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Resumo

Neste trabalho investigamos o processo de internalização de nanopart́ıculas magnéticas

de magnetita, recobertas com dextrana, por células neoplásicas de Sarcoma 180 (S180), por

meio das técnicas de magnetometria de amostra vibrante (MAV) e birrefringência magnética

estática (BME). A amostra de fluido magnético, estável em pH fisiológico, foi preparada pelo

método de coprecipitação. O crescimento das nanopart́ıculas ocorreu conjuntamente com o

recobrimento molecular por dextrana. A estrutura cristalina foi confirmada por difração de

raios-X. As nanopart́ıculas foram caracterizadas por microscopia eletrônica de transmissão de

alta resolução. O método de Sturges foi utilizado para obter a polidispersão de diâmetros,

que foi ajustada por uma distribuição do tipo lognormal com diâmetro modal de 5, 5 ± 0, 1

nm e dispersidade 0, 18 ± 0, 02. A linhagem tumoral de camundongo Sarcoma 180 foi obtida

segundo protocolo estabelecido pela American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,

USA). Estudos de citotoxicidade, utilizando o método MTT, foram feitos para uma fração

volumétrica de nanopart́ıculas de φ = 0, 00065 após uma e cinco horas de exposição das células

S180 as nanopart́ıculas. Em particular, foi encontrada uma viabilidade celular de 87 ± 11%

após uma hora de exposição provando que não houve morte celular significativa no intervalo de

tempo em que as medidas de MAV e BME foram realizadas. Medidas de magnetização foram

feitas para obter a fração volumétrica de nanopart́ıculas. Testes do efeito de centrifugação das

nanopart́ıculas suspensas em meio de cultura celular RPMI 1640 revelaram uma sedimentação

de nanopart́ıculas magnéticas extremamente baixa. Um procedimento, utilizando aceleração de

260×g por 10 minutos, foi adotado para separar células contendo nanoparticulas internalizadas

daquelas suspensas no meio RPMI 1640. Medidas de magnetização das células S180 contendo
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nanopart́ıculas foram realizadas numa larga faixa de tempo de exposição (100 minutos). Entre

10 e 70 minutos a quantidade de nanopart́ıculas em unidade de massa passou de 52 ± 20

pg/célula para 110± 15 pg/célula. De fato os dados de magnetometria indicam que o processo

de internalização atingiu a saturação entre 30 a 40 minutos.

A técnica de magnetoóptica de BME também foi utilizada para investigar o processo de

internalização das nanopart́ıculas. Primeiramente, medidas de BME foram feitas em amostra

controle consistindo de nanopart́ıculas magnéticas suspensas em meio RPMI 1640. Foram

investigados efeitos de concentração de nanopart́ıculas e de tempo de envelhecimento (associado

a dinâmica de formação de aglomerados). Em particular, o tamanho médio do aglomerado (Q),

associado ao número de nanopart́ıculas formando uma cadeia linear, manteve-se basicamente

constante, Q=4, 8 ± 0, 2, para uma faixa de tempo de 70 min. Dados de birrefringência de

saturação também permaneceram estáveis neste intervalo. Adicionalmente, medidas de BME

foram utilizadas para estimar a espessura da camada de cobertura (dextrana) sendo encontrado

1, 70 ± 0, 02 nm. Diferentemente dos dados de MAV, as medidas de BME foram feitas em

amostras contendo tanto células S180 quanto nanopart́ıculas no meio RPMI 1640. Dados foram

obtidos numa larga faixa de tempo (120 min.). Inicialmente observou-se que o sinal de BME

decresce num intervalo de tempo e depois volta a crescer (entre 30-40 min.). O ajuste dos dados

de BME indicam que a birrefringência de saturação (∆ns) decresce nos primeiros 30 minutos

e depois volta a crescer de forma suave, enquanto o tamanho médio do aglomerado possui um

comportamento oposto, ou seja cresce nos primeiros 30 minutos e depois volta a decrescer.

Em particular, no tempo de exposição, texp, de 10 min. o tamanho médio do aglomerado

(birrefringência de saturação) variou de 4, 18±0, 04 (∆ns = 3, 41±0, 02 ×1018cm−3) para 5, 22±

0, 08 (∆ns = 2, 75 ± 0, 02 ×1018cm−3) em texp=30 min. Como a birrefringência de saturação

é proporcional ao número de nanopart́ıculas contribuindo para o sinal magnetoóptico conclui-

se que o decréscimo do sinal magneto-óptico foi decorrente do processo de internalização de

nanopart́ıculas magnéticas pelas células S180. Por sua vez, a análise da dependência temporal

do tamanho médio do aglomerado também sugere que o processo de internalização ocorre
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primeiramente com nanopart́ıculas anisométricas ou com nanoestruturas formando pequenos

aglomerados. Finalmente, após atingir a saturação no processo de internalização, observa-se

a formação de pequenos aglomerados no meio RPMI 1640, que é o responsável pelo aumento

da intensidade do sinal magneto-óptico e diminuição do tamanho médio do aglomerado para

tempos maiores que 30 minutos.
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Abstract

In this work we investigated the internalization process of magnetite nanoparticles,

surface coated with dextran, by mice tumour cells of Sarcoma 180 (S180) through the tech-

niques of vibrating sample magnetometer (VSM) and static magnetic birefringence (SMB).

The magnetic fluid sample, stable in physiological conditions, was prepared by the coprecip-

itation method. The growth of nanoparticles occurred in conjunction with the nanoparticle

surface coating process by dextran. The crystal structure was confirmed by X-ray diffraction.

The nanoparticles were characterized by high resolution transmission electronic microscopy.

The Sturges method was used to obtain the polydispersity in diameter, which was fitted by

a lognormal size distribution obtaining a modal diameter of 5.5 ± 0.1 nm and dispersity of

0.18± 0.02.The mice tumour cell sarcoma 180 was obtained using protocol established by the

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Studies of cytotoxicity, using

the MTT method, were obtained for a nanoparticle volumetric fraction of φ = 0.00065 after

one and five hours of exposure of cells S180 to the nanoparticles. In particular, we found a

cellular viability of 87± 11 % after one hour of exposure proving that there was no appreciable

cell death in the time interval in which the measurements of MAV and BME were performed.

Magnetization measurements were performed to obtain the volume fraction of nanoparticles.

Tests regarding the effect of centrifugation of nanoparticles suspended in cell culture medium

RPMI 1640 showed a extremely low sedimentation of magnetic nanoparticles. A procedure,

using a acceleration of 260×g for 10 minutes, was used to separate cells containing internalized

nanoparticles from nanoparticles suspended in RPMI 1640. Measurements of magnetization

of S180 cells containing nanoparticles were performed in a wide range of exposure time (100
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minutes). Between 10 and 70 minutes the amount of nanoparticles in mass unit increased from

52 ± 20 pg/cell to 110 ± 15 pg/cell. Indeed magnetometry data indicate that the process of

internalization had achieved saturation between 30 to 40 minutes.

Magneto-optical technique of SMB was also used to investigate the process of inter-

nalization of nanoparticles. Firstly, SMB measurements were performed in control samples

consisting of magnetic nanoparticles suspended in RPMI 1640. We investigated the effects of

nanoparticle concentration and aging time (related to the dynamics of nanoparticle agglom-

eration). In particular, the average size of the agglomerate (Q), associated with the number

of nanoparticles forming a linear chain, remained basically constant, Q = 4.8 ± 0.2 for a full-

time of 70 minutes. Magnetic birefringence saturation data also remained stable in this time

interval. Additionally, analysis of the measurements of SMB were also used to estimate the

thickness of the coating layer (dextran), from which we found 1.70 ± 0.02 nm. Unlike VSM

data, SMB measurements were obtained on samples containing both S180 cells and magnetic

nanoparticles inside the RPMI medium 1640. Data were obtained in a wide range of time

(120 min.). Initially it was observed that the SMB signal decreases in a time range and then

increases again (between 30-40 min.). The fit of the experimental data indicate that the mag-

netic birefringence saturation (∆ns) decreases in the first 30 minutes and then increases again

smoothly, while the average size of the cluster has the opposite behavior, i.e. increases in the

first 30 minutes and then decreases. In particular, for a exposure time, t(exp), of 10 min. the

average size of the agglomerate (magnetic birefringence saturation) changed from 4.18 ± 0.04

(∆n(s) = 3.41± 0.02 ×1018 cm−3) to 5.22± 0.08 (∆ns = 2.75± 0.02 ×1018 cm−3) at texp = 30

min. As the birefringence saturation is proportional to the number of nanoparticles contribut-

ing to the magneto-optical signal one can conclude that the decrease in the magneto-optical

signal was due to the process of internalization of magnetic nanoparticles by cells S180. On the

other hand, the analysis of the aging time dependence of the mean size of the agglomerate also

suggests that the process of internalization occurs primarily with anisometric nanoparticles or

nanostructures forming small agglomerates. Finally, after reaching saturation of the process
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of nanoparticle internalization we found a formation of small agglomerates in the RPMI 1640

medium, which is responsible for the increased intensity of the magneto-optical signal, as well

as the decrease of the mean size of the agglomerate for times longer than 30 minutes.
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2.5.5 Aplicações Diagnósticas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

vii



3 Amostras 20
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5.1.1 Birrefringência Óptica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
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catéter é inserido dentro da artéria alimentadora no tumor e um suporte magnético é posi-
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separadas a uma distância r. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

5.6 Diagrama de bloco das medidas de birrefringência magnética estática. . . . . . . . . . . . . 60
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Caṕıtulo 1

Introdução

A nanomanipulação é uma idéia relativamente recente que ganhou maior repercursão a

partir de uma palestra proferida no encontro da American Physical Society, em 29 de dezembro

de 1959, por Richard Feynman, um dos mais renomados cientistas do século XX e ganhador

de prêmio Nobel de F́ısica em 1965.

Em sua palestra intitulada There´s plenty of room at the bottom, Feynman discutiu

que a manipulação de átomos e moléculas poderia gerar descobertas de novas propriedades

resultando em diversas aplicações em todos os campos do conhecimento.

Embora a nanomanipulação não fosse fact́ıvel anteriormente devido as limitações de

equipamentos apropriados, a tecnologia em escala nanométrica vem sendo praticada há séculos,

de forma indireta. Na realidade, o homem tem empregado nanomateriais desde tempos remo-

tos quando os antigos artif́ıces utilizavam argila para confecção de utenśılios domésticos ou

incorporavam a vidros part́ıculas finamente divididas para criação dos mais variados tipos de

utenśılios em cores.

A palavra usada para denominar esta ciência em nanoescala, ou mais precisamente,

o termo nanotecnologia, surgiu apenas em 1974, quando um pesquisador da Universidade de

Tóquio, Norio Taniguchi, fez a distinção entre engenharia em escala micrométrica e o novo

campo da engenharia, em escala submicrométrica, que estava começando a emergir.

Avanços significativos em nanotecnologia não foram notados até o ińıcio da década de

1980, devido a ausência de novos instrumentos que permitissem a nanomanipulação, como por

1
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exemplo, os microscópios de varredura por sonda (SPM): tunelamento (STM) e força atômica

(AFM). Esses instrumentos vêm promovendo os ”olhos”e os ”dedos”necessários para medir e

manipular em escala nanométrica [1].

Nanoestruturas são sistemas que possuem pelo menos uma das dimensões na escala

nanométrica, por exemplo, filmes finos (2D), nanotubos e nanofios (1D) e nanopart́ıculas

(0D). Nanopart́ıculas possuem dimensões entre 2 ∼ 100nm (1nm = 10−9m), sendo na maio-

ria dos casos obtidas por processos f́ısicos e qúımicos. Um exemplo de processo f́ısico con-

siste na moagem mecânica denominado “top-bottom”, ou seja, de cima para baixo. Já que

de uma amostra bulk (amostras macroscópicas) faz-se as nanoestruturas. Outra maneira é

a śıntese qúımica denominada “bottom-up” que, por sua vez, é de baixo para cima onde a

partir de uma solução qúımica formam-se as nanoestruturas [2]. Basicamente, encontra-se

na literatura nanopart́ıculas metálicas (Au,Ag) [3],semicondutoras (CdS, CdTe, ZnSe) [4] e

magnéticas (Fe3O4, γ − Fe2O3) [5, 6], com aplicações diversas inclusive na área biomédica.

A integração da nanotecnologia com biologia celular e a medicina tem resultado num

grande desenvolvimento para uma nova área de pesquisa emergente no mundo da ciência, a

nanobiotecnologia. Esta integração oferece oportunidades de descobrir novos materiais, pro-

cessos e fenômenos, os quais podem ser usados em diversas áreas associadas a saúde. De

fato, materiais nanoestruturados oferecem grandes vantagens e oportunidades em aplicações

biomédicas como marcação magnética in vivo de células tronco [7], ou ainda, detecção de

bactérias, v́ırus (patógenos) em baixa concentração por nanopart́ıculas magnéticas biofun-

cionais [8]. Nestes casos, utiliza-se muitas vezes o fato da nanopart́ıculas magnéticas serem

excelentes agentes de contrastes em Ressonância Magnética Nuclear por Imageamento (RMNI).

Além disso, nanopart́ıculas magnéticas podem interagir com campo magnético externo, esta

ação a distância permite vantagem tremenda para várias aplicações como, por exemplo, no

tratamento de tumores malignos como gliomas via magnetohipertermia [9]. Diversas outras

aplicações biomédicas têm sido relatadas atuando tanto no diagnóstico molecular de doenças,

em muitos casos por meio de marcadores fluorescentes (caso dos pontos quânticos) [10] ou via
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agente de contraste por ressonância magnética nuclear por imagem [11] e no tratamento de

cancêr por meio do processo de magnetohipertermia [12].

Em particular, o processo de internalização de nanopart́ıculas por células através de

processo de endocitose celular (processo pelo qual as células vivas activamente absorvem ma-

terial moléculas, pedaços de detritos ou outras células através da membrana celular) tem sido

investigado por parte da comunidade cient́ıfica, em trabalhos recentes. As técnicas para ve-

rificação deste fenômeno mais usadas são imagens de Microscropia Confocal e Microscopia

Eletrônica de Transmissão TEM. Resultados recentes investigaram a internalização de nanopart́ıculas

de polietilenoglicol (PEG) [13] e nanopart́ıculas de ouro [14].

De acordo com estes artigos, a internalização depende da forma, tamanho e densidade

de carga superficial (vide figura 1.1) das nanopart́ıculas. Os resultados sugerem ainda que este

processo depende da camada molecular que recobre as nanopart́ıculas. Um exemplo de camada

é a dextrana.

Figura 1.1 : Perfil de internalização de part́ıculas por células HeLa incubados a 37oC por 4h A legenda
representa o diâmetro da part́ıcula por volume da part́ıcula onde 150nm-negro, 100nm-vermelho, 200nm-verde,
0, 5µm-azul escuro, 1µm-azul claro, 2µm-rosa, 3µm-roxo, 5µm-laranja [13, Gratton, DeSimone et al; 2008]
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Nanopart́ıculas recobertas com dextrana tem se mostrado eficientes em várias aplicações,

principalmente por demonstrarem grande biocompatibilidade in vitro e in vivo quando expostas

a sistemas biológicos. Podemos citar, por exemplo, a utilização de nanopart́ıculas magnéticas

recobertas com carboxil-dextrana na liberação controlada de fármacos para o tratamento de

gliomas (tumor na cabeça) por apresentarem baixa toxicidade as células [15], nanopart́ıculas

magnéticas recobertas com dextrana para aplicações como agentes de contraste para ressonância

magnética por imageamento (RMNI) de células tumorais do pâncreas [16].

A eficiente internalização de nanopart́ıculas magnéticas recobertas com dextrana também

foi relatado recentemente por Berry et al [17] e J. H. Clement et al [18]. Berry et al sugerem

a utilização dessas nanoestruturas para o tratamento de neoplasias (câncer) na magnetohipert-

ermia intracelular, enquanto J. H. Clement et al utilizaram nanopart́ıculas semelhantes para

a marcação seletiva e separação de células tumorais leucêmicas K5 62 associada ao câncer no

sangue.

Como visto anteriormente, são várias as aplicações biomédicas de nanopart́ıculas, em

especial, utlizando as magnéticas. Como demonstração que este estudo se torna cada vez mais

importante nos dias atuais, fizemos uma busca no Web of Science por trabalhos relacionados

utilizando os seguintes termos “magnetic nanoparticles and tumor cells applications” e notamos

uma quantidade expressiva de trabalhos recentes. Além disso, nota-se que o número de citações

cresce exponencialmente, como mostra os gráficos das figuras (1.2) e (1.3) sugerindo o reconhec-

imento da comunidade internacional acerca da importância destes sistemas nanoestruturados

para as aplicações neste âmbito tecnológico.
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Fluidos Magnéticos

2.1 Histórico

Em 1779, Gowan Knight conduziu uma das primeiras tentativas de se obter fluidos com

propriedades magnéticas, dispersando part́ıculas de ferro em água. A suspensão coloidal obtida

tinha pouco tempo de estabilidade e demandava muito esforço em sua produção. Por volta

de 1930, Bitter conseguiu produzir um colóide formado por part́ıculas de magnetita (Fe3O4),

com diâmetros da ordem de 10,4nm , dispersas em água. Elmore, em 1938, obteve amostras

semelhantes, com part́ıculas menores que 20nm. Estes colóides, entretanto, ainda apresen-

tavam o problema de pouca estabilidade, problema que seria resolvido através da separação das

part́ıculas maiores por processos de centrifugação. O fluido magnético denominado ultraestável

foi finalmente obtido em 1965 por Papell para a agência espacial americana NASA-National

Aeronautics and Space Administration, com o objetivo de ser utilizado no controle de fluxo de

combust́ıveis na ausência de gravidade. Logo então, vários avanços foram obtidos na produção

de fluidos. Entre 1965 e 1969, Rosensweig conseguiu produzir fluidos magnéticos utilizando

vários solvente apolares. Na década de 1970, Khalafalla e Reiners substituiram os processos de

moagem, utilizados até então para a obtenção das nanopart́ıculas magnéticas, por métodos de

śıntese qúımica. Em seguida, 1979, Massart obteve os ditos fluidos magnéticos iônicos, cujas

nanopart́ıculas são dispersas em solventes polares. Na década de 1980, Cabuil obteve fluidos

magnéticos com nanopart́ıculas de maghemita cujo a estrutura atômica é γFe2O3 [6].

6
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2.2 Caracteŕısticas Gerais

Sistemas coloidais são misturas heterogêneas formadas basicamente por duas fases,

uma cont́ınua e outra dispersa. Por exemplo, o leite é um sistema coloidal no qual a fase cont́ınua

é a água e a fase dispersa são vários tipos de part́ıculas presentes em sua composição estrutural.

Em dispersões coloidais, a fase cont́ınua pode ser um solvente fluido e a fase dispersa part́ıculas

sólidas. Estas part́ıculas, geralmente, tem diâmetro entre 2nm e 100nm e são chamadas de

nanopart́ıculas pelo fato de seu diâmetro ser da ordem do nanometro(10−9m).

Fluidos magnéticos, também denominados ferrofluidos, são dispersões coloidais cuja

fase dispersa é composta por nanopart́ıculas ferro ou ferrimagnéticas (Fe3O4,MnFe2O4, CoFe2O4

e outros), e cuja a fase cont́ınua é um solvente ĺıquido polar ou apolar (vide fig.2.1). As

nanopart́ıculas magnéticas são aproximadamente esféricas e geralmente são monodomı́nios

magnéticos, ou seja, toda a nanopart́ıcula magnética representa uma região onde os spins se

acoplam ferro ou ferrimagneticamente.

Figura 2.1 : Representação esquemática de um fluido magnético surfactado em três escalas de comprimento.
Na escala macroscópica (esquerda), o fluido magnético aparece como um fluido comum. Na escala coloidal
(meio), o fluido aparece como uma dispersão coloidal de diversas part́ıculas sólidas. Na direita, mostra-se o
revestimento das nanopart́ıculas

2.3 Métodos de Preparação

Na obtenção de amostras de fluidos magnéticos, requere-se como material de par-

tida nanopart́ıculas magnéticas estáveis. As nanopart́ıculas devem apresentar uniformidade

de forma e dimensão de modo que possuam propriedades f́ısicas e qúımicas estáveis. Estas

nanoestruturas devem ter um alto controle de várias variáveis como, por exemplo, a sua di-

mensão, estabilidades qúımica e estrutural possuindo, desta forma, tamanhos uniformes e que
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possam trasformar-se em fluidos magnéticos estáveis, sem aglomerados ou agregados. Tais

caracteŕısticas, podem influenciar as propriedades magnéticas dos materiais nas mais diversas

aplicações, sejam biomédicas como drug delivery (liberação controlada de fármacos) [19] ou

tecnológicas como em transformadores elétricos [20].

As nanopart́ıculas de ferritas possuem diversas técnicas de preparação, sendo estes

f́ısicas, qúımicas ou uma combinação das duas. Nos meios f́ısicos estão inclusos a redução de

tamanho por meio de moagem de part́ıculas micrométricas [21] e a de deposição a vapor [22],

como exemplos. Entre os processos de preparação qúımica, temos a coprecipitação por meio

de hidrólise alcalina em meio aquoso [23, 24] em microemulsão [25], micelas reversas [26] e

decomposição térmica [27].

No prinćıpio, na preparação de fluidos magnéticos, as nanopart́ıculas eram obtidas

através do método de moagem de um material magnético na presença de um solvente e de

um surfactante [21]. O material surfactante atua nas fissuras das micropart́ıculas, facilitando

a sua fragmentação. Sendo assim, a dureza, a cristalinidade, microfissuras e plasticidade são

as carateŕısticas essenciais que influenciam diretamente no tamanho final do material desejado.

Na obtenção de de nanopart́ıculas da ordem de 50nm ou de menor diâmetro, o processo de

moagem pode perdurar por alguns dias. Dentro deste processo, um surfactante é adsorvido na

superf́ıcie das nanopart́ıculas fornecendo-lhes a estabilidade na suspensão por meio de repulsão

estérica (mecanismo proveniente da camada de cobertura das part́ıculas).

O método de coprecipitação em meio aquoso é o mais coveniente e usado, pois, caracteriza-

se por ser um método de baixo custo na obtenção de nanopart́ıculas em grandes quantidades.

Este método permite-nos produzir pequenas part́ıculas com altos ı́ndices de pureza e este-

quiometria. Por sua vez, o melhor ajuste de tamanhos das nanopart́ıculas depende de algumas

condições de preparação, tais como, o pH das soluções, a temperatura de reação, tempo decor-

rido desde o precipitado já pronto, a velocidade de agitação, a concentração de ı́ons e o tipo

de base utilizada (NaOH,KOH,NH4OH) [28]. A cristalinidade da nanopart́ıcula, o diâmetro

médio e sua dispersão podem ser ajustados fazendo-se a precipitação na presença de ligantes
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iônicos tais como tartarato, fosfato e citrato ou na presença de solventes orgânicos.

Para uma melhor visualização destes processos, segue nas equações (2.1) e (2.2) métodos

de precipitação de ferrita de cobalto em meio aquoso [29] e precipitação de magnetita em meio

aquoso [30], respectivamente.

2Fe3+ + Co2+ + 8OH− → CoFe2O4 + 4H2O (2.1)

Fe2+(FeSO4) + 2Fe3+(FeCl3) + 8OH−(NaOH)→ Fe3O4 + 4H2O (2.2)

A maghemita, que é a nanopart́ıcula magnética base neste estudo, pode ser obtida

através da oxidação da magnetita como mostra a reação da equação (2.3).

4 [Fe3O4](s) + (O2)(g) → 6[γ − (Fe2O3)(s)] (2.3)

Usualmente, a solução de hidróxido de sódio é adicionada à solução dos ı́ons metálicos

sob agitação e à temperatura de ebulição. Após o processo de precipitação, as nanopart́ıculas

são lavadas em água para remover os contra-́ıons que não estão ligados na superf́ıcie da amostra,

obtendo-se em (2.2) um precipitado de nanopart́ıcula de magnetita de cor preta.

A formação de pequenos aglomerados entre part́ıculas precipitadas nestas soluções é

inevitável se não houver um agente que estabilize as interações entre elas. Logo, deve-se realizar

o tratamento superficial nas nanopart́ıculas para que as mesmas venham a ter os dois tipos

de repulsão entre elas, a eletrostática, que é resultado da adsorção de cargas na superf́ıcie das

nanopart́ıculas e a estérica entre as part́ıculas provinda dos surfactantes, por exemplo, poĺımeros

ou outras moléculas orgânicas ligadas a superf́ıcie. Conforme a aplicação a que são destinadas,

elas podem ser sintetizadas com vários tipos de moléculas como ácido oléico, dextrana, entre

outros [17,20]. Para aplicações biomédicas, modifica-se a superf́ıcie da nanopart́ıcula realizando

ligações de moléculas que direcionem o sistema à estabilidade coloidal em meio biológico, ou

seja, em pH da ordem de 7,4 e salinidade fisiológica [31]. Além disso, é importante que possuam
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grupos funcionais livres para ligarem-se a agentes biológicos.

Logo, podemos dizer que o método de śıntese por coprecipitação qúımica tem se tor-

nado uma ferramenta relativamente simples e de baixo custo na obtenção de nanopart́ıculas

magnéticas em grande escala e, ainda, possuindo estas amostras um controle razoável de for-

mato e dimensões de suas nanopart́ıculas gerando, assim, fluidos magnéticos altamente estáveis

e adequados para aplicações biomédicas.

A maghemita foi o material investigado neste trabalho que, por sua vez, é uma fase

metaestável da magnetita e obtida a partir da oxidação da mesma. A amostra de fluido

magnético utilizada em nosso estudo é constituida de nanopart́ıculas magnéticas de γ−Fe2O3

(maghemita) recobertas com dextrana e suspensas em água em pH e salinidade fisiológicas.

Esta amostra foi sintetizada pela mestre do Instituto de Qúımica da Universidade Federal de

Goiás (IQ-UFG) Michelly Patŕıcia Santana de Almeida Fógia sob orientação da Prof(a). Dra.

Patŕıcia Sartoratto pelo método de coprecipitação. Tal amostra possui um diâmetro de raio X

de 6, 6nm (DDRX = 6, 6nm).

2.4 Estabilidade

A estabilidade do fluido magnético é de importância fundamental para qualquer aplica-

ção tecnológica desse sistema. A mesma pode ser alterada por mecanismos intŕınsecos, por

exemplo, as interações via potencial de van der Waals, dipolar magnética e dupla camada

elétrica entre part́ıculas, ou ainda, por mecanismos extŕınsecos, tais como campo gravitacional,

campo magnético e temperatura.

Note que uma das condições primordiais para que as part́ıculas continuem suspensas

no ĺıquido carreador é que as mesmas mantenham-se em suspensão devido a agitação térmica.

Obviamente que as part́ıculas não podem ser muitos massivas, caso contrário, a ação do campo

gravitacional não permitirá que fiquem suspensas no ĺıquido carreador ocasionando, portanto,

a precipitação das mesmas. Por outro lado, as interações atrativas e repulsivas devem ser

balanceadas, caso contrário, favorece-se a formação de aglomerados que, por sua vez, podem
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destruir a estabilidade do fluido.

2.4.1 Interação de van der Waals

A energia de interação van der Waals entre duas part́ıculas esféricas idênticas é dada

por

Uv = −
A

6

[

2

s2 − 4
+

2

s2
+ ln

(

s2 − 4

s2

)]

(2.4)

onde A é o coeficiente de Hamaker e s = 2(x/d+1) com x sendo a distância entre as superf́ıcies

das part́ıculas e d o diâmetro de cada uma delas. O coeficiente de Hamaker, por sua vez,

depende das propriedades da part́ıcula e do solvente no qual está suspensa podendo ser escrito

por

A =
3

4
KBT

(

ǫp − ǫs
ǫp + ǫs

)2

+
3hνc(n

2
p − n2

s)
2

16
√
2(n2

p − n2
s)

2/3
(2.5)

onde ǫp é a constante dielétrica da part́ıcula, ǫs a constante dielétrica do solvente, h a constante

de Plank, νc a frequência caracteŕıstica de absorção, np o ı́ndice de refração da prat́ıcula e ns o

ı́ndice de refração do solvente. A interação à distância, no limite de part́ıculas muito próximas,

é proporcional a x−1 e proporcional a x−6 quando distantes uma da outra.

2.4.2 Interação Dipolar Magnética

A interação dipolar magnética depende tanto da posição quanto da orientação de seus

momentos magnéticos, sendo dada por

Ud =
µo

4π

(

~µi · ~µj

r3
− 3(~µi · ~r)(~µj · ~r)

r5

)

(2.6)

com µ = πMsd
3/6 sendo o módulo do momento magnético de uma nanopart́ıcula magnética,

Ms a magnetização de saturação da amostra e µo a permeabilidade magnética do meio.

A interação entre part́ıculas magnéticas pode ser tanto repulsiva quanto atrativa como

mostra a figura (2.2)

De acordo com a orientação dos momentos magnéticos pode-se favorecer a formação

de aglomerados. Portanto, é necessário introduzir de alguma forma interações repulsivas en-
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Figura 2.2 : (a) e (b) corespondem a configurações de interação do tipo atrativas e em (c) configura-se uma
interação dipolar repulsiva

tre part́ıculas. Isto pode ser feito através de repulsão estérica (força de contato), repulsão

eletrostática ou uma combinação das duas.

2.4.3 Repulsão Estérica

Fluidos magnéticos que utilizam este mecanismo para manter a estabilidade coloidal

são denominados, em geral, surfactados. A repulsão estérica entre duas part́ıculas esféricas

idênticas é dada por [21]

Ure

KBT
=
πd2ξ

2

[

2− l + 2

t
ln

(

1 + t

1 + l/2
− l

t

)]

, para x ≤ 2δ (2.7)

ou

Ure

KBT
= 0 para x > 2δ (2.8)

com l = 2x/d e t = 2δ/d sendo δ a espessura da camada de cobertura. Na equação acima, ξ é

um parâmetro chamado de grafting que descreve a densidade superficial de moléculas absorvidas

na superf́ıcie da nanopart́ıcula.

2.4.4 Repulsão Eletrostática

Fluidos magnéticos que possuem este mecanismo, em geral, são denominados iônicos e

caracterizam-se pela presença de uma densidade de cargas em torno da superf́ıcie das part́ıculas.

Formam em torno da superf́ıcie da nanopart́ıcula uma dupla camada elétrica, que caracteriza-se
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pela presença de regiões distintas, uma denominada interna formada por ı́ons que são absorvidos

na superf́ıcie da part́ıcula magnética e outra formada por contra-́ıons, ı́ons opostos que se

formam na camada iônica (vide figura 2.3).

Figura 2.3 : Representação esquemática de um fluido magnético iônico

Veja que a concentração dos últimos decresce quanto maior for a camada interna. O

raio de ação desta dupla camada elétrica é chamado de raio de Debye e depende tanto da força

iônica quanto da temperatura. A interação eletrostática entre duas part́ıculas idênticas com

dupla camada elétrica pode ser escrita como

Uel = 4εd2
(

KBT

q
γ

)2
e−κ(r − d)

r
(2.9)

onde

γ = tanh

(

qψs

4KBT

)

(2.10)

sendo ε, q, κ e ψs a permissividade do ĺıquido carredor, a carga do contra-́ıon da dupla camada

elétrica, o inverso do raio de Debye e o potencial de Stern (Potencial Zeta), respectivamente. [6]

2.5 Nanopart́ıculas Magnéticas Biocompat́ıveis

Fluidos Magnéticos biocompat́ıveis normalmente utilizam água em pH e salinidade

fisiológicas como carreadores, por exemplo, no interior de nanocápsulas poliméricas magnéticas.
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Na fase aquosa, as nanopart́ıculas podem ser estabilizadas por interações iônicas [23, 32], em

seguida, adiciona-se alguma bicamada surfactante, por exemplo, ácidos graxos [33], aspártico

e glutâmico [34] ou citrato [35]. Alternativamente, a coprecipitação de ı́ons férrico ou ferrosos

podem ser realizados na presença de um biopoĺımero apropriado, por exemplo, a dextrana [36].

Diversos procedimentos para a preparação de ferrofluidos tem sido descritos na liter-

atura. Śınteses de nanopart́ıculas magnéticas usando ambientes restritos oferecidos por sistemas

surfactantes assim como microemulsões água em óleo (micelas reversas), fornecem um excelente

controle sobre o tamanho da part́ıcula, espaçamento entre as part́ıculas e a sua forma. O am-

biente controlado de micela reversa também permite śınteses no qual se pode produzir uma

estrutura do tipo core-shell (caroço-casca) [37,38]. Alternativamente, nanopart́ıculas metálicas

de ferro foram sintetizadas em micelas reversas de brometo cetiltrimetilamonio usando hidraz-

ina como agente redutor. Depois da adição de uma solução aquosa de ouro, uma camada de

cobertura metálica de ouro formou-se na superf́ıcie das part́ıculas de ferro [39].

Outra nanoestrutura magnética biocompat́ıvel bastante utilizada na atualidade são

os Magnetolipossomos. Estas estruturas consistem de derivados magnéticos de lipossomos e

podem ser preparados por aprisionamento das nanopart́ıculas magnéticas dentro do caroço dos

lipossomos [40]. Estas estruturas podem ser produzidas por ligação covalente dos ligantes na

superf́ıcie da veśıcula ou por imcorporação de liṕıdios alvos numa matriz estrutural fosfoliṕıdica

[41].

2.5.1 Aplicações

Podemos classificar as aplicações biomédicas de nanopart́ıculas magnéticas de acordo

com a aplicação dentro (in vivo) ou fora (in vitro) do corpo. As aplicações in vivo podem

ser separadas em terapêuticas (hipertermia) e aplicações diagnósticas (Ressonância Magnética

Nuclear por Imageamento). Enquanto as aplicações in vitro tem sua maior utilização em

diagnóstico (separação e seleção).

Para aplicações biomédicas o uso de nanopart́ıculas que apresentam comportamento su-
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perparamagnético à temperatura ambiente são preferencialmente utlizadas [42,43]. Além disso,

aplicações em biologia, diagnósticos médicos e terapia requerem nanopart́ıculas magnéticas que

sejam estáveis em água em pH neutro e salinidade fisiológica. A estabilidade coloidal de um

fluido magnético depende primeiro das dimensões das part́ıculas no qual devem ser suficien-

temente pequenas para que a precipitações devido a força gravitacional possam ser evitadas,

segundo a carga e superf́ıcie qúımicas no qual ambas dão o mecanismo de repulsão estérica e

repulsão coulombiana.

Nas aplicações in vivo as nanopart́ıculas magnéticas devem ser recobertas com um

poĺımero biocompat́ıvel durante ou depois do processo de śıntese para prevenir a formação de

grandes agregados, mudanças na estrutura original e biodegradação quando expostas a um

sistema biológico. O poĺımero vai também permitir a ligação de drogas por afinidade covalente,

adsorção ou aprisionamento nas part́ıculas [44]. Os fatores importantes no qual se determinam

a biocompatibilidade e toxicidade destes materiais são a natureza dos componentes magnéticos,

o tamanho final das part́ıculas e sua camada de cobertura. Part́ıculas de óxido de ferro como

a magnetita (Fe3O4) ou a sua forma oxidada de maghemita (γ − Fe2O3) são de longe as mais

comumente empregadas em aplicações biomédicas. Materiais altamente magnéticos como a

ferrita de cobalto e ńıquel podem ser tóxicos, suscept́ıveis a oxidação e por isso são de menor

interesse. Além disso, as maiores vantagens de se utlizar part́ıculas de tamanhos menores que

100nm (nanopart́ıculas) são as baixas taxas de sedimentação e improvável difusão tecidual [45].

Portanto, para aplicações biomédicas in vivo, nanopart́ıculas magnéticas devem ser feitas de

um material não tóxico com part́ıculas suficientemente pequenas que possam permanecer na

corrente sagǘınea após a injeção e passarem pelo sistemas de capilares sem causar embolia nos

vasos. As part́ıculas devem também ter uma alta magnetização para que o movimento delas

possa ser controlado por meio de campo magnético externo, além de poderem ser imobilizadas

em um tecido patológico alvo [46]. Nas aplicações in vitro estas exigências não são fatores

que atrapalham tanto em suas aplicações. Para um melhor entendimento sobre nanopart́ıculas

magnéticas biocompat́ıveis segue nas subseções abaixo alguns exemplos de suas aplicações.
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2.5.2 Separação e Seleção

Diferentes tipos de micropart́ıculas magnéticas, nanopart́ıculas magnéticas e marcadores

moleculares magnéticos tem sido usados para um grande número de aplicações em várias áreas

da biociência e biotecnologia. A maior parte dos trabalhos cient́ıficos relacionados considera mi-

cropart́ıculas magnéticas e nanopart́ıculas magnéticas sendo igualmente importantes. De fato,

em muitas áreas, micropart́ıculas magnéticas com diâmetro em torno de 1µm são utlizadas

como, por exemplo, na separação imunomagnética de microorganismos em alimentos e em

microbiologia cĺınica [47]. Já para outras aplicações nanopart́ıculas magnéticas são necessárias.

Uma aplicação de nanopart́ıculas magnéticas biocompat́ıveis é na imobilização e mod-

ificação de compostos biologicamente ativos como, por exemplo, enzimas, anticorpos, oligonu-

cleot́ıdeos e outros. Esta técnica é muito valiosa e usada em várias áreas da biociência e

biotecnologia. Compostos biologicamente ativos imobilizados sobre um carreador magnético

podem ser removidos do sistema através da aplicação de um campo magnético externo ou

podem ser marcados no lugar desejado. Os compostos imobilizados podem ser usados para

expressar suas atividades em um processo desejado e também podem ser usados como ligantes

afins possibilitando a captura ou a marcação de moléculas ou células.

Suspensões coloidais de nanopart́ıculas superparamagnéticas com diâmetro de 9nm

compostas de maghemita e formando um fluido magnético iônico tem sido acoplado covalente-

mente com lectinas, enzimas ou anticorpos usando um espećıfico ligante qúımico do grupo tiol

(SH) [48]. Nanopart́ıculas magnéticas ativadas com 3-aminopropiltrietoxsilano foram usadas

para a imobilização de enzimas, anticorpos e protéına A [49]. Como exemplo do vasto campo

de aplicações biomédicas em marcação e separação, pode-se citar nanopart́ıculas magnéticas

biocompat́ıveis com diâmetro de 50nm já produzidas comercialmente pela empresa Miltenyi Bio-

tec, Alemanha, e dispońıveis com várias moléculas imobilizadas covalentemente para marcação

e seleção de anticorpos, anticorpo antifibroblasto, anticorpo ant́ıgeno epitelial, protéına A e

outros mais (veja http://www.miltenyibiotec.com).
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2.5.3 Hipertermia Magnética

Hipertermia é um procedimento usado para elevar a temperatura em uma região do

corpo afetada por algum tumor ou outros crescimentos não controlados. Esta técnica pode ser

aplicada junto outros tratamentos para o câncer como, por exemplo, radioterapia ou quimioter-

apia. O prinćıpio f́ısico é baseado no efeito da morte direta das células tumorais a temperaturas

em torno de 41oC a 42oC [50, 51]. Estudos recentes sobre hipertermia centram seus ensaios na

otimização da homegeneidade das temperaturas no volume alvo marcado. O aumento da tem-

peratura exigida para hipertermia pode ser alcançado, entre outros métodos, usando part́ıculas

de óxido de ferro [52]. O prinćıpio f́ısico para um material magnético que possa ser aquecido

pela ação de um campo magnético externo alternado são a perda nos processos que ocorrerem

durante a reorientação da magnetização e sua baixa condutividade elétrica.

A vantagem de hipertermia magnética é que permite o aquecimento restrito à área do

tumor. Além disso, é preferido o uso de part́ıculas magnéticas monodomı́nio, nanopart́ıculas,

ao invés de part́ıculas multidomı́nios, part́ıculas micrométricas, devido ao seu alto poder de

resposta campos magnéticos alternados para esta aplicação [53–55]. Finalmente, podemos dizer

que o potencial de aquecimento depende fortemente do tamanho e forma da part́ıcula. Assim,

as rotas bem definidas de śıntese capazes de produzir part́ıculas uniformes são necessários para

um rigoroso controle da temperatura.

2.5.4 Nanocarreador de Drogas (Drug delivery)

Desde os pioneiros conceitos propostos por Freeman [56] que part́ıculas finas de ferro

poderiam ser transportadas pelo sistema vascular e serem concentradas em uma região partic-

ular do corpo com o aux́ılio de um campo magnético (vide figura 2.4). O uso de nanopart́ıculas

magnéticas na entrega controlada de fármacos ou anticorpos nos orgãos ou tecidos atingidos

doentes tem se tornado um campo bem atrativo de pesquisa [57, 58].

O processo de localização de drogas usando sistema de entrega magnética controlada

é baseada na competição forças exercidas sobre a part́ıcula devido a hidrodinâmica do fluxo
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Figura 2.4 : Representação esquemática do transporte magnético de drogas para uma região espećıfica. O
catéter é inserido dentro da artéria alimentadora no tumor e um suporte magnético é posicionado sobre o śıtio
marcado [59, Tartaj; 2003]

.

sangúıneo e forças magnéticas geradas por ação de campo magnético externo. Quando as forças

magnéticas excedem a taxa do fluxo sangúıneo linear nas artérias (10 cm.s−1) ou em capilares

(0,05 cm.s−1), as nanopart́ıculas magnéticas são retidas no śıtio alvo e talvez internalizadas por

células endoteliais do tecido alvo [57]. Para esta aplicação, nanopart́ıculas magnéticas devem

permanecer no sistema sangúıneo por tempo adequado e não podem formar aglomerados, já

que o mesmo pode provocar embolia dos vasos (obstrução dos vasos sangúıneos).

2.5.5 Aplicações Diagnósticas

Nanopart́ıculas comerciais de óxido de ferro, mais especificamente, nanopart́ıculas de

maghemita tem sido usadas como agentes de contraste em imagens de Ressonância Magnética

Nuclear(RMN ou NMR) para localização e diagnósticos na cabeça, infartes card́ıacos, lesões

e tumores no f́ıgado, onde há um alto ńıvel de acúmulo de nanopart́ıculas devido a diferentes

composições nos tecidos e/ou processos de captação destas nanopart́ıculas por endocitose celular

[60].
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Resultados muito promissores foram detectados na melhora da sensibilidade de de-

tecção e delineamento de estruturas patológicas como tumores primário e metástase na cabeça,

inflamações e isquemia [61]. Para este efeito, protéınas como a transferrina [62], pept́ıdeos

e oligonucleot́ıdeos de várias sequências [63] foram usados com nanopart́ıculas magnéticas de

óxido de ferro para a obtenção de agentes de contrastes espećıficos para imagens de ressonância

magnética nuclear (RMN) [64].



Caṕıtulo 3

Amostras

Para este trabalho foram utilizadas duas amostras. A amostra magnética constitui

de um fluido magnético com nanopart́ıculas de γ − Fe2O3 (maghemita) recobertas com dex-

trana e suspensas em água em pH fisiológico e uma cultura de células de Sarcoma 180 (S180)

que são células tumorais de camundongos. Neste caṕıtulo apresentaremos as caracteŕısticas e

caracterizações destas amostras e os parâmetros relevantes para avaliação de nossos resultados.

3.1 Fluido Magnético

3.1.1 Caracterização por Microscopia Eletrônica de Transmissão

A maneira mais simples, porém, muito eficiente de obter a forma e as dimensões das

nanopart́ıculas é utlilizando a técnica Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM). Em sua

maioria, as amostras são preparadas diluindo (tipicamente na ordem 1:2000) e secando o fluido

magnético em um porta amostra coberto por uma membrana de carbono. Em se tratando

de part́ıculas esféricas os histogramas são obtidos medindo os diâmetros, por meio de um

software adequado, de um certo número grande de nanopart́ıculas nas imagens obtidas por

microscopia. Os parâmetros relevantes que nos fornecem perfis de tamanho das nanopart́ıculas

são obtidos utilizando o procedimento padrão da literatura que consiste em ajustar o histograma

de distribuição de tamanhos com a distribuição lognormal [65–67] descrita na equação (3.1).

P (D) =
exp(−σ2/2)√

2πσDM

exp

[

− ln
2(D/DM)

2σ2

]

(3.1)

20
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Onde σ é o desvio-padrão ou a dispersão e DM é o diâmetro médio de TEM da amostra.

As medidas de TEM foram realizadas pelo nosso colaborador Prof. Dr. Leandro Martin

Socolovsky da Universidad de Buenos Aires no Laboratório Nacional de Luz Sincontron (LNLS).

O microscópio utilizado foi um Jeol JEM-3010, operando a 300KV, com resolução de 1,7Å.

A figura (3.1) apresenta uma imagem da amostra utilizada. As imagens de TEM do fluido

magnético utilizado em nossos estudos indicam que as nanopart́ıculas são aproximadamente

esféricas e pouco polidispersas (vide figura 3.2).

Figura 3.1 : Imagem de TEM feita pelo Prof. Dr. Leandro Socolovsky no LNLS em Campinas-SP. A barra de
escala é de 5nm

Para a análise estat́ıstica da distribuição de tamanhos da amostra de fluido, recorremos

a fórmula de Sturges para a construção do histograma [68]. Nesta metodologia, o primeiro passo

para a montagem do histograma é encontrar o intervalo ou classses dos diâmetros observados
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tal que Di seja o diâmetro inferior e Ds o diâmetro superior. No passo seguinte, calculamos o

número de classes K com base no número de contagens n de part́ıculas contabilizadas. Este

número de classes é calculado pela fórmula de Sturges que é dada por

K = 1 + 3, 222 log(n) (3.2)

Então, calculamos o valor médio de cada uma das classes por

MW =
W

2
(3.3)

Logo, cada classe terá seu valor DN dado por

DN = Di +MW + (N − 1)W (3.4)

onde N representa cada classe do histograma, ou seja, N = 1, 2, · · · , K. Por último, encontra-

se o número de contagens ou part́ıculas acumuladas em cada uma das classes de largura W ou,

simplesmente, a frequência de contagens.

Na amostra que estudamos foi posśıvel realizar um total de 130 contagens. A tabela

(3.1) apresenta os resultados obtidos da análise das micrografias da amostra utilizando o critério

de Sturges.

Caracterização por TEM
K DN Intervalo Frequência

1 3, 95 3, 70 7→ 4, 19 6, 15%
2 4, 43 4, 19 7→ 4, 67 12, 30%
3 4, 92 4, 67 7→ 5, 16 13, 07%
4 5, 40 5, 16 7→ 5, 64 19, 23%
5 5, 89 5, 64 7→ 6, 13 23, 07%
6 6, 37 6, 13 7→ 6, 61 11, 53%
7 6, 86 6, 61 7→ 7, 10 10, 76%
8 7, 34 ≥ 7, 10 3, 84%

Tabela 3.1 : Número de contagens para construção do histograma caracteŕıstico da amostra de fluido magnético
utilizada

Por meio do ajuste numérico do histograma da distribuição de tamanhos (figura 3.1),

utilizando a função lognormal (equação 3.1) foi posśıvel obter o valor do diâmetro modal de
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DM = (5, 5± 0, 1)nm e a polidispersão do tamanho das part́ıculas que foi de σ = 0, 18± 0, 02.

Esta informação, por sua vez, é fundamental para as análises dos dados de Magnetometria

(VSM) e de Birrefringência Magnética Estática (BME).
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Figura 3.2 : Distribuição de tamanhos através de imagnes de TEM. A linha vermelha corresponde ao ajuste
teórico pela função lognormal
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3.2 Células de Sarcoma 180 (S180)

Dos mais diversos tipos de células tumorais utilizadas em pesquisas cient́ıficas, as células

de Sarcoma 180 ou S180 (vide figura 3.3) são umas das mais agressivas. De origem espećıfica de

um camundongo súıço, cultivadas em grande número, são utilizadas em estudos sobre o câncer

em todo mundo. De uma anormalidade única, estas células possuem um enorme número de

cromossomos. As S180 secretam quantidades enormes de citocinas, substâncias tóxicas que

causam a explosão do envoltório celular com as quais ela entra em contato. Uma vez injetadas

nos ratos, as S180 multiplicam-se e o tumor dobra seu tamanho cada 10 horas. Elas invadem

os tecidos e orgãos em torno do tumor e destroem tudo que está em seu caminho. Se estão na

cavidade abdominal, a proliferação das S180 transpõe de maneira muito rápida a capacidade de

drenagem dos vasos linfáticos (vasos que transportam as células que lutam contra infecções).

Como numa caixa fechada, os fluidos acumulam-se até que o ventre entre em estado de ascite

(acúmulo de toxinas no abdômem). Este fluido constitui um meio ótimo para o aumento da

cultura celular das S180, que prosseguem com mais força o seu crescimento rápido e abundante

até que haja a morte do camundongo [69].
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Figura 3.3 : Imagem das células de Sarcoma 180 feitas no laboratório de Citogenética da UFG sob coordenação
da Prof. Dr(a). Elisângela de Paula Silveira Lacerda do Instituto de Ciências Biológicas

3.2.1 Método de Preparação

Para os ensaios foi utilizada a linhagem tumoral de camundongo Sarcoma 180 (S180),

obtida junto ao Laboratório de Genética Molecular e Citogenética da Universidade Federal de

Goiás coordenado pela Prof(a). Dra. Elisângela de Paula Silveira Lacerda e preparada pela

mestre Aliny Pereira Lima. Esta linhagem tumoral foi mantida in vitro em meio RPMI 1640

suplementado com 10% de soro bovino fetal 2mML−Gnl, 100IU/ml de penicilina e 100µg/ml

de estreptomicina a 37oC, 5% de CO2 segundo protocolo estabelecido pela American Type

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA).

Para fins experimentais células tumorais S180 provenientes da cultura foram lavadas

por meio de centrifugação a 1500rpm (260 × g) por 10min. Ao final desta lavagem as células

foram ressuspensas em meio RPMI 1640 e uma aĺıquota de células foi colocada em solução de

azul tripano 0, 4% para contagem em hemocitômetro. Após quantificação celular, 2 × 105 de

células S180 foram colocadas na presença de 100µL:100µL de flúıdo magnético em microplacas
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de 96 poços e então incubadas em estufa a 37oC por peŕıodos num intervalo 10 a 100 minutos.

3.2.2 Teste de Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade permite avaliar quão citotóxico a amostra de fluido magnético

é para as células de S180. O método experimental é denominado MTT e consiste em avaliar

a atividade metabólica das células quantificando a redução metabólica do MTT (brometo de

3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) por desidrogenases associadas ao NADPH e ao

NADH, no que resulta a produção de cristais de formazano, intensamente coloridos, no inte-

rior das células. Estes podem ser observados ao microscópio ou extráıdos e dissolvidos com

solventes orgânicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificação através da

espectrofotometria. Este método, sugerido pela primeira vez por Mossman [70, Mossman;

1983], foi modificado especificamente para células em suspensão, nomeadamente T.pyriformis

por Dias et al. [71, Dias; 1999] em placas de 96 poços: a 140µL de cultura são adicionados

10µL de solução aquosa de MTT (10mg/L) deixando-se a incubar durante 4 horas; são então

adicionados 150µL de DMSO e, após 30 minutos, é feita a leitura a 550nm, num leitor ELISA.

Em nosso ensaio de MTT, 2×105 de células foram semeadas em microplacas de 96 poços

na ausência ou presença do composto cis-tetra-amino-dicloro-rutênio(III) (0,38 a 383µM) ou

cisplatina (50 µM) e incubadas em estufa a 37oC com atmosfera contendo 5% de CO2. Ao

final do peŕıodo de incubação, foi adicionado aos poços de cultivo celular 10µL de MTT na

concentração de 5mg.mL−1, e após 3 h de incubação com o MTT, foram acrescentados 50 µL

SDS a 10% dilúıdo em HCL/0,01N. A quantificação da densidade óptica (DO) foi medida em

espectrofotômetro (Awareness Technology INE/ Stat Fax 2100). A porcentagem de viabilidade

celular foi determinada a partir da equação (3.5). Para nossa concentração (1:1) foram retiradas

duas amostras após 1 hora e 5 horas de exposição, respectivamente, o resultado deste teste pode

ser verificado no gráfico da figura (3.4).

% Viabilidade =
Absorbância do Tratamento

Absorbância do controle negativo × 100
(3.5)
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Figura 3.4 : Percentual de viabilidade celular de células de Sarcoma 180 após 1h e 5h de exposição com o fluido
magnético de γ − Fe2O3

A barra sem preenchimento corresponde ao controle negativo que é composto somente

pelas células S180. A barra intermediária corresponde ao peŕıodo de uma hora de exposição

das células com a amostra de fluido magnético e, finalmente, a barra mais escura corresponde

a exposição das células após cinco horas. Uma observação importante que podemos fazer sobre

este resultado é que no intervalo de tempo em que trabalhamos as nanopart́ıculas magnéticas

de γ − Fe2O3 recobertas com dextrana não são citotóxicas para as células de S180. Note que

depois de cinco horas temos uma viabilidade celular de 76 ± 8%.



Caṕıtulo 4

Estudo Magnético do Processo de
Internalização Celular de
Nanopart́ıculas Magnéticas

4.1 Magnetometria

Amagnetometria é uma técnica muito poderosa para a investigação de sistemas magnéti-

cos. Esta técnica permite, por meio da análise das curvas de magnetização, obter informações

sobre a quantidade de part́ıculas por unidade de volume, ou seja, a fração volumétrica de

nanopart́ıculas magnéticas de uma suspensão coloidal de nanopart́ıculas magnéticas (ferroflu-

idos), entre outras. Esta é uma boa aproximação para o objetivo de nosso estudo mesmo

sabendo que as curvas de magnetização são um pouco mais complexas do que parecem ser

mostradas neste trabalho. Necessitando as mesmas de um ajuste teórico considerando a função

de langevin de primeira ordem, diâmetro modal e a polidispersão da amostra.

Medidas de magnetização podem ser realizadas basicamente por três métodos distintos:

métodos indutivos, através de força magnética quando um material é submetido a um gradiente

de campo magnético ou mesmo via propriedade intŕınseca do material tal como efeito Hall,

magneto-resistência [72].

Um exemplo de método indutivo é o desenvolvido por Foner em 1955 [73] o Mag-

netômetro de Amostra Vibrante (Vibrating Sample Magnetometer, VSM) que é provavelmente

um dos equipamentos mais usados nos laboratórios de pesquisa, caracterizando-se pela sua boa

28
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performance, baixo custo e simplicidade de funcionamento.

Na Fig.(4.1) mostramos um diagrama do VSM. Fazendo uma amostra vibrar à frequên-

cia f , induzir-se-á uma voltagem alternada nas bobinas de detecção. Esta voltagem é dada por

V = σGA2πfcos(2πft) (4.1)

onde σ é o momento magnético da amostra, G é função da geometria das bobinas de detecção

e A a amplitude de vibração da amostra.

Figura 4.1 : Diagrama do VSM

A amostra é fixada na extremidade de uma haste ŕıgida, enquanto a outra extremidade

da haste é fixada à membrana de um alto-falante ou a um motor com um sistema de polias ou

engrenagens. Vale a pena destacar dois detalhes: um deles é que a medida de magnetização

feita com o deslocamento da amostra permite eliminar outras contribuições que não as oriundas

da amostra; o segundo é que a medida é realizada com o auxilio de detecção śıncrona com o

uso de um amplificador lock-in, o que proporciona um grande aumento de sensibilidade, pois

este componente capta apenas o sinal de interesse para a medida, suprimindo o efeito de rúıdos

ou interferência de componentes ativos [73].

As figuras (4.2) e (4.3) mostram o magnetômetro utilizado em nossos experimentos.

Este VSM é o modelo EV9 fabricado pela empresa ADE-MAGNETICS. A precisão das medi-
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das deste VSM é de 10−6emu. As bobinas são resfriadas a água e podem atingir um campo

magnético de até 2T.

À temperatura ambiente uma fração considerável das nanopart́ıculas magnéticas po-

dem encontrar-se no regime superparamagnético (SP). Torna-se importante, então, discutir a

curva de magnetização deste sistema.

Figura 4.2 : Magnetômetro de amostra vibrante do laboratório de Magnetometria do Instituto de F́ısica da
UFG. Figura 1

Figura 4.3 : Magnetômetro de amostra vibrante do laboratório de Magnetometria do Instituto de F́ısica da
UFG. Figura 2
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4.2 Superparamagnetismo

O material superparamagnético caracteriza-se pela ausência de coercividade, ou seja,

ausência de histerese. A origem da palavra superparamagnetismo deve-se a Bean e Livingston

que observaram semelhanças entre esse material e o comportamento dos materiais param-

agnéticos. A diferença encontra-se na ordem de grandeza da magnetização que é aproximada-

mente 102 − 103 vezes maior que de materiais paramagnéticos t́ıpicos. Para uma melhor com-

preensão destes sistemas estudaremos este fenômeno nesta seção.

Quando se aplica um campo magnético não nulo em uma amostra de fluido magnético,

suas nanopart́ıculas magnéticas tendem a ter seus momentos magnéticos alinhados com esse

campo, de modo que, quanto maior a intensidade desse campo, mais alinhados estarão os

momentos magnéticos das nanopart́ıculas. Esse fenômeno é responsável pelo comportamento

superparamagnético que o fluido magnético apresenta.

Representando cada nanopart́ıcula pelo seu momento de dipolo magnético (~µ), o torque

(~τ) devido ao campo ~B sobre ela pode ser escrito da forma

|~τ | = |~µ× ~B| = |~µ× (µ0
~H)| = µ0µH sin θ (4.2)

onde θ é o ângulo entre o momento magnético e o campo magnético.

O trabalho realizado para girar o momento magnético da nanopart́ıcula de θ = 0 até

θ = θ′ é dado por

W =

∫ θ′

0

τdθ =

∫ θ′

0

µ0µH sin θdθ = µ0µH(1− cos θ′) (4.3)

Esse trabalho pode ser usado como energia no fator de Boltzmann a partir do qual será calculado

o valor esperado do momento de dipolo magnético. Como W = ∆U , onde U é a energia

potencial, pode-se definir a energia potencial como sendo nula quando θ = 0 de modo que

teremos W = U . Como a variável de integração θ não será mais usada, passaremos a usar

simplesmente θ ao invés de θ′.

Se qualquer orientação do momento de dipolo de uma nanopart́ıcula for igualmente
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provável, a probabilidade p(θ)dθ de que ele faça um ângulo entre θ e θ + dθ com ~H será

simplesmente igual a razão entre a área de um anel infinitesimal de raio sin θ e espessura 1dθ

e a área da superf́ıcie de uma esfera de raio unitário, portanto

p(θ)dθ =
2π sin θ

4π(1)2
dθ =

sin θ

2
dθ (4.4)

Havendo N nanopart́ıculas de mesmo momento de dipolo magnético o número n(θ)dθ

de momentos alinhados entre θ e θ + dθ é obtido multiplicando-se n(θ)dθ por N . Segue-se que

n(θ)dθ =
N

2
sin θdθ (4.5)

Porém, existem algumas orientações mais prováveis e, para evidenciar esse efeito, deve-

se acrescentar o fator de Boltzmann na função n(θ), portanto

n′(θ)dθ ∝ e−W/kBTn(θ)dθ = e−W/kBT N

2
sin θdθ (4.6)

onde o uso do śımbolo ∝ indica que para n′(θ)dθ ser uma densidade de probabilidade, esse

fator deve ser normalizado pela integral do fator de Boltzmann sobre o espaço de configurações.

Nesse caso, a constante de proporcionalidade é dada pela seguinte condição

∫ π

0

n′(θ)dθ = N (4.7)

A componente de cada momento de dipolo magnético na direção do campo é µ cos θ

de modo que o valor esperado para o momento de dipolo magnético é a integral sobre essa

componente, visto que componentes perpendiculares se cancelarão. Portanto

〈µ〉 =
∫ π

0
µ cos θn(θ)dθ
∫ π

0
n(θ)dθ

(4.8)

Substituindo a eq(4.6) em (4.8), tém-se

〈µ〉 =

∫ π

0
µ cos θN

2
e−µ0µH(1−cos θ)/kBT sin θdθ

∫ π

0
N
2
e−µ0µH(1−cos θ)/kBT sin θdθ

=

∫ π

0
µ cos θN

2
eµ0µH cos θ/kBT sin θdθ

∫ π

0
N
2
eµ0µH cos θ/kBT sin θdθ

(4.9)
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Fazendo a seguinte mudança de variáveis

u =
µ0µH

KBT
cos θ ⇒ −µ0µH

KBT
sin θdθ = du (4.10)

e substituindo (4.10) em (4.9) obtemos

〈µ〉 = µ

ξ

∫ ξ

−ξ
ueudu

∫ ξ

−ξ
eudu

, ξ =
µ0µH

KBT
(4.11)

Integrando o denominador da eq(4.11) por partes e recordando a relação de arco hiperbólico

eα − e−α = 2 sinhα teremos

〈µ〉 = µ

ξ

(

ξ cosh ξ − sinh ξ

sinh ξ

)

= µ

(

coth ξ − 1

ξ

)

(4.12)

〈µ〉
µ

= coth ξ − 1

ξ
= L(ξ) (4.13)

A função (4.13) é chamada de Langevin de primeira ordem e µ = Msol〈D3〉/6. Logo, a quan-

tidade 〈µ〉/µ é igual a M/Ms, ou seja, a razão entre a magnetização da amostra e sua magne-

tização de saturação. Essa última é a magnetização máxima que ela poderia ter caso todos os

momentos de dipolo magnético estivessem totalmente alinhados com o campo magnético apli-

cado. A magnetização de saturação do sistema, em geral, é numericamente igual ao produto da

magnetização do sólido, de que as nanopart́ıculas são feitas (Msol), pela fração de volume do

sistema ocupada por essas nanopart́ıculas, quantidade essa denominada fração volumétrica

φ (φ = Nπ〈D3〉/6), onde N é o número de part́ıculas por unidade de volume.

M

Ms

=
M

φMsol

= L(ξ) (4.14)

Portanto, podemos determinar através das curvas de magnetização o valor de φ. Pois,

quando a amostra satura, ou seja, quando o campo magnético é muito grande (H → ∞), a

função de Langevin tende a 1 (L(ξ)→ 1). Logo, nesta condição, temos

φ =
Mvsm

Msat
(4.15)

onde Mvsm e Msat são a magnetização de saturação da amostra e a magnetização de saturação

do material bulk.
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Em nossos experimentos, pudemos determinar a concentração de nanopart́ıculas ma-

gnéticas utilizando o cálculo proposto na equação (4.15). Para estes cálculos, utilizamos a

magnetização de saturação do maghemita bulk de 76 emu/g [74–76] à temperatura ambiente e

a sua densidade de 4, 9g/ml [77, 78]. A maneira de realizar este cálculo está exposta na seção

seguinte, onde esta é uma boa aproximação para o objetivo de nosso estudo mesmo sabendo que

as curvas de magnetização são mais complexas do que parecem ser mostradas neste trabalho.

As curvas de magentização devem ser ajustadas teoricamente considerando a função de langevin

de primeira ordem, diâmetro modal e a polidispersão da amostra.

4.2.1 Cálculo da Fração Volumétrica de NPMs

Em um sistema superparamagnético, o comportamento da curva de magnetização é

uma Langevin de primeira ordem como na equação (4.16)

Mvsm = φM b
sL(ξ) (4.16)

Na saturação, ou seja, quando o campo magnético é muito grande podemos afirmar que a

Langevin tende a um valor unitário (L(ξ)→ 1). Logo

Mvsm = φM b
s (4.17)

Esta última equação nos fornece uma relação para o cálculo da fração volumétrica de nanopart́ıculas

magnéticas diretamente de (4.17). Logo

φ =
Mvsm

M b
s

(4.18)

onde M b
s a magnetização de saturação do material bulk e Mvsm é o valor da magnetização

de saturação da amostra medida no VSM. Neste caso as magnetizações estão em unidade de

emu/cm3. Muitas vezes é mais fácil trabalhar em emu/g. Neste caso podemos tratar como

exposto a seguir.

As curvas de magnetização que medimos no VSM são dadas em unidades de momento

magnético (emu). Ao dividirmos pela massa total da amostra ontém-se curva de magnetização
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em unidades de emu/g. Note que a equação (4.18) pode ser usada desde que os valores de

magnetização estejam em emu/cm3. Logo, para extrairmos a fração volumétrica de nosso

sistema devemos proceder da seguinte forma. Lembrando que o momento magnético médio da

amostra é dado por

〈µ〉 = NµpL(ξ) (4.19)

onde N e µp são o número total de part́ıculas e o momento magnético de uma part́ıcula, se

dividimos (4.19) pela massa total obtém-se

〈µ〉
mT

=
1

mT

×NµpL(ξ) (4.20)

Na equação (4.20) podemos identificar os valores de magnetização da amostra (Mvsm)

em emu/g, ou seja, pode-se escrever esta equação como

Mvsm =
1

mT

×NµpL(ξ) (4.21)

Para avaliarmos os dados medidos em termos de valores conhecidos, multiplicamos e dividimos

o segundo membro pela massa da part́ıcula (mp). Logo,

Mvsm =
mp

mT

× µp

mp

NL(ξ) =
mp

mT

×MpNL(ξ) (4.22)

sendo agora Mp a magnetização da part́ıcula em unidades de emu/g.

Utilizando a relação entre massa e dendidade dada porm = ρv podemos escrever (4.22)

da forma

Mvsm =
ρpvp
ρTvT

×NMpL(ξ) =
Nvp
vT
×MpL(ξ)×

ρp
ρT

= φMpL(ξ)×
ρp
ρT

(4.23)

onde φ é a fração volumétrica de part́ıculas magnéticas dada por

φ =
Nvp
vT

(4.24)

Como já dito anteriormente, a amostra medida é composta por nanopart́ıculas magnéticas

de maghemita e do ĺıquido carreador (água). Então, a densidade total da amostra pode ser
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escrita em termos da fração volumétrica de nanopart́ıculas magnéticas e das densidades da

part́ıcula e do ĺıquido carreador de forma que

ρT = φρp + (1− φ)ρc = ρc + φ(ρp − ρc) (4.25)

No caso de φ << 1 o termo φ(ρp − ρc) ≈ 0. Então, podemos escrever (4.25) como

ρT ≈ ρc (4.26)

Em condições de alto campo magnético aplicado, a função de Langevin L(ξ) → 1.

Então, substituindo (4.26) e isolando φ em (4.23) temos

φ =
Mvsm

Mp
× ρc
ρp

(4.27)

Na equação (4.27) temos a fração volumétrica em termos das magnetizações de saturação

da amostra e da part́ıcula em emu/g. Em nossas análises assumimos a magnetização da

part́ıcula como sendo a magnetização do material bulk. E para estes cálculos utilizamos a

densidade do ĺıquido carreador ρc = 1g/cm3, a densidade da maghemita ρp = 4, 9g/cm3 e a

magnetização do material bulk M b
s = 76 emu/g [74–76].
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4.3 Resultados de Magnetometria

Como exposto anteriormente, medidas de curvas de magnetização em fluidos magnéticos

nos permitem calcular a quantidade de part́ıculas magnéticas por unidade de volume e, por meio

disso, determinar a fração volumétrica de part́ıculas magnéticas presente no meio. Inicialmente,

fizemos as medidas com a amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana para determinarmos

sua fração volumétrica. Assumiremos que nossas nanopart́ıculas possuem a mesma distribuição

de cátions do sistema bulk, ou seja, a magnetização de saturação da part́ıcula é igual a 76

emu/g [74–76]. A curva negra corresponde a amostra de fluido magnético pura (1:0), a curva

vermelha corresponde a amostra de fluido magnético dilúıda em 1:1 e a curva azul corresponde

a amostra de fluido magnético dilúıda em 1:4. Todas as diluições foram realizadas em água

em pH fisiológico (∼7,4). Como esperado, observa-se uma diminuição do sinal magnético ao

diluirmos a amostra de fluido magnético.
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Figura 4.4 : Curvas de magnetização da amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana: Preto-amostra em
1:0, Vermelho-dilúıda em 1:1 e Azul-dilúıda em 1:4
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4.3.1 Teste de Efeito de Centrifugação

Nosso estudo possui o objetivo de determinar o número de nanopart́ıculas internal-

izadas por células tumorais de Sarcoma 180. Neste intuito, desenvolvemos uma metodologia

para separar as células de nanopart́ıculas suspensas no meio de cultura celular.

Primeiramente, fizemos um teste de centrifugação em diferentes rotações para avaliar a

sedimentação de nanopart́ıculas em meio de cultura celular. O teste foi realizado na centŕıfuga

Eppendorf-centrifuge 5417R do grupo de Biof́ısica do IF-UFG, coordenado pelo Prof. Dr.

Antônio Alonso. Os resultados estão descritos de forma simplificada na tabela (4.1) onde foram

feitas centrifugações variando as rotações e mantendo o tempo do procedimento. Notamos

visualmente que as nanopart́ıculas magnéticas recobertas com dextrana só sedimentam para

valores de aceleração acima de 1500×g.

Teste de Centrifugação Visual
no Tempo Rotações e Acelerações Status

1 10min 1000rpm ≃ 95× g Não sedimentou
2 10min 2000rpm ≃ 390× g Não sedimentou
3 10min 3000rpm ≃ 840× g Não sedimentou
4 10min 4000rpm ≃ 1500× g Não sedimentou
5 10min 14000rpm ≃ 18200× g Sedimentou pouco

Tabela 4.1 : Teste de centrifugação visual de amostra de 100µl de fluido magnético dilúıdos em 100µl de meio
de cultura celular do S180

Cabe aqui ressaltar que no procedimento padrão realizado no laboratório de cito-

genética para separar as células do meio, as amostras são submetidas a rotações a 260 × g

durante 10min. Durante este processo ocorre, então, a sedimentação das células para o fundo

do eppendorf. O sobrenadante é retirado e, posteriormente, as células (antes sedimentadas)

são suspensas em solução RPMI 1640. Nossos resultados visuais, sugerem que nesta rotação

as nanopart́ıculas não precipitam. Porém, testes visuais não são cientificamente adequados.

Logo, com o objetivo de realizar uma análise quantitativa, refizemos o mesmo teste utilizando

a técnica de magnetometria.

A magnetometria nos permite determinar, com boa precisão,a fração volumétrica de
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part́ıculas magnéticas analisando a curva de magnetização em regimes de alto campo magnético

(∼ 2T). O teste realizado consistiu de uma amostra dilúıda em meio de cultura celular man-

tida sob centrifugação de 260 × g por 10 min. Após este procedimento são feitas medidas de

magnetometria do sobrenadante e do precipitado. A diluição desta amostra é de 1:1, ou seja,

uma parte de fluido magnético para uma parte de meio de cultura celular.

O gráfico da figura (4.5) mostra os dados da amostra antes de centrifugar e de seu

sobrenadante após este processo. A tabela (4.2) apresenta os resultados obtidos com as duas

amostras.
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Figura 4.5 : Curvas de magnetização da amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana dilúıda me meio de
cultura do S180 em diluição de 100µl para 100µl: Azul-sem centrifugação, Vermelho-com centrifugação

Teste de Centrifugação: VSM
Amostras MS(

emu
g
) φnps

S/ Centrifugar 0, 212664114 0.0005710636789
C/ 10min, ±260× g 0.211706783 0.0005684929728

Tabela 4.2 : Dados do teste de centrifugação por magnetometria

De fato, por meio deste teste foi posśıvel calcular as frações volumétricas antes e

depois de centrifugar. Note que foi encontrada uma pequena diferença nas amostras. Esta
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diferença corresponde a um número de part́ıculas por unidade de volume da ordem de N =

0.29509765× 1014part/ml. Este resultado permitiu estimar o erro neste processo que pode es-

tar associado a sedimentação de nanopart́ıculas magnéticas por adesão na parede do eppendorf

ou pela precipitação de aglomerados. Portanto, podemos garantir que se houverem diferenças

significativas entre o sobrenadante e o precipitado em nossos resultados, estaremos vendo parte

das part́ıculas sedimentando por outro motivo e não por estes que foram apresentados.

4.3.2 Medidas Magnéticas de NPMs Internalizadas por Células S180

A estratégia utilizada para investigar se há internalização das nanopart́ıculas magnéticas

pelas células de Sarcoma 180 foi utilizar a técnica de Magnetometria de Amostra Vibrante. As

medidas de magnetometria foram realizadas com diferentes amostras preparadas após difer-

entes tempos de exposição das nanopart́ıculas às células tumorais de S180 [13, 79]. Note

que após este tempo há o processo de centrifugação. As medidas de VSM são feitas uti-

lizando o “sobrenadante”(nanopart́ıculas no ĺıquido carreador) e “precipitado” (células mais

nanopart́ıculas internalizadas). É importante ressaltar que o precipitado constitúıdo de células

com nanopart́ıculas internalizadas é ressuspenso em solução RPMI 1640. Por meio dessa análise

foi posśıvel determinar a quantidade de nanopart́ıculas internalizadas.

O procedimento experimental foi o seguinte: o fluido magnético de maghemita re-

coberta com dextrana foi preparado em diluição do tipo volume-volume onde t́ınhamos 200µl

de fluido para 200µl de solução contendo meio de cultura celular com células de Sarcoma 180.

Em cada um dos tempos registrados as amostras foram centrifugadas a 260× g e lavadas uma

vez com solução RPMI 1640. Assim, foi posśıvel retirar o sobrenadante (parte da solução que

fica suspensa) e o sedimentado (material que fica depositado no fundo do eppendorf). Este

último foi ressuspenso em solução em 100 µl de RPMI 1640 e medidas de magnetização foram

realizadas.

O gráfico da figura (4.6) apresenta os dados do sobrenadante após diferentes tempos de

exposição. Nota-se facilmente, a existência de um sinal superparamagnético. Por outro lado,
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no gráfico da figura (4.7) temos as curvas de magnetização do sedimentado, ou seja, de células

contendo nanopart́ıculas magnéticas. Os dados apresentam contribuições diamagnéticas oriun-

das das células, meio RPMI 1640 e a camada de cobertura de destrana, e superparamagnética,

devido a nanopart́ıculas magnéticas internalizadas. Em ambas as figuras observa-se alterações

nos dados magnéticos dependendo do tempo de exposição.

Os dados das células com nanopart́ıculas internalizadas (sedimentado) podem ser ajus-

tados considerando duas contribuições; uma diamagnética, devido aos constituintes das células,

e outra superparamagnética. As linhas sólidas no gráfico da figura (4.8) corresponde ao melhor

ajuste dos dados experimentais considerando o modelo acima. De fato, pode-se ainda reti-

rar a contribuição diamagnética e apresentar apenas a contribuição devido as nanopart́ıculas

magnéticas. Na figura (4.9) apresenta os dados para as amostras preparadas em tempos dis-

tintos. Estes dados são extremamente importantes já que permitem extrair, por meio da mag-

netização de saturação no regime de alto campo, o número de nanopart́ıculas internalizadas.
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Figura 4.6 : Curvas de magnetização da amostra de γ−Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Sobrenadante
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Figura 4.7 : Curvas de magnetização da amostra de γ−Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Parte sedimentada e suspensa em solução RPMI 1640
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Figura 4.8 : Curvas de magnetização da amostra de γ−Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
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Figura 4.9 : Curvas de magnetização da amostra de γ−Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Sem contribuição diamagnética das células

Dados de Magnetometria do Fluido Magnético com S180
no Tempo N(×1014part/ml) Massa de NPMs/cel (pg/cel)

1 10min 1.390209266 61± 12
2 20min 1.442611832 63± 13
3 60min 2.373528015 103± 21

Tabela 4.3 : Dados das medidas de magnetometria do primeiro experimento (1pg = 10−12g e N o número de
part́ıculas por unidade de volume)

Como a quantidade de dados era pequena realizamos uma nova bateria de testes. Desta

vez as amostras foram preparadas em duplicata (duas amostras em cada tempo) na mesma

diluição de 1:1 (volume : volume). Um novo teste de centrifugação foi realizado (vide figura

4.10). A figura (4.11) mostra duas das medidas realizadas neste segundo experimento, onde os

ćırculos em azul e os quadrados vermelhos correspondem as amostras de fluido magnético com

as S180 em tempos de exposição de 10 min e 70 min, respectivamente. A figura (4.12) mostra

as mesmas curvas de magnetização, porém, sem a contribuição diamagnética extráıda através

e ajuste teórico. Para os dois testes de efeito de centrifugação nota-se que a quantidade de
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part́ıculas que precipitam por causa do processo de rotação é muito baixa. Os resultados desta

nova verificação pode ser visto nos dados da tabela 4.4
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Figura 4.10 : Curvas de magnetização da amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana dilúıda me meio de
cultura do S180 em diluição de 100µl para 100µl: Azul-sem centrifugação, Vermelho-com centrifugação
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Figura 4.11 : Curvas de magnetização da amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de
cultura e células S180

-20000 -10000 0 10000 20000

-0.012

-0.010

-0.008

-0.006

-0.004

-0.002

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

0.012

 
 

M
ag

ne
tiz

aç
ão

 (e
m

u/
g)

Campo Magnético (Oe)

 Amostra em 10 min
 Amostra em 70 min

Curvas de Magnetização de 
 - Fe2O3/Dextrana com S180

S/ Contribuição diamagnética

Figura 4.12 : Curvas de magnetização da amostra de γ − Fe2O3 recoberta com dextrana junto a meio de
cultura e células S180: Sem contribuição diamagnética das células
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Dados de Magnetometria do Fluido Magnético com S180
no Tempo N(×1014part/ml) Massa de NPMs/cel (pg/cel)

1 10min 1.390209266 52± 20
2 30min 1.442611832 94± 10
3 40min 2.140557608 113± 29
4 50min 1.759143063 88± 24
5 70min 2.266361061 110± 15
6 80min 2.926987927 114± 20
7 90min 3.084236591 155± 32
8 100min 2.595726226 137± 33

Tabela 4.4 : Dados das medidas de magnetometria do segundo experimento (1pg = 10−12g e N o número de
part́ıculas por unidade de volume)

A figura (4.13) apresenta a quantidade de nanopart́ıculas internalizadas (em unidades

de massa) por célula tumoral em função do tempo de exposição. Nestes cálculos foi utilizado

o diâmetro modal DM = (5, 5 ± 0, 1)nm, volume do porta amostra vpa = (0, 269 ± 0, 01)cm3,

a concentração de células de 2 × 105cel/ml, volume da part́ıcula vp = 8, 7113 × 10−20ml e a

densidade da maghemita de 4, 9g/ml.
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Figura 4.13 : Gráfico da quantidade de massa de nanopart́ıculas magnéticas em pg (1pg = 10−12g) por células
de S180
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Finalmente, pode-se concluir pela análise dos dados de magnetometria que as nanopart́ıculas

de magnetita recobertas com dextrana foram internalizadas pelas células neoplásicas de Sar-

coma 180, atingindo uma saturação na internalização em um peŕıodo de 30-40 minutos.

No próximo caṕıtulo provaremos que a técnica magneto-óptica de Birrefringência Magnética

Estática (BME) também pode ser utilizada para investigar o processo de internalização de

nanopart́ıculas magnéticas. Outras questões pode ser analisada por BME, ou seja, como estão

auto-organizadas as nanopart́ıculas quando estão sendo internalizadas? De part́ıculas indivi-

duais ou de um aglomerado de nanopart́ıculas? A análise magneto-óptica irá contribuir para o

entendimento do processo de internalização.



Caṕıtulo 5

Estudo Magneto-óptico da Interação
das Nanopart́ıculas Magnéticas com
Células S180

Neste caṕıtulo, iniciaremos falando um pouco sobre o fenômeno de birrefringência e

Birrefringência Magnética Estática (BME) para esclarecer o leitor sobre como podemos utilizá-

la para investigar a existência de estruturas auto-organizadas (aglomerados de nanopart́ıculas,

por exemplo, cadeias lineares de nanopart́ıculas) na suspensão coloidal. O modelo teórico será

apresentado na seçao 5.1.2 e o diagrama de bloco do experimento em 5.1.3. Os resultados

experimentais ficaram na seção 5.2. Estes resultados foram divididos em quatro subseções.

A primeira discute o efeito da concentração de nanopart́ıculas magnéticas no meio de cultura

celular das S180. Posteriormente, avaliamos o efeito temporal de nanopart́ıculas no meio de

cultura as S180. Esta seção foi importante, pois serviu de controle para estudar o efeito da

interação de nanopart́ıculas com células tumorais que foi finalmente investigada na seção 5.2.3.

O objetivo deste caṕıtulo é apresentar, possivelmente pela primeira vez na literatura, um estudo

magneto-óptico da interação de nanopart́ıculas magnéticas com células.

5.1 Birrefringência

Os fluidos magnéticos na presença de campo externo tornam-se opticamente aniso-

trópicos. Isso ocorre devido a orientação de nanopart́ıculas isoladas anisométricas, pequenos

aglomerados (d́ımeros, tŕımeros, etc) ou a formação de cadeias sob ação de campo magnético

48
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externo. O fenômeno pode ser detectado utilizando a técnica de Birrefringência Magnética

Estática (BME). Esta, por sua vez, permite calcular o diâmetro médio das nanopart́ıculas,

a dispersão em torno desse diâmetro e a formação de aglomerados (cadeias) [40, 80]. Para

compreender como a BME é um experimento simples e ao mesmo tempo poderoso é interessante

começar por uma revisão de óptica.

5.1.1 Birrefringência Óptica

Muitos materiais cristalinos são opticamente anisotrópicos, como a calcita, a turmalina

e o quartzo. Isto significa que suas propriedades ópticas não são uniformes espacialmente.

Denomina-se birrefringente o material com diferentes ı́ndices de refração, dependendo da

direção de propagação da luz que o atravessa. Segundo Hecht (1991), o fenômeno da dupla

refração foi observado pela primeira vez em cristais de calcita por Erasmus Bartholinus em 1669.

Quando colocado sobre um desenho notavam-se duas imagens e não uma como o esperado .

Bartholinus sugeriu que ao atravessar o cristal, o feixe de luz dividia-se em dois. Um raio o

qual chamou de ordinário (O), e outro que contribúıa para a segunda imagem e dependia da

direção de propagação no cristal, denominado extraordinário (E).

Analisando a polarização dos raios emergentes, observa-se que estes são lineares e

perpendiculares entre si, como ilustra a Figura (5.1)

Figura 5.1 : Representação do experimento de Bartholinus. Nas figuras (a) e (c) observa-se apenas uma imagem
proveniente do feixe ordinário, e do extraordinário, respectivamente. Na figura (b) observa-se a imagem dupla
(sem polarizador)

Se o feixe de luz incidente é obĺıquo em relação ao eixo óptico, dois raios emergirão do

cristal. No entanto, o comportamento do feixe luminoso pode ser diferente se ele penetrar de
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forma perpendicular ou paralela ao eixo óptico. A figura (5.2) ilustra esse comportamento.

Figura 5.2 : Separação das ondas de luz por um cristal birrefringente (a). Na figura (b) o feixe incide perpen-
dicularmente ao eixo óptico do cristal provocando uma diferença de fase entre os feixes emergentes. Em (c), a
incidência é paralela e os feixes não apresentam diferença de fase entre si.

Quando o raio incidente é perpendicular ao eixo óptico, os feixes ordinário e ex-

traordinário são coincidentes, apesar de terem percorrido caminhos ópticos diferentes. Embora

esses raios apareçam no mesmo ponto, apresentam diferença de fase entre si (vide fig.5.2). No

caso do feixe incidente ser paralelo ao eixo óptico os raios emergentes comportam-se como se

o material fosse isotrópico e percorrem o mesmo caminho, não apresentando diferença de fase

(vide fig.5.2).

A birrefringência é medida pela diferença entre os ı́ndices de refração das direções dos

feixes extraordinário e ordinário.

∆n = ne − no (5.1)

A observação de mudança no comportamento óptico do material em função do campo

magnético, quando a propagação da onda dá-se na direção perpendicular a das linhas de campo

é denominado efeito Cotton-Mouton.

As part́ıculas do fluido tendem a girar e orientar seus momentos magnéticos, em relação

a um campo aplicado, podendo, inclusive, formar estruturas auto-organizadas como mostram

fotografias de microscopia eletrônica criogênica na figura (5.3). A diferença no ı́ndice de refração

∆n é proporcional ao campo aplicado como será discutido adiante. O eixo óptico se orienta
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segundo o campo aplicado, e o material comporta-se como um cristal anisotrópico, assim a

equação (5.1) pode ser escrita como

∆n = n// − n⊥ (5.2)

com n// o ı́ndice de refração na direção do campo magnético aplicado e n⊥ a orientação per-

pendicular ao campo aplicado.

Figura 5.3 : Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão Criogênica de uma mistura binária de part́ıculas
com diâmetros diferentes. A micrografia (a) foi tomada em campo nulo, e (b) em campo H 6= 0 [81, Butter et
al ]. A barra de escala é de 200nm

5.1.2 Birrefringência Magnética Estática (BME)

A birrefringência em fluidos magnéticos pode ser determinada de acordo com a ob-

servação da mudança no comportamento óptico do material em função do campo magnético
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externo aplicado. Define-se, então a birrefringência magnética como a diferença entre o ı́ndice

de refração na direção paralela ao campo aplicado (n//) e o ı́ndice de refração na direção per-

pendicular (n⊥),vide eq.(5.2).

O modelo aqui utilizado para analisar tal fenômeno considera o alinhamento de aglom-

erados nos colóides (d́ımeros, tŕımeros e outros) como o responsável por sua anisotropia óptica.

Nele, cada nanopart́ıcula é considerada como um dipolo elétrico induzido ~p, que, sob ação do

campo elétrico oscilante
−→
E da luz incidente, é

−→p = ǫ←→α p
−→
E (5.3)

onde ǫ é a permissividade elétrica do meio e ←→α p o tensor polarizabilidade elétrica de um

aglomerado ou nanopart́ıcula isolada anisométrica, representado, num sistema de coordenadas

adequado (eixo de simetria do aglomerado), pela matriz

←→α p =





α⊥ 0 0
0 α⊥ 0
0 0 α//



 (5.4)

sendo α⊥ e α// as componentes do tensor para um campo elétrico aplicado perpendicular e

paralelamente ao eixo de simetria do aglomerado do qual a nanopart́ıcula faz parte.

Por aplicação direta das equações de Maxwell obtemos uma forma expĺıcita para o

ı́ndice de refração para uma onda eletromagnética incidente numa região de permissividade

elétrica ǫ. Então, sejam as equações de Maxwell na ausência de cargas (ρ = 0) e de densidade

de corrente (
−→
J = 0)

−→∇ · −→B = 0 (5.5)

−→∇ · −→D = 0 (5.6)

−→∇ ×−→H =
∂
−→
D

∂t
(5.7)

−→∇ ×−→E = −∂
−→
B

∂t
(5.8)
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Sabendo que
−→
D = ǫo

−→
E +

−→
P e
−→
B = µo

−→
H

−→∇ ×−→H =
∂
−→
D

∂t
1

µo

−→∇ ×−→B =
∂

∂t

(

ǫo
−→
E +

−→
P
)

−→∇ ×−→B = µoǫo
∂
−→
E

∂t
+ µo

∂
−→
P

∂t
(5.9)

Aplicando o ∇× em (5.8), substituindo (5.7) e (5.9)

−→∇ ×−→E = −∂
−→
B

∂t
−→∇ × (

−→∇ ×−→E ) = − ∂

∂t

(−→∇ ×−→B
)

−→∇ × (
−→∇ ×−→E ) = −µoǫo

∂2
−→
E

∂t2
− µo

∂2
−→
P

∂t2
(5.10)

Usando a identidade
−→∇ × (

−→∇ × −→A ) =
−→∇

(−→∇ · −→A
)

− ∇2−→A , considerando que
−→∇ · −→E = 0 na

ausência de carga, a eq.(5.10) fica

−→∇
(−→∇ · −→E

)

−∇2−→E = −µoǫo
∂2
−→
E

∂t2
− µo

∂2
−→
P

∂t2

∇2−→E = µoǫo
∂2
−→
E

∂t2
+ µo

∂2
−→
P

∂t2
(5.11)

A solução de (5.11) é do tipo onda plana. Considere, então, uma onda propagando-se na direção

x̂ da forma

−→
E =

−→
E oe

i(ωt−kx) (5.12)

Sabemos que em um fluido magnético com N part́ıculas com momentos de dipolo −→p a polar-

ização é dada por

−→
P = N~p (5.13)

sendo −→p dado por (5.3). Logo, utilizando as relações

∇2−→E = (ik)2
−→
E (5.14)

∂2
−→
E

∂t2
= (iω)2

−→
E (5.15)

∂2
−→
P

∂t2
= ǫoN〈α〉

∂2
−→
E

∂t2
= ǫoN〈α〉(iω)2

−→
E (5.16)
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Substituindo as relações acima em (5.11) obtemos

(ik)2
−→
E = µoǫo(iω)

2−→E + µoǫo(iω)
2N〈α〉−→E

k2
−→
E = ω2µoǫo(1 +N〈α〉)−→E

k2 = ω2µoǫo(1 +N〈α〉) (5.17)

sendo 〈α〉 a média do tensor polarizabilidade sobre N part́ıculas no fluido magnético. Portanto,

realizando uma passagem simples considerando as relações k2 = n2ω2/c2 e c = 1/
√
µoǫo, então

k2 = ω2n2µoǫo

n2 =
k2

ω2µoǫo
(5.18)

Logo, de (5.18), (5.17) fica

n2 = (1 +N〈α〉) (5.19)

Para o caso de part́ıculas muito pequenas comparadas com o comprimento de onda da luz inci-

dente e dispersas numa suspensão não magnética (ĺıquido carreador) com constante dielétrica

ǫ1, (5.17) pode ser escrita como

k2 = ω2µoǫ1(1 +N〈α〉) (5.20)

que assume a forma

n2 = n2
1(1 +N〈α〉) (5.21)

onde n é o ı́ndice de refração da supensão e n1 o ı́ndice de refração do ĺıquido carreador.

Se o eixo de simetria do aglomerado for representado em relação ao sistema de coorde-

nadas de laboratório pelos ângulos polar θ e azimutal ϕ e adotando um sistema de coordenadas

conveniente, no qual o campo externo está ao longo da direção ẑ (figura 5.4), a polarizabilidade

da part́ıcula em coordenadas do laboratório será

←→α = R←→α pR
−1 (5.22)
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Figura 5.4 : Esquema de orientação de um aglomerado com relação ao referencial no laboratório.

onde R é a matriz rotação dada por

R =





sinϕ cos θ cosϕ sin θ cosϕ
− cosϕ cos θ sinϕ sin θ sinϕ

0 − sin θ cos θ



 (5.23)

Então, aplicando (5.22) temos

←→α =





sinϕ cos θ cosϕ sin θ cosϕ
− cosϕ cos θ sinϕ sin θ sinϕ

0 − sin θ cos θ





←→α p





sinϕ − cosϕ 0
cos θ cosϕ cos θ sinϕ − sin θ
sin θ cosϕ sin θ sinϕ cos θ





←→α =





α⊥ sinϕ α⊥ cos θ cosϕ α// sin θ cosϕ
−α⊥ cosϕ α⊥ cos θ sinϕ α// sin θ sinϕ

0 −α⊥ sin θ α// cos θ









sinϕ − cosϕ 0
cos θ cosϕ cos θ sinϕ − sin θ
sin θ cosϕ sin θ sinϕ cos θ





Fazendo a multiplicação de matrizes e usando as relações entre senos e cossenos (sin2 δ+cos2 δ =

1) e tomando a = (α// − α⊥)

←→α =





α⊥ + a(sin2 θ cos2 ϕ) 0 0
0 α⊥ + a(sin2 θ sin2 ϕ) 0
0 0 α⊥ + a cos2 θ



 (5.24)

De acordo com a definição de birrefringência magnética, os termos de interesse são o perpen-

dicular αxx e o paralelo αzz ao campo aplicado, logo

αxx = α⊥ + (α// − α⊥)(sin
2 θcos2ϕ) (5.25)
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αzz = α⊥ + (α// − α⊥)cos
2θ (5.26)

Calculando a polarizabilidade média sobre as N part́ıculas do fluido magnético usando (5.21),

temos

n2
i = n2

1(1 +N〈α〉ii) (5.27)

sendo i = x, z. Utilizando a seguinte expansão

(1 + x)n = 1 + nx+
n(n− 1)

2
x2 + · · · (5.28)

e aplicando em cada uma das componentes, a birrefringência ∆n fica da forma

∆n(θ, ϕ) = nz − nx ≈
1

2
n1N(α// − α⊥)(cos

2θ − sin2 θ sin2 ϕ) (5.29)

A média é calculada considerando-se o fator de Boltzmann sendo dada por

〈∆n(θ, ϕ)〉 = 1

Z

∫ 2π

0

∫ π

0

∆n(θ, ϕ)eξ cos θd(cos θ)dϕ (5.30)

onde Z é a função partição

Z =

∫ 2π

0

∫ π

0

eξ cos θd(cos θ)dϕ (5.31)

com ξ = µoµH/KBT e µ = πD3MS/6, para o caso de uma nanopart́ıcula anisométrica. A

energia de interação Zeeman do dipolo magnético com o campo magnético externo U = −~µ ·

(µo

−→
H ), onde µo é a permeabilidade magnética do ĺıquido, µ o módulo do momento magnético de

uma part́ıcula, KB a constante de Boltzmann, D o diâmetro da part́ıcula e MS a magnetização

de saturação da amostra . Portanto, resolvendo (5.30) temos

〈∆n(θ, ϕ)〉 = 1

2
n1N(α// − α⊥)

(

1− 3

ξ tanh ξ
+

3

ξ2

)

(5.32)

onde em (5.32) temos a função de Langevin de segunda ordem dada por

L2(ξ) = 1− 3

ξ tanh ξ
+

3

ξ2
(5.33)

Mas em um fluido magnético monômeros, d́ımeros, tŕımeros e agregados maiores coexistem e a

birrefringência deve levar em conta o sinal de cada estrutura. Logo, podemos escrever

∆n =
∑

Q

CQ∆nQ (5.34)
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sendo CQ é a fração volumétrica de agregados constitúıdos por Q part́ıculas e ∆n a bir-

refringência de cada agregado, onde o v́ınculo abaixo deve ser satisfeito.

∑

Q

CQ = 1 (5.35)

Deste modo, para uma amostra polidispersa podemos calcular a média da birrefringência da

seguinte forma

∆n =

∫∞

0

∑

QCQL2(ξ)f(D)P (D)dD
∫∞

0
D3P (D)dD

(5.36)

onde P (D) é a distribuição de diâmetros lognormal com dispersão σ e diâmetro modal DM de

uma amostra caracterizada, por exemplo, por Microcopia eletrônica de Transmissão (TEM),

sendo dada por

P (D) =
exp(−σ2/2)√

2πσDM

exp

[

− ln
2(D/DM)

2σ2

]

(5.37)

com

L2(ξ) = 1− 3

ξQ tanh ξQ
+

3

ξ2Q
(5.38)

e

∆nQ =
πn1QNQ

12
〈χ// − χ⊥〉Q (5.39)

Para uma amostra polidispersa, cada cadeia contribui para birrefringência de acordo

com o número de part́ıculas que a mesma possui, ou seja,

ξQ = Qξ (5.40)

onde Q é o número médio de part́ıculas nos aglomerados. No nosso caso, (5.34) pode ser

representado por uma valor médio tal que

∆n = ∆nQ

∫ ∞

0

D3L2(ξQ)P (D)dD (5.41)

onde NQ é o número de aglomerados médio e χii é a componente do tensor polarizabilidade

por unidade de volume (susceptibilidade elétrica). Com esta equação ajustamos os dados

experimentais e obtemos as informações sobre a formação de aglomerados no sistema coloidal.
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As componentes da susceptibilidade elétrica são fortemente dependentes da distância

superf́ıcie-superf́ıcie entre as nanopart́ıculas. De fato, Xu e Ridler [80] utilizaram um modelo de

dipolo oscilante para calcular as componentes para uma cadeia constitúıda de Q nanopart́ıculas.

Os resultados de χ// e χ⊥ são os seguintes

χ⊥ =
1

Q

Q
∑

i=1

χo

1 + κ⊥i
χo

(5.42)

χ// =
1

Q

Q
∑

i=1

χo

1− κ//
i
χo

(5.43)

com

κ⊥i
=

vp
4πr3

∑

i 6=j

1

| j − i |3 (5.44)

e

κ//
i
= 2κ⊥i

(5.45)

Sendo χo para uma part́ıcula dado por

χo =
ǫp − ǫ1

ǫp +N(ǫp − ǫ1)
(5.46)

onde ǫp, ǫ1 e N são a permissividade elétrica da part́ıcula, a permissividade elétrica do ĺıquido

carreador e o fator de depolarização. Note que r e a distância centro a centro entre as

nanopart́ıculas e pode ser representado em termos da espessura da camada molecular que

recobre a nanopart́ıcula (δ) (vide figura 5.5) como

r = DM + 2δ (5.47)

Portanto, a partir das análises dos dados de BME é posśıvel obter 〈χ// − χ⊥〉. Es-

te parâmetro, por sua vez, pode ser utilizado para obter informações acerca da camada de

cobertura das nanopart́ıculas que formam estruturas auto-organizadas no ĺıquido carreador.
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Figura 5.5 : Representação esquemática da distância superf́ıcie a superf́ıcie entre duas nanopart́ıculas
magnéticas separadas a uma distância r.

5.1.3 Diagrama de Bloco do Experimento de BME

O diagrama de bloco para aplicação da técnica de birrefringência magnética consiste,

basicamente, de uma luz (um laser, com comprimento de onda λ = 632nm) que passa por

um modulador (chopper), atravessando posteriormente um polarizador, em seguida o feixe é

subdividido em dois ao passar por um separador de feixes que mantém a polarização da luz

incidente. Um sinal de referência é obtido no detector 2 que está acoplado a um sistema de

aquisição de dados. O outro feixe incide sobre a amostra, passa pelo analisador alcançando

enfim o detector 1 (ambos os detectores são da marca OPTRON FT850-3) que envia um sinal

ao amplificador lock-in que usa a frequência do chopper como referência (vide fig. 5.6).

Nesta montagem a direção de propagação do feixe de luz do laser e o campo magnético

aplicado encontram-se perpendiculares entre si. Também, os eixos do polarizador são posiciona-

dos perpendiculares entre si, de modo que na ausência da amostra não há detecção de qualquer
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Figura 5.6 : Diagrama de bloco das medidas de birrefringência magnética estática.

sinal, já que de acordo com a lei de Malus

Ip = Iacos
2β (5.48)

sendo Ip e Ia as intensidades de luz que saem do polarizador e analisador, respectivamente e

β o ângulo entre os planos de polarização dos mesmos, ou seja, para β = π/2, Ip = 0. Dessa

maneira, quando a amostra é colocada entre os polarizadores, caso seja birrefringente, há uma

rotação do eixo de polarização da luz ao atravessar a amostra permitindo que um sinal seja

detectado.

Para esse tipo de montagem, desconsiderando posśıveis efeitos de dicroismo, a intensi-

dade do sinal que atinge o analisador varia com a birrefringência da amostra na forma

I = Io sin
2(2ν) sin2

(

πl

λ
∆n

)

(5.49)

onde Io é a intensidade do sinal incidente, l a espessura do porta amostras, λ o comprimento

de onda do laser, ∆n a birrefringência do material da amostra e ν o ângulo entre o analisador

e o campo magnético aplicado. Em nossa configuração ν = π/4.

A figura (5.7) mostra a montagem experimental da técnica de BME implementada no

Laboratório de Magneto-óptica da Instituto de F́ısica da Universidade Federal de Goiás.
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Figura 5.7 : Montagemn experimental de BME do Laboratório de Magneto-óptica do IF-UFG.

5.2 Resultados de BME

A técnica de BME pode extrair informações sobre a distribuição de diâmetros do sis-

tema coloidal, a autoorganização das nanopart́ıculas no ĺıquido carreador (nanoestruturas iso-

ladas ou cadeias de nanopart́ıculas), ou ainda a distância entre as mesmas (efeito da camada

de cobertura). Estes dados podem ser utilizados para melhor compreender o processo de inter-

nalização celular de nanopart́ıculas.

Com esta finalidade, foram realizados os experimentos com amostras controle. Estas

amostras constituem do fluido magnético dilúıdo em meio de cultura celular. Dois tipos de

experimentos foram realizados. Primeiramente, foi investigado o efeito da concentração de

nanopart́ıculas (seção 5.2.1), enquanto que em uma segunda etapa (seção 5.2.2) analisou-se,

para uma concentração de nanopart́ıculas espećıfica (1:1), o efeito temporal. Nosso intuito

era obter dados que avaliassem, independentemente, a influência destes parâmetros. Estes

foram então comparados com dados de BME de amostras contendo fluido magnético e células

tumorais de Sarcoma 180 (seção 5.2.3). As medidas de BME desse sistema complexo avaliaram

a influência do tempo de exposição de nanopart́ıculas magnéticas com as células neoplásicas.

5.2.1 BME em Função da Concentração em meio de Cultura Celular

O primeiro experimento realizado foi o de medir a birrefringência em função da con-
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centração de nanopart́ıculas em meio de cultura celular. Neste experimento, trabalhamos com

amostras constituidas pelo fluido magnético dilúıdo em meio de cultura celular nas seguintes

concentrações: 1:1 e 1:3. O intuito deste experimento é obter informações sobre o comporta-

mento da amostra de fluido magnético quando exposta ao meio de cultura celular em diferentes

concentrações.

O gráfico da figura (5.8) apresenta os dados de birrefringência em função do campo

magnético. Quadrados e ćırculos correspondem as amostras com frações volumétricas de φ1 =

0, 00065 e φ2 = 0, 00032, respectivamente. Note que quanto mais concentrada a amostra maior

o sinal de BME. Isto vai de acordo com dados da literatura [40].
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Figura 5.8 : Medida de BME da amostra de fluido magnético dilúıdo em meio de cultura celular

O ajuste dos dados de BME foram feitos utilizando a equação

I = Iexpo

[

sin2

(

∆ns

∫

L2(ξQ)D
3P (D)d(D)

)]

, (5.50)

que possui apenas dois parâmetros ajustáveis, ∆ns e Q. Lembrando que Q corresponde ao

número médio de nanopart́ıculas formando um aglomerado e

∆ns =
π2ln1QNQ

12λ
〈χ// − χ⊥〉Q, (5.51)
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A polidispersão e o diâmetro modal considerados foram os obtidos por TEM na seção

3.1.1 com seus valores de σ = 0, 18± 0, 02 e DM = (5, 5± 0, 1)nm, respectivamente. As figuras

(5.9) e (5.10) apresentam os dados experimentais conjuntamente com os ajustes teóricos para

diferentes concentrações. Note que aumentando a concentração de nanopart́ıculas o tamanho

médio do aglomerado também aumentou. Este fenômeno já foi obsevado por vários outros

autores na literatura [40].
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Figura 5.9 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético: diluição de 1:1
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Figura 5.10 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético dilúıdo 1× em meio de cultura:
diluição 1:3
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5.2.2 BME do Fluido Magnético em meio RPMI 1640: Aging Effect

No passo seguinte, dilúımos o fluido magnético em meio de cultura da S180 na razão

de 100µl para 100µl (1:1) de meio de cultura e, em seguida, realizamos as medidas de BME

em intervalos distintos após a preparação das amostras. O gráfico da figura (5.11) apresenta os

dados de BME em função do campo magnético para diferentes tempos. Os quadrados e ćırculos

correspondem aos tempos de 30 min e 50 min, respectivamente. A figura (5.13) apresenta os

dados experimentais de BME com seu respectivo ajuste. Enquanto a figura (5.14), (5.15)

apresenta o tamanho médio do aglomerado e os valores da birrefringência de saturação em

diferentes tempos, respectivamente. Note que basicamente, neste intervalo de tempo, não

há uma mudança significativa nestes parâmetros. De fato, o tamanho médio do aglomerado

permace em torno de 4,8. Este resultado será utilizado como controle para comparação com os

dados da seção seguinte.
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Figura 5.11 : Controle da amostra de 100µl de fluido magnético dilúıdo em 100µl de meio de cultura em função
do tempo.
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Figura 5.12 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético dilúıdo 1× em meio de cultura
em t = 50min
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Figura 5.13 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético dilúıdo 1× em meio de cultura
em t = 50min
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Figura 5.14 : Valores experimentais do tamanho médio dos aglomerados.
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Figura 5.15 : Valores experimentais da birrefringência de saturação em tempos diferentes na mesma concen-
tração.

5.2.3 BME do Fluido Magnético com Células S180

Estas medidas foram realizadas com amostras compostas por 200µl de fluido magnético

para 200µl (1:1) de células S180 em meio de cultura. A figura (5.16) mostra as medidas em

10min, 30min, 60min e 120min depois da amostra preparada. Quadrados negros representam
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a medida da amostra após 10min de exposição das nanopart́ıculas com as células de S180, os

ćırculos vermelhos correspondem as medidas de 30min, triângulos azuis as medidas de 60min

e losangos verdes a 120min. Note que o sinal de BME cai entre 10min e 30min. E logo após

começa a subir novamente.
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Figura 5.16 : Dados de BME da amostra de fluido magnético em meio a células de S180 nos tempos de 10min,
30min, 60min e 120min

Uma maneira de avaliar como as part́ıculas estão próximas num sistema em que possui

aglomerados relativamente grandes é calcular a distância superf́ıcie a superf́ıcie entre elas. Este

cáculo permite obter informações sobre a camada de cobertura. De fato, podemos estimar a

distância superf́ıcie a superf́ıcie 2δ entre nanopart́ıculas magnéticas utilizando os dados experi-

mentais de BME e determinando a mesma utilizando o modelo teórico proposto. Assumindo que

o número de part́ıculas contribuindo para o sinal magneto-óptico é o mesmo obtido por MAV e

utilizando equação (5.41) determina-se o valor experimental da grandeza 〈χ// − χ⊥〉Q. Então,

utilizando as equações (5.42), (5.43), (5.44), (5.45) e (5.47), e os a literatura de permissividade

elétrica da maghemita ǫo = 5, 2 + 3i [82] e a permissividade do meio de ǫ1 = 1, 78ǫo [83], foi

posśıvel calcular a distância superf́ıcie a superf́ıcie obtendo (3, 41±0, 02)nm (considerando os da-

dos em 10 min. nesta análise). O cálculo fornece uma camada de cobertura de (1, 70±0, 02)nm.
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Esta análise só pode ser feita no instante inicial, pois, como mostra os dados de magnetometria,

o processo de internalização das nanopart́ıculas magnéticas é dinâmico.

Nas figuras 5.17(a), 5.17(b), 5.18(a) e 5.18(b) são apresentados os dados BME e seus

respectivos ajustes pelo modelo teórico utilizado (vide tabela 5.1). Estes dados mostram que

o tamanho médio do aglomerado vai de 4, 18 ± 0, 04 em 10 min, passando por 5, 22 ± 0, 08

em 30 min e chegando finalmente em 3, 62 ± 0, 02 em 120 min. De fato, este comportamento

difere do controle como mostra as figuras 5.19(a) e 5.19(b). Além disso, pode-se notar na figura

(5.20) que a birrefringência de saturação faz um caminho inverso, ou seja, decresce e cresce

novamente.

Note que a diminuição da birrefringência de saturação, que é proporcional ao número de

nanopart́ıculas contribuindo para o sinal de BME, está associado a internalização de nanopart́ıculas

magnéticas pelas células neoplásicas de Sarcoma 180. Sabe-se pelos dados de VSM que entre

30-40 minutos ocorre a saturação do processo de internalização de nanopart́ıculas. Nossos da-

dos, no mesmo intervalo de tempo, mostram que o número de part́ıculas no meio de cultura

contribuindo para o sinal de BME está decaindo. Conclui-se, portanto, que a técnica de BME

foi capaz de identificar o processo de internalização. Após 30-40 minutos os dados de ∆nS

voltam a crescer. A interpretação para tal fenômeno está associado a formação de pequenos

aglomerados no meio de cultura, por exemplo, a formação de aglomerados de nanopart́ıculas,

que antes encontravam-se isoladas e, sendo esféricas, não contribuiam para o sinal de BME que

como efeito de autoorganização passam a contribuir para o sinal de BME.
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Dados de Birrefringência Magnética Estática
no Tempo ∆nS × 1018 Qm

1 10min 3, 41± 0, 02 4, 18± 0, 04
2 30min 2, 75± 0, 02 5, 22± 0, 08
3 60min 3, 05± 0, 03 4, 69± 0, 08
4 120min 3, 53± 0, 02 3, 62± 0, 03

Tabela 5.1 : Tabela dos valores de birrefringência de saturação de tamanho médio dos aglomerados em função
do tempo da amostra de fluido magnético com células de S180
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Figura 5.17 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético com células S180. (a) 10min
(b) 30min

10 100 1000
0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0.18

0.20
 - Fe2O3/Dextrana mais Sarcoma 180

nS = (3.05 ± 0.03)x1018

QM  =  4.69 ± 0.08 

t = 60min

 Dados Experimentais
 Modelo Teórico

 

 

In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

.)

Campo Magnético (Oe)

 = 0.00065

(a)

10 100 1000
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

 = 0.00065
t = 120min

 - Fe2O3/Dextrana mais Sarcoma 180

nS = (3.53 ± 0.02)x1018

QM  =  3.62 ± 0.03 

 Dados Experimentais
 Modelo Teórico

 

 

In
te

ns
id

ad
e 

(u
.a

.)

Campo Magnético (Oe)

(b)

Figura 5.18 : Ajuste teórico dos dados de BME da amostra de fluido magnético com células S180. (a) 60min
(b) 120min
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Figura 5.19 : (a) Gráfico da evolução do tamanho médio dos aglomerados em relação ao tempo da amostra
de fluido magnético (b) Gráfico comparativo entre os dados de BME da amostra de fluido magnético com as
células de S180 e o controle
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Figura 5.20 : Análise dos dados de BME da amostra de fluido magnético diluido em mio RPMI 1640 com
células de S180 em função do tempo

Por outro lado é interessante notar que o tamanho médio do aglomerado tem um

comportamento oposto quando comparado a a birrefringência de saturação. Até em trono de

30 minutos Q está crescendo e após este intervalo volta a crescer. A questão fundamental agora

é entender o que os dados de BME estão nos informando sobre o processo de internalização.
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Na nossa avaliação os dados parecem sugerir que nanonestruturas de tamanhos distintos são

internalizadas de forma diferenciada. Para esclarecer nosso argumento, suponha um sistema

constituido de dois tipos de estruturas auto-organizadas, pequenos aglomerados (Q1) e grandes

aglomerados (Q2). O tamanho médio do aglomerado pode ser escrito da forma

〈Q〉 =
2

∑

i

fQi
Qi = fQ1

×Q1 + fQ2
×Q2, (5.52)

onde fQi
é a fração de aglomerados que contribuem para o sinal de BME dado por

fQi
=
NQi

NT
, (5.53)

onde NQi
é o número de aglomerados Qi e NT o número total de part́ıculas contribuindo para

o sinal magneto-óptico. Além de (5.52), note que existe um v́ınculo no somatório dado por

2
∑

i

fQi
= 1⇒ fQ1

+ fQ2
= 1 (5.54)

Colocando fQ1
em termos de fQ2

utilizando (5.54) e substituindo em (5.52), temos

〈Q〉 = Q1 + fQ2
(Q2 −Q1) (5.55)

cujo comportamento está descrito de forma simplificada na figura (5.21)
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Figura 5.21 : Análise numérica de (5.55) com valores fict́ıcios de Q1 = 2 e Q2 = 6
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No nosso caso, o sistema é composto por várias estruturas (part́ıculas anisométricas,

d́ımeros, tŕımeros, tetrâmeros, etc). Pensando em nanoestruturas formadas por grandes e

pequenos aglomerados podemos entender nossos resultados da seguinte forma. No intervalo de

0-30 min. o número total de part́ıculas contribuindo para o sinal de BME decai e o motivo

esta associado a internalizacao de nanopart́ıculas pelas S180. Note que neste mesmo intervalo

o tamanho médio do aglomerado aumenta. A única maneira disto acontecer é se a fração de

pequenos aglomerados tiver dimuńıdo, ou seja, nossos resultados indicam que a internalização

está acontecendo preferencialmente por pequenos aglomerados. Acima de 30 min. o número

de part́ıculas contribuindo para o sinal de BME sobe. De acordo com os dados de MAV neste

intervalo não há mais internalização. Lembrando também que os dados de viabilidade celular

sugerem que as células continuam vivas. Neste intervalo o tamanho médio do aglomerado

começa a cair. A explicação para este fato é que part́ıculas isoladas esféricas começam a formar

pequenos aglomerados, que além de aumentar o sinal de birrefringência de saturação diminuem

o tamanho médio do aglomerado.

Finalmente, pode-se concluir que a técnica magneto-óptica de birrefringência magnética

estática foi capaz de identificar o processo de internalização de nanopart́ıculas magnéticas re-

cobertas com dextrana em células de Sarcoma 180. Inclusive identificou o tipo de nanoestrutura

autoorganizada (pequenos aglomerados) que é mais facilmente internalizada pela célula S180.



Caṕıtulo 6

Conclusões e Perspectivas

Neste trabalho investigamos o processo de internalização de nanopart́ıculas magnéticas

de magnetita, recobertas com dextrana, por células neoplásicas de Sarcoma 180 (S180), por meio

das técnicas de magnetometria de amostra vibrante (MAV) e birrefringência magnética estática

(BME).

As nanopart́ıculas de magnetita recobertas com dextrana foram sintetizadas no Labo-

ratório da Prof(a). Dra. Patricia Sartoratto do Instituto de Qúımica da UFG e caracterizadas

por microscopia eletrônica de alta resolução nos fornecendo um diâmetro modal de 5,5 ± 0,1 nm

e dispersidade de 0,18 ± 0,02, quando os dados de frequência, obtidos pelo método de Sturges,

são ajustados por uma distribuição do tipo lognormal. A baixa dispersidade dos diâmetros

provavelmente está associada ao crescimento in-situ das nanopart́ıculas conjuntamente com a

camada de cobertura.

As células tumorais de S180 foram obtidas, no Laboratório da Profa. Dra. Elisângela

Lacerda do Instituto de Ciências Biológicas da UFG, segundo protocolo estabelecido pela Amer-

ican Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). O teste de citotoxicidade, uti-

lizando o método MTT, mostrou alta viabilidade celular comprovando que não houve morte

celular significativa dentro do intervalo de tempo das medidade de BME e MAV (120 minutos).

As medidas de magnetização das células contendo nanopart́ıculas magnéticas foram

realizadas em um intervalo de tempo de exposição de até 100 minutos. As amostras que

continham apenas células com nanopart́ıculas internalizadas foram obtidas por meio de um

73
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processo de centrifugação a 260×g por 10 minutos. Constatamos que entre 10 e 70 minutos a

quantidade de nanopart́ıculas internalizadas em unidade de massa passou de 52± 20 pg/célula

para 110± 15 pg/célula. Em particular, os resultados experimentais de magnetização indicam

que o processo de internalização satura em torno de 30 a 40 minutos. Portanto, conclúımos

que a técnica de MAV pode ser utilizada para determinar tanto o número de nanopart́ıculas

internalizadas como a velocidade em que as mesmas são endocitadas.

Diferentemente dos dados de magnetometria, as medidas de BME foram feitas em

amostras controle (nanopart́ıculas em meio RPMI 1640) e o sistema contendo tanto células

S180 quanto nanopart́ıculas no meio RPMI 1640. Dados foram obtidos numa larga faixa de

tempo (120 min.). Inicialmente observou-se que o sinal de BME do sistema investigado decresce

num intervalo de tempo (entre 30-40 minutos) e depois volta a crescer. De fato o ajuste dos

dados de BME indicam que a birrefringência de saturação (∆ns) decresce nos primeiros 30

minutos e depois volta a crescer de forma suave, enquanto o tamanho médio do aglomerado

possui um comportamento oposto, ou seja cresce nos primeiros 30 minutos e depois volta a

decrescer. Em particular, no tempo de exposição, texp, de 10 min. o tamanho médio do aglom-

erado (birrefringência de saturação) variou de 4, 18 ± 0, 04 (∆ns = 3, 41 ± 0, 02 ×1018cm−3)

para 5, 22± 0, 08 (∆ns = 2, 75± 0, 02 ×1018cm−3) em texp=30 min. Como a birrefringência de

saturação é proporcional ao número de nanopart́ıculas contribuindo para o sinal magneto-óptico

conclui-se que o decréscimo do sinal magneto-óptico foi decorrente do processo de internalização

de nanopart́ıculas magnéticas pelas células S180. Por sua vez, a análise da dependência tempo-

ral do tamanho médio do aglomerado também sugere que o processo de internalização ocorre

primeiramente com nanopart́ıculas anisométricas ou com nanoestruturas formando pequenos

aglomerados. Portanto, conclúımos que a técnica magneto-óptica pode ser utilizada para in-

vestigar o processo de internalização, sendo capaz inclusive de extrair informações sobre a

estrutura autoorganizada que está sendo internalizada. Aparentemente, de acordo com nosso

levantamento bibliográfico, esta é a primeira vez na literatura que uma técnica magneto-óptica

é utilizada para tal fim.
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O estudo da interação de nanopart́ıculas com células parece ainda estar no ińıcio. Não

existem ainda tantos trabalhos nesta área apesar deste número ter aumentado nos últimos anos.

De fato é fundamental avaliar e desenvolver técnicas, preferencialmente baratas e rápidas, ca-

pazes de visualizar, por exemplo, este processo de internalização. Uma das posśıveis aplicações

associadas a utilização da técnica magneto-óptica é a rápida e eficiente determinação do tempo

mı́nimo para a marcação de células por nanopart́ıculas magnéticas, como por exemplo, marcação

de células-tronco, já que estas nanoestruturas são excelentes agentes de contraste em sistemas

de imageamento por ressonância magnética nuclear.

Nosso trabalho prova que as técnicas de magnetometria de amostra vibrante e, em

particular, a birrefringência magnética estática pode ser utilizada para investigar o processo

de internalização de nanopart́ıculas magnéticas por células. Vislumbramos como perspectivas

futuras diversos estudos com nanopart́ıculas magnéticas de diferentes diâmetros, tipos (diver-

sas ferritas), outras camadas de cobertura (carga superficial positiva ou negativa), diferentes

quantidades de camada molecular e, obviamente, outras células (neoplásicas, células-tronco,

macrófagos, etc). Estas investigações podem ajudar a esclarecer a influência de todos estes

parâmetros na dinâmica de internalização.
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