférica sem grandes polidispersões de tamanho, tanto em escala local como em escala global 

da amostra em questão.  
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6.4 Caracterização física e química do material 

6.4.1 Magnetometria 

A magnetometria via  S.Q.U.I.D. é uma ferramenta importante para o estudo do material 

superparamagnético. O objetivo é realizar uma caracterização do comportamento magnético da 

amostra de acordo com a variação da temperatura e do campo magnético aplicado. Esse estudo, 

deve ser realizado através das curvas de Magnetização contra Campo e desta forma analisa-se 

os parâmetros de campo coercitivo (𝐻𝑐), magnetização remanescente (𝑀𝑟) e magnetização de 

saturação (𝑀𝑠). Este tipo de estudo permite demonstrar como as características magnéticas se 

comportam. De maneira geral, um material superparamagnético deve apresentar ausência de 

campo coercitivo e magnetização remanescente praticamente nula.  

Para a análise da Magnetização contra Temperatura utiliza-se da derivada da curva zero 

field cooling (ZFC) menos a derivada da curva field cooling (FC). Através desses parâmetros 

encontra-se os máximos da derivada que estão intimamente correlacionados com a temperatura 

média de bloqueio de cada população amostral. Como foi apresentado na seção 2.4 o tamanho 

das populações 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 populações através de 

uma associação direta. 

Os resultados a seguir serão apresentados em conjuntos. Primeiramente será abordado 

o conjunto de MxH que pode ser visto na Figura 45. Entretanto, a escala na Figura 45 não 

permite uma análise apurada dos parâmetros magnéticos, portanto, para se obter um maior 

detalhamento dos parâmetros magnéticos, os gráficos de MxH foram ampliados em torno da 

região de baixos campos e baixas magnetizações. A análise apurada em torno desta região 

específica encontra-se na Figura 46. Este procedimento facilita a extração dos parâmetros 

magnéticos permitindo uma análise mais apurada do comportamento superparamagnético das 

amostras. 



89 

 

Figura 45 – Magnetização contra Campo Magnético das amostras: (A) NP#; (B) NP@DSPE; (C) NP@DPPC; 

(D) NP@CTAB; (E) NP@SDS; (F) NP@CH; (G) NP@PEG 
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Figura 46 – Magnetização contra Campo Magnético ampliada em a baixos campos: (A) NP#; (B) NP@DSPE; 

(C) NP@DPPC; (D) NP@CTAB; (E) NP@SDS; (F) NP@CH; (G) NP@PEG 
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Através dos resultados obtidos da MxH na Figura 45 pode-se constatar que a última 

medida referente à amostra recoberta com NP@PEG (G) não teve uma boa medida. O motivo 

está relacionado ao o processo de secagem da amostra que consta na seção 4.3.1. Após a 

secagem, o PEG encontra-se no estado líquido em temperatura ambiente, pois seus compostos 

orgânicos começam a evaporar somente acima de 300 °C. Portanto, tornou-se inviável a 

secagem completa desta amostra a 80 ºC. A secagem desta amostra apresenta uma textura 

gelatinosa e isso faz com que as NPs fiquem dispersas pelo polímero reduzindo drasticamente 

o sinal de magnetização da amostra. Consequentemente, isso fez com que concentração de 

material magnético por volume ficasse reduzida se comparada as demais amostras. Utilizando 

essa configuração torna-se possível a quantificação do campo coercitivo (𝐻𝑐), magnetização 

remanescente (𝑀𝑟) e magnetização de saturação (𝑀𝑠); os quais foram discutidos na seção 0. 

A extração desses parâmetros consiste em registrar os valores positivos e negativos de cada 

grandeza. Em seguida, deve-se calcular o módulo de cada parâmetro e prosseguir calculando a 

média entre cada par (positivo e negativo) de cada respectivo parâmetro. Este processo tem por 

finalidade minimizar os erros experimentais, já que os valores positivos divergem levemente 

dos valores negativos devido a limitações experimentais. Um ponto importante é que a massa 

das amostras é constituída pelo recobrimento mais as NPs de magnetita as quais foram 

sintetizadas em ácido oleico.  

Os valores extraídos do campo coercitivo (𝐻𝑐) para cada respectiva temperatura estão 

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

recobrimento e sem recobrimento de acordo com cada temperatura correspondente. 

 

Em termos gerais, o gráfico apresenta uma tendência comportamental homogênea de 

crescimento entre todas as amostras conforme o parâmetro de temperatura é variado de 300K 

para 5K. Assim, o campo coercitivo aumenta com a diminuição da temperatura. Pode-se 

verificar que o campo coercitivo (𝐻𝑐) está bem próximo de zero nas regiões entre 250K e 300K 

para cada conjunto de amostra. Esses valores indicam que o estado superparamagnético se 

mantém nessas condições de temperatura. No entanto, a partir de 200 K observa-se o início do 

crescimento do campo coercitivo e este valor está associado à temperatura de irreversibilidade 

𝑇𝑖𝑟𝑟 que representa o início do bloqueio do estado superparamagnético de cada amostra.  

Os valores obtidos de magnetização remanescente (𝑀𝑟) estão descritos na imagem 

abaixo (Figura 48). 
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Figura 48 – Resultado dos valores das Magnetizações Remanescentes extraídas da Figura 46 para todas as 

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

 

Ao analisar o gráfico pode-se observar uma diferença acentuada na magnetização 

remanescente (𝑀𝑟) da amostra recoberta com PEG cujos valores de 𝑀𝑟 são aproximadamente 

zero. Similarmente a tendência da medida do campo coercitivo, a magnetização remanescente 

apresenta a tendência de aumentar a sua intensidade com o decréscimo de temperatura. Os 

valores de (𝑀𝑟) estão bem próximo de zero para as temperaturas entre 200 e 300K, indicando 

que o estado superparamagnético se mantém nessas condições. Aos 200K observa-se o início 

do aumento da magnetização remanescente, este valor está associado com a temperatura de 

irreversibilidade 𝑇𝑖𝑟𝑟. Ao comparar as informações obtidas de campo coercitivo (𝐻𝑐) e 

magnetização remanescente (𝑀𝑟), pode-se dizer que a temperatura de bloqueio está próxima a 

250K de temperatura. 

Por fim, é possível obter a magnetização de saturação (𝑀𝑠) a partir dos resultados e os 

resultados de 𝑀𝑠 estão exibidos na Figura 49. 
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Figura 49 – Resultado dos valores das Magnetizações de Saturações da Figura 45  para todas as amostras*2 com 

e sem recobrimento de acordo com cada temperatura correspondente. 

 

A medida realizada na amostra recoberta com o PEG ficou comprometida por limitações 

amostrais devido ao processo secagem da amostra. Na Figura 49 observa-se que a magnetização 

de saturação (𝑀𝑠) aumenta discretamente seu valor com o decréscimo da temperatura. O valor 

esperado para a magnetização na magnetita segundo a literatura (GÓRKA-KOSTRUBIEC; 

SZCZEPANIAK-WNUK, 2017) era para ser em torno 90-92 emu/g. O valor encontrado é mais 

baixo devido a oleilamina e ácido oleico que ficaram sobre a superfície das NPs após a síntese. 

Pode-se ainda observar uma singularidade na NP@DSPE, que indica uma magnetização 

de saturação mais elevada que a própria amostra sem recobrimento NP#. Geralmente as 

amostras com NPs magnéticas recobertas tendem a apresentar uma redução na magnetização 

de saturação quando o respectivo recobrimento não apresenta propriedades magnéticas. Este 

resultado será justificado através da análise da termogravimetria. Além disso, recomenda-se em 

                                                 

2 Na Figura 49 as posições das colunas “NP#” e “NP@DSPE” foram trocadas de posição 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 extraídos. 
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um trabalho futuro utilizar diferentes concentrações de DSPE para verificação do impacto do 

fosfolipídio sobre as propriedades magnéticas do material. Esta avaliação é importante, visto 

que uma maior magnetização de saturação implicará em uma maior taxa de aquecimento para 

o material, o que, em teoria, favoreceria o tratamento por hipertermia. 

Os resultados das medidas realizadas de MxT para as amostras sem recobrimento e com 

recobrimento estão dispostos na Figura 50. Para estas medidas foram estabelecidas duas 

condições 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 organização dos resultados das medidas é o mesmo 

apresentado até agora. Para a análise dos resultados foi realizado a subtração das curvas ZFC – 

FC; o resultado dessa análise encontra-se na Figura 51. Através da subtração das curvas ZFC – 

FC calcula-se à derivada destas curvas cujos resultados estão dispostos na Figura 52. A 

finalidade deste processo é encontrar a temperatura de bloqueio média 𝑇𝐵 através do máximo 

da derivada, tornando possível correlacionar os tamanhos dos aglomerados dos nanomateriais 

envolvidos de acordo com temperatura de bloqueio (PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOŒER; 

FABIAN; HEIDER, 1997). Essa análise possibilita a correlação direta do volume do material 

analisado com a temperatura de bloqueio média do material em questão. As medidas de MxT 

apresentaram resultados precisos a respeito da temperatura de irreversibilidade 𝑇𝑖𝑟𝑟. Além 

disso, através das curvas de MxT, tornou-se possível a extração da temperatura de bloqueio 

média 𝑇𝐵 de forma quantitativa. 
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Figura 50 – Curvas de ZFC e FC das amostras: (A) NP#; (B) NP@DSPE; (C) NP@DPPC; (D) NP@CTAB; (E) 

NP@SDS; (F) NP@CH; (G) NP@PEG 
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Figura 51 – Resultado da subtração das curvas ZFC – FC para as amostras: (A) NP#; (B) NP@DSPE; (C) 

NP@DPPC; (D) NP@CTAB; (E) NP@SDS; (F) NP@CH; (G) NP@PEG 
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Figura 52 – Derivadas das curvas ZFC – FC para as amostras: (A) NP#; (B) NP@DSPE; (C) NP@DPPC; (D) 

NP@CTAB; (E) NP@SDS; (F) NP@CH; (G) NP@PEG 
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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 limitação já era esperada devido à secagem a amostra. Neste caso, através da medida 

MxT tornou-se inviável obter alguma informação para a NP@PEG devido ao seu sinal muito 

baixo, o que implicou em erros altíssimos. O procedimento para a análise da temperatura de 

bloqueio consiste em extrair os dados obtidos no S.Q.U.I.D. que constam na Figura 50. Para 

isto, foi realizada a subtração das curvas ZFC-FC,55,56,73,143 que podem ser vistas na Figura 51, 

e por fim calcula-se a derivada para checar a taxa de variação mais elevada (Figura 52), esses 

pontos elevados indicam exatamente os valores das temperaturas de bloqueio médias. Para 

finalizar a análise, associa-se os valores dessas temperaturas de bloqueio com os tamanhos das 

nanopartículas. O primeiro máximo em torno de 18K é referente às nanopartículas de 15 nm de 

diâmetro. Utiliza-se deste fator para se estabelecer uma referência e, ao fazer isto, é possível 

estimar o tamanho das outras populações encontradas nas medidas, visto que temperatura de 

bloqueio média é diretamente proporcional ao volume das NPs. A método de extração dessa 

informação foi baseado no trabalho realizado por Baumgartner (BAUMGARTNER et al., 

2013). O único conjunto de amostra que apresenta mais de uma população é a amostra sem 

recobrimento NP# que pode ser visto na imagem A da Figura 52. Ao extrair essas informações, 

encontra-se o valor do tamanho do diâmetro dos aglomerados de acordo com a temperatura de 

bloqueio média e esses resultados são mostrados na Figura 53. 

 

Figura 53 –Análise dos resultados obtidos através da Figura 52. (A) Temperatura de bloqueio média (coluna 

vermelha). (B) Estimativa de tamanho do diâmetro 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 

populações, já para a amostra NP@PEG não foi possível determinar os parâmetros devido ao baixo sinal de 

magnetização da amostra. 
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Auxiliado pelo valor do tamanho obtido na análise da morfologia e através dos 

resultados obtidos na imagem A da Figura 53 foi possível calcular os resultados obtidos na 

imagem B da Figura 53. Estes valores fornecem dados a respeito da estimativa dos tamanhos 

das populações de aglomerados, os quais são encontrados nas amostras deste trabalho. Em 

seguida, deve-se aplicar um teste estatístico para verificar se há diferença entre os valores 

médios de acordo com os respectivos desvios padrões associados à cada resultado. Ao aplicar 

o teste T entre cada coluna associada ao tamanho (azul), observa-se que as diferenças entre os 

valores das amostras não apresentam uma diferença estatística significativa e que todos os 

recobrimentos apresentam o mesmo valor estatístico de tamanho de aglomerado, exceto 

população da amostra NP@PEG, onde não foi possível quantificar o tamanho do aglomerado. 

Analisando os dados de uma maneira geral, pode-se inferir através da magnetometria que os 

aglomerados apresentam em média 29,5 ± 8,9 𝑛𝑚 de tamanho. Portanto, análise conjunta da 

magnetometria, do SAXS e da micrografia garantiu a validade dos cálculos do tamanho através 

das medidas de magnetometria. 

 

6.4.2 Potencial ZETA 

O resultado do potencial zeta apresentado na Figura 54 diz respeito à estabilidade do 

coloide de acordo com a dupla camada de carga em solução aquosa de cada respectiva amostra. 

O módulo desse potencial zeta está associado ao grau de repulsão que as cargas oferecem às 

partículas nas dispersões coloidais. Para uma solução estável essa repulsão tem que ser forte o 

suficiente para evitar a sedimentação do material devido a ação da gravidade. Em geral, um alto 

valor de potencial zeta confere a estabilidade ao ambiente coloidal evitando possíveis 

agregações e consequentemente sedimentações. 
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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 estatístico T revela que os valores das amostras são significativamente diferentes 

entre si. Para se verificar a estabilidade eletrostática (HONARY; ZAHIR, 2013) de maneira 

prática deve-se conferir quais valores estão acima do módulo de 30 mV. Avaliando os 

resultados, pode-se comparar os valores do potencial zeta das amostras do mais eletricamente 

estável para o menos estável obtendo-se: NP@CH> NP@PEG > NP@SDS > NP@CTAB > 

NP@DSPE > NP@DPPC e NP#. Além disso, observa-se que os valores do potencial zeta para 

o NP@PEG e o NP@SDS apresentam cargas negativas, já as amostras NP@CH, NP@CTAB 

e NP@DSPE apresentam cargas positivas. Outro fato importante é que, apesar do NP@CTAB 

não apresentar o maior módulo de potencial zeta, esta amostra é o coloide mais estável. Isso 

acontece devido à barreira estérica que corrobora com a boa estabilidade que o CTAB oferece 

às NPs, este processo está associado às estruturas de cauda típicas do CTAB. Um processo 

muito similar acontece com o PEG e com a CH, entretanto os polímeros não apresentam caudas 

para auxiliar neste processo. Em contrapartida o PEG e a CH apresentam uma larga cadeia 

carbônica que favorece as forças eletroestéricas; fenômeno que permite a estabilização 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 

estabilização eletrostática e, portanto, um pequeno desequilíbrio de cargas em sua composição 

-60,00

-40,00

-20,00

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00
P

o
te

n
ci

a
l 

Z
e

ta
 (

m
V

)

NP@CH NP@PEG NP@DSPE

NP@CTAB NP@SDS NP@DPPC e NP#

Sedimentação

66,3 ± 0,6

-46,5 ± 0,6

29,5 ± 0,3

39,1 ± 0,6

-44,9 ± 0,3



102 

poderia comprometer sua estabilidade coloidal. Já a amostra NP@DPPC não homogeneizou e 

nem estabilizou as NPs durante a síntese impossibilitando a realização 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 não foram submetidas ao TGA, visto que estas 

amostras não apresentaram uma boa estabilidade nos resultados obtidos no Potencial Zeta. Para 

assegurar à homogeneidade das amostras antes das medidas, todas elas foram sonicadas e 

agitadas. A fim de evitar a oxidação das amostras, as medidas foram realizadas em uma 

atmosfera de gás nitrogênio controlada a uma vazão de 10 mL/min, desta forma evitou-se a 

interação do oxigênio com as amostras e possíveis erros associados à oxidação. Para efeito de 

resolução amostral, as medidas foram realizadas com uma taxa de incremento de temperatura 

de 10°C/min. O gráfico da Figura 55 representa os resultados obtidos do TGA.  

 

 

Figura 55 – (A) Resultado do TGA das amostras NP@SDS, NP@CTAB, NP@PEG, NP@CH e NP@DSPE. (B) 

Análise da primeira derivada do TGA de acordo com a massa relativa de cada respetiva amostra. 

 

O ponto de evaporação/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 será evaporado durante o 

processo. A água evapora em torno de 100°C, e está 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 tendência da curva se estabilizar se 
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aproximando de uma reta e, neste momento em que a curva estabiliza, é possível obter o valor 

da massa correspondente ao óxido de ferro presente em cada amostra. Ao derivar os resultados 

da Figura 55 A é possível obter os dados apresentados na Figura 55B. Através da derivada da 

curva de termogravimetria e conhecendo os pontos de evaporação de cada composto de cada 

amostra é possível descrever uma razão da massa relativa entre a água, os agentes de 

recobrimento e a massa de NPs para cada amostra. Os resultados desta análise são apresentados 

na Figura 56. 

 

 

Figura 56 – Resultado da análise do percentual da massa relativa das amostras NP@PEG, NP@CH, NP@CTAB, 

NP@SDS e NP@DSPE via TGA. 

 

Devido a síntese todas as amostras contém uma parcela expressiva de água em suas 

respectivas composições. A disparidade do recobrimento com PEG se comparado com as outras 

amostras é devido ao processo de sua síntese, 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 são descartadas. A termogravimetria permite extrair o valor exato da 

massa de óxido de ferro em cada amostra, cujo resultado mostra que apesar das alíquotas de 

NPs serem realizadas da mesma forma para cada recobrimento, sempre haverá uma pequena 

diferença na quantidade NPs para cada conjunto de amostra que pode estar associado a 

aglomerações ou mesmo perda durante o processo de lavagem. A razão entre a massa de NPs e 

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

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

Razão 

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

 

Neste resultado, pode-se observar que as amostras NP@SDS e NP@DSPE apresentam 

concentrações maiores de NP/@Recobrimento. A consequência imediata deste processo 

permite justificar a razão da magnetização de saturação do DSPE ser maior que a das outras 

amostras na Figura 49.  Entretanto, não justifica como este valor é superior ao das NPs sem 

recobrimento. Para tal seria necessário realizar o TGA da amostra NP# logo após a síntese. A 

hipótese é que a NP# contenha ácido oleico e oleilamina em sua superfície o que justifica seu 

valor de 𝑀𝑠 inferior encontrado. 

A Tabela 3 descreve a normalização da magnetização de saturação pela massa da NP, 

de acordo com os resultados obtidos no TGA. 

  

Tabela 3 - Normalização da Magnetização de Saturação através dos resultados encontrados na 

Termogravimetria. 

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

Ms normalizada pela 

massa de NP 

(emu/g) 

* 91,2 ± 5,3 179,8 ± 10,5 91,2 ± 5,3 103,5 ± 6,1 

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

 

Com exceção da amostra NP@CTAB, estes resultados estão próximos do valor 

esperado (GÓRKA-KOSTRUBIEC; SZCZEPANIAK-WNUK, 2017) para a magnetização de 

saturação da magnetita 90-92 emu/g. A hipótese para a amostra NP@CTAB é que amostra 

apresente grandes cadeias de aglomerados de NP, o que deixou a amostra menos homogênea 

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 soluções devem estar em frascos de vidro como apresentado 

na Figura 57. Em cada frasco também deve estar inserido um termômetro de fibra ótica para 

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

 

 

Figura 57 – Frasco de vidro contendo NPs suspensas para a medição do SAR. No interior do frasco foi colocado 

a fibra ótica para a aferição da temperatura. 

 

O fundamento pode ser revisto na seção 2.6.4, cujo tópico trata do que acontece durante 

o ensaio de hipertermia de acordo com as condições de contorno de cada amostra. O 

equipamento oferece vários conjuntos de bobinas que podem ser utilizadas caso seja necessário 

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

apresentada na Figura 58.  

 

 

Figura 58 – Submissão 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 os ensaios magneto hipertérmicos nas aplicações 

biológicas. O único problema é que o campo não é perfeitamente uniforme e quanto mais longe 

estiver do centro da bobina mais distorcido será. Assim nestas situações, o campo apresentará 

um gradiente axial de tal forma a produzir uma força nesse mesmo sentido. Quando se aplica 

um campo sob a amostra verifica-se que esse gradiente de campo desloca as NPs em direção à 

parede do frasco e fazem com que elas se alinhem com as linhas de campo; o formato que se 

observa na parede são linhas de NPs conhecidas como “needles*3”. No caso das partículas 

superparamagnéticas, após a remoção do campo elas voltam ao seu estado de equilíbrio 

rapidamente sem remanência magnética. 

Uma característica das NPs magnéticas é que o mecanismo de suas respectivas taxas de 

aquecimento dependem intimamente do tamanho, da composição e da estrutura das NPs bem 

como da frequência e da amplitude do campo magnético aplicado (PIÑEIRO-REDONDO et 

al., 2011; WEITSCHIES, 2006).  Assim, de maneira geral, NPs menores produzem taxas de 

aquecimento menores se comparadas às NPs maiores. Este comportamento gera vantagem e 

desvantagem. A vantagem está associada ao fato que uma taxa de variação de aquecimento 

menor facilita o controle de incremento ou decréscimo de calor no sistema. Entretanto, a 

desvantagem do tamanho reduzido não possibilita um incremento rápido 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 condições de 313KHz de frequência a uma amplitude de 

campo magnético de aproximadamente 200 Oe na região 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 solução. Os valores estão apresentados na Figura 59. 

 

                                                 

*3 O termo needle vem do inglês que significa agulha ou alfinete. 
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Figura 59 – Conjunto de medidas das taxas de aquecimento sob as condições de 313 kHz de frequência a 200Oe 

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 variação da taxa temperatura de 0 a 500 segundos para o conjunto de NPs 

com seus respectivos recobrimentos. (B) Comportamento da variação 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 variação da taxa de temperatura de 0 a 500 segundos apenas para os respectivos 

recobrimentos sem NPs. (D) Comportamento da variação 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 variação da taxa de temperatura de 0 a 500 segundos. 

Neste gráfico é possível observar que o sistema não é adiabático, ou seja, o sistema acaba 

trocando calor com o ambiente externo fazendo com que a taxa de crescimento não seja linear. 

Portanto, foi necessário fazer algumas considerações para determinar a taxa de incremento de 

temperatura linear. Para o cálculo 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 o ambiente externo torna-se importante quantificar essa 

quantidade de calor trocada. Para consideração é indispensável a realização das medidas da 
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solução dos recobrimentos sem as NPs que constam nas Figura 59 C e D. Essas medidas 

informam a quantidade calor produzido pelo sistema sem a influência das NPs. Este fenômeno 

torna-se mais visível em tempos longos. No entanto, esta contribuição de calor externa não tem 

como ser excluída no momento da aplicação magneto hipertérmica em células devido às 

limitações experimentais.  

A análise da taxa de temperatura 𝑑𝑇/𝑑𝑡 normalizada pela massa de NP é diretamente 

proporcional ao SAR. Para o cálculo foi utilizado os ajustes lineares dos resultados obtidos nos 

gráficos B e D da Figura 59 auxiliado pela análise dos resultados obtidos no TGA. A análise 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 água 

em sua composição, foi considerado uma aproximação do calor especifico da amostra igual ao 

da água: 

 

𝑐𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑜𝑚 99% 𝑑𝑒 𝐻2𝑂 ≅ 𝑐𝐻20 = 4,18 𝐽. 𝐾𝑔
−1. °𝐶−1  (6-2) 

 

No entanto, a análise do TGA da amostra NP@PEG apresentou uma massa relativa de 

49,5% de PEG em sua composição. Através do calor especifico do PEG é 𝑐𝑃𝐸𝐺 =

2,13 𝐽. 𝐾𝑔−1. °𝐶−1, foi calculado o calor especifico médio da amostra: 

 

𝑐𝑁𝑃@𝑃𝐸𝐺 = (% 𝑑𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎)𝑐𝐻20 + (% 𝑑𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎)𝑐𝑃𝐸𝐺 (6-3) 

 

Substituindo os devidos valores obtém-se: 

 

𝑐𝑁𝑃@𝑃𝐸𝐺 = 3,17 𝐽. 𝐾𝑔
−1. °𝐶−1  (6-4) 

 

Para realizar os cálculos do SAR utiliza-se a equação (2-29) e deve-se levar em 

consideração a contribuição de calor proveniente do aquecimento da bobina obtido através do 

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

resultados dessa associação e os cálculos do SAR estão 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) Variação da taxa de temperatura efetiva 
𝑑𝑇

𝑑𝑡
 

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

 

Através dos resultados na Figura 60A é possível calcular SAR obtido na Figura 60B. Os 

valores do SAR (KUMAR; MOHAMMAD, 2011) esperados para os SPIONs está entre 100-

125 W/g. Essa pequena diferença se deve as aglomerações das NPs como foi observado nos 

resultados de microscopia. Ao aplicar o teste estático T nos resultados do SAR, verifica-se que 

não há diferença significativa entre os resultados da NP@CTAB e da NP@SDS; e também não 

há diferença entre a NP@CH e a NP@DSPE; o único resultado que diverge dos outros é a 

amostra NP@PEG, o qual seu resultado é estatisticamente diferente de qualquer outra amostra. 

O valor de SAR reduzido para a NP@PEG já era esperado, visto que o calor especifico desta 

amostra é ligeiramente menor que o das outras. Outra comparação relevante é o valor do SAR 

com os valores obtidos no TGA e o valor da magnetização de saturação o qual podem ser vistos 

na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Comparação 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 

(emu/g) 

- 91,2 179,8 91,2 103,5 

SAR 

(W/g) 
176 240 323 351 227 

SAR / Ms - 2,63 1,80 3,85 2,19 
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Os valores da razão SAR/Ms trazem a informação da eficiência de potência gerada de 

acordo com a magnetização de saturação de cada amostra. De acordo com este resultado, a 

ordem de eficiência obtendo-se: NP@SDS > NP@CH > NP@DSPE > NP@CTAB. Devido 

aos problemas já citados a NP@PEG não pode ser incluída nesta análise. 

Baseado nestas análises, pode-se aplicar o teste estatístico T e criar uma escala de 

eficiência do maior para o 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 não 

diverge muito da escala dos resultados encontrados para as outras amostras. Este resultado 

levanta a hipótese que as amostras desenvolverão uma potência de aquecimento relativamente 

próximas umas das outras. Sendo que a amostra NP@PEG apresentará a taxa de aquecimento 

mais baixa durante a aplicação biológica magneto hipertérmica. 
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6.5 Viabilidade e morfologia celular 

6.5.1 MTS 

É um método colorimétrico para determinar o número de células viáveis. O MTS é 

composto por reagentes que são bioreduzidos pelas células mudando a cor do meio de cultura 

devido à respiração celular, como pode ser visto na Figura 61. Desta forma é possível 

correlacionar o resultado com o número total de células vivas.  

 

 

Figura 61 – Células de HEK em uma placa de cultura celular de 96 poços após a interação com o MTS. 

 

Para esses ensaios as amostras foram preparadas de tal forma que cada conjunto 

apresentasse 5 µg de NPs para cada 1 mL de solução. Em seguida, as amostras foram diluídas 

20x e dessa diluição utilizou-se cinco alíquotas diferentes (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 µL) para 

verificar como as concentrações das amostras interagiam com o meio celular. Os resultados da 

viabilidade celular são apresentados na Figura 62. 
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Figura 62 –  Resultados da viabilidade celular das amostras incubadas nas células via MTS. Incubação realizada 

com: (A) Células de HEK293T. (B) Células de U2OS. 

 

Os resultados obtidos tanto pela HEK como pela U2OS referem-se aos valores obtidos 

para a viabilidade celular de cada amostra com 24 e 48h de incubação, respectivamente. Pode-

se verificar que tanto a Figura 62A como a Figura 62B apresentam a mesma tendência 

comportamental de tal forma que em ambos os casos as amostras recobertas com CTAB inibem 

a respiração celular. Este fato indica uma alta toxicidade da amostra recoberta com CTAB 
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inviabilizando o mesmo para tratamentos hipertérmico. Já as outras amostras permanecem com 

a viabilidade celular próximas aos 100%, não indicando qualquer sinal de toxicidade. Outra 

observação é que o SDS, apesar de ser também um surfactante, não demonstrou toxicidade 

nessas concentrações. Porém, devido à sua composição, a hipótese seria que este recobrimento 

apresentasse algum dano celular (LAURENT et al., 2008; MORSY, 2014). Deste modo, com 

exceção do CTAB, todos os outros recobrimentos são indicados para o tratamento de 

hipertermia sob essas concentrações utilizadas. 

Ao correlacionar os resultados de viabilidade com os de potencial Zeta verifica-se que 

as cargas das NPs serem positivas ou negativas não impactam na viabilidade celular. Devido a 

estrutura da membrana celular ser composta por íons, levantou-se a hipótese de que a carga das 

amostras deveria apresentar algum efeito que correlacionaria esses eventos alterando 

diretamente a viabilidade celular, mas não foi o que ocorreu. Isto provavelmente ocorreu desta 

forma devido à baixa concentração de NPs utilizada. Portanto, a hipótese levantada a respeito 

das cargas não foi confirmada pelos testes de viabilidade celular utilizados.  

 

6.5.2 UV-VIS e a Internalização 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 diluída em 

HCl 40%, torna-se possível 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 padrão de 

células HEK, do padrão da nanopartícula 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 

padrões são apresentadas na Figura 63. Esses espectros dos padrões servem como base para 

quantificar as proporções 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 HCl. (B) Espectro médio do 

controle de células dissolvido em HCl. 

 

Esses padrões são utilizados na quantificação da massa de ferro presente na célula de 

acordo com a quantidade de amostra contida no meio baseado na combinação linear do espectro 

de medida da amostra. De acordo com o procedimento descrito na seção 5.1.2, realizou-se a 

dissociação em ácido clorídrico 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.  

 

Figura 64 – Espectro UV-VIS da média da triplicata da incubação celular das amostras: NP@CH, NP@PEG, 

NP@DSPE e NP@SDS dissolvidas em HCl 

 

Através dos resultados obtidos na Figura 63, foi estabelecido um padrão para a massa 

de ferro do pico característico da célula dissociada (aproximadamente 505 nm) e para a massa 

de ferro das NPs dissociadas (aproximadamente 345 nm). Estes padrões foram utilizados para 

quantificar a massa de ferro e o número de células presentes nos espectros obtidos da Figura 
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64.  Todos esses ajustes foram realizados com o software Matemática10®. O resultado dessa 

combinação fornece a proporção de células e do nanomaterial para cada caso. Por fim, basta 

realizar a razão dessas proporções para se obter a concentração da massa de ferro por unidade 

de célula que é apresentado na Figura 65. 

 

 

Figura 65 – Concentração da massa de ferro por célula HEK293T (pg/célula) via internalização das amostras 

NP@CH, NP@PEG, NP@DSPE e NP@SDS incubadas por 24h. 

Ao aplicar o teste estatístico do tipo T observa-se que a NP@CH apresentou um 

resultado muito diferente em relação às outras amostras, entretanto o mesmo teste revela que 

não há diferença estatística entre os valores das amostras NP@DSPE, NP@PEG e a NP@SDS. 

Os resultados apresentados levantam a hipótese que a amostra NP@CH apresenta uma baixa 

taxa de internalização se comparada com as demais amostras, entretanto deve-se observar que 

a CH é um estimulante do crescimento celular e isso pode mascarar a determinação da 

proporção NP/célula. O crescimento celular passa a ser proporcional em função da 

concentração de CH no meio celular. Esse contexto está 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 

concentração celular apresentou um valor de 2,4 vezes maior do que as outras amostras, ou seja, 

neste caso há muito mais células do que nanomaterial disponível. Portanto para comparar esta 

amostra com as outras faz-se necessário realizar uma estimativa relativa ao número de células 

excedentes. Nesta estimativa foi descontada a diferença desse crescimento celular excedente; 

em seguida, foi realizado uma normalização em relação ao número de células obtidos para as 

outras amostras. O resultado desta estimativa traz o valor de 53,9 pg/célula, ou seja, levando 
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este fenômeno em consideração a NP@CH apresentaria valores estatísticos mais elevados que 

os apresentados pelos outros recobrimentos. 

O ponto é que ao restringir a disponibilidade de NPs no caso da NP@CH gerou uma 

diferença expressiva na internalização do nanomaterial. Caso essa disponibilidade fosse maior 

nesse sistema com a CH, provavelmente a razão de NPs/célula acompanharia a internalização 

média dos outros regimes. Todavia, é complicado afirmar essa hipótese em sistemas reais, visto 

que a taxa de crescimento celular e disponibilidade de nanomaterial são parâmetros complexos 

de se controlar temporalmente. Para testar esse argumento seria necessário adicionar NPs em 

intervalos de tempo controlados e em diferentes concentrações afim de se estudar esse tipo de 

dinâmica, o que foge do foco deste trabalho e, portanto, não foi investigado.  
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6.5.3 Microscopia Confocal 

A microscopia confocal revela informações a respeito da morfologia celular e interação 

com os nanomateriais em estudo. Esse imageamento é realizado em três dimensões através de 

cortes verticais 2D, sendo possível reconstruir a imagem celular 3D. Portanto, essa técnica 

fornece informações de profundidade e volume dos objetos envolvidos. A Figura 66 exibe o 

comportamento da HEK e da U2OS com os respectivos sistemas de recobrimento com uma 

altura próxima a região central das células no eixo vertical. 

 

 

Figura 66 – Microscopia confocal da interação das células HEK293T e U2OS com as amostras: NP@PEG, 

NP@CH, NP@DSPE, NP@SDS e NP@CTAB.  
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A respeito da morfologia, pode-se verificar que a HEK apresenta um formato 

aproximadamente esférico com um diâmetro em torno de 10 µm enquanto que a U2OS 

apresenta um formato próximo ao oblato e com um diâmetro maior, em torno de 15 µm. Sob a 

ótica da viabilidade celular, o CTAB gerou um stress celular modificando a densidade de 

células por área 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 análise mais detalhada da interação das nanopartículas com as células foi realizada 

através da ampliação das imagens de microscopia confocal. Na Figura 67 são apresentadas 

imagens de células nas presenças de NP@DSPE e NP@SDS, onde a imagem DIC claramente 

destaca a presença de agregados de nanopartículas. 

 

 

Figura 67 – Ampliação da região de estudo da microscopia confocal das amostras NP@DSPE e NP@SDS nas 

células HEK293T e U2OS. A ampliação se refere ao imageamento DIC e da composição de imagens do DIC 

com os biomarcadores DAPI e Mitotracker para avaliação da localização os aglomerados de nanopartículas 

indicados pelas setas brancas. 

 

Nestas imagens é possível observar somente aglomerados de nanopartículas devido à 

resolução do microscópio confocal. Através desse resultado, é possível inferir que os 

aglomerados estão dispersos no citoplasma celular em torno do núcleo celular. Embasado nesta 

observação, foi montado um esquema de como a NPs pode ser internalizada pela célula, ou 

estar presa a membrana celular. Este esquema está apresentado na Figura 68. 
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Figura 68 – Esquema do que ocorre na interação das nanopartículas em meio celular durante os estágios de 

incubação, internalização e perinucleação das NPs. 

 

Este tipo de comportamento sugere que o incremento da temperatura será nas 

proximidades do núcleo que é o local mais propício para produzir algum tipo de dano celular 

massivo, visto que o núcleo é responsável por gerenciar as reações químicas celulares e 

consequentemente o funcionamento celular, portanto esse tipo de comportamento melhora a 

eficiência da condução do calor e consequentemente potencializa o tratamento hipertérmico 

que as NPs podem oferecer.  

 

6.6 Primeiros testes com hipertermia magnética 

6.6.1 Citometria 

É importante entender o que significa cada parâmetro e como as amostras foram 

preparadas para a Citometria de fluxo; cujos detalhes se encontram na seção 5.2.5. A 

compreensão desses parâmetros permite que sejam feitas análises das partículas suspensas em 

meios líquidos sob fluxo contínuo.  

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 concentrações como controle de mortalidade. 

A análise de dados foi realizada por duas rotas: a primeira está associada ao tamanho x 

granulosidade (SSC x FSC) e outra foi método de fluorescência utilizando o marcador de 

apoptose (PerCP-Cy5-5A x FITC-A). 

Os primeiros resultados a respeito dos padrões de controle de SSC x FSC estão 

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 são eventos como fragmentos celulares. (A) Controle sem hipertermia; (B) Controle de 

mortalidade em alta concentração de CTAB; (C) Controle com hipertermia após 500 segundos; (D) Controle 

com hipertermia após 1500 segundos 

 

É possível verificar um pequeno stress celular quando o controle foi submetido a um 

campo magnético por um longo período. Essa interação foi suficiente para gerar um 

deslocamento da posição da população que pode ser comparado nas imagens A, B e C da Figura 

69. O stress foi suficiente para ser detectado no citômetro, mas não 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 aplicação hipertérmica de 500 

e 1500 s. Esta pré-análise 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 realização de hipertermia; (B) NP@PEG junto ao CTAB; (C) Conjunto de células com a amostra 

NP@PEG seguido da realização de hipertermia a 500 segundos; (D) Conjunto de células com a amostra 

NP@PEG seguido da realização de hipertermia a segundos 

 

Os gráficos A, C e D de SSC x FSC fornecem informações a respeito de tamanho e 

granulosidade dos objetos envolvidos antes e depois do processo de hipertermia e, portanto, o 

fato das nanopartículas se agregarem e se ligarem a outros compostos torna-se passível de 

observação que as nanopartículas influenciem nesse contexto de granulosidade. Esta 

observação pode ser confirmada na imagem B onde não deveria ter sido registrado nenhum 

evento, visto que nesse conjunto não há células para serem contadas. Esse tipo de 

comportamento dificulta discernir, por exemplo, as nanopartículas do marcador PI de morte 

celular como pode ser observado nos resultados da Figura 71. 
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Figura 71 – Citometria de fluxo para a análise da interação das NPs com o marcador de apoptose PI. (A) 

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

 

Assim, com este resultado é praticamente impossível discernir entre as nanopartículas e 

o marcador PI e, portanto, pode-se levantar a hipótese de que as nanopartículas se ligam ao 

marcador.  

O segundo método de análise consiste em verificar como se comporta os marcadores de 

morte celular. Para tal foi necessário escolher adequadamente a fluorescência das regiões a 

serem sondadas com o marcador de PI. A delimitação dessas populações, em tese, separaria as 

populações vivas das populações mortas. No entanto, os resultados apresentados na Figura 72 

para os controles de células vivas e mortas não confirmaram essa hipótese. 
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Figura 72 – Citometria de fluxo da interação das nanopartículas com o marcador PI. Azul para mortalidade e 

vermelho para células vivas. (A) Marcação do controle de células vivas sem hipertermia (B) Marcação PI do 

controle negativo em CTAB para a quantificação; (C) Resultado aplicado da marcação PI nas células de controle 

sem hipertermia (D) Resultado aplicado da marcação PI ao controle de mortalidade em alta concentração de 

CTAB; 

.  

O resultado mais diferenciado está associado ao controle de mortalidade na Figura 72D 

que apresenta marcação de células vivas onde na prática só existem células mortas. Dessa 

forma, as nanopartículas geram um falso positivo na viabilidade celular e, a citometria mesmo 

sendo uma ferramenta poderosíssima em termos de quantificação populacional, não viabilizam 

uma análise assertiva com a utilização dessa abordagem. 

Para ficar mais clara a hipótese levantada, foram analisadas as populações 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 utilização da técnica para este caso em questão. A Figura 73 representa a 

análise para cada caso investigado em termos das porcentagens relativas a viabilidade celular 

na citometria através do marcador PI.  
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Figura 73 – Análise da viabilidade celular obtida na citometria através do marcador PI. (A) Viabilidade celular 

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

 

De acordo com os resultados apresentados no gráfico A tornou-se possível verificar com 

mais clareza os valores de falsos positivos, como por exemplo a contagem de viabilidade celular 

do controle negativo (morte) deveria ser zero, já que nesta condição existe apenas células 

mortas. Neste resultado é possível verificar um falso positivo de viabilidade celular na amostra 

NP@PEG junto ao marcador PI, verificando-se, portanto, que o marcador PI se agrupa as NPs 

produzindo falsos eventos positivos os quais são contabilizados na leitura do citômetro.  

Os resultados obtidos na citometria levaram a informações e conclusões equivocadas 

sobre o conceito de taxa de viabilidade celular. Sendo, portanto, inviável 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 quantificação e 

identificação populacional celular, ele não 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 avançada de 

autofoco e um algoritmo de contagem que permite rapidamente identificar e quantificar o 

número de células dentro de uma população. Por causa dessa versatilidade foi desenvolvido um 

teste preliminar para a contabilização da viabilidade após a hipertermia no Countess. Entretanto, 

os resultados apresentados no pré-teste não foram satisfatórios. O fato da nanopartícula de 

Fe3O4 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 prática, a maior parte das células 

encontravam-se vivas de acordo com a verificação realizada no microscópio ótico.  

Apesar do Countess não ser indicado para a contabilização da viabilidade celular na 

hipertermia. o equipamento foi extremamente útil durante o andamento e desenvolvimento do 

trabalho, pois quando era necessária a realização da contagem celular em que não houvessem 

NPs, o Countess executava a contabilização em segundos. A contagem rápida e precisa de 

populações celulares facilita e agiliza o processo de repicagem celular, no plaqueamento das 

células e na contagem das mesmas. Portanto, o Countess apresentou um papel de suporte para 

o preparo das aplicações biológicas e no desenvolvimento de caracterizações importantes como 

no caso da quantificação da internalização das NPs via espectroscopia UV-VIS. Entretanto, a 

possibilidade de se medir a viabilidade no Countess após 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 são similares 

aos já apresentados na seção 5.2.4. Entretanto, para que o ensaio seja voltado para a aplicação 

em hipertermia algumas adaptações tiveram que ser realizadas. A primeira é que os ensaios 

foram realizados em poços individuais previamente selados e cortados. O fato do cultivo ter 

sido realizado em poços individuais impossibilitou levar o material para a leitura de viabilidade 

no Plate Reader. Contudo, o ensaio de viabilidade via MTS (PROMEGA CORPORATION, 

2012) é descrito como forma de quantificação de absorção, ou seja, um teste colorimétrico. 

Através dessas informações, levantou-se a hipótese que poderia ser possível medir a viabilidade 

adaptando o método MTS. Para tal seria necessário realocar o fluido que interagiu com o meio 

celular e o MTS para outra placa. Entretanto, esse processo não 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 já nas condições 

de contorno que seriam adotadas durante os ensaios de hipertermia e averiguar a hipótese 

levantada de que não haveria divergência de resultados em termos de viabilidade celular ao 

realocar o fluido do poço para outra placa. Para o teste foi preparado o seguinte conjunto de 

amostras: células controle, células + NP@DSPE, células + NP@PEG, células + NP@CH e 

células + NP@SDS. Foram utilizados 8 poços sob as mesmas condições para cada conjunto de 
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amostras garantindo assim resultados realizados em quadruplicata, sendo que 4 poços dos 8 

terão seus materiais realocados.  

Similarmente ao procedimento convencional de viabilidade por MTS, foram cultivadas 

50 mil células por poço em 450 µL de meio DMEM por 24h. Após o crescimento e fixação, as 

células foram incubadas com 50 µL de cada respectiva amostra. Cada amostra foi previamente 

titulada em seu próprio recobrimento garantindo uma concentração de 2 mg/mL de NPs por 

solução. Em seguida, foi aplicado o procedimento de preparação de medida do MTS. No 

entanto, devido a adaptação do procedimento após o período de interação das células com o 

MTS, 4 dos 8 poços foram realocados para poços vazios e, em seguida, foram realizadas as 

leituras da viabilidade em todos os poços. Os resultados destes procedimentos são apresentados 

Figura 74. 

 

 

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 poço com células a ser medido para outro poço vazio e realizar a leitura de viabilidade 

logo em seguida. 

 

Por se tratar de médias estatísticas envolvendo desvios padrões definidos, foi aplicado 

o teste estatístico 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 relações 

compatíveis sem diferença estatística significativa entre cada conjunto amostral. A única 
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observação é que no procedimento adaptado houve um incremento na barra erro e este aumento 

está associado ao fato da produção de pequenas bolhas durante o processo de realocação do 

material nos poços vazios. Consequentemente, isto aumentou a incerteza da leitura da absorção 

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 o SDS apresentou uma 

ligeira queda entre 14 e 19% na viabilidade celular se comparado ao controle, sugerindo que 

esta condição está bem próxima do limiar de aplicação biológica. Acima dessa concentração 

muito provavelmente o SDS apresentará índices de toxicidade indesejados para bioaplicação. 

Já as amostras contendo os recobrimentos com DSPE e o PEG não apresentaram grandes 

mudanças e ambas permanecem no regime de aplicabilidade. Assim sendo, fica comprovado a 

hipótese levantada para este caso permite a utilização do procedimento do MTS adaptado 

voltado para realização de hipertermia magnética em meios celulares. 

 

6.7 Aplicação 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 

o dano hipertérmico nas células via aplicação de um campo magnético externo às NPs 

previamente internalizadas nas células. 

Durante o desenvolvimento do trabalho foram realizadas três tentativas de quantificação 

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 quantificação do dano celular foi analisada através do método de MTS com algumas 

adaptações com descrito acima. 

Para a aplicação hipertérmica foi necessário realizar uma adaptação, visto que não é 

possível colocar uma placa inteira dentro da bobina de aplicação hipertérmica. Para isso, foi 

necessário a elaboração de um protocolo que consiste em selar a placa de 24 poços com filme 

hidrofóbico esterilizado próprio para manipulação celular e cortar a placa de cultura em poços 

individuais. A razão de selar a placa serve para evitar possíveis contaminações durante os 

processos de manipulação dos poços. A imagem do poço 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 poço individual de cultura celular previamente cortado a direita. 

 

A escolha do tamanho de poço foi devido aos seguintes motivos: o tamanho deste poço 

ofereceu uma boa área favorecendo o crescimento celular durante o processo de incubação das 

respectivas amostras; outra razão é que este tamanho evitou desperdícios de material biológico; 

e a última razão pode ser acompanhada pela Figura 75 já que este tamanho de poço adequou-

se as dimensões da bobina. Todos os ensaios de hipertermia foram realizados em triplicata. 

Dessa forma, o procedimento experimental consistiu em três etapas: a primeira consiste 

em cultivar as células e incubá-las com os respetivos materiais nanopartículados recobertos que 

cumpriram todos os requisitos exigidos para aplicação biológica; a segunda etapa consiste em 

analisar o dano às células via hipertermia magnética e a terceira e última etapa está associada a 

medir o dano produzido às células devido ao aquecimento celular via hipertermia magnética.  

Para a hipertermia magnética foram preparados três conjuntos de amostras que são 

apresentadas na Tabela 5. Para o primeiro conjunto foram separadas as amostras que não serão 

submetidas ao tratamento via hipertermia magnética. Para a avaliação da evolução temporal da 

hipertermia magnética foram preparados o segundo e o terceiro conjunto de amostras, que serão 

submetidos à hipertermia por 500 e 1500 segundos, respectivamente. Além disso, em cada 

conjunto foram preparadas amostras com quantidades diferentes de NPs: 100 e 200 µg por poço. 

Todas essas escolhas servem para a avaliação de como funciona o processo de indução da morte 

celular no ensaio de hipertermia magnética nas células, de acordo com cada condição analisada. 
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Tabela 5 – Conjunto de amostras previamente preparadas em células HEK293T para aplicação biológica de 

acordo com cada configuração 

Conjunto Condição  
Conteúdo do poço individual de células 

HEK293T 

1 
Controle – sem aplicação de hipertermia 

magnética 

Padrão de células 

100 µg de NP 

por poço 

NP@PEG 

NP@CH 

NP@SDS 

NP@DSPE 

200 µg de NP 

por poço 

NP@PEG 

NP@CH 

NP@SDS 

NP@DSPE 

 

2 
Com aplicação de hipertermia magnética a 

200 Oe por 500 segundos 

Padrão de células 

100 µg de NP 

por poço 

NP@PEG 

NP@CH 

NP@SDS 

NP@DSPE 

200 µg de NP 

por poço 

NP@PEG 

NP@CH 

NP@SDS 

NP@DSPE 

 

3 
Com aplicação de hipertermia magnética a 

200 Oe por 1500 segundos 

Padrão de células 

100 µg de NP 

por poço 

NP@PEG 

NP@CH 

NP@SDS 

NP@DSPE 

200 µg de NP 

por poço 

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 não infligia dano celular significativo e 

tempos superiores a 1500 s oferecia muita influência de calor externo devido ao aquecimento 

da bobina por efeito Joule. Assim, foram previamente analisadas condições nas quais tornam o 
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tratamento mais eficiente, sem exceder as condições 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 especificações 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 à célula de maneira 

significativa; já o segundo intervalo foi de 1500 s, o qual representou o limiar do dano máximo 

que o equipamento pode oferecer sem que os efeitos externos influenciassem muito no sistema. 

Para a realização 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 aplicações biológicas constituído de uma bobina 

para a indução do campo, o termômetro ótico e o poço 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 execução 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 interação de calor por condução da bobina para 

a amostra foi instalado um fluxo de ar entre os vãos da bobina, buscando garantir, dentro das 

limitações experimentais, que o dano produzido fosse somente devido ao aquecimento via 

hipertermia magnética.  
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Para quantificar o dano produzido no material biológico através da hipertermia 

magnética foi utilizado o método proposto na seção 6.6.3. O resultado da ação da hipertermia 

em diferentes tempos e concentrações de nanomaterial é apresentado na Figura 77. 

 

 

Figura 77 – Resultado da viabilidade celular via MTS adaptado para hipertermia magnética realizada na célula 

HEK293T com as amostras NP@PEG, NP@CH, NP@SDS e NP@DSPE. (A) Viabilidade celular referente a 

hipertermia para 100 µg de NP para cada amostra. (B) Viabilidade celular normalizada pelo controle individual 

de cada recobrimento referente a hipertermia para 100 µg de NP para cada amostra. (C) Viabilidade celular 

referente a hipertermia para 200 µg de NP para cada amostra. (D) Viabilidade celular normalizada pelo controle 

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

 

Analisando os resultados referente à hipertermia de maneira global na Figura 77, 

observa-se uma tendência de indução à morte celular para todos os sistemas. Além disso, ao 

aumentar a concentração de NPs aumentou-se significativamente a toxicidade, especialmente 
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para a amostra NP@SDS, não sendo mais indicada para aplicações biomédicas hipertérmicas 

sob essas condições. A partir do resultado obtido diretamente da viabilidade celular (imagens 

A e C da Figura 77) realizou-se uma normalização dos dados, referente ao controle de cada 

amostra e o resultado dessa normalização são os gráficos B e D da Figura 77. Através dos 

gráficos 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 estatístico T. Como a análise 

envolve 3 colunas, será realizada uma análise por blocos. A primeira análise será a comparação 

entre a coluna “Controle” com a coluna “Hipertermia por 500 s” para os dados referentes a 

imagem B da Figura 77. Os resultados desta análise estatística estão apresentados na Tabela 6. 

  

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

com 100 µg de NPs para cada amostra recoberta.   

Teste estatístico T realizado entre o resultado do controle e a 

hipertermia por 500 s referentes a Figura 77B 

Resultado do teste estatístico para 

100 µg de NP 

Controle 

 do Padrão de células 

Hipertermia por 500 s 

do Padrão de células 

A diferença existe, entretanto, esta 

diferença não é considerada 

estatisticamente relevante 

Controle 

da NP@PEG 

Hipertermia por 500 s 

da NP@PEG 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@CH 

Hipertermia por 500 s 

da NP@CH 

A diferença existe, entretanto, esta 

diferença não é considerada 

estatisticamente relevante 

Controle 

da NP@SDS 

Hipertermia por 500 s 

da NP@SDS 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@DSPE 

Hipertermia por 500 s 

da NP@DSPE 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

 

A partir desta análise estatística fica evidente que há uma pequena indução à morte 

celular via hipertermia por 500 s, sendo que essa taxa é suave para a maioria dos casos e, para 

a amostra NP@DSPE, a diferença é mais relevante. Os casos onde não houve nenhuma 

diferença foram a amostra NP@PEG e a amostra NP@SDS. No caso da NP@SDS seus valores 

de viabilidade celular já são muito baixos, não sendo mais recomendados para bioaplicações 

sob essas condições. 
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A segunda análise será repetir o teste estatístico T para o outro bloco de informações 

comparando coluna “Controle” com a coluna “Hipertermia por 1500 s” para os dados referente 

a imagem B da Figura 77. Os resultados referentes a análise estatística estão na Tabela 7. 

 

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

com 100 µg de NPs para cada amostra recoberta 

Teste estatístico T realizado entre o resultado do controle e a 

hipertermia por 1500 s referentes a Figura 77B 

Resultado do teste estatístico para 

100 µg de NP 

Controle 

 do Padrão de células 

Hipertermia por 1500 s 

do Padrão de células 

A diferença é estatisticamente 

relevante 

Controle 

da NP@PEG 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@PEG 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

Controle 

 da NP@CH 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@CH 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

Controle 

da NP@SDS 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@SDS 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@DSPE 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@DSPE 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

 

A análise estatística para este caso certifica-se de que existe uma indução à 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 único resultado em que não houve diferença foi o 

resultado com a NP@SDS, cujos motivos já 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 já era esperado, visto que ao aplicar um tempo maior de tratamento 

amplifica-se o stress hipertérmico sob as células. Outro fator é que ao aumentar a quantidade 

de NPs de 100 para 200 µg aumenta-se o potencial da hipertermia magnética. Entretanto, essas 

quantidades estão próximas 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 poço torna o sistema totalmente tóxico para qualquer recobrimento. Este teste foi 

baseado na literatura (SINGH et al., 2010) que trata da citotoxicidade das nanopartículas de 

magnetita em meios celulares, portanto é necessário respeitar um regime de operação pré-

determinado sem excedê-lo. 

A terceira análise consiste em realizar o teste T nos dados pertinentes a Figura 77 D 

onde são comparados o “Controle” e a “Hipertermia por 500 s” (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Resultado do teste estatístico T para a Figura 77D entre as colunas Controle e Hipertermia por 500 s 

com 200 µg de NPs para cada amostra recoberta 

Teste estatístico T realizado entre o resultado do controle e a 

hipertermia por 500 s referentes a Figura 77D 

Resultado do teste estatístico para 

200 µg de NP 

Controle 

 do Padrão de células 

Hipertermia por 500 s 

do Padrão de células 

A diferença existe, entretanto, esta 

diferença não é considerada 

estatisticamente relevante 

Controle 

da NP@PEG 

Hipertermia por 500 s 

da NP@PEG 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@CH 

Hipertermia por 500 s 

da NP@CH 

A diferença é estatisticamente 

relevante 

Controle 

da NP@SDS 

Hipertermia por 500 s 

da NP@SDS 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@DSPE 

Hipertermia por 500 s 

da NP@DSPE 

A diferença é estatisticamente 

relevante 

 

A partir desta análise estatística verifica-se uma indução à morte celular relevante via 

hipertermia por 500 s para as amostras NP@CH e a NP@DSPE. Os casos em que não houve 

nenhuma diferença relevante foram para a amostra NP@PEG e para a NP@SDS. A seguir deve-

se repetir o teste estatístico T para o outro bloco de informações comparando coluna “Controle” 

com a coluna “Hipertermia por 1500 s” para os dados referente a imagem D da Figura 77. Os 

resultados referentes a análise estatística são apresentados na Tabela 9. 

 

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

com 200 µg de NPs para cada amostra recoberta 

Teste estatístico T realizado entre o resultado do controle e a 

hipertermia por 1500 s referentes a Figura 77D 

Resultado do teste estatístico para 

200 µg de NP 

Controle 

 do Padrão de células 

Hipertermia por 1500 s 

do Padrão de células 

A diferença é estatisticamente 

relevante 

Controle 

da NP@PEG 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@PEG 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

Controle 

 da NP@CH 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@CH 

A diferença é estatisticamente 

muito relevante 

Controle 

da NP@SDS 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@SDS 

Não existe diferença estatística 

relevante 

Controle 

 da NP@DSPE 

Hipertermia por 1500 s 

da NP@DSPE 

A diferença é estatisticamente 

relevante 
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Os resultados estatísticos para 200 µg de NPs referentes à Figura 77 D apresenta uma 

tendência parecida com a amostragem de 100 µg de NPs. Entretanto para 200 µg de NPs, pode-

se observar que a amostra NP@CH apresentou a estimulação do crescimento celular já 

observados em outros resultados anteriores os quais envolviam viabilidade celular. Este 

fenômeno apresentou um alto impacto em aplicações hipertérmicas, pois ao utilizar duas 

concentrações diferentes de NPs interferiu-se diretamente no fator disponibilidade de NPs. A 

presença da CH no meio estimulou o aumento do número de células no meio; entretanto, neste 

caso específico a quantidade de NPs disponível também foi aumentada. Devido a estes fatores 

combinados, a taxa de internalização de NPs foi maior, consequentemente o tratamento 

hipertérmico foi mais efetivo na amostra NP@CH com 200 µg. 

O fator disponibilidade de material para a internalização celular é um ponto 

importantíssimo neste caso, visto que a amostra NP@CH internalizou muito mais material 

produzindo assim mais danos às células. Assim é possível inferir que a ordem do maior para o 

menor dano por recobrimento em 1500s foi: CH > PEG > DSPE > SDS. O SDS nessas 

condições de concentrações entrou em um regime tóxico não sendo mais indicado para 

aplicações hipertérmicas. Dentro desse conjunto de medidas é possível assegurar que a 

NP@CH apresentou os melhores resultados junto as amostras NP@DSPE e NP@PEG. A 

NP@CH destacou-se especialmente em regimes de alta concentração de NPs com um tempo 

de aplicação hipertérmica. Outra informação que pode ser extraída é que o aquecimento apenas 

da bobina para altos tempos provoca um pequeno stress celular que pode ser observado na 

viabilidade celular no padrão de células HEK.  
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6.8 Discussão geral dos resultados 

Os primeiros resultados do trabalho estão relacionados à síntese dos nanomateriais. De 

acordo com a síntese adotada (HOU; XU; SUN, 2007), obteve-se NPs de óxido de ferro 

magnéticas esféricas com 15 nm de diâmetro. O produto da síntese forneceu NPs suspensas em 

ácido oleico e oleilamina. Nesta condição as NPs apresentaram uma ótima estabilidade, porém 

sua solução encontrava-se com caráter hidrofóbicos. Para bioaplicações é importante que as 

NPs sejam solúveis em água. Assim, na primeira etapa do trabalho, buscou-se uma rota para se 

modificar o recobrimento das NPs seguido da escolha de três classes diferentes de 

recobrimentos com dois tipos de cada classe conforme ilustração da Figura 78. Dentre as 

estratégias de recobrimento, a amostra NP@DPPC apresentou problemas relacionados à baixa 

estabilidade e dispersabilidade em meio aquoso, sendo, portanto, descartada para bioaplicações. 

A escolha em se realizar o recobrimento desses nanomateriais com diferentes estruturas, ao 

invés de comprá-los prontos, está baseado no controle de todo o processo/sistema que vai desde 

a síntese até as bioaplicações, permitindo assim realizar um estudo aprofundado de correlação 

entre as estruturas do nanomaterial e sua aplicação biológica. 

 

Figura 78 – Esquema dos recobrimentos das NPs de acordo com suas classes e tipos adotados durante o trabalho. 

Para os polímeros foram sintetizadas as amostras NP@PEG e NP@CH, para os fosfolipídios obteve-se as 

amostras NP@DSPE e NP@DPPC e para os surfactantes foram adotadas as amostras NP@CTAB e NP@SDS. 

 



137 

A respeito da morfologia e tamanho, foi possível NPs esféricas de 15 ± 1,5 𝑛𝑚  de 

diâmetro. Se comparado ao trabalho de inspiração (HOU; XU; SUN, 2007), onde as NPs 

apresentavam um diâmetro de 14 𝑛𝑚, verifica-se o sucesso na síntese do nanomaterial. Ainda 

a respeito da morfologia do nanomaterial, foi encontrado alguns aglomerados que puderam ser 

observados no imageamento por MEV. Entretanto, esses aglomerados são previstos pela teoria 

de tal forma que as NPs se aglomeram devido a interação dipolar e devido a força inter-

partícula. Assim, para minimizar esses efeitos antes de qualquer ensaio ou experimento, as 

amostras foram submetidas à sonicação seguida de agitação constante por pelo menos 30 min, 

pois a vibração em nível ultrassônico detém uma energia suficiente para quebrar essas ligações 

e, consequentemente, liberar as NPs dos respectivos aglomerados. Apesar da microscopia de 

varredura não apresentar resolução suficiente para mostrar o tamanho real das nanopartículas, 

ela exibe os maiores tamanhos dos aglomerados observáveis na amostra que se encontram na 

faixa de 50 – 150 nm.  

A caracterização 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 monodomínios 

magnéticos provenientes do tamanho reduzido das NPs. Nestas condições, os monodomínios 

magnéticos não apresentam estabilidade ao eixo magnético preferencial. Esta instabilidade 

acontece devido à rápida inversão dos momentos magnéticos dos monodomínios em um curto 

tempo para este tipo de medida; este fenômeno é conhecido como macrospin. Devido a este 

fenômeno as amostras apresentaram ausência de magnetização remanescente e campo 

coercitivo nulo, características típicas do regime superparamagnético. Abaixo de 250K de 

temperatura observou-se o incremento do campo coercitivo e da magnetização remanescente; 

pois ao diminuir a temperatura alterou-se o ordenamento magnético do material dificultando a 

inversão dos momentos magnéticos de cada domínio magnético. Sob essas condições diz-se 

que 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 magnetização 

de saturação Ms, em outros casos isto não foi possível devido a formação de alguns grumos. 

As informações obtidas através das curvas de MxT de magnetometria permitiram 

encontrar a temperatura de bloqueio média 𝑇𝐵 e relacionar esses valores com os volumes 

médios dos aglomerados. A literatura prevê que para 15 nm de NP a temperatura de bloqueio 

média deve estar em torno de 17K de temperatura (PEREZ, N et al., 2008; WINKLHOŒER; 

FABIAN; HEIDER, 1997). Utilizando essa informação e aplicando-a nas medidas de 

magnetometria encontra-se o valor aproximado de 18 K para a temperatura de bloqueio. Através 
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desta associação é possível realizar uma estimativa do tamanho médio dos aglomerados pela 

magnetometria que está na faixa de 30 nm. O valor do tamanho do diâmetro encontrado das 

nanopartículas através do SAXS foi primordial para estimar o tamanho dos aglomerados 

durante a magnetometria. A aglomeração foi também evidenciada pelo imageamento por TEM 

e, baseando-se nesse resultado, foi elaborado um esquema da aglomeração dessas NPs que pode 

ser acompanhado na Figura 79. 

 

 

Figura 79 – Esquema da formação de aglomerados através da interação dipolar entre as NPs de magnetita. 

 

O processo de secagem também favoreceu a aglomeração das NPs. Ao ao secar a 

amostra aproximou-se consideravelmente uma NP da outra. Em alguns casos, este processo 

pode ter removido a barreira eletrostática e mecânica que protegem o nanomaterial. Portanto, 

ao secar a amostra, a aglomeração dos nanomateriais é diretamente induzida.  

Além disso, não foi possível realizar completamente o processo de secagem da amostra 

NP@PEG, visto que a temperatura de evaporação do PEG depende de suas ligações carbônicas 

que queimam nas proximidades 250-400ºC segundo os resultados obtidos pelo TGA. Dessa 

forma, o PEG por ser muito higroscópico na permite a secagem tradicional no vácuo a 80 ºC. 

Para a remoção completa seria necessária uma temperatura muito maior que a utilizada, 

entretanto esses patamares elevados de temperatura alteram a morfologia das NPs e, por isso, a 

amostra não foi submetida a esse regime extremo. Por essas razões, as medidas de 

magnetometria da amostra NP@PEG foram comprometidas apresentando um baixo sinal de 

magnetização. Porém, mesmo com sinal baixo observa-se a alta sensibilidade do equipamento 

S.Q.U.I.D. que consegue detectar essas variações mesmo sendo tão sutis. 

O TGA também possibilitou uma análise mais precisa e detalhada do cálculo do SAR. 

Estes resultados evidenciaram que as amostras NP@CTAB e NP@SDS apresentavam os 
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maiores índices de SAR. No entanto, essas amostras não são 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. Já a amostra NP@PEG 

apresentou o índice mais baixo de SAR e este resultado já era esperado devido à composição 

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 avaliação dessa 

estabilidade eletrostática é o potencial zeta. Em geral valores, em módulo, perto de 30 mV 

apresentam uma boa estabilidade, e acima de 40 mV garante-se que dificilmente a amostra 

sedimentará. Entretanto o potencial zeta para amostras NP# e NP@DPPC apresentou 

sedimentação durante o ensaio, devido à falta de estabilidade coloidal em água. Assim, estas 

amostras não foram consideradas para os testes biológicos. 

NPs recobertas foram testadas sob regime biológico de viabilidade celular em células 

HEK293T e células U2OS. Ao analisar os resultados é possível observar uma tendência 

comportamental similar para ambos os casos, de tal forma que a amostra recoberta com o CTAB 

é altamente citotóxica nas concentrações testadas. Apesar do SDS também ser um surfactante 

sob baixas concentrações, o mesmo pode ser utilizado em aplicações biológicas em baixas 

concentrações. No entanto, para altas concentrações, como foi visto no caso da hipertermia 

magnética, a amostra NP@SDS apresentou altos índices tóxicos à célula HEK293T. Já os 

polímeros e os fosfolipídios apresentaram alta compatibilidade com as aplicações biológicas. 

Para quantificar NPs que são absorvidas pelas células foi aplicado o protocolo MILC 

(GALIMARD et al., 2012). O interesse deste estudo está associado ao mecanismo de 

internalização das NPs e como diferentes recobrimentos levam a célula a internalizar as 

nanoestruturas. O esquema de internalização do nanomaterial por endocitoses celulares está 

representado na Figura 80. 
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Figura 80 – Esquema da internalização das NPs através da endocitose na membrana celular. Após a endocitose 

as NPs iniciam o tráfego celular. 

 

Foi observado que essa internalização (RADAIC et al., 2016) de NPs depende do tipo 

de recobrimento e da disponibilidade de nanomaterial de acordo com a população celular 

adotada. O destino que o nanomaterial transcorrerá no interior da célula é conhecido como 

tráfego celular. O percurso no interior da célula dependerá da composição do nanomaterial 

endocitado. O interesse deste estudo está associado à eficiência da hipertermia. Assim, quanto 

mais nanomaterial internalizado, maior será o dano durante a hipertermia. A razão 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 ácido clorídrico consegue dissolver de todos os sistemas. Este processo depende 

intimamente de dois fatores: número de células envolvidas e da disponibilidade de nanomaterial 

para a internalização. No caso do recobrimento com CH, as células são estimuladas aumentando 

em número. Esse fenômeno de crescimento celular estimulado já foi observado para algumas 

concentrações especificas de quitosana contendo NPs na literatura (RODRIGUES et al., 2012). 

Entretanto o protocolo MILC revelou uma desproporção na razão de internalização de 

NPs/célula para a amostra NP@CH. No caso em questão, a amostra NP@CH apresentou o 

menor valor de internalização em termos da massa de ferro se comparada as outras amostras. 

Este resultado ocorreu devido à baixa quantidade de NPs disponível se comparada ao número 

de células que foi aumentado pela presença da CH no meio celular. 

A microscopia confocal traz informações morfológicas a respeito das células HEK293T 

e das células U2OS. Além disso, a técnica evidencia como a NP@CTAB é nociva a essas 

células corroborando com os resultados obtidos via MTS. Em uma análise mais apurada 
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constata-se que as NPs são 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 está associado mecanismo de aquecimento que elas 

realizam. Devido ao tamanho reduzido das NPs perto do tamanho crítico (15 nm); o mecanismo 

de aquecimento está associado à relaxação dos momentos magnéticos pela relaxação de Néel e 

Browniana ao mesmo tempo, sendo os dois eventos competitivos entre si. Assim, em aplicações 

biológicas o tempo de submissão ao campo magnético para se produzir um aquecimento efetivo 

deverá 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 à complexidade do tratamento via magneto hipertermia, foi necessário escolher 

apenas um tipo de célula para bioaplicação e, na ocasião, foi escolhida a HEK293T. Além disso, 

houve uma dificuldade durante o processo de quantificação 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 propósito, 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 informações precisas devido a coloração escura das NPs de óxido de ferro 

inviabilizando a leitura. Estas adversidades foram superadas através do princípio de 

funcionamento do teste de viabilidade celular pelo método MTS modificado. A hipótese era 

que devido ao fato do MTS ser um teste colorimétrico não haveria problemas em se realocar o 

fluido o qual já havia interagido com as células para uma outra placa, para que assim essa placa 

pudesse ser levada à leitura segundos antes que antecediam as medidas. O passo a passo da 

aplicação magneto hipertérmica in vitro em células HEK293T pode ser acompanhado no 

esquema da Figura 81. Neste processo, primeiramente as células são incubadas com 100 µg e 

200 µg 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. 
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Figura 81 – Esquema do passo a passo do ensaio de hipertermia magnética nas células. O primeiro processo está 

associado à incubação das amostras com as células em poços individuais. Após 24 h estes poços individuais são 

levados para a aplicação magneto hipertérmica in vitro, onde as NPs no interior do citoplasma serão aquecidas. 

O último 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 não evidenciou um bom resultado durante a aplicação; 

apresentando altos índices de toxicidade às células. Portanto, apenas as amostras NP@CH, 

NP@PEG e NP@DSPE atingiram uma boa performance durante o ensaio, sendo possível 

quantificar o índice de dano celular. A CH se destacou devido à disponibilidade de nanomaterial 

versus número de células presentes durante o ensaio. De acordo com o resultado do SAR era 

esperado que as amostras NP@DSPE e NP@CH apresentassem os melhores resultados do que 

a amostra NP@PEG. Esta hipótese levantada foi confirmada nos testes de SAR. Todavia, a 

quantidade de nanomaterial disponível 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 então que a NP@CH apresentou o melhor resultado especialmente para a 

amostra contendo 200µg NPs por poço, contudo a NP@PEG e a NP@DSPE também 

cumpriram os requisitos para testes biológicos em hipertermia, sendo essas três amostras 

indicadas para futuros testes in vitro (Figura 82). 

 

Figura 82 – Conjunto das amostras NP@CH, NP@PEG e NP@DSPE recomendadas para aplicação magneto 

hipertérmica in vitro em células de HEK293T. 
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7 Perspectivas Futuras 

 

Durante o desenvolvimento do trabalho foi realizada uma colaboração com um outro 

projeto envolvendo o estudo de vórtices magnéticos voltados a aplicação magneto 

hipertérmicas in vitro em células HEK293T. A contribuição para este trabalho foi 

especialmente na aplicação do conceito de internalização 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 U2OS e assim dar continuidade ao trabalho. Será interessante 

testar diferentes condições de contorno como o tempo de incubação e o tempo de tratamento 

magneto hipertérmico. 

Durante o desenvolvimento do trabalho levantou-se a hipótese que seria possível aplicar 

esses diferentes recobrimentos a outros sistemas nanoparticulados. Para testar esta hipótese 

foram utilizados nanoanéis de magnetita desenvolvidos no trabalho tese (BARALDI, 2015) de 

um dos integrantes grupo de pesquisa. O resultado foi surpreendentemente satisfatório. Mesmo 

os nano anéis sendo relativamente grandes (acima de 100 nm) se comparados aos SPIONs (15 

nm), foi possível estabilizá-los em uma solução 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 estabilização. Talvez seja possível 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 não foram estabilizadas e os resultados da microscopia são apresentados na Figura 

83. 
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Figura 83 – Microscopia de varredura dos nano anéis 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 estão em um processo de 

adsorção bem consistente, o que garante a estabilidade eletrostérica da amostra. Há alguns 

indícios de que seria possível atingir essa estabilização em alguns casos, especialmente para o 

DPPC (imagem F) onde é possível observar o início do processo de adsorção do recobrimento 

com os nanoanéis. Entretanto alguns ajustes ainda devem ser realizados para que processo seja 

ideal. Já para os outros casos seria necessário realizar algumas alterações nos processos de 

recobrimentos buscando modificar a afinidade química da superfície das NPs tornando-as 

compatíveis com os outros recobrimentos utilizados. Portanto, fica a proposta da união dos 

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

 

Os aspectos apresentados neste trabalho permitiram alcançar o objetivo geral que era 

desenvolver amostras biocompatíveis e capazes de desempenhar o um bom desempenho 

durante o tratamento de hipertermia in vitro. Para tal, foram realizadas análises e observações 

de como NPs com diferentes recobrimentos são aplicadas no tratamento magneto hipertérmico 

in vitro em células HEK293T. Além disso, as investigações dos comportamentos desses 

materiais permitiram o desenvolvimento de sínteses de amostras de NPs recobertas chamadas 

de NP@CH, NP@PEG, NP@CTAB, NP@SDS, NP@DSPE e NP@DPPC. A obtenção dos 

resultados foi consistente em cada etapa de caracterização amostral. Isso permitiu uma 

formulação sólida a respeito das informações físico-químicas e morfológicas de cada amostra. 

Desta forma, foi possível identificar os materiais que atendem os requisitos de 

biocompatibilidades exigidos para a utilização do nanomaterial em aplicações in vitro.  

A síntese das NPs superparamagnéticas e seus respectivos recobrimentos mostraram 

resultados de acordo com a metodologia empregada. O resultado da síntese de NPs esféricas 

foi verificado através das técnicas de caracterização morfológicas das amostras TEM e SAXS, 

o qual foi obtido o tamanho de 15 nm de diâmetro para as nanoesferas sintetizadas. Através do 

imageamento de alta resolução TEM é possível conferir que as amostras apresentaram uma 

característica estrutural típica de um espinélio. O  S.Q.U.I.D. foi capaz de fornecer informações 

a respeito do regime superparamagnético da amostra, sendo que o início 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 estão em torno de 150 K. O resultado do potencial 

zeta mostrou a relação da estabilidade eletrostática de cada amostra, sendo que a amostra sem 

recobrimento e a amostra NP@DPPC sedimentaram durante a leitura, mostrando-se instáveis e 

consequentemente não indicadas para o tratamento hipertérmico. A termogravimetria 

conseguiu revelar a relação de massa entre cada amostra de acordo com cada recobrimento 

utilizado. Essa análise permitiu constatar que o processo de lavagem durante a síntese das 

amostras acarreta em pequenas perdas de NPs. Além disso, o resultado obtido por TGA e 

magnetometria possibilitou uma análise apurada dos resultados obtidos no SAR. As análises do 

SAR mostram que não há diferença significativa entre os valores obtidos para a NP@CTAB e 

a NP@SDS. Também não há diferença entre os valores de SAR da NP@CH e da NP@DSPE. 

O único 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 estão 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 

índices de citotoxicidade não sendo indicada para os tratamentos envolvendo a hipertermia. O 

estudo da internalização das NPs através da medida da massa de ferro via espectroscopia U-

VIS forneceu informações enriquecedoras ao trabalho a respeito da concentração do 

nanomaterial no interior das células HEK293T, levantando a discussão sobre a disponibilidade 

de nanomaterial contra o número de células no meio. Os conceitos abordados na microscopia 

confocal também tratam da internalização das nanopartículas em células, com o advento que a 

técnica também permite a realização de estudos relacionados a morfologia celular, viabilidade 

celular e o rastreamento das NPs no interior das células. Para a aplicação da hipertermia 

magnética, alguns testes preliminares foram realizados na citometria de fluxo e a medida de 

viabilidade utilizando o contador automático de células. Estes equipamentos forneceram falsos 

positivos, sendo, portanto, inviáveis para a quantificação 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 os 

poços contendo o 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 µg) 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 são indicadas para o tratamento hipertérmico. As 

demais amostras registraram resultados indesejados. A amostra NP@CTAB e a NP@SDS 

apresentaram altos índices citotóxicos nos regimes de aplicações hipertérmicos não sendo, 

portanto, indicadas. A amostra NP@DPPC não apresentou solubilidade em água e nem 

ofereceu uma boa estabilidade ao seu dispersante. 

Ao se realizar a magneto hipertermia in vitro nas células HEK293T, verificou-se que os 

fatores fundamentais que regem o processo estão associados: aos valores de SAR de cada 

amostra, à disponibilidade de nanomaterial versus a quantidade de células disponíveis e ao 

tempo de exposição ao tratamento. Embasando-se nesses fatores a NP@CH apresentou os 

melhores desempenhos associado a hipertermia magnética especialmente para 200 µg de NPs 

por 1500 segundos de tratamento. Isso permitiu que os objetivos propostos fossem alcançados. 

E também viabilizou a aplicação imediata do trabalho desenvolvido em outros sistemas 
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nanoestruturados como recobrimento dos nano anéis magnéticos. Dada a importância do 

assunto, futuramente tornam-se fundamentais testes de magneto hipertermia nas células U2OS, 

podendo assim viabilizar comparações entre o 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 

 

Figura 84 - Microscopia de transmissão 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 estatístico T ou T-Student 

A estatística T foi introduzida em 1908 por William Sealy Gosset, químico da cervejaria 

Guinness em Dublin, Irlanda ("student" era seu pseudônimo). O teste estatístico 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 há ou não diferença entre esses valores, e diz o quão 

relevante é a diferença entre estes valores. Os casos a serem abordados nesta tese serão de 

variâncias desconhecidas e diferentes. Para isto considera-se a variável tal que: 

 

 𝑇 =
(𝑋̅−𝑌̅)−(𝜇1− 𝜇2)

√(
𝑆1
2

𝑛′
+
𝑆2
2

𝑛2
)

~𝑡𝑣  ( 10-1) 

 

Onde, 𝑋̅ 𝑒 𝑌̅ são a média do conjunto de amostra X e da amostra Y, 𝜇1 𝑒 𝜇2 são as 

médias das respectivas populações, 𝑆1 𝑒 𝑆2 são os respectivos desvios padrões e 𝑛1 𝑒 𝑛2 são os 

respectivos números de populações. A variável T dada pela equação tem distribuição t - Student 

com 𝑣 graus de liberdade dado por: 

𝑣 =
(
𝑆1
2

𝑛′
+
𝑆2
2

𝑛2
)

(
𝑆1
2

𝑛′
)

2

𝑛1−1
+
(
𝑆2
2

𝑛2
)

2
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  ( 10-2) 

Calculando-se sobre hipótese obtém-se 

 

𝑇𝑜𝑏𝑠 =
(𝑥̅−𝑦̅)

√(
𝑠1
2

𝑛′
+
𝑠2
2

𝑛2
)

  ( 10-3) 

Desta forma é possível calcular o intervalo de confiança através da fórmula: 

 

𝐼𝐶(𝜇1 − 𝜇2, 1 − 𝛼) = ((𝑋̅ − 𝑌̅) ± 𝑡(𝑣,𝛼⁄2)√(
𝑆1
2

𝑛′
+
𝑆2
2

𝑛2
))   (10-4) 

 

Onde, 𝛼 é a significância. Se 𝑇𝑜𝑏𝑠 < 𝑡(𝑣,𝛼⁄2), rejeita-se a hipótese nula, ou seja, 

estatisticamente as médias não são iguais. Este teste será amplamente utilizado durante a 

discussão dos resultados apresentados nesta tese, justamente para dar credibilidade às análises 

realizadas. 
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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 (SPIONs) 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 VIPs can promote an intracellular hyperthermia process. 

 

INTRODUCTION 

Over the last decades, cancer became the second major cause of death in the world1,2. Facing this, several 

therapies were developed and are still under continuous improvement3–9. In this scenario, one of the most 

promising cancer therapies is based on the use of magnetic nanomaterials10,11 which can be specially designed 

for localized hyperthermia12,13. 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 cells14. 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 cytoxicity15. These NPs are 

commonly called Superparamagnetic Iron Oxides Nanoparticles or SPIONs16 and have already been tested in 

clinical trials17 for various cancer types, such as brain and prostate cancers7,18–20. Recently, MagForce® 

Nanotechnologies AG21, 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 hyperthermia12. It has been widely optimized in terms of size, saturation magnetization and magnetic 

anisotropy22–24 aiming the highest response under usual conditions of applied magnetic field (amplitude and 

frequency). Nonetheless, the work from Liu25 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 vortex26. 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 Vortex 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 

SPIONs, 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 reported27,28. 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 (c) 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-1) and the largest saturation magnetization (102 emu g-1). The third column 

normalizes the measured SAR by the Ms 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 200Oe 

(W g-1) 

Saturation Magnetization 

(emu g-1) 

Normalized SAR 

(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. 

 

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 diagram27,29, 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 material30–33. 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.  

 

 

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 µg ml-1 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. 

 

 

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 20µm. 
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Nuclei of U2-OS 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 

HAADF 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 al34 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. mFE is the mass of iron oxide 

divided by the number of cells and MFE is the concentration of iron oxide inside a mammalian cell considering 

an average cell volume of 10 pL35. Also, the iron oxide concentration used during the nanoparticles in vitro 

incubation for the hyperthermia experiments is presented for comparison. 

Nanoparticle Name mFE  

(pg/cell) 

MFE 

(mg/ml)* 

VIP1 106 ± 19 11 ± 2 

VIP3 80 ± 15 8 ± 2 

VIP6 81 ± 16 8 ± 2 

in vitro incubation - 0.1 

         * Estimated value for a mammalian cell with 10 pL volume35. 

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 (FeCl3), monosodium phosphate (NaH2PO4 . H2O) and sodium sulfate (Na2SO4) 

were purchased from Sigma-Aldrich. All chemicals were used without further purification. The H2/He (5 %) gas 

mixture was prepared using H2 (99.99 %) and He (99.99 %) by mass controllers with set points of 2.5 mL min-1 

and 47.5 mL min-1, respectively. 

Synthesis of the Iron Oxide Nanorings: The iron oxide particles were synthesized by two steps process. First, 

hematite (α-Fe2O3) nanorings were prepared following the procedure reported by Jia et al.27,28 In a typical 

experiment (for sample VIP1), a solution of FeCl3 (0.02 m), NaH2PO4 (0.1 mm) and Na2SO4 (0.55 mm) were 

mixed at room temperature. Different concentrations of NaH2PO4 were tested in order to investigate their 

influence over the NPs morphologies. The samples were named as VIP for a respective NaH2PO4 concentration 

of 10-4 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 α-Fe2O3 

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 H2/He (5 %) 50 mL min-1 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-1. A known volume (2 mL) of suspended magnetic nanoparticles in 

water (1 mg mL-1) 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 104 

HEK293T cells in DMEM supplemented with serum and penicillin/streptomycin and maintained at 37 oC in a 5 

% CO2 atmosphere for 24 h. Then, nanoparticles suspended in complete medium (100 µg mL-1) were added to 

each well, which were incubated at 37 oC in a 5 % CO2 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 II - BD Biosciences. After 

magnetic field exposure the cells were trypsinized and stained with Propidium Iodide 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-OS cells. Cells were seeded over 

a microscope cover slip into a 24 cell culture wells at 5 x 104 cells per well in DMEM and maintained at 37 oC in 

a 5 % CO2 atmosphere for 24 h. Then, the cells were incubated with suspended VIP1, VIP3 or VIP6 (100 µg mL-

1) for 24 h at 37 oC in a 5% CO2 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 protocol34. 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® II 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 FeCl4
-. 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 package36. 

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-1; exchange stiffness A = 13.2 pJ m-1; magneto crystalline anisotropy constant K1 

= -136 µJ m-3; cubic anisotropy with z axis defined along the axe of symmetry of the cylinder; and damping 

factor  = 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 nm3 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. 

 

 

Figure S3. XANES measurement of VIP3 particles. 

 

 

Figure S4. Magnetization curve measured for VIP1 (red), VIP3 (blue) and VIP6 (green). 



187 

 

Figure S5. Representative image of a simulated nanoparticle used for the phase diagram composition.  

 

 

Figure S6. Simulated magnetic hysteresis for a monodispersive ensemble of randomly oriented nanorings.  
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Figure S7. Cytotoxicity tests for 12, 24 and 48 hours of nanoparticle incubation. 
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Figure S8. Flow Cytometry measurements: Side Scattering signal (SSC) vs Forward Scattering signal (FSC). All 

red points refer to dead cells and blue to live cells. 

 

 

 

 


