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Resumo

Neste trabalho investigamos o processo de internalizagao de nanoparticulas magnéticas
de magnetita, recobertas com dextrana, por células neoplésicas de Sarcoma 180 (S180), por
meio das técnicas de magnetometria de amostra vibrante (MAV) e birrefringéncia magnética
estatica (BME). A amostra de fluido magnético, estavel em pH fisiolégico, foi preparada pelo
método de coprecipitagao. O crescimento das nanoparticulas ocorreu conjuntamente com o
recobrimento molecular por dextrana. A estrutura cristalina foi confirmada por difracao de
raios-X. As nanoparticulas foram caracterizadas por microscopia eletronica de transmissao de
alta resolucao. O método de Sturges foi utilizado para obter a polidispersao de diametros,
que foi ajustada por uma distribui¢ao do tipo lognormal com diametro 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 fracao
volumétrica de nanoparticulas de ¢ = 0,00065 apds uma e cinco horas de exposicao das células
S180 as nanoparticulas. Em particular, foi encontrada uma viabilidade celular de 87 + 11%
apos uma hora de exposicao provando que nao houve morte celular significativa no intervalo de
tempo em que as medidas de MAV e BME foram realizadas. Medidas de magnetizagao foram
feitas para obter a fracao volumétrica de nanoparticulas. Testes do efeito de centrifugagao das
nanoparticulas suspensas em meio de cultura celular RPMI 1640 revelaram uma sedimentacao
de nanoparticulas magnéticas extremamente baixa. Um procedimento, utilizando aceleracao de
260x g por 10 minutos, foi adotado para separar células contendo nanoparticulas internalizadas

daquelas suspensas no meio RPMI 1640. Medidas de magnetizacao das células S180 contendo



nanoparticulas foram realizadas numa larga faixa de tempo de exposi¢ao (100 minutos). Entre
10 e 70 minutos a quantidade de nanoparticulas 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 internalizagao atingiu a saturacao entre 30 a 40 minutos.

A técnica de magnetodptica de BME também foi utilizada para investigar o processo de
internalizacao das nanoparticulas. Primeiramente, medidas de BME foram feitas em amostra
controle consistindo de nanoparticulas magnéticas suspensas em meio RPMI 1640. Foram
investigados efeitos de concentragdo de nanoparticulas e de tempo de envelhecimento (associado
a dinamica de formagao de aglomerados). Em particular, o tamanho médio do aglomerado (Q),
associado ao numero de nanoparticulas formando uma cadeia linear, manteve-se basicamente
constante, Q=4,8 £ 0,2, para uma faixa de tempo de 70 min. Dados de birrefringéncia de
saturacao também permaneceram estaveis 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 nanoparticulas 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 birrefringéncia de saturacao (Any) 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 exposigao, t.sp, de 10 min. o tamanho médio do aglomerado
(birrefringéncia de saturacao) variou de 4, 1840, 04 (An, = 3,4140,02 x10¥cm™3) para 5, 22+
0,08 (Ang, = 2,75+ 0,02 x10%cm™3) em t.,,=30 min. Como a birrefringéncia de saturagao
¢é proporcional ao nimero de nanoparticulas contribuindo para o sinal magneto6ptico conclui-
se que o decréscimo do sinal magneto-optico foi decorrente do processo de internalizacao de
nanoparticulas magnéticas pelas células S180. Por sua vez, a analise da dependéncia temporal

do tamanho médio do aglomerado também sugere que o processo de internalizagao ocorre
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primeiramente com nanoparticulas anisométricas ou com nanoestruturas formando pequenos
aglomerados. Finalmente, apds atingir a saturagao no processo de internalizagao, observa-se
a formacao de pequenos aglomerados no meio RPMI 1640, que é o responsavel pelo aumento
da intensidade do sinal magneto-6ptico e diminuicao 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 ¢ = 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 x 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 4+ 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 (An,) 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, ¢exp), of 10 min. the
average size of the agglomerate (magnetic birefringence saturation) changed from 4.18 + 0.04
(Angs) = 3.41£0.02 x10™® em™?) to 5.22 4+ 0.08 (An, = 2.75 £0.02 x10"® cm™?) at t.,, = 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



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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Capitulo 1

Introducao

A nanomanipulacao é uma idéia relativamente recente que ganhou maior repercursao 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 X X e ganhador
de préemio Nobel de Fisica em 1965.

Em sua palestra intitulada There s plenty of room at the bottom, Feynman discutiu
que a manipulacgao de atomos e moléculas poderia gerar descobertas de novas propriedades
resultando em diversas aplicacoes em todos os campos do conhecimento.

Embora a nanomanipulacao nao fosse factivel anteriormente devido as limitagoes de
equipamentos apropriados, a tecnologia em escala nanométrica vem sendo praticada ha séculos,
de forma indireta. Na realidade, o homem tem empregado nanomateriais desde tempos remo-
tos quando os antigos artifices utilizavam argila para confeccao de utensilios domésticos ou
incorporavam a vidros particulas finamente divididas para criacao dos mais variados tipos de
utensilios em cores.

A palavra usada para denominar esta ciéncia em nanoescala, ou mais precisamente,
o termo nanotecnologia, surgiu apenas em 1974, quando um pesquisador da Universidade de
Téquio, Norio Taniguchi, fez a distingao entre engenharia em escala micrométrica e o novo
campo da engenharia, em escala submicrométrica, que estava comecando a emergir.

Avancos significativos em nanotecnologia nao foram notados até o inicio da década de

1980, devido a auséncia de novos instrumentos que permitissem a nanomanipulacao, como por
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exemplo, os microscépios de varredura por sonda (SPM): tunelamento (STM) e forca atomica
(AFM). Esses instrumentos vém promovendo os ”olhos”e os ”dedos” necessarios para medir e
manipular em escala nanométrica [1].

Nanoestruturas sao sistemas que possuem pelo menos uma das dimensoes na escala
nanométrica, por exemplo, filmes finos (2D), nanotubos e nanofios (1D) e nanoparticulas
(0D). Nanoparticulas possuem dimensdes entre 2 ~ 100nm (1nm = 107%m), sendo na maio-
ria dos casos obtidas por processos fisicos e quimicos. Um exemplo de processo fisico con-
siste na moagem mecanica denominado “top-bottom”, ou seja, de cima para baixo. J& que
de uma amostra bulk (amostras macroscépicas) faz-se as nanoestruturas. Outra maneira é
a sintese quimica denominada “bottom-up” que, por sua vez, é de baixo para cima onde a
partir de uma solugdo quimica formam-se as nanoestruturas [2]. Basicamente, encontra-se
na literatura nanoparticulas metélicas (Au, Ag) [3],semicondutoras (CdS,CdTe, ZnSe) [4] e
magnéticas (FezOy, v — Fea03) [5,6], com aplicagoes diversas inclusive na drea biomédica.

A integracao da nanotecnologia com biologia celular e a medicina tem resultado num
grande desenvolvimento para uma nova area de pesquisa emergente no mundo da ciéncia, a
nanobiotecnologia. FEsta integracao oferece oportunidades de descobrir novos materiais, pro-
cessos e fenomenos, os quais podem ser usados em diversas areas associadas a saude. De
fato, materiais nanoestruturados oferecem grandes vantagens e oportunidades em aplicacoes
biomédicas como marcagao magnética in vivo de células tronco [7], ou ainda, deteccao de
bactérias, virus (patégenos) em baixa concentracdo por nanoparticulas magnéticas biofun-
cionais [8]. Nestes casos, utiliza-se muitas vezes o fato da nanoparticulas magnéticas serem
excelentes agentes de contrastes em Ressonancia Magnética Nuclear por Imageamento (RMNI).
Além disso, nanoparticulas magnéticas podem interagir com campo magnético externo, esta
acao a distancia permite vantagem tremenda para varias aplicagoes como, por exemplo, no
tratamento de tumores malignos como gliomas via magnetohipertermia [9]. Diversas outras
aplicagoes biomédicas tém sido relatadas atuando tanto no diagnoéstico molecular de doencas,

em muitos casos por meio de marcadores fluorescentes (caso dos pontos quanticos) [10] ou via
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agente de contraste por ressonancia magnética nuclear por imagem [11] e no tratamento de
cancér por meio do processo de magnetohipertermia [12].

Em particular, o processo de internalizacao de nanoparticulas por células através de
processo de endocitose celular (processo pelo qual as células vivas activamente absorvem ma-
terial moléculas, pedagos de detritos ou outras células através da membrana celular) tem sido
investigado por parte da comunidade cientifica, em trabalhos recentes. As técnicas para ve-
rificacao deste fenomeno mais usadas sao imagens de Microscropia Confocal e Microscopia
Eletronica de Transmissao TEM. Resultados recentes investigaram a internalizagao de nanoparticulas
de polietilenoglicol (PEG) [13] e nanoparticulas de ouro [14].

De acordo com estes artigos, a internalizacao depende da forma, tamanho e densidade
de carga superficial (vide figura 1.1) das nanoparticulas. Os resultados sugerem ainda que este
processo depende da camada molecular que recobre as nanoparticulas. Um exemplo de camada

é a dextrana.
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Figura 1.1 : Perfil de internalizacao de particulas por células HeLa incubados a 37°C' por 4h A legenda
representa o diametro da particula por volume da particula onde 150nm-negro, 100nm-vermelho, 200nm-verde,
0, 5um-azul escuro, 1lum-azul claro, 2um-rosa, 3um-roxo, Sum-laranja [13, Gratton, DeSimone et al; 2008]
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Nanoparticulas recobertas com dextrana tem se mostrado eficientes em varias aplicacoes,
principalmente por demonstrarem grande biocompatibilidade in vitro e in vivo quando expostas
a sistemas bioldgicos. Podemos citar, por exemplo, a utilizacao de nanoparticulas magnéticas
recobertas com carboxil-dextrana na liberacao controlada de farmacos para o tratamento de
gliomas (tumor na cabega) por apresentarem baixa toxicidade as células [15], nanoparticulas
magnéticas recobertas com dextrana para aplicacoes como agentes de contraste para ressonancia
magnética por imageamento (RMNI) de células tumorais do pancreas [16].

A eficiente internalizacao de nanoparticulas 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 utilizagao dessas nanoestruturas para o tratamento de neoplasias (cancer) na magnetohipert-
ermia intracelular, enquanto J. H. Clement et al utilizaram nanoparticulas semelhantes para
a marcacao seletiva e separacao de células tumorais leucémicas K5 62 associada ao cancer no
sangue.

Como visto anteriormente, sao vérias as aplicacoes biomédicas de nanoparticulas, em
especial, utlizando as magnéticas. Como demonstracao 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 niimero de citagoes
cresce exponencialmente, como mostra os gréficos das figuras (1.2) e (1.3) sugerindo o reconhec-
imento da comunidade internacional acerca da importancia destes sistemas nanoestruturados

para as aplicagoes neste ambito tecnolégico.
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Capitulo 2

Fluidos Magnéticos

2.1 Historico

Em 1779, Gowan Knight conduziu uma das primeiras tentativas de se obter fluidos com
propriedades magnéticas, dispersando particulas de ferro em dgua. A suspensao coloidal obtida
tinha pouco tempo de estabilidade e demandava muito esforco em sua producao. Por volta
de 1930, Bitter conseguiu produzir um coldide formado por particulas de magnetita (Fe3O,),
com diametros da ordem de 10,4nm , dispersas em agua. Elmore, em 1938, obteve amostras
semelhantes, com particulas menores que 20nm. Estes coldides, entretanto, ainda apresen-
tavam o problema de pouca estabilidade, problema que seria resolvido através da separacao das
particulas maiores por processos de centrifugacao. O fluido magnético denominado ultraestavel
foi finalmente obtido em 1965 por Papell para a agéncia espacial americana NASA-National
Aeronautics and Space Administration, com o objetivo de ser utilizado no controle de fluxo de
combustiveis na auséncia de gravidade. Logo entao, varios avancos foram obtidos na producao
de fluidos. Entre 1965 e 1969, Rosensweig conseguiu produzir fluidos magnéticos utilizando
varios solvente apolares. Na década de 1970, Khalafalla e Reiners substituiram os processos de
moagem, utilizados até entao para a obtencao das nanoparticulas magnéticas, por métodos de
sintese quimica. Em seguida, 1979, Massart obteve os ditos fluidos magnéticos ionicos, cujas
nanoparticulas sao dispersas em solventes polares. Na década de 1980, Cabuil obteve fluidos

magnéticos com nanoparticulas de maghemita cujo a estrutura atomica é vFe;O3 [6].
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2.2 Caracteristicas Gerais

Sistemas coloidais sao misturas heterogéneas formadas basicamente por duas fases,
uma continua e outra dispersa. Por exemplo, o leite é um sistema coloidal no qual a fase continua
é a dgua e a fase dispersa sao varios tipos de particulas presentes em sua composicao estrutural.
Em dispersoes coloidais, a fase continua pode ser um solvente fluido e a fase dispersa particulas
solidas. Estas particulas, geralmente, tem diametro entre 2nm e 100nm e sao chamadas de
nanoparticulas pelo fato de seu diametro ser da ordem do nanometro(10~%m).

Fluidos magnéticos, também denominados ferrofluidos, sao dispersoes coloidais cuja
fase dispersa é composta por nanoparticulas ferro ou ferrimagnéticas (Fe3O4, MnFesOy, CoFes0y
e outros), e cuja a fase continua é um solvente liquido polar ou apolar (vide fig.2.1). As
nanoparticulas magnéticas sao aproximadamente esféricas e geralmente sao monodominios
magnéticos, ou seja, toda a nanoparticula magnética representa uma regiao onde os spins se

acoplam ferro ou ferrimagneticamente.

e

Figura 2.1 : Representacao esquemadtica de um fluido magnético surfactado em trés escalas de comprimento.
Na escala macroscépica (esquerda), o fluido magnético aparece como um fluido comum. Na escala coloidal
(meio), o fluido aparece como uma dispersao coloidal de diversas particulas sélidas. Na direita, mostra-se o
revestimento das nanoparticulas

il

2.3 Meétodos de Preparacao

Na obtencao de amostras de fluidos magnéticos, requere-se como material de par-
tida nanoparticulas magnéticas estaveis. As nanoparticulas devem apresentar uniformidade
de forma e dimensao de modo que possuam propriedades fisicas e quimicas estaveis. Estas
nanoestruturas devem ter um alto controle de varias variaveis como, por exemplo, a sua di-

mensao, estabilidades quimica e estrutural possuindo, desta forma, tamanhos uniformes e que
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possam trasformar-se em fluidos magnéticos estaveis, sem aglomerados ou agregados. Tais
caracteristicas, podem influenciar as propriedades magnéticas dos materiais nas mais diversas
aplicacoes, sejam biomédicas como drug delivery (liberagao controlada de farmacos) [19] ou
tecnoldgicas como em transformadores elétricos [20].

As nanoparticulas de ferritas possuem diversas técnicas de preparacao, sendo estes
fisicas, quimicas ou uma combinacao das duas. Nos meios fisicos estao inclusos a reducao de
tamanho por meio de moagem de particulas micrométricas [21] e a de deposicao a vapor [22],
como exemplos. Entre os processos de preparacao quimica, temos a coprecipitacao por meio
de hidrdlise alcalina em meio aquoso [23,24] em microemulsao [25], micelas reversas [26] e
decomposicao térmica [27].

No principio, na preparacao de fluidos magnéticos, as nanoparticulas eram obtidas
através do método de moagem de um material magnético na presenca de um solvente e de
um surfactante [21]. O material surfactante atua nas fissuras das microparticulas, facilitando
a sua fragmentagao. Sendo assim, a dureza, a cristalinidade, microfissuras e plasticidade sao
as carateristicas essenciais que influenciam diretamente no tamanho final do material desejado.
Na obtencao de de nanoparticulas da ordem de 50nm ou de menor diametro, o processo de
moagem pode perdurar por alguns dias. Dentro deste processo, um surfactante é adsorvido na
superficie das nanoparticulas fornecendo-lhes a estabilidade na suspensao por meio de repulsao
estérica (mecanismo proveniente da camada de cobertura das particulas).

O método de coprecipitagao em meio aquoso é o mais coveniente e usado, pois, caracteriza-
se por ser um método de baixo custo na obtencao de nanoparticulas em grandes quantidades.
Este método permite-nos produzir pequenas particulas com altos indices de pureza e este-
quiometria. Por sua vez, o melhor ajuste de tamanhos das nanoparticulas depende de algumas
condicoes de preparacao, tais como, o pH das solucoes, a temperatura de reacao, tempo decor-
rido desde o precipitado ja pronto, a velocidade de agitacao, a concentragao de ions e o tipo
de base utilizada (NaOH, KOH, NH,OH) [28]. A cristalinidade da nanoparticula, o diametro

médio e sua dispersao podem ser ajustados fazendo-se a precipitacao na presenca de ligantes
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ionicos tais como tartarato, fosfato e citrato ou na presenca de solventes organicos.
Para uma melhor visualizagao destes processos, segue nas equagoes (2.1) e (2.2) métodos
de precipitacao de ferrita de cobalto em meio aquoso [29] e precipitacao de magnetita em meio

aquoso [30], respectivamente.

2Fe*T + Co*T +80H ™ — CoFey04 + 4H0 (2.1)

Fe*t(FeSOy) + 2Fe* (FeCls) + 80H (NaOH) — Fe3O4 + 4H,0 (2.2)

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

através da oxidacao da magnetita como mostra a reagao da equagao (2.3).

4[Fe304] ) + (02)(g) = 6]y — (Fe205)(s)] (2.3)

Usualmente, a solucao de hidréxido de sédio é adicionada a solugao dos {ons metalicos
sob agitacao e a temperatura de ebulicdo. Apds o processo de precipitacao, as nanoparticulas
sao lavadas em agua para remover os contra-fons que nao estao ligados na superficie da amostra,
obtendo-se em (2.2) um precipitado de nanoparticula de magnetita de cor preta.

A formacao de pequenos aglomerados entre particulas precipitadas nestas solugoes é
inevitavel se nao houver um agente que estabilize as interacoes entre elas. Logo, deve-se realizar
o tratamento superficial nas nanoparticulas para que as mesmas venham a ter os dois tipos
de repulsao entre elas, a eletrostatica, que é resultado da adsorcao de cargas na superficie das
nanoparticulas e a estérica entre as particulas provinda dos surfactantes, por exemplo, polimeros
ou outras moléculas organicas ligadas a superficie. Conforme a aplicacao a que sao destinadas,
elas podem ser sintetizadas com varios tipos de moléculas como acido oléico, dextrana, entre
outros [17,20]. Para aplica¢oes biomédicas, modifica-se a superficie da nanoparticula realizando
ligagoes de moléculas que direcionem o sistema a estabilidade coloidal em meio biolégico, ou

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

Logo, podemos dizer que o método de sintese por coprecipitacao quimica tem se tor-
nado uma ferramenta relativamente simples e de baixo custo na obtencao de nanoparticulas
magnéticas em grande escala e, ainda, possuindo estas amostras um controle razoavel de for-
mato e dimensoes de suas nanoparticulas gerando, assim, fluidos magnéticos altamente estaveis
e adequados para aplicagoes biomédicas.

A maghemita foi o material investigado neste trabalho que, por sua vez, é uma fase
metaestavel da magnetita e obtida a partir da oxidagdo da mesma. A amostra de fluido
magnético utilizada em nosso estudo é constituida de nanoparticulas magnéticas de v — FeoO3
(maghemita) recobertas com dextrana e suspensas em agua em pH e salinidade fisiol6gicas.
Esta amostra foi sintetizada pela mestre do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Goids (IQ-UFG) Michelly Patricia Santana de Almeida Fégia sob orientagao da Prof(a). Dra.
Patricia Sartoratto pelo método de coprecipitacao. Tal amostra possui um diametro de raio X

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

2.4 Estabilidade

A estabilidade do fluido magnético é de importancia fundamental para qualquer aplica-
¢ao tecnoldgica desse sistema. A mesma pode ser alterada por mecanismos intrinsecos, por
exemplo, as interagoes via potencial de van der Waals, dipolar magnética e dupla camada
elétrica entre particulas, ou ainda, por mecanismos extrinsecos, tais como campo gravitacional,
campo magnético e temperatura.

Note que uma das condicoes primordiais para que as particulas continuem suspensas
no liquido carreador é que as mesmas mantenham-se em suspensao devido a agitacao térmica.
Obviamente que as particulas nao podem ser muitos massivas, caso contrario, a acao do campo
gravitacional nao permitird que fiquem suspensas no liquido carreador ocasionando, portanto,
a precipitacao das mesmas. Por outro lado, as interacoes atrativas e repulsivas devem ser

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

2.4.1 Interacao de van der Waals

A energia de interagao van der Waals entre duas particulas esféricas idénticas é dada

por

A 2 2 s?—4

s2—4 s
onde A é o coeficiente de Hamaker e s = 2(x/d+1) com x sendo a distancia entre as superficies
das particulas e d o diametro de cada uma delas. O coeficiente de Hamaker, por sua vez,

depende das propriedades da particula e do solvente no qual esta suspensa podendo ser escrito

por
3 — e\ 3hve(n? — n?)?
A=SKyT (Ep ‘ ) + (n, = m,) (2.5)
1 te) | 16v/2(n2 — n2)2/s

onde €, ¢ a constante dielétrica da particula, €, a constante dielétrica do solvente, h a constante
de Plank, v, a frequéncia caracteristica de absorcao, n, o indice de refragao da praticula e n, o
indice de refracao do solvente. A interacao a distancia, no limite de particulas muito proximas,

é proporcional a =! e proporcional a 7% quando distantes uma da outra.
2.4.2 Interacao Dipolar Magnética

A interagao dipolar magnética depende tanto da posicao quanto da orientagao de seus

momentos magnéticos, sendo dada por

b, = Mo (ﬁz"ﬁj B 3(ﬁi'f')(ﬁj'f')) (2.6)

4w r3 rd
com p = mM,d?/6 sendo o médulo do momento magnético de uma nanoparticula magnética,
M, a magnetizagao de saturacao da amostra e p, a permeabilidade magnética do meio.
A interacao entre particulas magnéticas pode ser tanto repulsiva quanto atrativa como
mostra a figura (2.2)
De acordo com a orientacao dos momentos magnéticos pode-se favorecer a formacgao

de aglomerados. Portanto, é necessario introduzir de alguma forma interagoes repulsivas en-
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Figura 2.2 : (a) e (b) corespondem a configuracoes de interagao do tipo atrativas e em (c) configura-se uma
interacao dipolar repulsiva

tre particulas. Isto pode ser feito através de repulsdo estérica (forca de contato), repulsao

eletrostatica ou uma combinacao das duas.

2.4.3 Repulsao Estérica

Fluidos magnéticos que utilizam este mecanismo para manter a estabilidade coloidal
sao denominados, em geral, surfactados. A repulsao estérica entre duas particulas esféricas

idénticas é dada por [21]

Ue — md*€ [+2 1+t 1
= 2 — 1 — - <2 2.
KT~ 2 { t (1 12 t)} ;. paa oS 27)
ou
KU;eT =0 para x> 20 (2.8)

com | =2x/d et =2§/d sendo § a espessura da camada de cobertura. Na equagao acima, £ é
um parametro chamado de grafting que descreve a densidade superficial de moléculas absorvidas

na superficie da nanoparticula.

2.4.4 Repulsao Eletrostatica

Fluidos magnéticos que possuem este mecanismo, em geral, sao denominados idnicos e
caracterizam-se pela presenca de uma densidade de cargas em torno da superficie das particulas.

Formam em torno da superficie da nanoparticula uma dupla camada elétrica, que caracteriza-se
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pela presenca de regioes distintas, uma denominada interna formada por fons que sao absorvidos
na superficie da particula magnética e outra formada por contra-ions, fons opostos que se

formam na camada ionica (vide figura 2.3).

. + * ! -
* 4 + 5 +
+ ++—.—_——:\.'—-+ = '\J{ s - -|.+
N -+ voX_x Ty
LY = = -
x &+ \—+ g T
- 1
i T ot it
+_ P B % I \V\+
+ + Vo +
=\ T e +J{ |||
+ % *o s
A A /
e} 2 + X
* *’J% ¥ ¥ . I
ot = X o+ 7 o+ + A
1 Wy R
I v A *«
ol 4l e ‘\'_ -+ 1 x .
' a
\* *\x/:— k%2 XNy
! & v - ;u;)‘ . X
X - & L:‘__‘_Jrif‘ X e x

Figura 2.3 : Representacio esquematica de um fluido magnético ionico

Veja que a concentracao dos ultimos decresce quanto maior for a camada interna. O
raio de agao desta dupla camada elétrica é chamado de raio de Debye e depende tanto da forga
ionica quanto da temperatura. A interacao eletrostatica entre duas particulas idénticas com

dupla camada elétrica pode ser escrita como

KgT \’e " (r—d
Uel:4gd2( 5 7) e(r—d) (2.9)
q r
onde
. qus
~ = tanh (4KBT) (2.10)

sendo €, q, k e s a permissividade do liquido carredor, a carga do contra-ion da dupla camada

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

2.5 Nanoparticulas Magnéticas Biocompativeis

Fluidos Magnéticos biocompativeis normalmente utilizam agua em pH e salinidade

fisiologicas como carreadores, por exemplo, no interior de nanocapsulas poliméricas magnéticas.
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Na fase aquosa, as nanoparticulas podem ser estabilizadas por interagdes ionicas [23,32], em
seguida, adiciona-se alguma bicamada surfactante, por exemplo, acidos graxos [33], aspartico
e glutamico [34] ou citrato [35]. Alternativamente, a coprecipitacao de fons férrico ou ferrosos
podem ser realizados na presenga de um biopolimero apropriado, por exemplo, a dextrana [36].

Diversos procedimentos para a preparacao de ferrofluidos tem sido descritos na liter-
atura. Sinteses de nanoparticulas magnéticas usando ambientes restritos oferecidos por sistemas
surfactantes assim como microemulsoes dgua em 6leo (micelas reversas), fornecem um excelente
controle sobre o tamanho da particula, espacamento entre as particulas e a sua forma. O am-
biente controlado de micela reversa também permite sinteses no qual se pode produzir uma
estrutura do tipo core-shell (carogo-casca) [37,38]. Alternativamente, nanoparticulas metélicas
de ferro foram sintetizadas em micelas reversas de brometo cetiltrimetilamonio usando hidraz-
ina como agente redutor. Depois da adi¢gao de uma solugao aquosa de ouro, uma camada de
cobertura metélica de ouro formou-se na superficie das particulas de ferro [39].

Outra nanoestrutura magnética biocompativel bastante utilizada na atualidade sao
os Magnetolipossomos. Estas estruturas consistem de derivados magnéticos de lipossomos e
podem ser preparados por aprisionamento das nanoparticulas magnéticas dentro do carogo dos
lipossomos [40]. Estas estruturas podem ser produzidas por ligacao covalente dos ligantes na
superficie da vesicula ou por imcorporacao de lipidios alvos numa matriz estrutural fosfolipidica

[41].
2.5.1 Aplicagoes

Podemos classificar as aplicagoes biomédicas de nanoparticulas magnéticas de acordo
com a aplicagdo dentro (in wvivo) ou fora (in wvitro) do corpo. As aplicagoes in vivo podem
ser separadas em terapéuticas (hipertermia) e aplicacoes diagndsticas (Ressonancia Magnética
Nuclear por Imageamento). Enquanto as aplicagoes in vitro tem sua maior utilizacdo em
diagndstico (separacao e selegao).

Para aplicagoes biomédicas o uso de nanoparticulas que apresentam comportamento su-
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perparamagnético a temperatura ambiente sao preferencialmente utlizadas [42,43]. Além disso,
aplicagoes em biologia, diagndsticos médicos e terapia requerem nanoparticulas magnéticas que
sejam estaveis em agua em pH neutro e salinidade fisiologica. A estabilidade coloidal de um
fluido magnético depende primeiro das dimensoes das particulas no qual devem ser suficien-
temente pequenas para que a precipitagoes devido a forca gravitacional possam ser evitadas,
segundo a carga e superficie quimicas no qual ambas dao o mecanismo de repulsao estérica e
repulsao coulombiana.

Nas aplicagoes in vivo as nanoparticulas magnéticas devem ser recobertas com um
polimero biocompativel durante ou depois do processo de sintese para prevenir a formagcao de
grandes agregados, mudancas na estrutura original e biodegradagao quando expostas a um
sistema biologico. O polimero vai também permitir a ligacao de drogas por afinidade covalente,
adsor¢ao ou aprisionamento nas particulas [44]. Os fatores importantes no qual se determinam
a biocompatibilidade e toxicidade destes materiais sao a natureza dos componentes magnéticos,
o tamanho final das particulas e sua camada de cobertura. Particulas de 6xido de ferro como
a magnetita (Fe3Oy4) ou a sua forma oxidada de maghemita (v — Fe;O3) sao de longe as mais
comumente empregadas em aplicagoes biomédicas. Materiais altamente magnéticos como a
ferrita de cobalto e niquel podem ser toxicos, susceptiveis a oxidacao e por isso sao de menor
interesse. Além disso, as maiores vantagens de se utlizar particulas de tamanhos menores que
100nm (nanoparticulas) sao as baixas taxas de sedimentagao e improvavel difusao tecidual [45].
Portanto, para aplicacoes biomédicas in vivo, nanoparticulas magnéticas devem ser feitas de
um material nao téxico com particulas suficientemente pequenas que possam permanecer na
corrente sagiiinea apds a injecao e passarem pelo sistemas de capilares sem causar embolia nos
vasos. As particulas devem também ter uma alta magnetizacao para que o movimento delas
possa ser controlado por meio de campo magnético externo, além de poderem ser imobilizadas
em um tecido patolégico alvo [46]. Nas aplicagoes in vitro estas exigéncias nao sao fatores
que atrapalham tanto em suas aplicagoes. Para um melhor entendimento sobre nanoparticulas

magnéticas biocompativeis segue nas subsegoes abaixo alguns exemplos de suas aplicacoes.
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2.5.2 Separacao e Selecao

Diferentes tipos de microparticulas magnéticas, nanoparticulas magnéticas e marcadores
moleculares magnéticos tem sido usados para um grande ntimero de aplicagoes em varias areas
da biociéncia e biotecnologia. A maior parte dos trabalhos cientificos relacionados considera mi-
croparticulas magnéticas e nanoparticulas magnéticas sendo igualmente importantes. De fato,
em muitas areas, microparticulas magnéticas com diametro em torno de lum sao utlizadas
como, por exemplo, na separacao imunomagnética de microorganismos em alimentos e em
microbiologia clinica [47]. J4 para outras aplicagbes nanoparticulas magnéticas sao necessarias.

Uma aplicacao de nanoparticulas magnéticas biocompativeis é na imobilizagao e mod-
ificacao de compostos biologicamente ativos como, por exemplo, enzimas, anticorpos, oligonu-
cleotideos e outros. Esta técnica é muito valiosa e usada em vérias areas da biociéncia e
biotecnologia. Compostos biologicamente ativos imobilizados sobre um carreador magnético
podem ser removidos do sistema através da aplicacao 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 marcacao de moléculas ou células.

Suspensoes coloidais de nanoparticulas superparamagnéticas com diametro de 9nm
compostas de maghemita e formando um fluido magnético ionico tem sido acoplado covalente-
mente com lectinas, enzimas ou anticorpos usando um especifico ligante quimico do grupo tiol
(SH) [48]. Nanoparticulas magnéticas ativadas com 3-aminopropiltrietoxsilano foram usadas
para a imobilizacdo de enzimas, anticorpos e proteina A [49]. Como exemplo do vasto campo
de aplicacoes biomédicas em marcacao e separagao, pode-se citar nanoparticulas magnéticas
biocompativeis com diametro de 50nm ja produzidas comercialmente pela empresa Miltenyi Bio-
tec, Alemanha, e disponiveis com varias moléculas imobilizadas covalentemente para marcacao
e selecao de anticorpos, anticorpo antifibroblasto, anticorpo antigeno epitelial, proteina A e

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

Hipertermia é um procedimento usado para elevar a temperatura em uma regiao do
corpo afetada por algum tumor ou outros crescimentos nao controlados. Esta técnica pode ser
aplicada junto outros tratamentos para o cancer como, por exemplo, radioterapia ou quimioter-
apia. O principio fisico é baseado no efeito da morte direta das células tumorais a temperaturas
em torno de 41°C a 42°C [50,51]. Estudos recentes sobre hipertermia centram seus ensaios na
otimizacao da homegeneidade das temperaturas no volume alvo marcado. O aumento da tem-
peratura exigida para hipertermia pode ser alcancado, entre outros métodos, usando particulas
de 6xido de ferro [52]. O principio fisico para um material magnético que possa ser aquecido
pela acao de um campo magnético externo alternado sao a perda nos processos que ocorrerem
durante a reorientacao da magnetizacao e sua baixa condutividade elétrica.

A vantagem de hipertermia magnética é que permite o aquecimento restrito a area do
tumor. Além disso, é preferido o uso de particulas magnéticas monodominio, nanoparticulas,
ao invés de particulas multidominios, particulas micrométricas, devido ao seu alto poder de
resposta campos magnéticos alternados para esta aplicagao [53-55]. Finalmente, podemos dizer
que o potencial de aquecimento depende fortemente do tamanho e forma da particula. Assim,
as rotas bem definidas de sintese capazes de produzir particulas uniformes sao necessarios para

um rigoroso controle da temperatura.

2.5.4 Nanocarreador de Drogas (Drug delivery)

Desde os pioneiros conceitos propostos por Freeman [56] que particulas finas de ferro
poderiam ser transportadas pelo sistema vascular e serem concentradas em uma regiao partic-
ular do corpo com o auxilio de um campo magnético (vide figura 2.4). O uso de nanoparticulas
magnéticas na entrega controlada de farmacos ou anticorpos nos orgaos ou tecidos atingidos
doentes tem se tornado um campo bem atrativo de pesquisa [57,58].

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

¢é baseada na competicao forcas exercidas sobre a particula devido a hidrodinamica do fluxo
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Figura 2.4 : Representagdo esquemadtica do transporte magnético de drogas para uma regiao especifica. O
catéter € inserido dentro da artéria alimentadora no tumor e um suporte magnético é posicionado sobre o sitio
marcado [59, Tartaj; 2003]

sanguineo e forgas magnéticas geradas por acao de campo magnético externo. Quando as forcas
magnéticas excedem a taxa do fluxo sanguineo linear nas artérias (10 cm.s™!) ou em capilares
(0,05 cm.s™!), as nanoparticulas magnéticas sao retidas no sitio alvo e talvez internalizadas por
células endoteliais do tecido alvo [57]. Para esta aplicagao, nanoparticulas magnéticas devem
permanecer no sistema sanguineo por tempo adequado e nao podem formar aglomerados, ja

que o mesmo pode provocar embolia dos vasos (obstrucao dos vasos sanguineos).
2.5.5 Aplicagcoes Diagnosticas

Nanoparticulas comerciais de éxido de ferro, mais especificamente, nanoparticulas de
maghemita tem sido usadas como agentes de contraste em imagens de Ressonancia Magnética
Nuclear(RMN ou NMR) para localizacao e diagnésticos na cabega, infartes cardiacos, lesoes
e tumores no figado, onde ha um alto nivel de aciimulo de nanoparticulas devido a diferentes
composigoes nos tecidos e/ou processos de captagao destas nanoparticulas por endocitose celular

60].
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Resultados muito promissores foram detectados na melhora da sensibilidade de de-
teccao e delineamento de estruturas patologicas como tumores primério e metastase na cabecga,
inflamagdes e isquemia [61]. Para este efeito, proteinas como a transferrina [62], peptideos
e oligonucleotideos de vdrias sequéncias [63] foram usados com nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro para a obtencao de agentes de contrastes especificos para imagens de ressonancia

magnética nuclear (RMN) [64].



Capitulo 3

Amostras

Para este trabalho foram utilizadas duas amostras. A amostra magnética constitui
de um fluido magnético com nanoparticulas de v — FeoO3 (maghemita) recobertas com dex-
trana e suspensas em dgua em pH fisioldgico e uma cultura de células de Sarcoma 180 (S180)
que sao células tumorais de camundongos. Neste capitulo apresentaremos as caracteristicas e

caracterizagoes destas amostras e os parametros relevantes para avaliacao de nossos resultados.

3.1 Fluido Magnético

3.1.1 Caracterizacao por Microscopia Eletronica de Transmissao

A maneira mais simples, porém, muito eficiente de obter a forma e as dimensoes das
nanoparticulas é utlilizando a técnica Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM). Em sua
maioria, as amostras sao 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 particulas esféricas os histogramas sao obtidos medindo os diametros, por meio de um
software adequado, de um certo nimero grande de nanoparticulas nas imagens obtidas por
microscopia. Os parametros relevantes que nos fornecem perfis de tamanho das nanoparticulas
sao obtidos utilizando o procedimento padrao da literatura que consiste em ajustar o histograma

de distribuigao de tamanhos com a distribuigao lognormal [65-67] descrita na equagao (3.1).

P(D) _ 6Xp(-0’2/2) exp [_ an(D/DM)} (31>
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Onde o é o desvio-padrao ou a dispersao e D)y, é o diametro 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 Laboratério Nacional de Luz Sincontron (LNLS).
O microscopio utilizado foi um Jeol JEM-3010, operando a 300KV, com resolucao de 1,7%1.
A figura (3.1) apresenta uma imagem da amostra utilizada. As imagens de TEM do fluido
magnético utilizado em nossos estudos indicam que as nanoparticulas sao 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 bnm

Para a andlise estatistica da distribuicao de tamanhos da amostra de fluido, recorremos
a féormula de Sturges para a construgao do histograma [68]. Nesta metodologia, o primeiro passo

para a montagem do histograma é encontrar o intervalo ou classses dos diametros observados
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tal que D; seja o diametro inferior e D, o diametro superior. No passo seguinte, calculamos o
numero de classes K com base no nimero de contagens n de particulas contabilizadas. Este

nimero de classes é calculado pela férmula de Sturges que é dada por
K =1+ 3,222log(n) (3.2)

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

My = — (3.3)
2
Logo, cada classe terd seu valor Dy dado por
Dy =D;+ My + (N-1)W (3.4)
onde N representa cada classe do histograma, ou seja, N =1,2,---, K. Por tltimo, encontra-

se o numero de contagens ou particulas acumuladas em cada uma das classes de largura W ou,
simplesmente, a frequéncia de contagens.

Na amostra que estudamos foi possivel realizar um total de 130 contagens. A tabela
(3.1) apresenta os resultados obtidos da andlise das micrografias da amostra utilizando o critério

de Sturges.

Caracterizagao por TEM
K H Dy ‘ Intervalo | Frequéncia

3,9513,70—4,19] 6,15%
4,43 4,19 — 4,67 | 12,30%
4,92 [4,67—5,16 | 13,07%
5,40 | 5,16 — 5,64 | 19,23%
5,89 5,64~ 6,13 | 23,07%
6,37 | 6,13~ 6,61 | 11,53%
6,86 | 6,61— 7,10 | 10,76%
734 >7,10 3,84%

O | OO =W N+~

Tabela 3.1 : Numero de contagens para construgao do histograma caracteristico da amostra de fluido magnético
utilizada

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

utilizando a fungao lognormal (equacao 3.1) foi possivel obter o valor do diametro modal de
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Dy = (5,5£0,1)nm e a polidispersdo do tamanho das particulas que foi de o0 = 0,18 4+ 0, 02.
Esta informacao, por sua vez, é fundamental para as andlises dos dados de Magnetometria

(VSM) e de Birrefringéncia Magnética Estética (BME).

Distribuicao de Tamanhos: Dados de TEM
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Figura 3.2 : Distribuigdo de tamanhos através de imagnes de TEM. A linha vermelha corresponde ao ajuste
tedrico pela fungao lognormal
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3.2 Células de Sarcoma 180 (S180)

Dos mais diversos tipos de células tumorais utilizadas em pesquisas cientificas, as células
de Sarcoma 180 ou S180 (vide figura 3.3) sdo umas das mais agressivas. De origem especifica de
um camundongo suigo, cultivadas em grande ntimero, sao utilizadas em estudos sobre o cancer
em todo mundo. De uma anormalidade tnica, estas células possuem um enorme nimero de
cromossomos. As S180 secretam quantidades enormes de citocinas, substancias téxicas que
causam a explosao do envoltério 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 orgaos em torno do tumor e destroem tudo que estd em seu caminho. Se estao na
cavidade abdominal, a proliferacao das S180 transpoe de maneira muito rapida a capacidade de
drenagem dos vasos linfaticos (vasos que transportam as células que lutam contra infecgoes).
Como numa caixa fechada, os fluidos acumulam-se até que o ventre entre em estado de ascite
(acumulo de toxinas no abdomem). Este fluido constitui um meio étimo para o aumento da
cultura celular das S180, que prosseguem com mais forca o seu crescimento rapido 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 laboratério de Citogenética da UFG sob coordenagao
da Prof. Dr(a). Elisingela de Paula Silveira Lacerda do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

3.2.1 Método de Preparacao

Para os ensaios foi utilizada a linhagem tumoral de camundongo Sarcoma 180 (S180),
obtida junto ao Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética da Universidade Federal de
Goias coordenado pela Prof(a). Dra. Elisangela 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 2mM L — Gnl, 1001U/ml de penicilina e 100pg/ml
de estreptomicina a 37°C, 5% de C'O, 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 centrifugacao a 1500rpm (260 x g) por 10min. Ao final desta lavagem as células
foram ressuspensas em meio RPMI 1640 e uma aliquota de células foi colocada em solugao de
azul tripano 0,4% para contagem em hemocitometro. Apds quantificacao celular, 2 x 10° de

células S180 foram colocadas na presenca de 100uL:100uL de fluido magnético em microplacas
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de 96 pocos e entao incubadas em estufa a 37°C' por periodos num intervalo 10 a 100 minutos.
3.2.2 Teste de Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade permite avaliar quao citotéxico a amostra de fluido magnético
é para as células de S180. O método experimental é denominado MTT e consiste em avaliar
a atividade metabdlica das células quantificando a redugao metabdlica do MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) por desidrogenases associadas ao NADPH e ao
NADH, no que resulta a produgao de cristais de formazano, intensamente coloridos, no inte-
rior das células. Estes podem ser observados ao microscopio ou extraidos e dissolvidos com
solventes organicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificacao através da
espectrofotometria. Este método, sugerido pela primeira vez por Mossman [70, Mossman;
1983], foi modificado especificamente para células em suspensao, nomeadamente T.pyriformis
por Dias et al. [71, Dias; 1999] em placas de 96 pocos: a 140uL de cultura sao adicionados
10uL de solucao aquosa de MTT (10mg/L) deixando-se a incubar durante 4 horas; sdo entao
adicionados 150uL. de DMSO e, apds 30 minutos, é feita a leitura a 550nm, num leitor ELISA.

Em nosso ensaio de MTT, 2x10° de células foram semeadas em microplacas de 96 pocos
na auséncia ou presenca do composto cis-tetra-amino-dicloro-ruténio(III) (0,38 a 383uM) ou
cisplatina (50 uM) e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO,. Ao
final do periodo de incubagao, foi adicionado aos pogos de cultivo celular 10ul. de MTT na
concentracao de bmg.mL~!, e apds 3 h de incubacio com o MTT, foram acrescentados 50 uL
SDS a 10% diluido em HCL/0,0IN. A quantificagdo da densidade éptica (DO) foi medida em
espectrofotometro (Awareness Technology INE/ Stat Fax 2100). A porcentagem de viabilidade
celular foi determinada a partir da equagao (3.5). Para nossa concentracgao (1:1) foram retiradas
duas amostras ap6s 1 hora e 5 horas de exposigao, respectivamente, o resultado deste teste pode

ser verificado no gréfico da figura (3.4).

A anci T
% Viabilidade — bsorbancia do Tratamento (3.5)

Absorbancia do controle negativo x 100
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Figura 3.4 : Percentual de viabilidade celular de células de Sarcoma 180 apds 1h e 5h de exposi¢ao com o fluido
magnético de v — Fex03

A barra sem preenchimento corresponde ao controle negativo que é composto somente
pelas células S180. A barra intermedidria corresponde ao periodo de uma hora de exposigao
das células com a amostra de fluido magnético e, finalmente, a barra mais escura corresponde
a exposicao das células apés cinco horas. Uma observagao importante que podemos fazer sobre
este resultado é que no intervalo de tempo em que trabalhamos as nanoparticulas magnéticas
de v — FeyO3 recobertas com dextrana nao sao citotoxicas para as células de S180. Note que

depois de cinco horas temos uma viabilidade celular de 76 £ 8%.
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Estudo Magnético do Processo de
Internalizacao Celular de
Nanoparticulas Magnéticas

4.1 Magnetometria

A magnetometria é uma técnica muito poderosa para a investigacao de sistemas magnéti-
cos. Esta técnica permite, por meio da andlise das curvas de magnetizagao, obter informagoes
sobre a quantidade de particulas por unidade de volume, ou seja, a fracao volumétrica de
nanoparticulas magnéticas de uma suspensao coloidal de nanoparticulas magnéticas (ferroflu-
idos), entre outras. Esta é uma boa aproximagao para o objetivo de nosso estudo mesmo
sabendo que as curvas de magnetizagao sao um pouco mais complexas do que parecem ser
mostradas neste trabalho. Necessitando as mesmas de um ajuste teérico considerando a funcao
de langevin de primeira ordem, diametro modal e a polidispersao da amostra.

Medidas de magnetizacao podem ser realizadas basicamente por trés métodos distintos:
métodos indutivos, através de forga magnética quando um material é submetido a um gradiente
de campo magnético ou mesmo via propriedade intrinseca do material tal como efeito Hall,
magneto-resisténcia [72].

Um exemplo de método indutivo é o desenvolvido por Foner em 1955 [73] o Mag-
netometro de Amostra Vibrante (Vibrating Sample Magnetometer, VSM) que é provavelmente

um dos equipamentos mais usados nos laboratorios 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 a frequén-

cia f, induzir-se-4 uma voltagem alternada nas bobinas de deteccao. Esta voltagem é dada por
V = o0GA2r fcos(27 ft) (4.1)

onde o é o momento magnético da amostra, G' é fungao da geometria das bobinas de deteccao

e A a amplitude de vibracao da amostra.

E

Sistema de vibragao

Bobinas detectoras q . / I \

Amostra

Campo magnético

Figura 4.1 : Diagrama do VSM

A amostra ¢ fixada na extremidade de uma haste rigida, enquanto a outra extremidade
da haste é fixada a 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 magnetizacao
feita com o deslocamento da amostra permite eliminar outras contribuicoes que nao as oriundas
da amostra; o segundo é que a medida ¢ realizada com o auxilio de deteccao sincrona 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 ruidos
ou interferéncia de componentes ativos [73].

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

Este VSM é o modelo EV9 fabricado pela empresa ADE-MAGNETICS. A precisao das medi-



4.1 Magnetometria 30

das deste VSM ¢ de 10 %emu. As bobinas sdo resfriadas a dgua e podem atingir um campo
magnético de até 2T.

A temperatura ambiente uma fracao consideravel das nanoparticulas magnéticas po-
dem encontrar-se no regime superparamagnético (SP). Torna-se importante, entao, discutir a

curva de magnetizacao deste sistema.

Figura 4.2 : Magnetometro de amostra vibrante do laboratério de Magnetometria do Instituto de Fisica da
UFG. Figura 1

Figura 4.3 : Magnetometro de amostra vibrante do laboratério de Magnetometria do Instituto de Fisica da
UFG. Figura 2
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4.2 Superparamagnetismo

O material superparamagnético caracteriza-se pela auséncia de coercividade, ou seja,
auséncia de histerese. A origem da palavra superparamagnetismo deve-se a Bean e Livingston
que observaram semelhancas entre esse material e o comportamento dos materiais param-
agnéticos. A diferenca encontra-se na ordem de grandeza da magnetizagao que é aproximada-
mente 10?2 — 10? vezes maior que de materiais paramagnéticos tipicos. Para uma melhor com-
preensao destes sistemas estudaremos este fenomeno nesta secao.

Quando se aplica um campo magnético nao nulo em uma amostra de fluido magnético,
suas nanoparticulas magnéticas tendem a ter seus momentos magnéticos alinhados com esse
campo, de modo que, quanto maior a intensidade desse campo, mais alinhados estarao os
momentos magnéticos das nanoparticulas. Esse fenomeno é responséavel pelo comportamento
superparamagnético que o fluido magnético apresenta.

Representando cada nanoparticula pelo seu momento de dipolo magnético (i), o torque

(7) devido ao campo B sobre ela pode ser escrito da forma
171 = |7 x Bl = |ji x (oH)| = pouH sin 9 (4.2)

onde 6 é o angulo entre o momento magnético e o campo magnético.
O trabalho realizado para girar o momento magnético da nanoparticula de 6 = 0 até

0 =6 é dado por

o' o
W = / Tdf = / popH sin 0df = popH (1 — cos ') (4.3)
0 0

Esse trabalho pode ser usado como energia no fator de Boltzmann a partir do qual sera calculado
o valor esperado do momento de dipolo magnético. Como W = AU, onde U é a energia
potencial, pode-se definir a energia potencial como sendo nula quando § = 0 de modo que
teremos W = U. Como a variavel de integragao € nao serd mais usada, passaremos a usar
simplesmente 6 ao invés de ¢'.

Se qualquer orientacao do momento de dipolo de uma nanoparticula for igualmente
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provavel, a probabilidade p(0)df de que ele faca um angulo entre 6 e 6 + df com H serd
simplesmente igual a razao entre a area de um anel infinitesimal de raio sinf e espessura 1d6f

e a area da superficie de uma esfera de raio unitario, portanto

27 sin 6 sin 6
0)do = df = do 4.4

Havendo N nanoparticulas de mesmo momento de dipolo magnético o ntiimero n(6)dd

de momentos alinhados entre 6 e 6 + df é obtido multiplicando-se n(6)df por N. Segue-se que
N
n(0)dd = 5 sin 0do (4.5)

Porém, existem algumas orientacoes mais provaveis e, para evidenciar esse efeito, deve-

se acrescentar o fator de Boltzmann na fungao n(6), portanto
/ —~W/kpT “wker N
n'(0)do « e Bin(0)dl = e B — Sin 6do (4.6)

onde o uso do simbolo o indica que para n'(0)df ser uma densidade de probabilidade, esse
fator deve ser normalizado pela integral do fator de Boltzmann sobre o espaco de configuragoes.

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

/ (0)do = N (4.7)

A componente de cada momento de dipolo magnético na dire¢ao do campo é pcosf
de modo que o valor esperado para o momento de dipolo magnético é a integral sobre essa

componente, visto que componentes perpendiculares se cancelarao. Portanto

R (8)
Substituindo a eq(4.6) em (4.8), tém-se
foﬂ [1.COS H%G*MOMHO*COS 0/ksT gin OO
(n)y = foﬂ %Q_MOMH(l—cos 0)/kBT gin 0dH
Ji oSt/ n g 49

fow %GMOMH cos0/kpT gin Odl
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Fazendo a seguinte mudanca de variaveis

H H
u= MOZT cos ) = —'L;?ZT sin 0df = du (4.10)

e substituindo (4.10) em (4.9) obtemos

£ u
_ pfguetdu _ popH
§ ffg evdu KgT

) (4.11)

Integrando o denominador da eq(4.11) por partes e recordando a relagdo de arco hiperbdlico

(07

e* — e~ = 2sinh a teremos
_ p (&coshf —sinh{) 1
(uy = g ( Y ) = U (cothf — g) (4.12)
% ~ cothé — % — L(¢) (4.13)

A fungao (4.13) é chamada de Langevin de primeira ordem e pu = My, {D?)/6. Logo, a quan-
tidade (u)/p é igual a M/Mj, ou seja, a razao entre a magnetizacdo da amostra e sua magne-
tizagao de saturacao. Essa ultima é a magnetizagao maxima que ela poderia ter caso todos os
momentos de dipolo magnético estivessem totalmente alinhados com o campo magnético apli-
cado. A magnetizacao de saturacao do sistema, em geral, é numericamente igual ao produto da
magnetizacao do sélido, de que as nanoparticulas sao feitas (M), pela fragdo de volume do
sistema ocupada por essas nanoparticulas, quantidade essa denominada fragao volumétrica

¢ (¢ = Nw(D?)/6), onde N é o ntimero de particulas por unidade de volume.

M M
Ms_(szol_

L(¢) (4.14)

Portanto, podemos determinar através das curvas de magnetizacao o valor de ¢. Pois,
quando a amostra satura, ou seja, quando o campo magnético é muito grande (H — o0), a
fungao de Langevin tende a 1 (L(§) — 1). Logo, nesta condigao, temos

Mvsm
Msat

¢ = (4.15)

onde M, e My, sao a magnetizacao de saturagao da amostra e a magnetizacao de saturacao

do material bulk.
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Em nossos experimentos, pudemos determinar a concentracao de nanoparticulas ma-
gnéticas utilizando o cédlculo proposto na equacao (4.15). Para estes célculos, utilizamos a
magnetizacao de saturagdo do maghemita bulk de 76 emu/g [74-76] & temperatura ambiente e
a sua densidade de 4,9¢g/ml [77,78]. A maneira de realizar este célculo estd exposta na segao
seguinte, onde esta é uma boa aproximagao para o objetivo de nosso estudo mesmo sabendo que
as curvas de magnetizagao sao mais complexas do que parecem ser mostradas neste trabalho.
As curvas de magentizacao devem ser ajustadas teoricamente considerando a funcao de langevin

de primeira ordem, diametro modal e a polidispersao da amostra.
4.2.1 Calculo da Fracao Volumétrica de NPMs

Em um sistema superparamagnético, o comportamento da curva de magnetizacao ¢é

uma Langevin de primeira ordem como na equagao (4.16)

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

Langevin tende a um valor unitario (L(§) — 1). Logo
My = ¢M? (4.17)

Esta ultima equacao nos fornece uma relacao para o calculo da fragao volumétrica de nanoparticulas

magnéticas diretamente de (4.17). Logo

Mvsm

(4.18)

onde M;’ a magnetizacao de saturacao do material bulk e M,,, é o valor da magnetizacao
de saturacao da amostra medida no VSM. Neste caso as magnetizacoes estao em unidade de

emu/cm?

. Muitas vezes é mais facil trabalhar em emu/g. Neste caso podemos tratar como
exposto a seguir.

As curvas de magnetizacao que medimos no VSM sao dadas em unidades de momento

magnético (emu). Ao dividirmos pela massa total da amostra ontém-se curva de magnetizacao
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em unidades de emu/g. Note que a equacao (4.18) pode ser usada desde que os valores de
magnetizagao estejam em emu/cm®. Logo, para extrairmos a fragio volumétrica de nosso
sistema devemos proceder da seguinte forma. Lembrando que o momento magnético médio da

amostra é dado por
(w) = NppL(E) (4.19)

onde N e p, sao o nimero total de particulas e o momento magnético de uma particula, se

dividimos (4.19) pela massa total obtém-se

W Ny (©) (1.20)

Na equagao (4.20) podemos identificar os valores de magnetizagdo da amostra (M,s,)

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

1
Mygm = — X N, L(€) (4.21)
mr

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

o segundo membro pela massa da particula (m,). Logo,

Mysm = —2 x L2 Np(e) = 2 5 M, NL(€) (4.22)
mr my mr

sendo agora M, a magnetizacdo da particula em unidades de emu/g.
Utilizando a relagao entre massa e dendidade dada por m = pv podemos escrever (4.22)

da forma

PpUp N, Pp Pp

Mysm = X NM,L(&) = X M,L(§) x — = ¢M,L(£) X 4.23
B NMLL(E) = S22 % ML) < 22 = oML < 2 a2
onde ¢ é a fracao volumétrica de particulas magnéticas dada por
N
¢ =" (4.24)
Ur

Como ja dito anteriormente, a amostra medida é composta por nanoparticulas magnéticas

de maghemita e do liquido carreador (dgua). Entdo, a densidade total da amostra pode ser
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escrita em termos da fragao volumétrica de nanoparticulas magnéticas e das densidades da

particula e do liquido carreador de forma que

pr = ¢pp + (1 = d)pe = pe + d(pp — pe) (4.25)

No caso de ¢ << 1 o termo ¢(p, — p.) = 0. Entao, podemos escrever (4.25) como

PT = Pc (426)
Em condigoes de alto campo magnético aplicado, a fungao de Langevin L(§) — 1.
Entao, substituindo (4.26) e isolando ¢ em (4.23) temos

M'Usm C
_ % Pe
M, Pp

(4.27)

Na equagao (4.27) temos a fragao volumétrica em termos das magnetizagoes de saturagao
da amostra e da particula em emu/g. FEm nossas andlises assumimos a magnetizacao da
particula como sendo a magnetizagao do material bulk. E para estes cdlculos utilizamos a
densidade do liquido carreador p. = 1g/cm?, a densidade da maghemita p, = 4,9g/cm? e a

magnetizacao do material bulk M? = 76 emu/g [74-76].
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4.3 Resultados de Magnetometria

Como exposto anteriormente, medidas de curvas de magnetizacao em fluidos magnéticos
nos permitem calcular a quantidade de particulas magnéticas por unidade de volume e, por meio
disso, determinar a fracao volumétrica de particulas magnéticas presente no meio. Inicialmente,
fizemos as medidas com a amostra de v — Fe;O3 recoberta com dextrana para determinarmos
sua fracao volumétrica. Assumiremos que nossas nanoparticulas possuem a mesma distribuicao
de cations do sistema bulk, ou seja, a magnetizacao de saturagao da particula ¢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 diluida em 1:1 e a curva azul corresponde
a amostra de fluido magnético diluida em 1:4. Todas as diluigoes foram realizadas em agua
em pH fisiol6gico (~7,4). Como esperado, observa-se uma diminui¢do do sinal magnético ao

diluirmos a amostra de fluido magnético.

v - Fe,O,/Dextrana diluido em H,O com pH fisiol6gico
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Figura 4.4 : Curvas de magnetizagdo da amostra de v — FeaOs recoberta com dextrana: Preto-amostra em
1:0, Vermelho-diluida em 1:1 e Azul-diluida em 1:4
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4.3.1 Teste de Efeito de Centrifugacao

Nosso estudo possui o objetivo de determinar o niimero de nanoparticulas internal-
izadas por células tumorais de Sarcoma 180. Neste intuito, desenvolvemos uma metodologia
para separar as células de nanoparticulas suspensas no meio de cultura celular.

Primeiramente, fizemos um teste de centrifugacao em diferentes rotacoes para avaliar a
sedimentacao de nanoparticulas em meio de cultura celular. O teste foi realizado na centrifuga
Eppendorf-centrifuge 5417R do grupo de Biofisica do IF-UFG, coordenado pelo Prof. Dr.
Anténio Alonso. Os resultados estao descritos de forma simplificada na tabela (4.1) onde foram
feitas centrifugacoes variando as rotacoes e mantendo o tempo do procedimento. Notamos
visualmente que as nanoparticulas magnéticas recobertas com dextrana sé sedimentam para

valores de aceleracao acima de 1500xg.

Teste de Centrifugagao Visual
n° H Tempo ‘ Rotacoes e Aceleragoes ‘ Status
1 10min 1000rpm ~ 95 X g Nao sedimentou
2 10min 2000rpm ~ 390 x g Nao sedimentou
3 10min 3000rpm ~ 840 x g Nao sedimentou
4 10min 4000rpm ~ 1500 X g Nao sedimentou
5t 10min 14000rpm ~ 18200 X ¢ Sedimentou pouco

Tabela 4.1 : Teste de centrifugagao visual de amostra de 100u! de fluido magnético diluidos em 100u! de meio
de cultura celular do S180

Cabe aqui ressaltar que no procedimento padrao realizado no laboratorio de cito-
genética para separar as células do meio, as amostras sao submetidas a rotagoes a 260 x g
durante 10min. Durante este processo ocorre, entao, a sedimentacao das células para o fundo
do eppendorf. O sobrenadante é retirado e, posteriormente, as células (antes sedimentadas)
sao suspensas em solugao RPMI 1640. Nossos resultados visuais, sugerem que nesta rotacao
as nanoparticulas nao precipitam. Porém, testes visuais nao sao cientificamente adequados.
Logo, com o objetivo de realizar uma andlise quantitativa, refizemos o mesmo teste utilizando
a técnica de magnetometria.

A magnetometria nos permite determinar, com boa precisao,a fracao volumétrica de
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particulas magnéticas analisando a curva de magnetizacao em regimes de alto campo magnético
(~ 2T). O teste realizado consistiu de uma amostra diluida em meio de cultura celular man-
tida sob centrifugagao de 260 x g por 10 min. Apds este procedimento sao feitas medidas de
magnetometria do sobrenadante e do precipitado. A dilui¢ao desta amostra é de 1:1, ou seja,
uma parte de fluido magnético para uma parte de meio de cultura celular.

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

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

amostras.

y - Fe, O./Dextrana em meio RPMI 1640
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Figura 4.5 : Curvas de magnetizacao da amostra de v — FeaO3 recoberta com dextrana diluida me meio de
cultura do S180 em dilui¢ao de 100ul para 100ul: Azul-sem centrifugacao, Vermelho-com centrifugagao

Teste de Centrifugagcao: VSM

Amostras H Ms(%) ‘ Onps

S/ Centrifugar 0,212664114 | 0.0005710636789
C/ 10min, £260 x g || 0.211706783 | 0.0005684929728

Tabela 4.2 : Dados do teste de centrifugagdo por magnetometria

De fato, por meio deste teste foi possivel calcular as fragoes volumétricas antes e

depois de centrifugar. Note que foi encontrada uma pequena diferenca nas amostras. Esta
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diferenca corresponde a um numero de particulas por unidade de volume da ordem de N =
0.29509765 x 10'part/ml. Este resultado permitiu estimar o erro neste processo que pode es-
tar associado a sedimentacao de nanoparticulas magnéticas por adesao na parede do eppendorf
ou pela precipitacao de aglomerados. Portanto, podemos garantir que se houverem diferencas
significativas entre o sobrenadante e o precipitado em nossos resultados, estaremos vendo parte

das particulas sedimentando por outro motivo e nao por estes que foram apresentados.

4.3.2 Medidas Magnéticas de NPMs Internalizadas por Células S180

A estratégia utilizada para investigar se hd internalizacao das nanoparticulas 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 apods difer-
entes tempos de exposigdo das nanoparticulas as células tumorais de S180 [13,79]. Note
que apds este tempo ha o processo de centrifugacao. As medidas de VSM sao feitas uti-
lizando o “sobrenadante” (nanoparticulas no liquido carreador) e “precipitado” (células mais
nanoparticulas internalizadas). E importante ressaltar que o precipitado constituido de células
com nanoparticulas internalizadas é ressuspenso em solucao RPMI 1640. Por meio dessa analise
foi possivel determinar a quantidade de nanoparticulas internalizadas.

O procedimento experimental foi o seguinte: o fluido magnético de maghemita re-
coberta com dextrana foi preparado em diluicao do tipo volume-volume onde tinhamos 200l
de fluido para 200ul de solugao contendo meio de cultura celular com células de Sarcoma 180.
Em cada um dos tempos registrados as amostras foram centrifugadas a 260 x g e lavadas uma
vez com solugdo RPMI 1640. Assim, foi possivel retirar o sobrenadante (parte da solu¢ao que
fica suspensa) e o sedimentado (material que fica depositado no fundo do eppendorf). Este
ultimo foi ressuspenso em solugao em 100 pul de RPMI 1640 e medidas de magnetizacao foram
realizadas.

O gréfico da figura (4.6) apresenta os dados do sobrenadante apds diferentes tempos de

exposicao. Nota-se facilmente, a existéncia de um sinal superparamagnético. Por outro lado,
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no grafico da figura (4.7) temos as curvas de magnetizacao do sedimentado, ou seja, de células
contendo nanoparticulas magnéticas. Os dados apresentam contribui¢oes diamagnéticas oriun-
das das células, meio RPMI 1640 e a camada de cobertura de destrana, e superparamagnética,
devido a nanoparticulas magnéticas internalizadas. Em ambas as figuras observa-se alteragoes
nos dados magnéticos dependendo do tempo de exposigao.

Os dados das células com nanoparticulas internalizadas (sedimentado) podem ser ajus-
tados considerando duas contribuigoes; uma diamagnética, devido aos constituintes das células,
e outra superparamagnética. As linhas sélidas no grafico da figura (4.8) corresponde ao melhor
ajuste dos dados experimentais considerando o modelo acima. De fato, pode-se ainda reti-
rar a contribuicao diamagnética e apresentar apenas a contribuicao devido as nanoparticulas
magnéticas. Na figura (4.9) apresenta os dados para as amostras preparadas em tempos dis-
tintos. Estes dados sao extremamente importantes ja que permitem extrair, por meio da mag-

netizacao de saturacao no regime de alto campo, o ntimero de nanoparticulas internalizadas.

Sobrenadante vy - Fe O, /Dextrana + S180
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Figura 4.6 : Curvas de magnetizagao da amostra de v — FesO3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Sobrenadante
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Precipitado: y - Fe,O,/Dextrana com S$180
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Figura 4.7 : Curvas de magnetizagao da amostra de v — F'e203 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Parte sedimentada e suspensa em solugao RPMI 1640
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Figura 4.8 : Curvas de magnetizacao da amostra de v — F'eaO3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Ajuste tedrico
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Sedimentado y - Fe, O /Dextrana com S180

0.010 T T LI T PR T T
1S/ Contribuicdo Diamagnética 1
0.008 *——0—00]
0.006 + ,/" m
gﬁ 0.004 - —u—R———W
E 0.002 -
S 0000 -
O E ]
.g -0.002 -} -
3 - 4
-0.004 -
c - ———— :
-0.006 4
= ] —E—20min | |
-0.008 | o=—0—@ —o—60min |
-0.010

T T T T T T T T T T T T T T T
-20000 -15000 -10000 -5000 0 5000 10000 15000 20000

Campo Magnético (Oe)

Figura 4.9 : Curvas de magnetizacdo da amostra de v — F'eaO3 recoberta com dextrana junto a meio de cultura
e células S180: Sem contribuicao diamagnética das células

Dados de Magnetometria do Fluido Magnético com S180
n° | Tempo | N(x10"part/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~*2g e N o ntimero de
particulas 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
diluicao de 1:1 (volume : volume). Um novo teste de centrifugacao foi realizado (vide figura
4.10). A figura (4.11) mostra duas das medidas realizadas neste segundo experimento, onde os
circulos em azul e os quadrados vermelhos correspondem as amostras de fluido magnético com
as S180 em tempos de exposigao de 10 min e 70 min, respectivamente. A figura (4.12) mostra
as mesmas curvas de magnetizacao, porém, sem a contribuicao diamagnética extraida através

e ajuste tedrico. Para os dois testes de efeito de centrifugacao nota-se que a quantidade de
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particulas que precipitam por causa do processo de rotacao é muito baixa. Os resultados desta

nova verificacao pode ser visto nos dados da tabela 4.4

v - Fe, O,/ Dextrana meio RPMI 1640

T T T T T
., | ®,=0.0005793770140 o1
®,=0.0005813909775 =~

G
S 014 -
£
L
S 004 -
On
©
N
S 014 —0O— 8/ Rotag6es
g, —v— C/ Rotagoes
(T
= i

papa— AN, = 6.2 x 10" part/ml

-20000 I -1 OIOOO I (I) I 1O(I)00 I 20000

Campo Magnético (Oe)

Figura 4.10 : Curvas de magnetizagdo da amostra de v — FeaO3 recoberta com dextrana diluida me meio de
cultura do S180 em dilui¢ao de 100ul para 100ul: Azul-sem centrifugacao, Vermelho-com centrifugagao
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Curvas de Magnetizacao de
y - Fe,O,/Dextrana com S$180

0.012 ' ' ' ' ' ]

0.010 4 -
0.008 i
0.006 i
0.004 - ]
0.002 4 i
0.000 4 -_
-0.002 ]
-0.004 - i
-0.006 - i

-0.008

B Amostraem 10 min
-0.010 4 ® Amostraem 70 min |-
-0.012 4 Ajuste i

Magnetizagcao (emul/g)

T T
-20000 -10000 0 10000 20000

Campo Magnético (Oe)

Figura 4.11 : Curvas de magnetizagdo da amostra de v — FeoO3 recoberta com dextrana junto a meio de
cultura e células S180

Curvas de Magnetizacdo de
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Figura 4.12 : Curvas de magnetizagdo da amostra de v — FeoO3 recoberta com dextrana junto a meio de
cultura e células S180: Sem contribui¢gao diamagnética das células
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Dados de Magnetometria do Fluido Magnético com S180
n° | Tempo | N(x10"part/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 = 107!?g e N o ntimero de
particulas por unidade de volume)

A figura (4.13) apresenta a quantidade de nanoparticulas internalizadas (em unidades
de massa) por célula tumoral em fungao do tempo de exposi¢ao. Nestes calculos foi utilizado
o diametro modal Dy, = (5,5 £ 0, 1)nm, volume do porta amostra v,, = (0,269 £ 0,01)cm?,
a concentracao de células de 2 x 10°cel/ml, volume da particula v, = 8,7113 x 107*ml e a
densidade da maghemita de 4,9¢/ml.

Quantidade de Particulas Internalizadas
200 T T T T T T T T T T

180—- _
160—- —
140—- —
120 !

100 - T .

80+ -

Massa de Particulas
por Células (pg/cel)

1 T ]
60 - i
40 - -
20 v Primeiro Experimento | |

| ® Segundo Experimento

0 . T . r , r , r , r
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 4.13 : Grafico da quantidade de massa de nanoparticulas magnéticas em pg (1pg = 10712g) por células
de S180
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Finalmente, pode-se concluir pela anélise dos dados de magnetometria que as nanoparticulas
de magnetita recobertas com dextrana foram internalizadas pelas células neoplasicas de Sar-
coma 180, atingindo uma saturacao na internalizacao em um periodo de 30-40 minutos.

No préximo capitulo provaremos que a técnica magneto-optica de Birrefringéncia Magnética
Estética (BME) também pode ser utilizada para investigar o processo de internalizacao de
nanoparticulas magnéticas. Outras questoes pode ser analisada por BME, ou seja, como estao
auto-organizadas as nanoparticulas quando estao sendo internalizadas? De particulas indivi-
duais ou de um aglomerado de nanoparticulas? A andlise magneto-éptica ird contribuir para o

entendimento do processo de internalizacao.



Capitulo 5

Estudo Magneto-6ptico da Interacao
das Nanoparticulas Magnéticas com

Células S180

Neste capitulo, iniciaremos falando um pouco sobre o fenomeno de birrefringéncia e
Birrefringéncia Magnética Estética (BME) para esclarecer o leitor sobre como podemos utiliza-
la para investigar a existéncia de estruturas auto-organizadas (aglomerados de nanoparticulas,
por exemplo, cadeias lineares de nanoparticulas) na suspensao coloidal. O modelo tedrico serd
apresentado na secao 5.1.2 e o diagrama de bloco do experimento em 5.1.3. Os resultados
experimentais ficaram na secao 5.2. Estes resultados foram divididos em quatro subsecoes.
A primeira discute o efeito da concentracao de nanoparticulas magnéticas no meio de cultura
celular das S180. Posteriormente, avaliamos o efeito temporal de nanoparticulas no meio de
cultura as S180. Esta secao foi importante, pois serviu de controle para estudar o efeito da
interacao de nanoparticulas com células tumorais que foi finalmente investigada na secao 5.2.3.
O objetivo deste capitulo é apresentar, possivelmente pela primeira vez na literatura, um estudo

magneto-6ptico da interagao de nanoparticulas magnéticas com células.

5.1 Birrefringéncia

Os fluidos magnéticos na presenca de campo externo tornam-se opticamente aniso-
trépicos. Isso ocorre devido a orientacao de nanoparticulas isoladas anisométricas, pequenos

aglomerados (dimeros, trimeros, etc) ou a formagao de cadeias sob agdo de campo magnético

48
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externo. O fenomeno pode ser detectado utilizando a técnica de Birrefringéncia Magnética
Estética (BME). Esta, por sua vez, permite calcular o diametro médio das nanoparticulas,
a dispersao em torno desse didmetro e a formagao de aglomerados (cadeias) [40,80]. Para
compreender como a BME é um experimento simples e ao mesmo tempo poderoso ¢ interessante

comecar por uma revisao de optica.
5.1.1 Birrefringéncia Optica

Muitos materiais cristalinos sao opticamente anisotrépicos, como a calcita, a turmalina
e o quartzo. Isto significa que suas propriedades Opticas nao sao uniformes espacialmente.
Denomina-se birrefringente o material com diferentes indices de refracao, dependendo da
diregao de propagacdo da luz que o atravessa. Segundo Hecht (1991), o fenémeno da dupla
refragao foi observado pela primeira vez em cristais de calcita por Erasmus Bartholinus em 1669.
Quando colocado sobre um desenho notavam-se duas imagens e nao 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 ordinario (O), e outro que contribuia para a segunda imagem e dependia da
dire¢do de propagagao no cristal, denominado extraordinario (E).

Analisando a polarizacao dos raios emergentes, observa-se que estes sao lineares e

perpendiculares entre si, como ilustra a Figura (5.1)

Polarizador Polarizador
’ N
AlE
A
(o]
103%— Eixo
(a) (b) J— odpticodo (€)
cristal

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

Se o feixe de luz incidente é obliquo em relacao ao eixo 6ptico, dois raios emergirao 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 ptico. A figura (5.2) ilustra esse comportamento.

Raios
divergentes «&=@= Raio ordinario
<a=p= Raio extraordinario
__Trajetorias _

co-axiais

é( p— '_(_Eaios. de IIL( Cristal de
> Eixo #  polarizados ' _.icita
optico

Figura 5.2 : Separacdo das ondas de luz por um cristal birrefringente (a). Na figura (b) o feixe incide perpen-
dicularmente ao eixo éptico do cristal provocando uma diferenga de fase entre os feixes emergentes. Em (c), a
incidéncia é paralela e os feixes nao apresentam diferenca de fase entre si.

Quando o raio incidente é perpendicular ao eixo Optico, os feixes ordinario e ex-
traordinario sao coincidentes, apesar de terem percorrido caminhos 6pticos diferentes. Embora
esses raios aparegam no mesmo ponto, apresentam diferenca de fase entre si (vide fig.5.2). No
caso do feixe incidente ser paralelo ao eixo Optico os raios emergentes comportam-se como se
o material fosse isotropico e percorrem o mesmo caminho, nao apresentando diferenca de fase
(vide fig.5.2).

A birrefringéncia é medida pela diferenca entre os indices de refracao das direcoes dos

feixes extraordindrio e ordindrio.

An =n, —n, (5.1)

A observacao de mudanca no comportamento 6ptico do material em funcao do campo
magnético, quando a propagacao da onda dé-se na direcao perpendicular a das linhas de campo
é denominado efeito Cotton-Mouton.

As particulas do fluido tendem a girar e orientar seus momentos magnéticos, em relagao
a um campo aplicado, podendo, inclusive, formar estruturas auto-organizadas como mostram
fotografias de microscopia eletronica criogénica na figura (5.3). A diferenga no indice de refracao

An é proporcional ao campo aplicado como serd discutido adiante. O eixo 6ptico se orienta
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segundo o campo aplicado, e o material comporta-se como um cristal anisotrépico, assim a

equagao (5.1) pode ser escrita como
An=mn;, —n, (5.2)

com n/, o indice de refracao na direcao do campo magnético aplicado e n, a orientacao per-

pendicular ao campo aplicado.

Figura 5.3 : Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao Criogénica de uma mistura binaria de particulas
com diametros diferentes. A micrografia (a) foi tomada em campo nulo, e (b) em campo H # 0 [81, Butter et
al]. A barra de escala é de 200nm

5.1.2 Birrefringéncia Magnética Estatica (BME)

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

servagao da mudanga no comportamento éptico do material em funcao do campo magnético
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externo aplicado. Define-se, entao a birrefringéncia magnética como a diferenca entre o indice
de refracao na direcdo paralela ao campo aplicado (n//) e o indice de refragao na direcdo per-
pendicular (n, ),vide eq.(5.2).

O modelo aqui utilizado para analisar tal fendmeno considera o alinhamento de aglom-
erados nos coléides (dimeros, trimeros e outros) como o responsavel por sua anisotropia éptica.
Nele, cada nanoparticula é considerada como um dipolo elétrico induzido p, que, sob agao do

campo elétrico oscilante ﬁ da luz incidente, é
7=, E (5.3)

onde € ¢ a permissividade elétrica do meio e Wp o tensor polarizabilidade elétrica de um
aglomerado ou nanoparticula isolada anisométrica, representado, num sistema de coordenadas

adequado (eixo de simetria do aglomerado), pela matriz

| 0 0
@o=1 0 a. 0 (5.4)
0 0 Oé//

sendo o e ay, as componentes do tensor para um campo elétrico aplicado perpendicular e
paralelamente ao eixo de simetria do aglomerado do qual a nanoparticula faz parte.

Por aplicacao direta das equacoes de Maxwell obtemos uma forma explicita para o
indice de refracao para uma onda eletromagnética incidente numa regiao de permissividade
elétrica e. Entdo, sejam as equagoes de Maxwell na auséncia de cargas (p = 0) e de densidade

de corrente (7 =0)

V.8 =0 (5.5)
V.D=0 (5.6)
?xﬁzg (5.7)

S 7. 98 5.9

ot



5.1.2 Birrefringéncia Magnética Estatica (BME) 53

Sabendo que B:egﬁ+? e?z,uoﬁ
Seqi = 9D

ot

i%@? - %(EOEM?)
§X§ _ 8? 8?

Hofo g+ Ho=p - (5.9)

Aplicando o Vx em (5.8), substituindo (5.7) e (5.9)

B
VxE = -2
?x(?xﬁ) = —%(?x?)

v x (? X B) = il Gl (5.10)

THoCoTh T Ty

Usando a identidade ? X (? X X) = ? (? . Z) — VQZ, considerando que ? E =0na

auséncia de carga, a eq.(5.10) fica

F(FF)VE - et 2P

g T g

Y >F 2P

Hofo~gpa T Ho g

(5.11)

A solugao de (5.11) é do tipo onda plana. Considere, entao, uma onda propagando-se na dire¢ao

z da forma

E = E etk (5.12)

Sabemos que em um fluido magnético com N particulas com momentos de dipolo ? a polar-
izacao ¢ dada por

P =Np (5.13)

sendo 7 dado por (5.3). Logo, utilizando as relacoes

V2E = (ik)?’E (5.14)

*E .,

o = (i) E (5.15)
0P PE

= eoN(a>(z’w)2§ (5.16)

oz~ Nl 5
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Substituindo as relagoes acima em (5.11) obtemos
GR)PE = poes(iw)?E + poo(iw)?N{a) E
E = el +N)E
E* = w’lee,(1+ N{a)) (5.17)

sendo () a média do tensor polarizabilidade sobre N particulas no fluido magnético. Portanto,

realizando uma passagem simples considerando as relagoes k* = n?w?/c? e ¢ = 1/,/lio€,, €ntao

kK2 = w2n2u060
k32
2 _ 5.1
" w? Ho€o (5.18)
Logo, de (5.18), (5.17) fica
n? = (1+ N{a)) (5.19)

Para o caso de particulas muito pequenas comparadas com o comprimento de onda da luz inci-
dente e dispersas numa suspensao nao magnética (liquido carreador) com constante dielétrica

€1, (5.17) pode ser escrita como
k? = w?eer (1 + N{a)) (5.20)

que assume a forma

n® = ni(l1+ N{a)) (5.21)

onde n é o indice de refracao da supensao e n; o indice de refracao do liquido carreador.

Se o eixo de simetria do aglomerado for representado em relacao ao sistema de coorde-
nadas de laboratorio pelos angulos polar 6 e azimutal ¢ e adotando um sistema de coordenadas
conveniente, no qual o campo externo esté ao longo da diregao 2 (figura 5.4), a polarizabilidade

da particula em coordenadas do laboratério serd

‘@ =R ,R (5.22)
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Z
Y

X

Figura 5.4 : Esquema de orientagao de um aglomerado com relacao ao referencial no laboratério.

onde R é a matriz rotagao dada por

singp cosfcosp sinfcosp
R=| —cosy cosfsingp sinfsingp (5.23)
0 —siné cosf

Entao, aplicando (5.22) temos

sinp cosfcosp sinfcosp sin ¢ —cosp 0
o = —cosp cosfsing sinfsing Wp cosfcosp cosfsing —sinf
0 —sinf cos sinfcosy sinfsingy cosf
apsing agcosfcosyp s sinfcosp sin @ —cosp 0
@ = —o cosp apcosfsing oy sinfsing cosfcosp cosfsiny —sinf
0 —ary sinf oy cost sinfcosy sinfsing cosé

Fazendo a multiplicacdo de matrizes e usando as relacoes entre senos e cossenos (sin? d+cos? § =

1) e tomando a = (ay; — oy )

o) + a(sin® 0 cos? p) 0 0
‘@ = 0 oy + a(sin? §sin® @) 0 (5.24)
0 0 a4+ acos’f

De acordo com a definicao de birrefringéncia magnética, os termos de interesse sao o perpen-

dicular o, e o paralelo ., ao campo aplicado, logo

Qe = a1 + () — o )(sin® fcos®p) (5.25)
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s, = ) + (o)) — ) )cos®0 (5.26)

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

ni = ni(1+ N{a)i) (5.27)

sendo ¢ = z, z. Utilizando a seguinte expansao

-1
(1+x)":1+nx+%x2+~- (5.28)

e aplicando em cada uma das componentes, a birrefringéncia An fica da forma

1
An(f, ) =n, —n, ~ §H1N(Ot// — o )(cos*@ — sin? fsin” ) (5.29)

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

1 2w ™
(An(0,p)) = 2/ / An(0, ©)e* “?d(cos 0)dyp (5.30)
o Jo
onde Z é a funcao particao
2 ™
Z :/ / e*%d(cos 0)dy (5.31)
o Jo

com & = pouH/KgT e u = mD3Mg/6, para o caso de uma nanoparticula anisométrica. A
energia de interagao Zeeman do dipolo magnético com o campo magnético externo U = —ji -
(,uoﬁ), onde p, é a permeabilidade magnética do liquido, 1 0 médulo do momento magnético de
uma particula, Kg a constante de Boltzmann, D o diametro da particula e Mg a magnetizacao

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

(An(0,¢)) = %nlN(a// —ay) (1 — fta?r)lhf + %) (5.32)

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

3 3

LO=1-fme T e

(5.33)

Mas em um fluido magnético monomeros, dimeros, trimeros e agregados maiores coexistem e a

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

An =" CqoAng (5.34)
Q
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sendo Cp ¢ a fracao volumétrica de agregados constituidos por () particulas e An a bir-

refringéncia de cada agregado, onde o vinculo abaixo deve ser satisfeito.

d Cop=1 (5.35)
Q

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

seguinte forma
_Jo 3q ColLa(§)f(D)P(D)dD
B J;° D¥P(D)dD

An (5.36)

onde P(D) é a distribuicao de diametros lognormal com dispersao o e diametro modal Dy, de
uma amostra caracterizada, por exemplo, por Microcopia eletronica de Transmissao (TEM),

sendo dada por

_exp(—0?/2) In?(D/Dyy)
com
3 3
e
Ang =120, e (5.39)

12
Para uma amostra polidispersa, cada cadeia contribui para birrefringéncia de acordo

com o numero de particulas que a mesma possui, ou seja,

§o = Q¢ (5.40)

onde @ é o numero médio de particulas nos aglomerados. No nosso caso, (5.34) pode ser

representado por uma valor médio tal que
An = AnQ/ D?Ly(€g)P(D)dD (5.41)
0

onde Ng é o numero de aglomerados médio e x;; ¢ a componente do tensor polarizabilidade
por unidade de volume (susceptibilidade elétrica). Com esta equagdo ajustamos os dados

experimentais e obtemos as informagoes sobre a formacao de aglomerados no sistema coloidal.
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As componentes da susceptibilidade elétrica sao fortemente dependentes da distancia
superficie-superficie entre as nanoparticulas. De fato, Xu e Ridler [80] utilizaram um modelo de
dipolo oscilante para calcular as componentes para uma cadeia constituida de () nanoparticulas.

Os resultados de x,, e x1 sao os seguintes

Q
1 Xo
= — —_— 5.42
XL Q zzl 1 + R1;Xo ( )
1 @ X
_ = ° 5.43
X// Qzl—n//.xo (5.43)
=1 i
com
Up 1
= .44
Rl 47TT3Z|j—i|3 (5.44)
7]
e
H//i = 2/<;J_Z, (5.45)

Sendo y, para uma particula dado por

€p — €1
- 5.46
X &+ N(ep —e1) ( )

onde €,, €, e N sao a permissividade elétrica da particula, a permissividade elétrica do liquido
carreador e o fator de depolarizacao. Note que r e a distancia centro a centro entre as
nanoparticulas e pode ser representado em termos da espessura da camada molecular que

recobre a nanoparticula (J) (vide figura 5.5) como

Portanto, a partir das andlises dos dados de BME ¢é possivel obter (x,, — x1). Es-
te parametro, por sua vez, pode ser utilizado para obter informacoes acerca da camada de

cobertura das nanoparticulas que formam estruturas auto-organizadas no liquido carreador.
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R —

N
Y

Figura 5.5 : Representagdo esquemadtica da distancia superficie a superficie entre duas nanoparticulas
magnéticas separadas a uma distancia r.

5.1.3 Diagrama de Bloco do Experimento de BME

O diagrama de bloco para aplicacao da técnica de birrefringéncia magnética consiste,
basicamente, de uma luz (um laser, com comprimento de onda A = 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 polarizagao da luz
incidente. Um sinal de referéncia é obtido no detector 2 que estd acoplado a um sistema de
aquisicao de dados. O outro feixe incide sobre a amostra, passa pelo analisador alcancando
enfim o detector 1 (ambos os detectores sao da marca OPTRON FT850-3) que envia um sinal
ao amplificador lock-in que usa a frequéncia do chopper como referéncia (vide fig. 5.6).

Nesta montagem a direcao de propagacao do feixe de luz do laser e o campo magnético
aplicado encontram-se perpendiculares entre si. Também, os eixos do polarizador sao posiciona-

dos perpendiculares entre si, de modo que na auséncia da amostra nao ha detecgao de qualquer
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Figura 5.6 : Diagrama de bloco das medidas de birrefringéncia magnética estética.

sinal, ja que de acordo com a lei de Malus
I, = I,cos’$3 (5.48)

sendo I, e I, as intensidades de luz que saem do polarizador e analisador, respectivamente e
f o angulo entre os planos de polarizagdo dos mesmos, ou seja, para § = /2, I, = 0. Dessa
maneira, quando a amostra é colocada entre os polarizadores, caso seja birrefringente, ha uma
rotacao do eixo de polarizacao da luz ao atravessar a amostra permitindo que um sinal seja
detectado.

Para esse tipo de montagem, desconsiderando possiveis efeitos de dicroismo, a intensi-

dade do sinal que atinge o analisador varia com a birrefringéncia da amostra na forma
) . 9 ml
I = 1,sin*(2v) sin XAR (5.49)

onde I, ¢ a intensidade do sinal incidente, [ a espessura do porta amostras, A o comprimento
de onda do laser, An a birrefringéncia do material da amostra e v o angulo entre o analisador
e o campo magnético aplicado. Em nossa configuracao v = /4.

A figura (5.7) mostra a montagem experimental da técnica de BME implementada no

Laboratério de Magneto-6ptica da Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias.
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Figura 5.7 : Montagemn experimental de BME do Laboratério de Magneto-6ptica do IF-UFG.

5.2 Resultados de BME

A técnica de BME pode extrair informagoes sobre a distribuicao de diametros do sis-
tema coloidal, a autoorganizacao das nanoparticulas no liquido carreador (nanoestruturas iso-
ladas ou cadeias de nanoparticulas), ou ainda a distancia entre as mesmas (efeito da camada
de cobertura). Estes dados podem ser utilizados para melhor compreender o processo de inter-
nalizacao celular de nanoparticulas.

Com esta finalidade, foram realizados os experimentos com amostras controle. Estas
amostras constituem do fluido magnético diluido em meio de cultura celular. Dois tipos de
experimentos foram realizados. Primeiramente, foi investigado o efeito da concentracao de
nanoparticulas (segao 5.2.1), enquanto que em uma segunda etapa (segdo 5.2.2) analisou-se,
para uma concentracdo de nanoparticulas especifica (1:1), o efeito temporal. Nosso intuito
era obter dados que avaliassem, independentemente, a influéncia destes parametros. Estes
foram entao comparados com dados de BME de amostras contendo fluido magnético e células
tumorais de Sarcoma 180 (se¢ao 5.2.3). As medidas de BME desse sistema complexo avaliaram

a influéncia do tempo de exposi¢ao de nanoparticulas magnéticas com as células neoplésicas.

5.2.1 BME em Funcao da Concentracao em meio de Cultura Celular

O primeiro experimento realizado foi o de medir a birrefringéncia em funcao da con-
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centracao de nanoparticulas em meio de cultura celular. Neste experimento, trabalhamos com
amostras constituidas pelo fluido magnético diluido em meio de cultura celular nas seguintes
concentracoes: 1:1 e 1:3. O intuito deste experimento é obter informacgoes sobre o comporta-
mento da amostra de fluido magnético quando exposta ao meio de cultura celular em diferentes
concentragoes.

O grafico da figura (5.8) apresenta os dados de birrefringéncia em funcao do campo
magnético. Quadrados e circulos correspondem as amostras com fragoes volumétricas de ¢ =
0,00065 e ¢o = 0,00032, respectivamente. Note que quanto mais concentrada a amostra maior

o sinal de BME. Isto vai de acordo com dados da literatura [40].

y - Fe, 0 /Dextrana diluida em Meio RPMI 1640

o @, =0.00065
0391/ © @, =0.00032 ﬁ
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10 100 1000
Campo Magnético (Oe)

Figura 5.8 : Medida de BME da amostra de fluido magnético diluido em meio de cultura celular

O ajuste dos dados de BME foram feitos utilizando a equagao

I =TI {sinQ (Ans / Lg(gQ)D?’P(D)d(D))} : (5.50)

que possui apenas dois parametros ajustaveis, An, e ). Lembrando que ) corresponde ao

nimero médio de nanoparticulas formando um aglomerado e

B m2In1QNg

An, = VR ()~ x e, (551)
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A polidispersao e o diametro modal considerados foram os obtidos por TEM na secao
3.1.1 com seus valores de 0 = 0,18 £ 0,02 e Dy, = (5,5+ 0, 1)nm, respectivamente. As figuras
(5.9) e (5.10) apresentam os dados experimentais conjuntamente com os ajustes tedricos para
diferentes concentracoes. Note que aumentando a concentracao de nanoparticulas o tamanho
médio do aglomerado também aumentou. Este fenomeno ja foi obsevado por varios outros

autores na literatura [40].

y - Fe, 0 /Dextrana diluida em RPMI 1640
0.35
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Figura 5.9 : Ajuste tedrico dos dados de BME da amostra de fluido magnético: dilui¢ao de 1:1
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Figura 5.10 : Ajuste tedrico dos dados de BME da amostra de fluido magnético diluido 1x em meio de cultura:
diluicao 1:3
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5.2.2 BME do Fluido Magnético em meio RPMI 1640: Aging Effect

No passo seguinte, diluimos o fluido magnético em meio de cultura da S180 na razao
de 100u! para 100l (1:1) de meio de cultura e, em seguida, realizamos as medidas de BME
em intervalos distintos apés a preparacgao das amostras. O gréfico da figura (5.11) apresenta os
dados de BME em funcao do campo magnético para diferentes tempos. Os quadrados e circulos
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 birrefringéncia de saturacao em
diferentes tempos, respectivamente. Note que basicamente, neste intervalo de tempo, nao
ha uma mudanca significativa nestes parametros. De fato, o tamanho médio do aglomerado
permace em torno de 4,8. Este resultado sera utilizado como controle para comparacao com os

dados da secao seguinte.

Controle: y - Fe203lDextrana em RPMI 1640

0.040 ————rrrr7 ——
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0.005
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Figura 5.11 : Controle da amostra de 100ul de fluido magnético diluido em 100ul de meio de cultura em fungéo
do tempo.
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Figura 5.12 : Ajuste teérico dos dados de BME da amostra de fluido magnético diluido 1x em meio de cultura
em ¢t = 50min
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Figura 5.13 : Ajuste tedérico dos dados de BME da amostra de fluido magnético diluido 1x 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 birrefringéncia de saturagao em tempos diferentes na mesma concen-
tragao.

5.2.3 BME do Fluido Magnético com Células S180

Estas medidas foram realizadas com amostras compostas por 200u1 de fluido magnético
para 200ul (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 apds 10min de exposicao das nanoparticulas com as células de S180, os
circulos vermelhos correspondem as medidas de 30min, triangulos azuis as medidas de 60min
e losangos verdes a 120min. Note que o sinal de BME cai entre 10min e 30min. E logo apds

comeca a subir novamente.

y - Fe,O /Dextrana + Células S180
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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 particulas estao proximas num sistema em que possui
aglomerados relativamente grandes é calcular a distancia superficie a superficie entre elas. Este
caculo permite obter informacoes sobre a camada de cobertura. De fato, podemos estimar a
distancia superficie a superficie 20 entre nanoparticulas magnéticas utilizando os dados experi-
mentais de BME e determinando a mesma utilizando o modelo tedrico proposto. Assumindo que
o numero de particulas contribuindo para o sinal magneto-6ptico é o mesmo obtido por MAV e
utilizando equacdo (5.41) determina-se o valor experimental da grandeza (x,, — x1)o. Entao,
utilizando as equagoes (5.42), (5.43), (5.44), (5.45) e (5.47), e os a literatura de permissividade
elétrica da maghemita €, = 5,2 + 3i [82] e a permissividade do meio de ¢; = 1,78¢, [83], foi
possivel calcular a distancia superficie a superficie obtendo (3,41+£0, 02)nm (considerando os da-

dos em 10 min. nesta andlise). O cdlculo fornece uma camada de cobertura de (1, 70£0, 02)nm.
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Esta analise s6 pode ser feita no instante inicial, pois, como mostra os dados de magnetometria,
o processo de internalizacao das nanoparticulas magnéticas é dinamico.

Nas figuras 5.17(a), 5.17(b), 5.18(a) e 5.18(b) sdo apresentados os dados BME e seus
respectivos ajustes pelo modelo tedrico 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 4+ 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 birrefringéncia de saturagao faz um caminho inverso, ou seja, decresce e cresce
novamente.

Note que a diminui¢ao da birrefringéncia de saturagao, que é proporcional ao niimero de
nanoparticulas contribuindo para o sinal de BME, esta associado a internalizacao de nanoparticulas
magnéticas pelas células neoplasicas de Sarcoma 180. Sabe-se pelos dados de VSM que entre
30-40 minutos ocorre a saturacao do processo de internalizacao de nanoparticulas. Nossos da-
dos, no mesmo intervalo de tempo, mostram que o ntmero de particulas no meio de cultura
contribuindo para o sinal de BME esta decaindo. Conclui-se, portanto, que a técnica de BME
foi capaz de identificar o processo de internalizacao. Apds 30-40 minutos os dados de Ang
voltam a crescer. A interpretacao para tal fenomeno estd associado a formacao de pequenos
aglomerados no meio de cultura, por exemplo, a formacao de aglomerados de nanoparticulas,
que antes encontravam-se isoladas e, sendo esféricas, nao contribuiam para o sinal de BME que

como efeito de autoorganizagao passam a contribuir para o sinal de BME.
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Dados de Birrefringéncia Magnética Estatica

n° | Tempo | Ang x 10"

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 birrefringéncia de saturacao de tamanho médio dos aglomerados em fungao
do tempo da amostra de fluido magnético com células de S180
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Figura 5.17 : Ajuste tedrico dos dados de BME da amostra de fluido magnético com células S180. (a) 10min

(b) 30min

0.20

y - Fe,0,/Dextrana mais Sarcoma 180

0.18 4

0.16 4

)

~ 0.14 4

Intensidade (u.a
© © o o
s o 2 2
8 8 3 ®
L

0.04 4

0.02 4

T
Ang =(3.05£0.03)x10"
Q, = 4.69%0.08

@ =0.00065

t = 60min

4 Dados Experimentais
Modelo Teérico

T
10 100 1000

Campo Magnético (Oe)

(a)

Intensidade (u.a.)

0.20

v- Fezozlbextrana mais Sarcoma 180

015+

o
=}
!

0.054

T
Ang =(3.53 £0.02)x10"
Q, = 3.62%0.03

@ =0.00065
t=120min

A Dados Experimentais
Modelo Teérico

T T — T
10 100 1000

Campo Magnético (Oe)

(b)

Figura 5.18 : Ajuste tedrico dos dados de BME da amostra de fluido magnético com células S180. (a) 60min

(b) 120min
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Tamanho médio dos aglomerados Tamanho Médio do Aglomerado
em fungao do tempo em Funcgéo do Tempo

7] T T T T T T
O 54 g 5.6 ]
g T

. i 5.4 §
gg 52
S 507 i 5.2 <} ]

o
D 48 . ] 8 ~ 507 \ s <} ]
4 2 C 43 T .
O 46 i 5= 4
o o O é
Q 44 B £ T 464 4
= % ©
S o8 444 4
Q424 i £ 2
E " v s § 42
© -2 (o)
o) i ] o
s 4 E®
c © © 40 .
© 38 g ]
E Q em funcao do tempo " 384 |—O— Com células de $180 g
36 |—v— g .
= v— 4, ¢ P ‘ 36] [=O— Controle s/ células o ]
34 T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min) Tempo (min)
(a) (b)
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de fluido magnético (b) Gréfico comparativo entre os dados de BME da amostra de fluido magnético com as
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Figura 5.20 : Anadlise dos dados de BME da amostra de fluido magnético diluido em mio RPMI 1640 com
células de S180 em fungao do tempo

Por outro lado é interessante notar que o tamanho médio do aglomerado tem um
comportamento oposto quando comparado a a birrefringéncia de saturacao. Até em trono de
30 minutos () esta crescendo e apds este intervalo volta a crescer. A questao fundamental agora

é entender o que os dados de BME estao nos informando sobre o processo de internalizacao.
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Na nossa avaliagao os dados parecem sugerir que nanonestruturas de tamanhos distintos sao
internalizadas de forma diferenciada. Para esclarecer nosso argumento, suponha um sistema
constituido de dois tipos de estruturas auto-organizadas, pequenos aglomerados (1) e grandes

aglomerados ((Q)2). O tamanho médio do aglomerado pode ser escrito da forma

<Q> = ZszQz = le X Ql + fQ2 X Q27 (552>

onde fo, ¢ a fracao de aglomerados que contribuem para o sinal de BME dado por

No,
Qi (5.53)

sz - N—T’

onde Ny, ¢ o nimero de aglomerados (); e Ny o ntimero total de particulas contribuindo para

o sinal magneto-6ptico. Além de (5.52), note que existe um vinculo no somatério dado por

ZfQi =1= fo, +fo. =1 (5.54)

Colocando fg, em termos de fg, utilizando (5.54) e substituindo em (5.52), temos

(@) = Q1+ fo,(Q2— Q1) (5.55)

cujo comportamento estd descrito de forma simplificada na figura (5.21)
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Fragéo de Grandes Aglomerados (f_,)

Figura 5.21 : Anadlise numérica de (5.55) com valores ficticios de Q1 =2 e Q2 =6
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No nosso caso, o sistema é composto por vérias estruturas (particulas anisométricas,
dimeros, trimeros, tetrameros, etc). Pensando em nanoestruturas formadas por grandes e
pequenos aglomerados podemos entender nossos resultados da seguinte forma. No intervalo de
0-30 min. o numero total de particulas contribuindo para o sinal de BME decai e o motivo
esta associado a internalizacao de nanoparticulas pelas S180. Note que neste mesmo intervalo
o tamanho médio do aglomerado aumenta. A 1nica maneira disto acontecer é se a fracao de
pequenos aglomerados tiver dimunido, ou seja, nossos resultados indicam que a internalizacao
esta acontecendo preferencialmente por pequenos aglomerados. Acima de 30 min. o ntimero
de particulas contribuindo para o sinal de BME sobe. De acordo com os dados de MAV neste
intervalo nao ha mais internalizagao. Lembrando também que os dados de viabilidade celular
sugerem que as células continuam vivas. Neste intervalo o tamanho médio do aglomerado
comeca a cair. A explicacao para este fato é que particulas isoladas esféricas comecam a formar
pequenos aglomerados, que além de aumentar o sinal de birrefringéncia de satura¢ao diminuem
o tamanho médio do aglomerado.

Finalmente, pode-se concluir que a técnica magneto-éptica de birrefringéncia magnética
estatica foi capaz de identificar o processo de internalizacao de nanoparticulas 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.



Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho investigamos o processo de internalizagao de nanoparticulas magnéticas
de magnetita, recobertas com dextrana, por células neopldsicas de Sarcoma 180 (S180), por meio
das técnicas de magnetometria de amostra vibrante (MAV) e birrefringéncia magnética estatica
(BME).

As nanoparticulas de magnetita recobertas com dextrana foram sintetizadas no Labo-
ratério da Prof(a). Dra. Patricia Sartoratto do Instituto de Quimica da UFG e caracterizadas
por microscopia eletronica de alta resolucao nos fornecendo um diametro modal de 5,5 4+ 0,1 nm
e dispersidade de 0,18 4 0,02, quando os dados de frequéncia, obtidos pelo método de Sturges,
sao ajustados por uma distribuicao do tipo lognormal. A baixa dispersidade dos diametros
provavelmente estd associada ao crescimento in-situ das nanoparticulas conjuntamente com a
camada de cobertura.

As células tumorais de S180 foram obtidas, no Laboratério da Profa. Dra. Elisangela
Lacerda do Instituto de Ciéncias Biolégicas 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 nao houve morte
celular significativa dentro do intervalo de tempo das medidade de BME e MAV (120 minutos).

As medidas de magnetizacao das células contendo nanoparticulas magnéticas foram
realizadas em um intervalo de tempo de exposicao de até 100 minutos. As amostras que

continham apenas células com nanoparticulas internalizadas foram obtidas por meio de um

73
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processo de centrifugagao a 260x g por 10 minutos. Constatamos que entre 10 e 70 minutos a
quantidade de nanoparticulas internalizadas em unidade de massa passou de 52 + 20 pg/célula
para 110 + 15 pg/célula. Em particular, os resultados experimentais de magnetizac¢ao indicam
que o processo de internalizacao satura em torno de 30 a 40 minutos. Portanto, concluimos
que a técnica de MAV pode ser utilizada para determinar tanto o nimero de nanoparticulas
internalizadas como a velocidade em que as mesmas sao endocitadas.

Diferentemente dos dados de magnetometria, as medidas de BME foram feitas em
amostras controle (nanoparticulas em meio RPMI 1640) e o sistema contendo tanto células
S180 quanto nanoparticulas 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 birrefringéncia de saturagao (Ang) 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 exposi¢ao, t.sp, de 10 min. o tamanho médio do aglom-
erado (birrefringéncia de saturacao) variou de 4,18 + 0,04 (An, = 3,41 £ 0,02 x10'¥cm—3)
para 5,22+ 0,08 (Ang = 2,75+ 0,02 x10"¥cm™3) em ¢.,,=30 min. Como a birrefringéncia de
saturagao é proporcional ao niimero de nanoparticulas contribuindo para o sinal magneto-6ptico
conclui-se que o decréscimo do sinal magneto-éptico foi decorrente do processo de internalizacao
de nanoparticulas magnéticas pelas células S180. Por sua vez, a andlise da dependéncia tempo-
ral do tamanho médio do aglomerado também sugere que o processo de internalizagao ocorre
primeiramente com nanoparticulas anisométricas ou com nanoestruturas formando pequenos
aglomerados. Portanto, concluimos que a técnica magneto-éptica pode ser utilizada para in-
vestigar o processo de internalizagao, sendo capaz inclusive de extrair informacgoes sobre a
estrutura autoorganizada que esta sendo internalizada. Aparentemente, de acordo com nosso
levantamento bibliogréafico, esta é a primeira vez na literatura que uma técnica magneto-optica

é utilizada para tal fim.
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O estudo da interacao de nanoparticulas com células parece ainda estar no inicio. Nao
existem ainda tantos trabalhos nesta drea apesar deste niimero ter aumentado nos ultimos anos.
De fato é fundamental avaliar e desenvolver técnicas, preferencialmente baratas e rapidas, ca-
pazes de visualizar, por exemplo, este processo de internalizacao. Uma das possiveis aplicacoes
associadas a utilizacao da técnica magneto-éptica é a rapida e eficiente determinagao do tempo
minimo para a marcagao de células por nanoparticulas magnéticas, como por exemplo, marcacao
de células-tronco, ja que estas nanoestruturas sao excelentes agentes de contraste em sistemas
de imageamento por ressonancia magnética nuclear.

Nosso trabalho prova que as técnicas de magnetometria de amostra vibrante e, em
particular, a birrefringéncia magnética estatica pode ser utilizada para investigar o processo
de internalizacao de nanoparticulas magnéticas por células. Vislumbramos como perspectivas
futuras diversos estudos com nanoparticulas magnéticas de diferentes diametros, tipos (diver-
sas ferritas), outras camadas de cobertura (carga superficial positiva ou negativa), diferentes
quantidades de camada molecular e, obviamente, outras células (neopldsicas, células-tronco,
macréfagos, etc). Estas investigagoes podem ajudar a esclarecer a influéncia de todos estes

parametros na dinamica de internalizacao.
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