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Resumo  

 

Neste trabalho, foram sintetizadas nanopartículas magnéticas constituídas de 

maghemita funcionalizada com L-Lisina ou DL-Histidina (cristalitos com diâmetro 

médio de 4,5 a 8,1 nm), pelo método da coprecipitação dos íons Fe (II) e (III). Os 

sólidos obtidos foram dispersos em água para obtenção de suspensões aquosas 

denominadas fluidos magnéticos. As amostras obtidas foram caracterizadas pelas 

técnicas de difração de raios X, espectroscopia de infravermelho, termogravimetria, 

espectrofotometria UV-Vis, microscopia eletrônica de transmissão e espalhamento 

de luz dinâmico e eletroforético. As nanopartículas em suspensão apresentaram 

potencial zeta positivo em pH fisiológico, possibilitando assim adsorção de 

moléculas de DNA (cromossômico e plasmidial) negativamente carregadas, além de 

um raio hidrodinâmico inferior ao relatado na literatura (100 nm) para que ocorra a 

fagocitose das nanoestruturas. Uma amostra maghemita/L-Lisina foi selecionada 

para adsorção de DNA (cromossômico de fungo Humícola grísea e de plasmídeos 

codificadores de shRNA e GFP) e posterior recobrimento com dextrana, para 

proteção de sua informação genética.  A adsorção dos plasmídeos e da dextrana foi 

evidenciada pelo aumento do raio hidrodinâmico das amostras e pela presença das 

bandas relativas à dextrana e ao DNA nos espectros de infravermelho. 
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Abstract 

  

In this work magnetic nanoparticles composed of maghemite coated with L-lysine or 

DL-Histidine (crystallite average diameter between 4.5 to 8.1 nm.) were synthesized 

via the Fe (II) and Fe (III) coprecipitation method. The synthesized solids were 

dispersed in water to obtain aqueous suspensions called magnetic fluids. The samples 

were characterized by X-ray diffraction, infrared spectroscopy, thermogravimetry, 

UV-Vis spectrophotometry, transmission electron microscopy, electrophoretic and 

dynamic light scattering. The suspended colloidal nanoparticles showed positive zeta 

potential at physiological pH, which enables the adsorption of negatively charged 

molecules of chromosomal and plasmid DNA on their surfaces.  Their hydrodynamic 

radius were smaller than those reported in the literature (100nm) allowing 

phagocytosis of the nanostructure. A maghemite/L-Lysine sample was selected for 

DNA adsorption (chromosomal DNA of Humicola grisea fungus and shRNA and 

GFP encoding plasmids) and subsequent coating with dextran, for protection of its 

genetic information. Plasmids and dextran adsorption was evidenced by the 

increasing of the hydrodynamic radius of the samples, and the presence of DNA and 

dextran related bands in the infrared. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As nanopartículas (partículas com dimensões de 1 a 100 nm) se tornaram uma 

ferramenta bastante estudada na área de saúde para o carreamento de drogas e 

obtenção de imagens, além de ter introduzido oportunidades no tratamento de 

doenças e aperfeiçoamento de diagnose. Nos últimos anos, a aplicação da 

nanociência na medicina (também chamada de nanomedicina) tem apresentado 

grande potencial para mudar o panorama das indústrias farmacêuticas e 

biotecnológicas (PERALTA-VIDEA et al., 2011; SHI et al., 2010; SHI et al., 2011). 

Nanopartículas magnéticas constituídas de óxido de ferro são amplamente 

estudadas na veiculação de drogas devido à possibilidade de funcionalizar/recobrir 

sua superfície com moléculas específicas de forma a estabelecer interações entre a 

superfície e a droga a ser carreada (MAHDAVI et al., 2013). É necessário que a 

cobertura seja biocompatível, não-tóxica e que a veiculação permita entrega a um 

alvo específico. Diversos tipos de substâncias orgânicas e inorgânicas podem ser 

utilizados para a funcionalização das nanopartículas: sílica (SARTORATTO et al., 

2007), surfactantes (DE CUYPER; JONIAU, 1991), polissacarídeos 

(GRACZYKOWSKI et al., 2011; GAO et al., 2010), polímeros (CHEN et al., 2013; 

BABIC et al., 2008), etc.  

A funcionalização das nanopartículas com moléculas catiônicas tem sido 

empregada em aplicações biológicas, inclusive na terapia gênica devido à capacidade 

dessas moléculas de interagir eletrostaticamente com diversas biomoléculas que 

possuem grupos funcionais aniônicos, como DNA, RNA, proteínas, etc. (BABIC et 

al., 2008; CHEN et al., 2013; RAMOS et al., 2014).  

Vários trabalhos na literatura utilizam nanopartículas recobertas com 

moléculas que contém grupos amina protonáveis - característica denominada 

“esponja de prótons”, capazes de interagir tanto com DNA quanto com RNA através 

de seus grupos fosfato (CHEN et al., 2013; THOMAS et al., 2013). Entre essas 

moléculas, podemos citar polímeros como polietilenoinima – PEI (MCBAIN et al., 

2007; KIEVIT et al., 2009;  ZHOU et al., 2009), poli(L-lisina) (BABIC et al., 2008; 

LI et al., 2013, WANG et al., 2012), espermina (COHEN et al., 2011), aminoácidos 

como a histidina e lisina (DURMUS et al., 2009; ÜNAL et al., 2010), 

aminopropiltrietoxisilano – APTS (KNEUER et al., 2000), etc. 
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A poli(L-lisina) é um agente de transfecção de DNA largamente utilizado 

devido à sua capacidade de estabelecer interação eletrostática com o DNA (LIU et 

al., 2001; MANN et al., 2008). Nanopartículas constituídas de óxido de ferro (entre 

eles, magnetita e maghemita) funcionalizadas com poli(L-lisina) têm sido estudadas 

por apresentarem Potencial Zeta () positivo em pH neutro e serem capazes de 

adsorver DNA na superfície das nanopartículas, introduzir o DNA no interior de 

células através da endocitose e apresentarem alta expressão gênica tanto in vitro 

como in vivo (BABIC et al., 2008; LI et al., 2013, WANG et al., 2012). Comparado 

ao carreamento de DNA pela poli(L-lisina), sistemas constituídos de nanopartículas 

magnéticas funcionalizadas com poli(L-lisina) apresentam eficiência de transfecção 

ainda maior devido à sua grande área superficial em relação ao volume e maior 

especificidade a células tumorais (LI et al., 2013). 

 Neste trabalho, nanopartículas magnéticas constituídas de maghemita foram 

funcionalizadas com os aminoácidos L-lisina e DL-Histidina, os quais possuem 

menor custo que seus polímeros correspondentes e são capazes de conferir carga 

superficial positiva às nanopartículas devido aos valores de pKa dos grupos amina 

protonáveis de sua estrutura, conforme Figura 1.1 (DURMUS et al., 2009; ÜNAL et 

al., 2010). 

 

Figura 1.1 – Moléculas de a) L-Lisina e b) DL-Histidina. 

 

 

 As nanopartículas maghemita/aminoácido foram utilizadas para carreamento 

de moléculas de plasmídeo codificadores de GFP (proteína fluorescente largamente 

utilizada como marcador biológico) e plasmídeos codificadores de short hairpin 

RNA (shRNA), que são moléculas sintéticas capazes de inibir a expressão de RNA 

mensageiros (RNAm) específicos através de um mecanismo de silenciamento gênico 

conhecido como RNAi de interferência (ROZEMA et al., 2007).  
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Ensaios com RNAi in vitro têm apresentado grande potencial no tratamento e 

diagnóstico de diversas doenças humanas devido a sua defesa contra genes 

parasíticos (GITLIN et al., 2005; ROZEMA et al., 2007). Porém, moléculas de 

ácidos nucleicos, como as moléculas de plasmídeos codificadores de shRNA e GFP, 

quando administradas in vivo, são suscetíveis às nucleases presentes no soro humano 

e animal (CUI et al., 2012).  

Uma das alternativas para proteger a informação genética do plasmídeo (ou 

de qualquer outra molécula de ácido nucleico) até o sítio alvo é recobrir a 

nanoestrutura maghemita/plasmídeo com dextrana, um polissacarídeo biocompatível, 

atóxico e solúvel em água, muito utilizado na veiculação de drogas (DIAS et al., 

2011). 

Este trabalho surgiu através da proposta de parceria de trabalho entre a Prof
a
. 

Dr
a
. Zulmira Guerrero Marques Lacava, Prof

a
. Dr

a
. Patrícia Pommé Confessori 

Sartoratto e Prof
a
. Dr

a
. Paula Rahal, para que fossem desenvolvidos fluidos 

magnéticos constituídos de maghemita e dextrana para carreamento de moléculas de 

plasmídeos codificadores de shRNA, capazes de silenciar o vírus da hepatite C. Os 

plasmídeos obtidos na IBILCE-UNESP foram previamente testados em aplicações in 

vitro durante o trabalho de Doutorado em Genética do aluno Bruno Moreira 

Carneiro, orientado pela Prof
a
. Dr

a
. Paula Rahal, apresentando resultados 

satisfatórios quanto ao silenciamento do vírus. 
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho de mestrado é preparar e caracterizar fluídos 

magnéticos biocompatíveis baseados em nanopartículas de maghemita 

funcionalizada com aminoácido e recoberta com dextrana para carreamento de 

plasmídeos codificadores de shRNA e plasmídeos codificadores GFP.  

Os objetivos específicos do trabalho são: i) sintetizar nanopartículas de maghemita 

funcionalizada com aminoácidos (L-Lisina e DL-Histidina); ii) obter fluidos 

magnéticos constituídos de maghemita/aminoácido; iii) caracterizar os materiais 

obtidos quanto à composição, cristalinidade, estabilidade térmica e morfologia; iv) 

estudar a interação dos fluidos magnéticos com amostra de DNA (cromossômico e 

plasmidial); v) recobrir as nanopartículas constituídas de 

maghemita/aminoácido/plasmídeo com dextrana e vi) obter fluido magnético 

carreador de plasmídeo codificador de shRNA e GFP. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Nanopartículas magnéticas: estrutura da magnetita e maghemita 

 Nanopartículas magnéticas são estruturas da ordem de 1 a 100 nm que podem 

apresentar propriedades físicas e químicas diferentes daquelas observadas no 

material em volume (bulk) correspondente, devido à sua grande área superficial e por 

se comportarem como monodomínios magnéticos (GUBIN, 2009). 

 Nanopartículas magnéticas constituídas de óxido de ferro (como as de 

magnetita e maghemita) são as nanoestruturas mais empregadas em aplicações 

biomédicas (AKBARZADEH et al., 2012). 

A magnetita é um óxido de ferro misto (óxido de ferro II e ferro III) do tipo 

ferrita, representada pela fórmula química Fe3O4. É um sólido que apresenta estrutura 

cúbica compacta do tipo espinélio inverso, na qual os ânions O
2-

 estão arranjados em 

um empacotamento denso (em camadas do tipo abcabc...) e os íons ferro distribuídos 

entre os sítios tetraédricos e octaédricos: todos íons Fe
2+

 ocupando sítios octaédricos 

e metade dos íons Fe
3+

 ocupando sítios octaédricos e a outra metade ocupando sítios 

tetraédricos, [Fe
3+

]
tet

[Fe
2+

,Fe
3+

]
oct

O4  (WEST, 2014). 

 

Figura 3.1 – Coordenação octaédrica e tetraédrica dos íons Fe (II) e Fe (III) na 

estrutura de espinélio inverso da magnetita. 

 

Fonte – adaptada de <http://www.chemexplore.net/mixed-valent.htm>, com 

permissão de Robert Steele. 

http://www.chemexplore.net/mixed-valent.htm
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Sua célula unitária é constituída de 32 íons O
2-

, 8 íons Fe
2+

 (sítios 

octaédricos) e 16 íons Fe
3+

 (sítios octaédricos e tetraédricos), distribuídos de modo 

que os sítios octaédricos compartilham arestas entre si e compartilham vértices com 

os sítios tetraédricos, que estão equidistantes dos sítios octaédricos e dos íons O
2- 

(WEST, 2014). 

 

Figura 3.2 – Célula unitária da magnetita: estrutura cúbica do tipo espinélio inverso 

representada por poliedros. 

 

Fonte – Imagem adaptada do CrystalMaker®. CrystalMaker Software Ltd, Oxford, 

Inglaterra (www.crystalmaker.com). 

 

A maghemita é um óxido de ferro III, representado pela fórmula química -

Fe2O3, que, apesar de apresentar uma célula unitária semelhante à da magnetita, 

apresenta vacâncias em sua rede já que não há íons Fe
3+

 suficientes para o 

preenchimento de todos os sítios octaédricos, estando esses íons distribuídos 

desigualmente em sítios tetraédricos e octaédricos. A maghemita pode ser 

representada pela fórmula [Fe
3+

21,33□2,67O32], em que □2,67 representa as vacâncias 

catiônicas nos sítios octaédricos (FERGUSON; HASS, 1958; LAURENT et al., 

2008). 
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3.2. Propriedades Magnéticas da Magnetita e Maghemita. 

 

A magnetita e a maghemita, em volume, são materiais que apresentam 

comportamento ferrimagnético. Materiais ferrimagnéticos possuem elétrons 

desemparelhados, cujos momentos magnéticos estão acoplados antiparalelamente de 

forma a apresentar um momento magnético total diferente de zero, ou seja, 

apresentam magnetização espontânea à temperatura ambiente (CULLITY, 1972). 

O comportamento ferrimagnético das ferritas é devido aos momentos 

magnéticos dos íons metálicos individuais que estas contêm. O momento magnético 

dos íons Fe
2+

 e Fe
3+

 da magnetita é igual à soma dos momentos magnéticos dos spins 

dos elétrons desemparelhados dos orbitais 3d, já que a contribuição do momento 

magnético orbital é desconsiderável para as ferritas. Cada elétron desemparelhado 

apresenta um momento magnético representado por 1 magneton de Bohr (B), de 

forma que os íons Fe
2+

 e Fe
3+ 

apresentam momento magnético de 4 B e 5 B, 

respectivamente (COEY, 2009). 

Na estrutura de espinélio inverso, os momentos magnéticos dos íons nos 

sítios tetraédricos e octaédricos apresentam magnitudes diferentes e ocorrem de 

forma antiparalela (Figura 3.3a). Na célula unitária da magnetita, como metade dos 

íons Fe
3+

 ocupa os sítios tetraédricos e a outra metade ocupa os octaédricos, as 

contribuições dos momentos dos íons Fe
3+

 se anulam, de forma que o momento 

resultante deve-se aos íons Fe
2+

 nos sítios octaédricos (Figura 3.3b). 
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Figura 3.3 – Arranjos dos momentos magnéticos da magnetita a) em uma célula 

unitária; b) em alinhamento antiparalelo dos sítios octaédricos e tetraédricos e de 

diferentes módulos do Fe
2+

 e Fe
3+

. 

 

Fonte – Produção do próprio autor. 

 

No caso da célula da maghemita (-Fe2O3), na qual todos os íons Fe são 

trivalentes, o comportamento ferrimagnético é devido à distribuição desigual desses 

íons nos sítios tetraédricos e octaédricos (CULLITY, 1972). 

Materiais ferrimagnéticos apresentam os fenômenos de saturação magnética e 

histerese (CULLITY, 1972; COEY, 2009). Apesar desses materiais apresentarem 

magnetização espontânea devido ao acoplamento de spins antiparalelos de 

magnitudes diferentes, esse acoplamento ocorre em regiões microscópicas 

denominadas domínios magnéticos, porém, em materiais em volume (ou bulk), há a 

formação de multidomínios orientados aletoriamente de maneira a minimizar a 

energia magnetostática. Na presença de um campo magnético, esses multidomínios 

tendem a crescer devido ao movimento das paredes/fronteiras dos domínios e então 
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rotacionarem para se alinhar ao campo. O aumento do campo magnético gera o 

aumento da magnetização do material até uma magnetização constante, chamada 

magnetização de saturação (Ms) (Figura 3.4). 

Ao retirar-se o campo magnético externo (H = O ), a magnetização (M) do 

material diminui a um valor menor que a Ms (porém diferente de zero) devido a 

alguns domínios voltarem a se desorientar, apresentando assim uma curva de 

histerese (Figura 3.4). Nesse caso, o material ainda apresenta magnetização, 

denominada magnetização remanescente (Mr). Para que o material volte a apresentar 

magnetização nula, é necessário que seja aplicado um campo magnético de sinal 

inverso, denominado campo coercivo (Hc). Essa propriedade, na qual a magnetização 

do material é zero e o campo aplicado é diferente de zero é denominada coercividade 

do material - (COEY, 2009). 

 

Figura 3.4 – Curva de saturação e histerese para materiais ferrimagnéticos. 

 

Fonte – adaptada de COEY (2009), com autorização de Cambridge 

University Press. 

 

Quando em escala nanométrica, a magnetita e a maghemita apresentam 

comportamento magnético diferente daquele observado para esses materiais em 

volume (bulk). Nanopartículas magnéticas com dimensões muito pequenas 

(inferiores a um diâmetro crítico – Dc) se comportam como monodomínios 

magnéticos (Figura 3.5), de forma que cada nanopartícula apresenta um momento 

magnético resultante não-nulo oriundo do acoplamento dos momentos atômicos 

individuais (COEY, 2009). Para as nanopartículas de óxido de ferro, é descrito na 
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literatura que o diâmetro crítico é inferior a 50 nm, dependendo da constante de 

anisotropia (PETRACIC, 2010). 

 

Figura 3.5 – Representação dos domínios magnéticos das nanopartículas em a) 

dimensões maiores que o diâmetro crítico Dc e; b) com dimensões inferiores ao 

diâmetro crítico Dc. 

 

Fonte – Produção do próprio autor. 

 

Nesses casos, esses monodomínios interagem entre si como materiais 

paramagnéticos, cujos momentos magnéticos tendem a se orientar paralelamente a 

um campo magnético externo até uma magnetização de saturação (Figura 3.6), 

porém, ao retirar-se o campo, a magnetização é nula (ou seja, a magnetização 

remanescente e a coercividade do material são nulas, não apresentando histerese). 

Em diâmetros ainda menores (denominados diâmetros superparamagnéticos, 

DSP), ou em temperaturas elevadas (acima da temperatura de bloqueio TB), os 

momentos magnéticos das nanopartículas flutuam em um intervalo de tempo curto e 

seu comportamento magnético é similar ao dos materiais paramagnéticos, porém, 

com  magnetização de saturação superior (COEY, 2009).  A Figura 3.6 apresenta 

uma curva genérica de magnetização (M) em função de um campo magnético 

externo aplicado (H), para materiais paramagnéticos e superparamagnéticos.  
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Figura 3.6 – Curva de magnetização (M) em função de um campo magnético 

externo aplicado (H), para materiais paramagnéticos e superparamagnéticos. 

 

Fonte – Produção do próprio autor. 

 

Nanopartículas que apresentam comportamento superparamagnético são 

bastante estudadas em aplicações biomédicas, pois além de apresentarem valores 

superiores de magnetização aos materiais paramagnéticos, também podem ser 

direcionadas a tecidos-alvos na presença de um campo magnético externo 

(MAHDAVI et al., 2013). 

Apesar da magnetita e da maghemita em escala nanométrica apresentarem 

comportamento magnético semelhante, experimentalmente é evidenciado que a 

magnetita apresenta magnetização de saturação superior à da maghemita. Apesar da 

magnetização de saturação depender de diversos fatores como tamanho do grão, 

composição, anisotropia etc., é possível encontrar trabalhos na literatura que atribui 

tal fato às características estruturais da maghemita, como um aumento de íons Fe
3+

 

em sítios tetraédricos durante a oxidação ou a presença de vacâncias 

preferencialmente em sítios octaédricos (GOSS, 1988; HANEDA, MORRISH, 1977; 

GREAVES, 1983). 

 

3.3.Síntese de nanopartículas de magnetita e maghemita pelo método de 

coprecipitação 

 

As nanopartículas magnéticas de magnetita e maghemita podem ser obtidas 

por diversas metodologias, tais como: método poliol (FIEVET et al., 1989), sol-gel 
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(DEL MONTE et al., 1997), microemulsão (LIZ et al., 1994), reação hidrotermal 

(QIAN et al., 1994) e coprecipitação (MASSART, 1981).  

Entre estes, o método de coprecipitação é o mais empregado devido à 

formação de nanopartículas com boa cristalinidade, morfologia regularmente 

esférica, alta pureza e composição estequiométrica, além de ser um método simples e 

eficaz (MAHDAVI et al., 2013; LAURENT et al., 2008). O diâmetro médio das 

nanopartículas obtidas por coprecipitação varia de 5 a 100 nm, dependendo das 

condições experimentais, porém, o sistema é sempre polidisperso em tamanho, 

devido sobretudo à maturação de Ostwald, no qual as nanopartículas menores se 

dissolvem e as espécies químicas se depositam na superfície de cristais maiores (LEE 

et al., 2004). 

No método da coprecipitação, uma mistura estequiométrica de sais de ferro II 

e III é preparada e os íons Fe
2+

 e Fe
3+

 são precipitados com uma solução alcalina de 

NaOH ou NH4OH (GUPTA et al., 2005), formando a magnetita (Fe3O4). A equação 

química da precipitação de Fe3O4 é dada por:  

Fe
2+

(aq) + 2Fe
3+

(aq) + 8OH
-
(aq) → Fe3O4(s) + 4H2O(l)   (Equação 3.1) 

Rapidamente após a adição da base na mistura de sais de ferro, a magnetita é 

formada, sendo facilmente observada a formação de um sólido de cor preta. 

O processo de síntese da magnetita envolve reações de hidrólise e 

condensação. Os íons ferro em solução formam aquo-complexos [Fe(H2O)x]
n+

 que, 

em meio básico, sofrem reações de hidrólise formando espécies [Fe(H2O)x-1(OH)]
(n-

1)+
 e ([(FeOH)x(O)y]

n-x-2y
). Essas espécies sofrem reações de condensação hidrolítica 

que resultam em pontes hidroxo (OH
-
) ou oxo (O

2-
), com subsequente eliminação de 

moléculas de água, como mostrado na Figura 3.7 (AHN et al., 2012; JOLIVET et al., 

2008): 
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Figura 3.7 – Representação das reações de condensação entre: a) 

aquohidroxocomplexos ([M(OH)x(H2O)y-x]
n-x

) e b) oxohidroxocomplexos 

([(MOH)x(O)y]
n-x-2y

). 

 

Fonte – Adaptada de JOLIVET et al. (2008) com autorização de Springer 

Copyright Clearance Center. 

 

A formação das nanopartículas de magnetita envolve duas etapas: nucleação e 

crescimento. A primeira etapa, de nucleação, ocorre quando a concentração das 

espécies solúveis em solução atinge a supersaturação (sendo alta a energia livre de 

Gibbs, G). Nessa etapa, formam-se inúmeros núcleos e a concentração de equilíbrio 

da solução é restaurada, de forma que há a diminuição da energia livre 

(SUGIMOTO, 2001). A redução de energia de Gibbs por unidade de volume pode 

ser expressa como: 

∆𝐺𝑉  =  
−𝑘𝑇

 .ln (𝐶 𝐶𝑜)⁄
=  

−𝑘𝑇

 .ln (1+ 𝜎)
                                 (Equação 3.2) 

na qual k é a constante de Boltzmann,  o volume do cristal formado, C a 

concentração do soluto, Co a concentração de equilíbrio (ou solubilidade da espécie) 

e σ a supersaturação definida como (C-Co/Co). Se C > Co; logo ∆𝐺𝑉 é negativo e a 

nucleação ocorre espontaneamente (CAO et al., 2011). 

Considerando a formação de um núcleo esférico de raio R, o potencial 

químico associado ao volume (∆v) do núcleo cristalino formado é dado por:  

∆μv =
4

3
𝜋𝑅3∆𝐺𝑉                                                                  (Equação 3.3) 



14 
 

Entretanto, essa redução de energia é contrabalanceada pela introdução da 

energia de superfície (∆μs), sempre positiva, relacionada à formação de uma nova 

fase, sendo  a energia de superfície por unidade de área: 

∆μs =  4𝜋𝑅2ɣ                  (Equação 3.4) 

Assim, a energia livre de Gibbs total para que ocorra a nucleação é o 

somatório dos potenciais químicos associados ao volume (∆v) e à energia de 

superfície (∆μs), de forma que: 

∆𝐺(𝑅) = ∆μv + ∆μs  = 4𝜋𝑅2ɣ +
4

3
𝜋𝑅3∆𝐺𝑉                    (Equação 3.5) 

Como a energia livre de Gibbs para o processo de nucleação é uma função do 

raio R do núcleo formado, possuindo um termo sempre negativo e outro sempre 

positivo, a estabilidade dos núcleos formados só será obtida acima de um raio crítico 

(Rcrít), quando ∆G(R) < 0 (THANH et al., 2014). Um núcleo possuindo raio menor 

que o raio crítico irá dissolver de forma a reduzir a energia de superfície do sistema, 

podendo ser reincorporado em cristais maiores, através do amadurecimento de 

Ostwald (RATKE et al., 2002). 

Quando a concentração das espécies em solução se tornam inferiores à 

supersaturação, a nucleação para de ocorrer, dando início à etapa de crescimento. No 

crescimento das nanopartículas, o crescimento dos núcleos é controlado por dois 

mecanismos: difusão e reação na superfície (CAO et al., 2011; THANH et al., 2014).  

Se o crescimento é controlado pela difusão das espécies entre a solução à 

superfície dos núcleos, o crescimento deverá ocorrer numa camada de difusão, em 

um fluxo total das espécies crescentes dado por: 

𝐽 =
4πDR(R+ɣ)

dɣ
(𝐶𝑏 − 𝐶𝑖)                                    (Equação 3.6) 

na qual J é o fluxo total das espécies crescentes na camada de difusão, D é o 

coeficiente de difusão, dɣ  é a distância da superfície do núcleo até o fim da camada 

de difusão, Cb é a concentração das espécies crescentes em solução e Ci  a 

concentração das espécies crescentes na interface sólido/líquido do núcleo com a 

solução. Neste caso, considera-se que a difusão é o fator limitante para o crescimento 

(SUGIMOTO, 2001; CAO et al., 2011). 
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Se a difusão entre a superfície do núcleo e a solução é rápida, o mecanismo 

de controle é de reação na superfície. Neste caso, as concentrações das espécies 

crescentes na superfície do núcleo e na solução são iguais. No crescimento 

controlado por reação na superfície, as espécies crescentes reagem com a superfície, 

crescendo camada por camada. Caso a concentração das espécies crescentes na 

superfície seja muito alta, uma camada posterior pode crescer antes mesmo da 

camada anterior ter crescido completamente (SUGIMOTO, 2001). 

A taxa de crescimento controlado pela reação na superfície é expressa como: 

𝐽 = 4𝜋𝑅²𝑘. (𝐶𝑏 − 𝐶𝑖)                                   (Equação 3.7) 

Sendo k a constante de reação na superfície. 

Apesar da magnetita poder ser obtida pelo método de coprecipitação dos íons 

Fe
3+

 e Fe
2+

, nanopartículas de maghemita não podem ser obtidas pela coprecipitação 

de íons Fe
3+

 em meio alcalino, já que neste caso, haveria a formação de oxihidróxido 

de ferro (FeOOH) ou -Fe2O3, a depender da metodologia de síntese (LI et al., 

2015). Apesar disso, os íons Fe
2+

 da estrutura da magnetita podem ser oxidados, 

formando a maghemita -Fe2O3 (HANEDA et al., 1977; SALAZAR et al., 2011).  

Naturalmente, a magnetita tende a oxidar à maghemita na presença de 

oxigênio e água (JOHNSON et al., 1972; ANAND et al., 1984). Desta forma, 

nanopartículas de magnetita obtidas sinteticamente, mantidas em suspensão aquosa, 

irão ter os íons Fe
2+

 de sua estrutura oxidados ao longo do tempo.  

Além de oxidar naturalmente, as nanopartículas de magnetita podem ter sua 

oxidação induzida. Um dos métodos de realizar a oxidação de nanopartículas de 

magnetita é através do borbulhamento de oxigênio em uma suspensão de 

nanopartículas (SIDHU et al., 1977; WU et al., 2008; TANG et al., 2003). 

Embora haja consenso entre diversos autores de que, durante a transformação 

de magnetita a maghemita, a oxidação dos íons Fe
2+

 a Fe
3+

 é acompanhada da 

migração de cátions na rede, formando vacâncias catiônicas, há bastante discussão 

sobre o mecanismo de oxidação da magnetita por este método quanto à perda de íons 

ferro ou a difusão de íons óxido na rede cristalina (LAURENT et al., 2008; 

SWADDLE et al., 1980).  

Na literatura, além do método utilizando borbulhamento de oxigênio, também 

são descritos outros métodos de oxidação da magnetita à maghemita envolvendo 
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mecanismos de transferência de elétrons, como os que utilizam sais com alto 

potencial oxidante – por exemplo, nitrato e nitrito (VERGÉS et al., 2008; DHAKAL 

et al., 2013).  

 

3.4.Funcionalização da superfície das nanopartículas 

 

 Nanopartículas magnéticas são capazes de permanecerem suspensas em 

líquidos carreadores, orgânicos ou aquosos, formando suspensões coloidais 

denominadas de fluidos magnéticos (ou ferrofluidos). Muitas vezes, essas suspensões 

permanecem estáveis devido apenas ao movimento Browniano, capaz de evitar a 

sedimentação das nanopartículas pela força gravitacional (SHAW, 1975).  

Entretanto, a interação de Van der Waals e a atração dipolar magnética entre 

as nanopartículas tendem a aglomerá-las, provocando sua sedimentação e a 

desestabilização do sistema (HUNTER, 1986).  

Para evitar a agregação das nanopartículas, modifica-se a superfície das 

mesmas, com materiais orgânicos e inorgânicos, como polímeros, surfactantes, sílica, 

etc., formando estruturas do tipo núcleo-casca (ou core-shell), nas quais o núcleo é 

constituído de óxido de ferro (núcleo magnético) e a casca constituída do material 

com o qual se modificou (ou funcionalizou) a superfície das nanopartículas 

(CHAUDHURI; PARIA, 2012). 

 

Figura 3.8 - Estrutura core-shell 

 

Fonte – adaptada de ZHANG e YAN, 2013. 

 

Além de evitar a agregação, a funcionalização das nanopartículas proporciona 

maior interação com o solvente, dependendo do tipo de molécula utilizada para 
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funcionalização bem como do tipo de solvente utilizado para dispersá-las (CORR et 

al., 2008).  

Assim, nanopartículas funcionalizadas com moléculas contendo cadeias 

apolares, como o caso de nanopartículas de maghemita funcionalizada com ácido 

oleico, nas quais as moléculas de oleato estão ligadas às nanopartículas por uma 

ligação ferro-carboxilato e a cadeia carbônica se encontra voltada para fora da 

superfície (voltadas para as moléculas do solvente), terão maior molhabilidade com 

solventes apolares, como óleo mineral, formando sistemas com maior estabilidade 

coloidal (VIALI et al., 2010). 

Da mesma forma, nanopartículas funcionalizadas com moléculas polares, 

como aquelas funcionalizadas com ácido cítrico, terão maior molhabilidade em 

solventes polares como a água (NIGAM et al., 2011; CHERAGHIPOUR et al., 

2012). 

Além de possibilitar a dispersão das nanopartículas em diferentes líquidos 

carreadores, a funcionalização das nanopartículas também é capaz de fornecer-lhes  

diferentes funções, como fluorescência (PETTERS et al., 2014; MEDAROVA et al., 

2007), carreamento de drogas (RAMOS et al., 2014; MAHDAVI et al., 2013), 

direcionamento a diferentes tecidos ou órgãos (VAN BEERS et al., 2001; FRANK et 

al., 2003), reconhecimento de biomarcadores (GEORGANOPOULOU et al., 2005), 

etc. 

Desta forma, a escolha do material a ser utilizado no recobrimento das 

partículas deve ser feita em conformidade com a aplicação a qual se destina o 

produto final, bem como ao líquido em que estas serão dispersas. 

 

3.5.Estabilização de suspensões coloidais 

 

Uma dispersão coloidal pode ser considerada estável enquanto as 

nanopartículas em suspensão mantiverem suas identidades originais - ou seja, não 

sofrerem processos de agregação, coagulação, sedimentação ou floculação (MYERS, 

1999). As nanopartículas são estabilizadas em suspensão (do ponto de vista cinético) 

por dois mecanismos: estabilização eletrostática e/ou estabilização estérica. 

Para que a agregação de nanopartículas ocorra, elas precisam colidir com 

energia suficiente para que essa colisão seja efetiva. Quando duas nanopartículas 
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carregadas se aproximam em direção à colisão, as camadas elétricas destas interagem 

eletrostaticamente. Considerando um sistema coloidal no qual todas nanopartículas 

possuem cargas superficiais de mesmo sinal, quando estas nanopartículas carregadas 

se aproximam, há um aumento de potencial elétrico entre elas, fazendo com que 

sofram repulsão e assim se afastem novamente. 

Porém, ao se aproximarem, as nanopartículas sofrem também interações 

atrativas do tipo van der Waals, capazes de desestabilizar a suspensão coloidal. 

Então, a energia total de interação para tais sistemas será o somatório das energias de 

atração (van der Waals) e repulsão (eletrostática). Se a energia de repulsão for 

superior à energia de atração, as nanopartículas em suspensão tenderão a não 

agregar, mantendo-se suspensas (MYERS, 1999; HIEMENZ, RAJAGOPALAN, 

1997). 

O potencial elétrico oriundo da superfície carregada da nanopartícula, 

chamado de potencial zeta, capaz de manter as nanopartículas em suspensão sem que 

haja agregação das mesmas, dependerá da concentração e da carga elétrica da espécie 

química presente na superfície da nanopartícula e responsável pela carga superficial. 

Assim, para nanopartículas que possuem em sua superfície moléculas carregadas, 

quanto maior for o número de moléculas na superfície, bem como maior o número de 

grupos catiônicos/aniônicos, maior será a força de repulsão entre as nanopartículas e 

menor a probabilidade de ocorrer colisões efetivas (MYERS, 1999).  
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Figura 3.9 – Aumento do potencial elétrico ao aproximar duas nanopartículas 

carregadas (de mesmo sinal) devido à repulsão eletrostática entre elas. 

 

Fonte – Adaptada de Myers (1999). 

 

Na estabilização estérica, as nanopartículas são funcionalizadas com 

moléculas (geralmente polímeros e outras moléculas de cadeia longa e/ou liofílicas) 

cujas cadeias começam a se interpenetrar quando as nanopartículas se aproximam. 

Esta interpenetração gera dois efeitos: um osmótico, devido ao aumento de 

concentração local das moléculas entre as duas nanopartículas, e um efeito entrópico, 

ou de restrição de volume devido à perda de graus de liberdade das moléculas da 

superfície que interagem entre si (MYERS, 1999; HIEMENZ, RAJAGOPALAN, 

1997).  

Em ambos casos, o sistema irá sofrer uma diminuição da entropia, o que não 

será favorável. No caso do efeito osmótico, pode ocorrer ainda a dessolvatação das 

moléculas superficiais que se aproximam. 

Para superar a perda de entropia, as nanopartículas devem se afastar e adquirir 

maior liberdade de movimentação, possibilitando a ressolvatação das moléculas 

superficiais e garantindo uma barreira energética de aproximação entre as 

nanopartículas, a fim de evitar a agregação das mesmas. A figura 3.10 representa o 

efeito osmótico e o efeito entrópico da estabilização estérica de nanopartículas 

funcionalizadas: 
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Figura 3.10 – Mecanismo de estabilização estérica: a) efeito osmótico, responsável 

pelo deslocamento de moléculas do solvente para a região entre as superfícies, 

separando-as, b) efeito entrópico ou de restrição de volume, devido à perda de graus 

de liberdade das moléculas na superfície. 

 

Fonte – Adaptada de Myers (1999). 

 

Além disso, na estabilização estérica, uma forte repulsão entre as 

nanopartículas só será alcançada quando se tem tanto uma forte interação entre as 

moléculas e a superfície da nanopartícula quanto um alto grau de revestimento na 

superfície. Caso não sejam obtidos estes critérios, quando as nanopartículas 

funcionalizadas se aproximarem, as moléculas na superfície serão dessorvidas da 

superfície, deixando uma região superficial “descoberta de moléculas”. Essa 

desorção de moléculas na superfície geraria um desequilíbrio osmótico, já que a 

concentração das moléculas dessorvidas no restante da solução seria maior do que a 

concentração das mesmas entre as nanopartículas. 

Outro fator importante na estabilização de colóides é o solvente no qual estes 

estarão dispersos. Em um solvente com boa molhabilidade, as moléculas da 

superfície adquirem conformações que favorecem a interação com o solvente . Caso 

os colóides sejam dispersos em um solvente com molhabilidade ruim, as moléculas 

superficiais irão colapsar na superfície do colóide, favorecendo a floculação. 
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3.6. Plasmídeos 

Plasmídeos são moléculas circulares de ácido desoxirribonucleico (DNA) 

extracromossomal, capazes de se replicarem autonomamente em células hospedeiras 

usando a mesma maquinaria celular que realiza a replicação do DNA cromossômico, 

e de copiar o DNA plasmidial para as células-filhas durante a divisão celular 

(ALLISON, 2011; COUTURIER et al., 1988). 

Podem ser naturalmente encontrados em diversos micro-organismos 

(sobretudo bactérias) e conter de um único gene a milhares de genes, que são 

potencialmente úteis para, além de suas próprias funções, conferir vantagens 

seletivas aos seus hospedeiros, como por exemplo, resistência a antibióticos e 

transferência de material genético por conjugação (MILJKOVIC-SELIMOVIC et al., 

2007). 

Um dos principais usos dos plasmídeos em biologia molecular é como vetores 

de clonagem, já que por serem auto-replicantes, irão se multiplicar na célula 

hospedeira produzindo cópias de si próprio, bem como dos genes exógenos que 

transportam (DNA recombinante). Após a célula hospedeira passar por diversas 

divisões celulares, terá sido formada uma colônia de células hospedeiras idênticas 

contendo diversas cópias das moléculas de DNA recombinante (ALLISON, 2011).  
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Figura 3.11 - Obtenção do DNA recombinante a partir de plasmídeo e fragmento de 

DNA e clonagem através da divisão celular. 

 

Fonte – Produção do próprio autor. 

 

A transfecção de plasmídeos codificadores de proteínas marcadoras, como a 

proteína verde fluorescente (sigla em inglês, GFP), permite a visualização da 

localização e o comportamento da proteína em células vivas, bem como o estudo da 

morfologia e característica de crescimento das células (WEBB et al., 1995; HAAS et 

al., 2001). Também podem ser utilizadas em experimentos in vitro, para verificação 

de sua transfecção e expressão dessas proteínas em células de interesse (WANG et 

al., 2011). 

Pelo mecanismo de silenciamento gênico conhecido como RNA de 

interferência (RNAi), também é possível prevenir a produção de proteínas 

específicas dentro da célula através da transfecção de plasmídeos codificadores de 

moléculas precursoras do RNAi (BRUMMELKAMP et al., 2002). 
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Apesar de que quando utilizados como vetores para transfecção serem 

capazes de garantir altas eficiências de transfecção em células e baixa antigenicidade 

(NISHI et al., 1996), os plasmídeos podem apresentar algumas limitações, como 

lenta acumulação e baixa concentração em tecidos-alvo (LUO; SALTZMAN, 2000). 

Uma das alternativas que apresentam grande potencial para driblar tais 

limitações é o uso de nanopartículas para mediação da transfecção de plasmídeos, 

chamada de magnetofecção (WANG et al., 2011). Na magnetofecção, o DNA 

plasmídico forma complexos com partículas magnéticas, sendo o sistema 

nanopartícula/plasmídeo posteriormente transfectados nas células de interesse. Com 

o uso de um campo magnético externo, tais nanopartículas podem ser direcionadas 

aos tecidos-alvo. 

 

3.7. RNA de interferência  

O RNA de interferência (RNAi) está envolvido no mecanismo celular de 

silenciamento gênico pós-transcripcional, sendo responsável pela clivagem, 

degradação ou inibição da tradução de RNAs mensageiros (RNAm) contendo 

sequências específicas (ZHOU et al., 2013).  

No processo de silenciamento, várias enzimas são envolvidas: a enzima Dicer 

endonuclease é responsável pela clivagem de moléculas precursoras de RNA 

chamadas RNA de interferência (small interfering RNA ou siRNA), como as 

moléculas de RNA de fita dupla (double-stranded RNA ou dsRNA) e as de short 

hairpin RNA (shRNA). 

A seguir, a fita de siRNA formada é capaz de se associar a um complexo 

ribonucleoprotéico através da proteína argonauta, formando o complexo RISC (RNA-

induced silencing complex). Após a associação, uma das fitas do siRNA é eliminada 

e o complexo RISC permite o pareamento entre a fita do siRNA incorporada e uma 

região específica do RNAm alvo por complementaridade de bases (CHENG; 

MAHATO, 2013).  

Geralmente, as proteínas argonautas ligadas ao RNAi apresentam atividade 

de endonuclease contra a fita de RNAm, de forma a degradar o RNAm, porém 

também é possível haver uma complementaridade apenas parcial entre RNAi e 

RNAm de forma a ocorrer apenas a repressão da tradução (FRANÇA et al., 2010). 
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A via de transfecção do RNAi pode ser ativada experimentalmente por meio 

da transfecção in vitro ou in vivo de moléculas sintéticas de siRNA (small interfering 

RNA) (ELBASHIR et al., 2001), por outras moléculas precursoras de siRNA, como 

o shRNA (short hairpin RNA) (MOORE et al., 2010; ZHOU et al., 2013), bem como 

pelo complexo entre a enzima Dicer e o siRNA, chamado  DsiRNA (Dicer substrate 

siRNA) (KIM et al., 2005). 

Ensaios clínicos com RNAi têm apresentado grande potencial no tratamento e 

diagnóstico de diversas doenças humanas devido a sua defesa contra genes 

parasíticos, como Degeneração Macular Relacionada à Idade - AMD (DEJNEKA et 

al., 2008), Síndrome da Imunodeficiência Adquirida – AIDS (DAS et al., 2004), 

poliomielite (GITLIN et al., 2005), além de diversas doenças genéticas, 

cardiovasculares e câncer (ROZEMA et al., 2007). 

 

3.8. Proteína Verde Fluorescente 

A classe de proteínas denominada proteína verde fluorescente (green 

fluorescent protein, sigla em inglês GFP) é utilizada como marcador biológico em 

biologia celular, biologia molecular e medicina. É uma proteína estável, tendo seu 

cromóforo formado pela ciclização autocatalítica (sem a necessidade de um cofator), 

possibilitando assim o uso do GFP em sistemas vivos. As GFP são encontradas em 

diversos seres vivos, porém, a primeira clonada e mais estudada é aquela encontrada 

na água-viva de espécie Aequorea victoria (ZIMMER, 2002). 

 A proteína GFP encontrada na espécie Aequorea victoria contém 238 

aminoácidos, sendo a sequência de resíduos 65-67 (serina-tirosina-glicina, Ser-Tyr-

Gly), a formadora do cromóforo p-hidroxibenzilideno imidazolinona por reações de 

ciclização autocatalítica e oxidação. A imagem abaixo (Figura 3.12) apresenta o 

mecanismo de formação de tal cromóforo proposto por Cubitt e colaboradores 

(1995): 
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Figura 3.12 – Mecanismo proposto para a formação do cromóforo p-

hidroxibenzilideno imidazolinona da GFP, envolvendo uma etapa de ciclização 

autocatalítica e oxidação. 

 

Fonte - Adaptada de CUBITT e colaboradores (1995) 

 

 Apesar de haver pequenas variações espectrais nas diferentes classes de GFP, 

o espectro de excitação do GFP, em suma, apresenta um máximo de excitação em 

torno de 400 nm e um máximo três vezes menor em 470 nm, enquanto que o espectro 

de emissão apresenta um máximo em 505 nm e um ombro em torno de 540 nm 

(TSIEN, 1998). 
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4. METODOLOGIA 

         Foram preparadas cinco amostras de fluidos magnéticos constituídos de 

maghemita funcionalizada com L-Lisina e um fluido magnético constituído de 

maghemita funcionalizada com DL-Histidina. 

 As metodologias empregadas para a preparação dos fluidos magnéticos de 

maghemita funcionalizada com L-Lisina diferenciaram-se entre si em relação à 

proporção molar (Fe
2+

/ Fe
3+

)
 
: aminoácido, ao método de funcionalização empregado 

e a base utilizada na coprecipitação. 

  

4.1. Obtenção dos fluidos maghemita/L-Lisina e maghemita/DL-Histidina 

por coprecipitação de sais de ferro em hidróxido de amônio na presença 

do respectivo aminoácido (método A) 

 

Foram realizadas três sínteses de magnetita na presença dos aminoácidos L-

Lisina ou DL-Histidina pelo método A. Inicialmente, foram dissolvidos 20 mmol de 

FeCl2.4H2O (JT Baker) e 40 mmol de FeCl3.6H2O (VETEC) em 146 mL de água 

destilada contendo 1 mL de HCl concentrado (37%). Em seguida, 300 mL de uma 

solução aquosa do aminoácido (L-Lisina ou DL-Histidina) foi preparada e 

adicionada à solução de íons ferro. Posteriormente, despejou-se sobre a solução 

resultante, 100 mL de solução de hidróxido de amônio 28-30% (Nuclear), sob 

agitação (600 rpm) e aquecimento a 40º C por 20 minutos, permanecendo a agitação 

por mais 40 minutos sem aquecimento (DURMUS et al., 2009; ÜNAL et al., 2010). 

As proporções molares Fe
2+ 

: Fe
3+ 

: aminoácido empregadas em cada uma das três 

sínteses estão descritas na Tabela 4.1. 

As nanopartículas formadas foram sedimentadas com auxílio de uma placa 

magnética e, então, lavadas com água destilada até que as águas de lavagem 

apresentassem pH próximo a 7 . Para cada síntese, uma pequena fração sólida da 

amostra foi retirada para análise de difração de raios X (DRX) e o restante do sólido 

foi redisperso em 250 mL de água destilada e sonicado por 30 minutos (UNIQUE 

Ultra-Sonic), sendo posteriormente mantido sob agitação por tombamento por 48 

horas. 
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As suspensões coloidais obtidas foram centrifugadas para separação de 

qualquer fração sólida presente, formando os fluidos NPLis1A, NPHis1A e NPLis2A 

(Tabela 1). Uma alíquota de cada fluído foi retirada e seca em estufa a 70º C por 48 

horas para caracterização por espectrometria no infravermelho (FTIR) e análise 

termogravimétrica (TG). Os fluidos obtidos foram caracterizados por Espalhamento 

Dinâmico de Luz (DLS), Espalhamento Eletroforético de Luz (ELS) e teor de ferro 

(espectrofotometria UV-Vis pelo método da orto-fenantrolina). 

 

4.2. Obtenção do fluido maghemita/L-Lisina por posterior funcionalização 

das nanopartículas com o aminoácido (método B) 

 

O fluido de maghemita funcionalizada com L-Lisina obtido pelo método B 

foi preparado empregando-se um procedimento semelhante ao descrito no item 4.1, 

porém, as nanopartículas de magnetita foram inicialmente precipitadas na ausência 

do aminoácido e depois funcionalizadas com L-Lisina. Uma fração do sólido obtido 

antes da funcionalização foi lavado com água destilada e seco, originando a amostra 

NPM. 

Após a síntese da magnetita, 40 mmol de monocloridrato de L-Lisina (Synth) 

foi dissolvido em 250 mL da suspensão de nanopartículas e o pH foi ajustado  para 5  

com uma solução diluída de ácido clorídrico, deixando-se a suspensão sob agitação 

por tombamento por 48 horas (BABIC et al., 2008; WANG et al., 2012). 

As nanopartículas funcionalizadas foram lavadas com água e redispersas em 

250 mL de água destilada. Então, foram sonicadas, agitadas por 48 horas e 

centrifugadas, formando o fluido NPLis1B. As amostras obtidas foram caracterizadas 

por FTIR, DRX, DLS, ELS, TG, UV-Vis, de forma similar à relatada no subcapítulo 

4.1. 

 

4.3.Obtenção do fluido maghemita/L-Lisina por sucessiva funcionalização 

da nanopartícula com o aminoácido (método C) 

 

O fluido maghemita/L-Lisina obtido pelo método C foi preparado nas 

mesmas proporções molares (Fe
2+ 

: Fe
3+

)
 
: aminoácido utilizadas para o fluido 

NPLis1A (Tabela 4.1), bem como as mesmas condições de agitação e aquecimento. 
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Porém, neste método, foi adicionada rapidamente à solução de sais de ferro (II) e 

(III) a solução de hidróxido de amônio NH4OH (28-30 %), seguida da adição rápida 

do monocloridrato de L-Lisina. 

As nanopartículas foram dispersas em água destilada, sonicadas, agitadas e 

centrifugadas, formando o fluido NPLis1C.  

As amostras obtidas foram caracterizadas por FTIR, DRX, DLS, ELS, TG, 

UV-Vis, de forma similar à relatada no subcapítulo 4.1. 

 

4.4.Obtenção do fluido maghemita/L-Lisina por coprecipitação de sais de 

ferro em hidróxido de sódio na presença do aminoácido (método D) 

 

 O fluido maghemita/L-Lisina obtido pelo método D foi preparado nas 

mesmas proporções molares (Fe
2+ 

: Fe
3+

)
 
: aminoácido e mesmas condições utilizadas 

para o fluido NPLis1A. Assim como para o fluido NPLis1A, tal fluido foi obtido por 

coprecipitação dos íons Fe
2+

 e Fe
3+

 na presença do aminoácido L-Lisina, porém a 

base utilizada para a coprecipitação foi uma solução de hidróxido de sódio NaOH 2 

mol.L
-1

. 

As nanopartículas foram então dispersas em água destilada, sonicadas, 

agitadas e centrifugadas, formando o fluido NPLis1D.  

As amostras obtidas foram caracterizadas por FTIR, DRX, DLS, ELS, TG, 

UV-Vis, de forma similar à relatada no subcapítulo anterior. 
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Tabela 4.1 - Quantidades e proporções de sais de ferro (II) e (III) e aminoácido 

utilizado nas sínteses, base utilizada e métodos de obtenção dos fluidos magnéticos.  

 

Fluidos 

Magnéticos 

 

FeCl2.4H2O 

(mmol) 

 

FeCl3.6H2O 

(mmol) 

 

Base  

Aminoácido 

(L-Lisina ou 

DL-Histidina) 

(mmol) 

Proporção Molar 

Fe
2+

:Fe
3+

: 

Aminoácido 

Método  

de  

Obtenção 

NPLis1A 20 40 NH4OH 40 1:2:2 A 

NPHis1A 20 40 NH4OH 40 1:2:2 A 

NPLis2A 20 40 NH4OH 60 1:2:3 A 

NPLis1B 20 40 NH4OH 40 1:2:2 B 

NPLis1C 20 40 NH4OH 40 1:2:2 C 

NPLis1D 20 40 NaOH 40 1:2:2 D 

 

4.5. Experimentos preliminares de adsorção de DNA de Humícola grísea no 

fluido NPLis1A 

 

Uma amostra de DNA do fungo Humícola grísea (concentração de DNA 171 

ng.L
-1

) foi cedida pelo Prof. Marcio Poças do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília-UnB, para ensaio de interação e adsorção do DNA com as 

nanopartículas funcionalizadas com aminoácido. Nos testes preliminares de adsorção 

esta amostra de DNA cromossômico genérico foi usada em substituição ao DNA 

plasmídico devido ao menor custo e simplicidade do método de obtenção. 

Para tal estudo, foi selecionado o fluido NPLis1A por ter atingido potencial 

isoelétrico acima do pH fisiológico e por ter apresentado estabilidade coloidal 

durante o desenvolvimento do trabalho. 

 

4.5.1.  Quantificação da adsorção de DNA de Humícola grísea no fluido 

NPLis1A 

 

Para quantificação do DNA adsorvido na maghemita/L-lisina, 20 L de uma 

solução de DNA 171 ng.L
-1 

foi diluída a 500 L com água deionizada, dando 

origem à solução DNAD1, cuja concentração foi determinada no espectrofotômetro 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Dessa solução, 400 L foram adicionados a 
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80L do fluido NPLis1A e a mistura foi agitada por 30 minutos e deixada em 

repouso por 48 horas sob um imã. A suspensão foi posteriormente centrifugada por 

40 minutos a 3500 rpm e o sobrenadante (amostra DNAD1NP) teve a concentração 

de DNA quantificada no espectrofotômetro Nanodrop 2000. O sólido isolado 

(amostra NPLis1ADNA) foi analisado por FTIR. 

 

4.5.2. Medida de raio hidrodinâmico em função das adições da amostra de 

DNA  

 

Acompanhou-se o crescimento do raio hidrodinâmico das nanopartículas em 

suspensão em função da adição de alíquotas de DNA do fungo Humícola grísea. Em 

1 mL do fluido NPLis1A, foram feitas três adições sucessivas de 5 L da solução de 

DNA (171 ng.L
-1 

de DNA) correspondentes  às seguintes massas de DNA: 0,855 

g, 1,710 g e 2,565 g.. Após cada adição, a suspensão foi agitada por 30 minutos e 

deixada em repouso por meia hora e, em seguida, mediu-se o raio hidrodinâmico. 

Após a adição de 15 L de solução de DNA, o fluido magnético já não apresentava 

estabilidade coloidal, sendo observados sedimentos sólidos na amostra.  

 

4.5.3. Recobrimento das nanopartículas maghemita/L-Lisina/DNA com 

dextrana 

 

Para o recobrimento com dextrana, duas amostras contendo 1 mL de fluido 

NPLis1A e 5 L da solução de DNA (171 ng.L
-1 

de DNA) foram preparadas e 

agitadas por meia hora. As suspensões preparadas nessa proporção de 

DNA/NPLis1A foram denominadas NPDNA. 

Posteriormente, foram adicionados 2,71 mg e 0,82 mg de dextrana T10 (peso 

molecular médio 10.000 Da, Pharmacosmos) a cada suspensão NPDNA, dando 

origem aos fluidos NPDNAdex01 e NPDNAdex02, respectivamente. As proporções 

maghemita/dextrana (m/m) empregadas estão descritas na tabela 4.2.  Essas 

proporções foram escolhidas com base em trabalhos anteriores do grupo da Prof
a
. 

Patrícia P. C. Sartoratto, a fim de verificar a manutenção da estabilidade coloidal 

para as diferentes proporções (MIRANDA-VILELA et al., 2014, JESUS, 2014).  
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Tabela 4.2 - Massa de NPLis1A, DNA e dextrana T10 e proporção 

maghemita/dextrana (m/m) utilizada para a preparação dos fluidos magnéticos 

NPDNAdex01 e NPDNAdex02. 

Fluido 

Magnético 

Massa de  

NPLis1A 

(mg) 

Massa de DNA 

(g) 

Massa de 

Dextrana 

T10 (mg) 

Proporção

maghemita/dextrana 

(m/m) 

NPDNAdex01 1,16 0,855 2,71 0,43 

NPDNAdex02 1,16 0,855 0,82 1,44 

 

 Os fluidos NPDNAdex01 e NPDNAdex02 foram analisados por DLS para a 

determinação do raio hidrodinâmico. Tais amostras foram divididas em duas frações, 

sendo que uma fração de cada (NPDNAdex01a e NPDNAdex02a) foi seca em estufa 

a 40º C por 24 horas para caracterização por FTIR. As outras duas frações foram 

submetidas a fracionamento por gradiente de campo magnético, visando à separação 

do sólido. Após a separação, os sólidos foram lavados com água deionizada e secos 

de forma semelhante à já descrita, dando origem às amostras NPDNAdex01b e 

NPDNAdex02b, que foram também caracterizadas por FTIR. 

 

4.6. Experimentos de adsorção de plasmídeo/shRNA e plasmídeo/GFP no 

fluido NPLis1A 

 

Os plasmídeos contendo genes codificadores de shRNA (pshRNA) e aqueles 

contendo genes codificadores de GFP (pGFP) foram obtidos no Laboratório de 

Estudos Genômicos na Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de São 

José do Rio Preto – SP, sob a supervisão da Professora Paula Rahal e do estagiário de 

pós-doutoramento Bruno Moreira Carneiro. 

Para a obtenção destes plasmídeos, bactérias Escherichia coli (E. coli) 

contendo os plasmídeos de interesse (transformadas) foram cultivadas a fim de se 

obter uma maior quantidade dos plasmídeos. Na primeira etapa, tais bactérias foram 

cultivadas em meio de cultura sólido (contendo antibióticos específicos aos genes de 

resistência das células), durante 16 horas. 
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Após tal período, foi selecionado apenas um agregado de células (colônia) 

para o crescimento das bactérias em meio de cultura líquido, permanecendo em 

cultura por 8 horas. 

Após cultura, as células foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de 

cultura) foi descartado. Foi utilizado para lise e extração dos plasmídeos de interesse, 

o kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit da Thermo Fisher Scientific. Tal 

processo é constituído das etapas lise alcalina das células, neutralização e 

precipitação de impurezas, além da purificação do plasmídeo com o uso de uma 

coluna de sílica. 

As soluções de plasmídeos foram quantificadas espectrofotometricamente 

com o uso do Nanodrop, em 298,2 ng.L
-1 

(plasmídeo/shRNA) e 459,2 ng.L
-1 

(plasmídeo/GFP). Para melhor comparação dos resultados de adição dos diferentes 

plasmídeos no fluido magnético, a solução de plasmídeo codificador de GFP foi 

diluída para a mesma concentração da solução plasmídeo/shRNA para a realização 

dos experimentos de adição de plasmídeo ao fluido e posterior recobrimento com 

dextrana. 

 

4.6.1. Medida de raio hidrodinâmico em função das adições de 

plasmídeo/shRNA e plasmídeo/GFP 

 

Acompanhou-se o crescimento do raio hidrodinâmico das nanopartículas em 

suspensão em função da adição de alíquotas de plasmídeo/shRNA e plasmídeo/GFP. 

Em 1 mL do fluido NPLis1A, foram feitas quatro  adições sucessivas de 3 L de 

cada solução de plasmídeo (pshRNA e pGFP) correspondentes à 0,896 g, 1,789 g, 

2,684 g e 3,578 g de plasmídeo. Tais amostras foram denominadas NPLis1A/P3, 

NPLis1A/P6, NPLis1A/P9 e NPLis1A/P12 em referência ao volume de plasmídeo 

adicionado e ao fluido magnético utilizado. Após cada adição, a suspensão foi 

agitada por 30 minutos e deixada em repouso por meia hora e, em seguida, mediu-se 

o raio hidrodinâmico.  
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4.6.2. Recobrimento das nanopartículas maghemita/L-Lisina/plasmídeo 

com dextrana 

 

Para recobrimento das nanopartículas maghemita/plasmídeo com dextrana 

T10 (Pharmacosmos), foram preparadas duas amostras contendo 1 mL do fluido 

NPLis1A e 6 L das soluções de plasmídeo (uma contendo a solução pshRNA e a 

outra pGFP), de forma similar à empregada para preparação da amostra NPDNA 

citada anteriormente. Estas amostras foram denominadas NPpshRNA e NPpGFP. 

A proporção em massamaghemita/dextrana utilizada foi de 1,44, devido aos 

resultados obtidos nos experimentos prévios de recobrimento da amostra NPDNA. 

Assim, foram adicionadas 0,82 mg de dextrana T10 a cada amostra NPpshRNA e 

NPpGFP, dando origem às amostras NPpshRNAdex e NPpGFPdex. Tais amostras 

foram caracterizadas por DLS. O sólido suspenso foi então fracionado por gradiente 

de campo magnético e então caracterizado por FTIR. 



4.7.Caracterizações 

 

As análises de Microscopia Eletrônica de Transmissão e Espectroscopia de 

Energia Dispersiva realizadas neste trabalho foram realizadas no Laboratório 

Multiusuário de Microscopia de Alta Resolução (LabMic), do Instituto de Física (IF) 

da Universidade Federal de Goiás – UFG. As demais análises foram realizadas na 

Central Analítica do Instituto de Química (IQ) da mesma universidade. 

 

4.7.1. Difração de raios X (DRX) 

 Os sólidos obtidos da síntese das nanopartículas de maghemita 

funcionalizadas com os aminoácidos L-Lisina/DL-Histidina foram triturados em 

almofariz de ágata e peneirados (em peneira de 100 mesh), até a obtenção de pós 

finos, sendo então caracterizados por difração de raios-X (DRX) pelo método do pó, 

em um difratômetro da marca Shimadzu, modelo XRD 6000, utilizando radiação 

CuKα com comprimento de onda de λ=1,54056Å, 40 kV, 30 mA e varredura de 2θ 

de 10º a 80º . 

Além de permitir a identificação da fase cristalina do sólido obtido, esta 

técnica também permite o cálculo do tamanho médio dos cristalitos através da 
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equação de Scherrer (CULLITY, 1978), que relaciona o diâmetro médio dos 

domínios cristalinos com a largura à meia altura (FWHM) do pico de maior 

intensidade, como demonstrado na equação 4.1. 

𝑡 =
0,9𝜆

𝐵 cos 𝜃
                                                       Equação 4.1 

Na qual, 

t = diâmetro médio dos cristalitos; 

B = largura à meia altura (FWHM) do pico mais intenso; 

θ = ângulo de Bragg. 

Os cálculos de parâmetro de rede dos sólidos obtidos foram estimados 

utilizando-se o software Unit Cell®, através dos valores de hkl dos planos 

cristalográficos apresentados e seus respectivos ângulos de difração (carta 

cristalográfica JCPDS#391346). 

 

4.7.2. Espectroscopia na região do infravermelho 

 

As análises por espectroscopia na região do infravermelho (FTIR) foram 

realizadas no espectrofotômetro Perkin Elmer modelo Spectrum 400, na região de 

4000 a 400 cm
-1

, resolução de 2 cm
-1

, realizando-se 16 varreduras. As amostras 

foram pulverizadas em almofariz de ágata, juntamente com brometo de potássio 

previamente seco. Em seguida, o material foi prensado e as leituras foram realizadas 

com as pastilhas obtidas. Esta técnica permitiu obter informações qualitativas sobre a 

composição das amostras.  

 

4.7.3. Teor de ferro 

O teor de ferro dos fluidos magnéticos constituídos de maghemita/aminoácido 

foi determinado pelo método espectrofotométrico da orto-fenantrolina (TSAI et al., 

2010). Uma curva de calibração foi preparada partir de soluções de íons Fe
2+

 e a 

absorbância de cada solução em 515 nm foi medida em um espectrofotômetro da 

marca BIOSPECTRO, modelo SP-220. As amostras, constituídas de óxido de ferro 

foram dissolvidas em HCl concentrado (37%) e todo o ferro em solução reduzido 

com uma solução de hidroxilamina. A absorbância das amostras foi medida em 515 

nm e o teor de ferro nas dispersões foi calculado a partir de uma curva de calibração. 
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4.7.4. Medidas de raio hidrodinâmico e potencial Zeta 

As medidas de raio hidrodinâmico e potencial Zeta dos fluidos magnéticos 

obtidos foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano-ZS, modelo ZEN3600 da 

marca Malvern. O raio hidrodinâmico das nanopartículas foi calculado por meio da 

técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS), que é capaz de calcular o 

coeficiente de difusão relacionado ao movimento browniano de nanopartículas 

dispersas em um meio líquido. Irradiando-se a amostra com um laser (= 532 nm), as 

nanopartículas irão espalhar a luz (Espalhamento Rayleigh). Devido ao movimento 

browniano, a distância entre as nanopartículas (centros espalhadores) varia em 

função do tempo, provocando interferências construtivas e destrutivas na intensidade 

da luz espalhada. Essas flutuações na intensidade de luz espalhada estão relacionadas 

com a velocidade na qual estes centros espalhadores se movem (coeficiente de 

difusão translacional), que é inversamente proporcional ao seu tamanho, segundo a 

equação de Stokes-Einstein (SHAW, 1975): 

𝐷ℎ =
𝐾𝐵𝑇

3𝜋𝜂𝐷𝑡
                                                           Equação 4.2 

Na qual, 

Dh é o diâmetro hidrodinâmico; 

Dt é o coeficiente de difusão translacional; 

KB é a constant de Boltzmann; 

T é a temperatura; 

η é a viscosidade dinâmica.  

O potencial zeta dos fluidos magnéticos foi medido através da técnica de 

Espalhamento Eletroforético de Luz (ELS), no mesmo equipamento. A dispersão é 

injetada em uma célula que contém dois eletrodos, então um campo elétrico é 

aplicado aos eletrodos e as partículas que possuem carga líquida migram em direção 

ao eletrodo de carga oposta com uma velocidade, conhecida como mobilidade, que 

está relacionada ao seu potencial zeta (MALVERN, 2005). 

 

4.7.5. Análise Termogravimétrica (TG) 

Análise Termogravimétrica (TG) é uma técnica que monitora a variação de 

massa de uma amostra em função da temperatura ou tempo de aquecimento, em uma 
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atmosfera controlada. Tal técnica permite analisar as perdas e ganhos de massa das 

amostras em uma determinada temperatura. As curvas termogravimétricas foram 

obtidas em um sistema de análise térmica diferencial e termogravimétrica Shimadzu, 

modelo DTG-60H. As amostras sólidas foram analisadas em cadinho de alumina, da 

temperatura ambiente até 800º C, a uma razão de aquecimento de 10ºC/min e sob 

fluxo de ar sintético de 50 mL/min. 

 

4.7.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) e Espectroscopia de 

Energia Dispersiva (EDS) 

 Na microscopia eletrônica de transmissão, um feixe de elétrons é incidido 

sobre uma amostra ultrafina, sofrendo fenômenos de transmissão, espalhamento ou 

difração ao interagir com a amostra, sendo os elétrons transmitidos coletados em uma 

tela fluorescente (ou câmera CCD), formando imagens contendo informações a 

respeito das variações de densidade eletrônica na amostra analisada (WILLIAMS; 

CARTER, 2009). 

As nanopartículas maghemita/aminoácido foram caracterizadas por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), utilizando o microscópio eletrônico 

JEOL, JEM-2100 equipado com EDS, Thermo Scientific, operando a 200 kV. 

Através desta técnica, foi possível determinar o diâmetro médio das nanopartículas e 

o índice de polidispersão do diâmetro, bem como a morfologia das mesmas. 

 O diâmetro das nanopartículas foi mensurado através das micrografias no 

software ImageJ® e o histograma de tamanho (contagem de mais de 200 

nanopartículas por amostra, com ajuste da curva em LogNormal) foi obtido no 

software Origin®8.0 Professional. 

 Alíquotas dos fluidos magnéticos analisados por MET foram diluídos em 

água com auxílio de um banho de ultrassom e então a suspensão foi depositada sobre 

uma placa de cobre e filme de carbono da marca Electron Microscopy Sciences 

(modelo FCF400-Cu). 

 A amostra NPHis1A, como apresentou nanopartículas com morfologia não-

esférica, também foi caracterizada por EDS para verificar a constituição elementar 

dessas nanopartículas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1.Caracterização das nanopartículas maghemita/aminoácido quanto à 

cristalinidade e composição 

 

Um sólido cristalino apresenta um conjunto de espaçamentos interplanares 

que resulta em um padrão de difração de raios X, que permite identificar as fases 

cristalinas do sólido (CULLITY, 1978). Através de bancos de dados existentes, 

pode-se comparar os picos de difração da amostra analisada com os padrões de 

difração contidos nos mesmos. 

Os sólidos NPLis1A, NPLis1B, NPLis1C, NPLis1D, NPLis2A e NPHis1A 

foram caracterizados por difração de raios X (Figura 5.1) para verificação da fase 

cristalina e determinação do diâmetro do cristalito e parâmetro de rede.  Os 

resultados obtidos por tal técnica foram comparados em função dos métodos de 

obtenção e funcionalização das nanopartículas. 

 

Figura 5.1 - Difratogramas de raios X dos sólidos NPLis1A, NPLis1B, NPLis1C, 

NPLis1D, NPLis2A e NPHis1A.  
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Observa-se que a amostra NPLis1B, funcionalizada com o aminoácido 

posteriormente à precipitação do óxido de ferro, apresentou picos menos alargados, 

correspondendo a um maior diâmetro médio de cristalitos. A amostra NPHis1A, que 

foi precipitada na presença de DL-Histidina, apresentou maior alargamento dos picos 

quando comparada às outras amostras.  

Observa-se em todos os casos que o padrão de planos de difração hkl é típico 

da estrutura cúbica do tipo espinélio inverso, sendo este o padrão de reflexão 

observado nos óxidos de ferro magnetita e maghemita (cartas cristalográficas 

JCPDS#190629 e JCPDS#391346, respectivamente).  

A Tabela 5.1 apresenta os valores de parâmetro de rede dos sólidos, 

calculados a partir dos ângulos de difração dos planos (2 2 0),  (3 1 1), (4 0 0), (4 2 2)  

e (4 4 0) com auxílio do software UnitCell®, além do diâmetro médio dos cristalitos, 

calculado pela equação de Scherrer (CULLITY, 1978) a partir do ângulo de difração 

do pico de maior intensidade, que corresponde ao plano cristalino (311), e sua 

respectiva largura a meia altura (FWHM).  

 

Tabela 5.1 - Parâmetro de rede e diâmetro médio dos cristalitos dos sólidos obtidos.  

Sólido  NPLis1A NPHis1A NPLis2A NPLis1B NPLis1C NPLis1D 

Parâmetro de 

rede (nm) 

 

0,837 0,834 0,835 0,834 0,834 0,836 

Diâmetro médio 

dos cristalitos 

(nm) 

6,3 5,6 6,4 8,1 7,6 4,5 

 

Todas as amostras apresentaram parâmetro de rede próximo ao relatado na 

carta cristalógica JCPDS#391346 para a maghemita, que corresponde a 0,8351 nm. 

Observa-se que não houve grande diferença de diâmetro médio entre as 

amostras NPLis1A e NPLis2A, de forma que o aumento da proporção do 

monocloridrato de L-Lisina na coprecipitação não interferiu no tamanho dos 

cristalitos formados. Isso pode estar relacionado ao fato de que o aumento em massa 

de aminoácido utilizado na coprecipitação não gerou um aumento de força iônica no 

meio capaz de interferir significativamente nos processos de nucleação e crescimento 

dos cristalitos.  
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A amostra NPLis1B apresentou diâmetro médio maior do que as amostras 

NPLis1A e NPLis2A, provavelmente porque, no caso da síntese pelo método A, a L-

Lisina se coordena aos íons ferro antes da coprecipitação, delimitando a nucleação e 

crescimento das nanopartículas (FOSHAY et al., 2004), o que resulta em diâmetros 

menores. No caso do método C (amostra NPLis1C), no qual o aminoácido foi 

adicionado rapidamente logo em seguida à adição da base, a nucleação (e parte do 

crescimento) dos cristalitos foi instantânea, de forma que o diâmetro médio dos 

cristalitos obtidos foi próximo ao da amostra NPLis1B, porém menor, devido à 

influência da adição sucessiva do aminoácido interferindo na etapa de crescimento e 

maturação de Ostwald. 

A amostra NPLis1D, obtida da coprecipitação com hidróxido de sódio 

(NaOH), apresentou diâmetro médio de cristalito bem menor que todas as amostras, 

devido à maior força iônica do meio como decorrência do emprego de hidróxido de 

sódio ao invés de hidróxido de amônio (NH4OH). Devido à magnetização ser 

inversamente proporcional ao diâmetro do cristalito (GUBIN, 2009), tal amostra não 

seria do ponto de vista magnético interessante para o uso em magnetofecção. 

Segundo Bee e colaboradores (1995), íons orgânicos como o carboxilato são 

responsáveis por afetar a formação de óxidos e oxihidróxidos por dois processos: 

formação de quelato com íons metálicos que restringe a nucleação e, a adsorção 

desses íons orgânicos no núcleo formado que também restringe a etapa de 

crescimento. Bee e colaboradores (1995) investigaram a variação de tamanho das 

nanopartículas de maghemita obtidas por coprecipitação de íons ferro na presença de 

diferentes quantidades de citrato através da técnica de Difração de Raios X e 

concluíram que, à medida que se aumenta a quantidade de íons citrato na solução, 

menor é o tamanho médio de partícula, como decorrência da restrição da etapa de 

crescimento dos núcleos. 

Por outro lado, Ishikawa e colaboradores (1993), ao investigar a formação de 

-FeOOH na presença de EDTA, observaram que o tamanho das nanopartículas 

aumenta com o aumento da quantidade de EDTA em solução, devido à formação de 

um menor número de núcleos, favorecendo  o crescimento desses.  

A eficiência do processo de funcionalização das nanopartículas com 

aminoácido (para os quatro métodos) foi evidenciada pela presença das bandas do 

aminoácido nos espectros dos sólidos funcionalizados.   
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Na Figura 5.2 são apresentados os espectros dos aminoácidos utilizados na 

síntese, DL-Histidina e monocloridrato de L-Lisina, bem como das nanopartículas de 

maghemita não funcionalizada (NPM). 

 

Figura 5.2 - Espectros de infravermelho do monocloridrato de L-Lisina, DL-

Histidina e nanopartículas de maghemita (NPM). 
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O espectro das nanopartículas de maghemita (NPM) apresentou as seguintes 

bandas principais: uma banda larga em torno de 3400 cm
-1

 relativa ao estiramento O-

H de grupos OH ligados à superfície das nanopartículas e à água adsorvida, uma 

banda em 1630 cm
-1

 referente à deformação angular H-O-H indicando também a 

presença de água adsorvida/coordenada na superfície e uma banda com picos 

máximos em 590 cm
-1

 e 630 cm
-1

 característica do estiramento da ligação Fe-O 

(NAMDURI; NASRAZADANI, 2008).   

Apesar dos espectros da magnetita e da maghemita no infravermelho médio, 

ambos apresentarem bandas de estiramento Fe-O em uma região muito próxima, 

algumas diferenças já foram relatadas entre tais espectros: no caso da magnetita, a 
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banda referente ao Fe-O é centrada em 570 cm
-1

, possuindo apenas um pico máximo 

de absorção, enquanto que, a banda de estiramento Fe-O para a maghemita apresenta 

dois picos máximos, um em 590 cm
-1

 e outro em 630 cm
-1

 (NAMDURI; 

NASRAZADANI, 2008; ISHII; NAKAHIRA, 1972).  

O espectro do monocloridrato de L-Lisina evidenciou as seguintes bandas 

principais: em 3047 cm
-1

 referente ao estiramento da ligação N-H, sobreposta às 

bandas relativas ao estiramento C-H; em 1698 cm
-1

 devido ao estiramento C=O; em 

1410 cm
-1 

e 1618 cm
-1

 relativas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo 

carboxilato (-COO
-
), respectivamente; em 784 cm

-1
, 708 cm

-1
 e 551 cm

-1
 associadas 

às vibrações de deformação angular do grupo carboxilato; em 1496 cm
-1

 e 1586 cm
-1 

relativas às vibrações de deformação simétrica e assimétrica do grupo –NH3
+
, 

respectivamente (DURMUS et al., 2009; AYDIN et al., 2011). 

Por sua vez, o espectro da DL-Histidina apresentou bandas em 1411 cm
-1 

e 

1635 cm
-1

 referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico do carboxilato (-COO
-

), respectivamente; em 1698 cm
-1

 devido ao estiramento C=O e em 794 e 708 cm
-1 

devido à deformação do carboxilato (ÜNAL et al., 2010, PETROSYAN, 2007). 

A Figura 5.3 apresenta os espectros de infravermelho (FTIR) dos sólidos de 

maghemita/aminoácido obtidos: 
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Figura 5.3 - Espectros de infravermelho (FTIR) dos sólidos NPLis1A, NPLis1B, 

NPLis1C, NPLis1D, NPLis2A e NPHis1A. 
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É conhecido que ao se funcionalizar nanopartículas de óxido metálico com 

aminoácidos (ou outros tipos de moléculas), as frequências vibracionais dessas 

moléculas sofrem alterações de acordo com o íon metálico ligado ao aminoácido e ao 

tipo de ligação/interação (KIRWAN et al., 2003). 

Os espectros dos sólidos NPLis1A, NPLis2A, NPLis1B, NPLis1C, NPLis1D 

e NPHis1A apresentaram as seguintes principais bandas:  estiramento da ligação Fe-

O em 590 cm
-1

 e 630 cm
-1

; deformação angular H-O-H em 1627 cm
-1

, estiramento O-

H em 3400 cm
-1

; estiramento -CH2 assimétrico e simétrico em 2974 cm
-1 

e 2933 cm
-

1
, respectivamente;  estiramento C=O em 1698 cm

-1
; além da banda característica do 

estiramento simétrico do carboxilato (-COO
-
) em 1400 cm

-1
 para as nanopartículas 

funcionalizadas com L-Lisina e em 1389 cm
-1

 para as nanopartículas funcionalizadas 
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com DL-Histidina (DURMUS et al., 2009; ÜNAL et al., 2010, AYDIN et al., 2011; 

PETROSYAN, 2007). 

 Para os sólidos obtidos, a banda referente ao estiramento assimétrico do 

grupo carboxilato (que para a L-Lisina apresentou-se em 1618 cm
-1 

e para a DL-

Histidina em 1635 cm
-1

) não foi evidenciada, possivelmente devido à sobreposição 

da banda característica à deformação angular H-O-H em 1627 cm
-1

. 

O tipo de interação entre as nanopartículas e o grupo carboxilato do 

aminoácido pode ser determinado baseando-se na presença da banda referente ao 

estiramento C=O (para a interação do tipo monodentada) e na diferença do número 

de onda do estiramento assimétrico e simétrico do carboxilato 

(assimétricosimétrico) quando comparado ao espectro na região de infravermelho 

do aminoácido livre, já que estas bandas sofrem deslocamentos ao se coordenar com 

o metal na superfície da nanopartícula (KIRWAN et al., 2003; NARA et al., 1996).  

Park e colaboradores (2009), baseados em trabalhos utilizando técnicas 

espectroscópicas para estabelecer a relação entre as frequências do estiramento do 

carboxilato em complexos metal-carboxilato e o tipo de coordenação entre eles 

(MENDIVE et al., 2006; DUCKWORTH; MARTIN, 2001), afirmaram que os 

aminoácidos podem se ligar à superfície das nanopartículas de óxido de ferro através 

de uma complexação bidentada (a), bidentada em ponte (b) ou monodentada (c).  

 

Figura 5.4 – Tipos de interação entre a Lisina e nanopartículas de óxido de ferro: a) 

bidentada; b) bidentada em ponte; c) monodentada. 

 

Fonte – Adaptada de Park e colaboradores (2009) 
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Além das interações citadas por Park e colaboradores, também é possível que 

as nanopartículas e o aminoácido estabeleçam interações eletrostáticas. Como a lisina 

e a histidina possuem tanto grupos catiônicos como aniônicos, estas podem interagir 

eletrostaticamente com nanopartículas com carga superficial positiva bem como com 

aquelas com carga superficial negativa. No caso da maghemita, a carga superficial 

irá depender do pH da suspensão em que estas nanopartículas se encontram, já que o 

óxido de ferro é anfótero.  

Observa-se que, nos espectros nanopartícula/aminoácido, a banda de 

estiramento simétrico do carboxilato (-COO
-
) deslocou-se para menores números de 

onda, sendo este um indicativo de uma interação do tipo monodentada (KIRWAN et 

al., 2003). Porém, devido à sobreposição da banda de água (deformação H-O-H) 

sobre a de estiramento assimétrico do carboxilato, não se pode afirmar que haja um 

tipo de interação preferencial (monodentada, bidentada ou iônica) entre a superfície 

da nanopartícula e o aminoácido, sendo apenas evidenciada a presença do 

aminoácido na superfície da mesma.  

O teor de ferro dos fluidos magnéticos foi determinado 

espectrofotometricamente pelo método da orto-fenantrolina. Neste método, o ferro 

(III) presente na amostra é todo reduzido à Fe
2+

 pelo agente redutor cloridrato de 

hidroxilamina, para então se complexar à orto-fenantrolina, formando um complexo 

de cor alaranjada. O teor de ferro de cada fluido magnético é mostrado na Tabela 5.2.  

 

Tabela 5.2 - Teor de ferro total (g.L
-1

) dos fluidos magnéticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando a massa total de ferro utilizada na síntese das nanopartículas, 

teríamos uma suspensão coloidal com 13,40 g.L
-1

 caso o rendimento de síntese e 

 Teor de Ferro (g.L
-1

) 

 NPLis1A 0,78 

NPHis1A 0,99 

NPLis2A 2,04 

NPLis1B 1,02 

NPLis1C 0,25 

NPLis1D 2,70 
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suspensão das nanopartículas obtivesse 100 % de rendimento. Observa-se então, que 

todas as suspensões coloidais obtiveram rendimento baixo devido às perdas de 

nanopartículas não-estáveis em suspensão, sobretudo durante o processo de 

sedimentação magnética e centrifugação. 

O teor de ferro (diretamente relacionado ao teor de nanopartículas) do fluido 

magnético a ser usado em aplicações biomédicas de carreamento de biomoléculas ou 

drogas, não só delimita a quantidade de moléculas a serem carreadas (KIEVIT et al., 

2009), como também pode interferir na biocompatibilidade do fluido (MA et al., 

2008). 

Ma e colaboradores (2008) demonstraram que, ao administrar fluidos 

magnéticos com teor de ferro de 2,08 a 5,74 g.L
-1 

em uma suspensão de glóbulos 

vermelhos (eritrócitos) de coelhos, aqueles com maior teor de ferro apresentaram 

maiores taxas de rompimento da membrana plasmática (hemólise). 

Fluidos magnéticos utilizados em aplicações biomédicas normalmente 

apresentam teores de ferro menores que aqueles destinados a outras aplicações. Na 

literatura, há relatos de trabalhos de obtenção de fluidos magnéticos constituídos de 

maghemita funcionalizada, com diferentes teores de ferro: 0,015 g.L
-1

 (STEITZ et 

al., 2007), 0,15 g.L
-1

 (PERLSTEIN et al., 2008), 4,42 g.L
-1

 (MORNET et al., 2005) 

8,44 g.L
-1

 (TSAI et al., 2012), 10 g.L
-1

 (TSAI et al., 2010), 11 g.L
-1

 (BAUTISTA et 

al., 2005).  

 

5.2.Caracterização morfológica das nanopartículas maghemita/aminoácido 

As nanopartículas magnéticas de maghemita funcionalizada com aminoácido 

foram caracterizadas por microscopia eletrônica de transmissão. Observa-se nas 

micrografias (Figura 5.5) das amostras constituídas de maghemita/L-Lisina 

(NPLis1A, NPLis1B e NPLis1D) que as nanopartículas obtidas apresentaram 

morfologia esférica. Já na amostra NPHis1A, constituída de maghemita/DL-

Histidina, apesar da maior parte de nanopartículas apresentarem morfologia esférica, 

houve também a formação de nanopartículas com formato de bastões/agulhas, bem 

como nanopartículas maiores e de morfologia não-esférica. 
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Figura 5.5 – Micrografias das amostras: a) NPLis1A; b) NPLis1B; c) NPHis1A e d) 

NPLis1D. 
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 Os histogramas de tamanho das nanopartículas para as quatro amostras 

(Figura 5.6) foram obtidos através das micrografias. As amostras maghemita/L-

Lisina apresentaram comportamento monomodal, tendo a amostra NPLis1D 

apresentado uma distribuição de tamanho mais estreita. A amostra NPHis1A 

apresentou uma distribuição de tamanho mais larga, havendo nanopartículas com 

diâmetros maiores que 15 nm.  
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Figura 5.6 – Histograma de tamanho das nanopartículas das amostras: a) NPLis1A; 

b) NPLis1B; c) NPHis1A e d) NPLis1D.
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A Tabela 5.3 mostra o diâmetro médio das nanopartículas e o índice de 

polidispersão obtidos da curva de ajuste em LogNormal dos histogramas. As 

amostras NPLis1A e NPLis1D, obtidas pela coprecipitação de íons ferro na presença 

do aminoácido, apresentaram os menores índices de polidispersão (Tabela 5.3). A 

amostra NPHis1A apresentou um índice de polidispersão superior a estas duas 

amostras (também obtidas pela coprecipitação das nanopartículas na presença do 

aminoácido) devido à formação de nanopartículas maiores e de diferentes 

morfologias.  

A amostra NPLis1B, obtida pela coprecipitação dos íons Fe
2+

 e Fe
3+

 e 

posterior funcionalização com aminoácido, apresentou o maior índice de 

polidispersão devido à ausência de aminoácido, capaz de coordenar aos íons ferro 

durante a coprecipitação e favorecer um crescimento de cristais mais homogêneo.  

 

Tabela 5.3 – Diâmetro médio das nanopartículas e índice de polidispersão  

 

A amostra NPHis1A foi analisada por EDS para verificar a constituição 

elementar da mesma. A região da tela de microscopia selecionada para ser analisada 

por EDS continha uma nanopartícula em formato de bastão/agulha (Figura 5.7). O 

espectro de EDS evidenciou transições eletrônicas características dos elementos 

constituíntes da tela de microscopia, como em 0,273 keV característica da transição 

Kdo carbono (C), em 0,950 keV, 8,045 keV e 8,904 keV características das 

transições L K e K do cobre (Cu), respectivamente, bem como dos elementos 

constituíntes da nanopartícula, como em 0,535 keV característica da transição Kdo 

oxigênio (O) e em 6,382 keV característica da transição Kdo ferro (Fe), 

evidenciando que o sólido em formato de agulha/bastão também é constituído de 

óxido de ferro. 

 

 Diâmetro médio das 

nanopartículas (nm) 

Índice de Polidispersão 

NPLis1A 6,3 0,21 

NPLis1B 8,2 0,31 

NPHis1A 5,7 0,26 

NPLis1D 4,4 0,18 
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Figura 5.7 – Espectro de energia dispersiva de raios X de uma região em bastão da 

amostra NPHis1A. 
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 Na literatura, é possível encontrar trabalhos nos quais nanopartículas de óxido 

de ferro são obtidas em diferentes morfologias, já que, tal característica do cristal é 

fortemente influenciada pelas condições de síntese. Em alguns trabalhos, também são 

encontradas metodologias capazes de gerar mais de uma morfologia para a mesma 

síntese (MATIJEVIC et al., 1987). Variação de solvente, temperatura, sal de ferro 

precursor, presença de dopantes ou impurezas e presença de moléculas coordenantes 

são algumas das variáveis capazes de gerar diferentes morfologias nas nanopartículas 

obtidas (MAABONG et al., 2016; SAGHI et al., 2011; SAYED et al., 2015). 

 

5.3. Análise termogravimétrica das nanopartículas maghemita/aminoácido 

 

A análise termogravimétrica (TG) foi utilizada neste trabalho para verificar a 

presença do aminoácido na superfície da nanopartícula através da quantificação das 

perdas de massa referentes à decomposição do aminoácido na superfície da 

nanopartícula e assim estimar a quantidade de moléculas dos aminoácidos L-Lisina e 

DL-Histidina por unidade de área superficial. 
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Os sólidos NPLis1A, NPLis2A, NPLis1B, NPLis1C, NPLis1D e NPHis1A 

foram caracterizados por análise termogravimétrica (TG), bem como os aminoácidos 

DL-Histidina e monocloridrato de L-Lisina (Figura 5.8). 

 

Figura 5.8 - Curvas termogravimétricas a) Aminoácidos DL-Histidina e 

monocloridrato de L-Lisina b) Sólidos NPLis1A, NPLis2A, NPLis1B, NPLis1C, 

NPLis1D e NPHis1A. 

100 200 300 400 500 600 700 800

88

90

92

94

96

98

100

0 100 200 300 400 500 600 700 800

0

20

40

60

80

100

P
e
rd

a
 d

e
 m

a
s
s
a
 (

%
)

 

P
e

rd
a
 d

e
 m

a
s
s
a
 (

%
)

Temperatura (
o
C)

 NPLis1A

 NPLis1B

 NPHis1A

 NPLis2A

 NPLis1C

 NPLis1D

 

Temperatura (
o
C)

 DL-Histidina

 L-Lisina

  

As curvas termogravimétricas da DL-Histidina e do monocloridrato de L-

Lisina evidenciam estabilidade térmica dessas moléculas até aproximadamente 250º 

C. Ambas apresentam dois eventos de decomposição térmica, um se iniciando a 250º 

C e outro acima de 420º C (AYDIN et al., 2011; DURMUS et al., 2009; ÜNAL et 

al., 2010).  

Segundo Durmus e colaboradores (2009) e Ünal e colaboradores (2010), a 

decomposição da L-Lisina ou da DL-Histidina sobre as nanopartículas de maghemita 

inicia em temperatura bem inferior àquela observada para os aminoácidos puros. No 

caso dos aminoácidos sobre as nanopartículas, esta decomposição térmica iniciaria a 

140º C, devido ao comportamento catalítico do óxido de ferro na decomposição do 

aminoácido.  

Considera-se então que, para as curvas termogravimétricas das nanopartículas 

funcionalizadas com aminoácidos, a perda de massa inferior a 140º C é referente à 

perda de moléculas de água adsorvidas na superfície das nanopartículas, enquanto 

que a perda de massa superior a esta temperatura é referente à decomposição térmica 

do aminoácido.   
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Os termogramas dos aminoácidos DL-Histidina e L-Lisina puros 

apresentaram 100 % de perda total de massa, não havendo formação de resíduo. 

Desta forma, considerando que a decomposição dos aminoácidos nas amostras 

maghemita/aminoácido é também completa, foi possível calcular o coeficiente de 

recobrimento das nanopartículas em termos de número médio de moléculas de 

aminoácido por unidade de área da superfície das nanopartículas, considerando-se 

que essas são esféricas.  

As curvas termogravimétricas das nanopartículas funcionalizadas 

apresentaram um perfil semelhante ao da decomposição dos aminoácidos. Porém, a 

amostra NPLis2A apresentou uma decomposição mais lenta entre 110 a 350º C, 

podendo indicar uma interação diferente nanopartícula-aminoácido quando 

comparada às outras amostras. 

 O coeficiente de recobrimento das nanopartículas (Tabela 5.4) foi estimado a 

partir dos valores de perda de massa obtidos das curvas de TG e dos diâmetros 

médios dos cristalitos obtidos por DRX. Considerou-se que a perda de massa inferior 

a 140º C seria referente à agua adsorvida na amostra e que, acima desta temperatura 

seria referente à decomposição total do aminoácido, sendo o resíduo constituído 

apenas de óxido de ferro (-Fe2O3). 

 Assim, o coeficiente de recobrimento foi calculado de acordo com as 

Equações 5.1 e 5.2 abaixo: 

𝑁𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐.

𝑁𝑁𝑃
=

(𝑃>140°𝑐    /  𝑀𝑀𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐.)

(𝑅 /𝑀𝑁𝑃)
                         Equação 5.1  

Naminoác. = número de moléculas de aminoácido 

NNP = número de nanopartículas calculado 

P>140°C = perda de massa obtida pelo TG acima de 140º C. 

MMaminoác. = massa molar do aminoácido (Lisina ou Histidina) 

R = massa do resíduo (sendo todo considerado como Fe2O3) 

MNP = massa de uma nanopartícula (calculada pela densidade da maghemita e o 

diâmetro do cristalito obtido por DRX). 

ξ =
(𝑁𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜á𝑐. / 𝑁𝑁𝑃)

𝐴𝑚é𝑑𝑖𝑎
                                         Equação 5.2 

 = coeficiente de recobrimento em moléculas de aminoácido por nm
2 

Amédia = área superficial média de uma nanopartícula (nm
2
) calculada 
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 O coeficiente de recobrimento também pode ser calculado pelo diâmetro 

médio das nanopartículas, obtido pela técnica de MET. Neste trabalho, como apenas 

algumas amostras foram analisados por MET, decidiu-se utilizar o diâmetro médio 

dos cristalitos obtidos por DRX para cálculo do coeficiente. Além, como foi 

apresentado anteriormente, os valores de diâmetro médio do cristalito (DRX) e o 

diâmetro médio das nanopartículas (MET) das amostras analisadas, apresentaram 

valores muito próximos, de forma que os valores de coeficiente de recobrimento não 

apresentariam considerável diferença sendo calculado por um dos dois valores de 

diâmetro. 

 

Tabela 5.4 - Coeficiente de recobrimento dos sólidos de maghemita/aminoácido. 

 

 Não houve grande variação de coeficiente de recobrimento entre as amostras 

obtidas pelas metodologias A, B e D. As nanopartículas obtidas pela metodologia C 

apresentaram maior coeficiente de recobrimento.  

 

5.4.  Raio hidrodinâmico e potencial zeta dos fluidos magnéticos 

maghemita/aminoácido 

 

A Tabela 5.5 apresenta os valores de raio hidrodinâmico médio em número, 

bem como o Índice de Polidispersão (PDI) dos sólidos em suspensão.  

 

 

 

 Coeficiente de recobrimento 

(moléculas de aminoácido por nm
2
) 

NPLis1A 1,3 

NPHis1A 1,2 

NPLis2A 1,2 

NPLis1B 1,0 

NPLis1C 1,7 

NPLis1D 1,1 



54 
 

Tabela 5.5 - Raio hidrodinâmico (nm) e Índice de Polidispersão (PDI) dos sólidos de 

maghemita/aminoácido em suspensão. 

 Raio Hidrodinâmico (nm) Índice de Polidispersão (PDI) 

NPLis1A  88 0,24 

NPHis1A  70 0,28 

NPLis2A  42 0,20 

NPLis1B  79 0,30 

NPLis1C 132 0,30 

NPLis1D 68 0,36 

 

Como as nanopartículas apresentaram raios hidrodinâmicos dezenas de vezes 

superiores ao diâmetro das nanopartículas evidenciado por MET (ou dos cristalitos, 

evidenciado por DRX), conclui-se que as nanopartículas encontram-se agregadas na 

suspensão aquosa. 

Observa-se que o fluido NPLis2A, obtido pela coprecipitação das 

nanopartículas na presença de maior quantidade do aminoácido Lisina  apresentou 

raio hidrodinâmico e índice de polidispersão menor do que os de todos os outros 

fluidos, sugerindo que o aumento da proporção de aminoácido na coprecipitação 

desfavoreceu a agregação das nanopartículas.  

A amostra NPLis1D, apesar de apresentar raio hidrodinâmico semelhante às 

amostras do método A e B, apresentou PDI maior. 

A amostra NPLis1C apresentou o maior raio hidrodinâmico, acima de 100 

nm, o que poderia dificultar a endocitose da estrutura pelas células (GUPTA et al., 

2005). 

A Figura 5.9 apresenta o gráfico de distribuição de raio hidrodinâmico (em 

número) das nanopartículas. 
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Figura 5.9 - Distribuição de raio hidrodinâmico dos agregados de nanopartículas 

suspensas. 
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Observa-se que as nanopartículas suspensas possuem uma distribuição de raio 

hidrodinâmico larga. Nas amostras NPLis1C e NPLis1B, é possível ainda observar a 

presença de um “ombro” no gráfico de distribuição, indicando que uma considerável 

porcentagem de nanopartículas possui um diâmetro maior que a média. 

Durmus e colaboradores (2009), ao sintetizarem nanopartículas magnéticas de 

maghemita funcionalizada com L-Lisina, pelo método da coprecipitação na presença 

do aminoácido (similar ao método A), obtiveram uma suspensão coloidal bimodal, 

na qual 95% das nanopartículas possuíam diâmetro centrado em 330 nm (ou, 115 nm 

de raio), valor bastante superior à maioria das amostras aqui apresentadas.  

Já Patel e colaboradores (2009), ao coprecipitarem sais de ferro (II) e (III) na 

presença do aminoácido L-Lisina e dissolvidos em uma solução salina (0,15 mol.L
-1

 

de NaCl), obtiveram nanopartículas de maghemita-Lisina dispersas na mesma 

solução salina com diâmetro hidrodinâmico médio de 88 nm. Observa-se que, neste 

trabalho de Patel e colaboradores, o aumento de força iônica oriundo da dissolução 

do aminoácido e dos sais de ferro em solução salina seja responsável pela obtenção 

de nanopartículas de menor diâmetro, como observado para as amostras NPLis2A 
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(coprecipitação na presença de maior quantidade de monocloridrato de L-Lisina) e 

NPLis1D (substituição do NH4OH pelo NaOH na coprecipitação). 

Segundo a literatura, o tamanho das nanopartículas afeta drasticamente não só 

a endocitose das nanoestruturas pelas células, bem como o tempo de meia-vida 

dessas nanoestruturas no sistema circulatório. Partículas com tamanhos menores do 

que 10 nm são removidas do sistema circulatório principalmente por depuração 

renal, enquanto que as partículas maiores do que 200 nm são retidas no baço e 

fígado, de forma a reduzir a concentração no plasma sanguíneo (BLANCO et al., 

2015; WAHAJUDDING, ARORA; 2012). 

O ponto isoelétrico (pI) dos fluidos magnéticos foi determinado pela técnica 

de ELS, a partir de medidas do potencial zeta em função do pH dos fluidos. 

 

Figura 5.10 - Curva de Potencial Zeta em função de pH dos fluidos NPLis1A, 

NPLis2A, NPLis1B, NPLis1D e NPHis1A. 
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 Os pontos isoelétricos das nanopartículas em suspensão são mostrados na 

Tabela 5.6: 
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Tabela 5.6 – Ponto Isoelétrico e Potencial Zeta em pH fisiológico das nanopartículas 

em suspensão 

 NPLis1A NPLis2A NPLis1B NPLis1D NPHis1A 

Ponto Isoelétrico 

(PI) 
8,49 - 8,13 8,28 7,65 

Potencial Zeta em 

pH fisiológico 
+ 17,27 - + 4,01 + 15,71 + 3,21 

 

  Os fluidos constituídos de maghemita/L-Lisina apresentaram ponto 

isoelétrico inferior ao da L-Lisina livre,  pI=9,47 (LIDE, 1995),  enquanto que o pI 

do fluido NPHis1A está muito próximo ao relatado na literatura para a DL-Histidina 

livre, pI = 7,59 (LIDE, 1995). Isso sugere uma interação mais fraca entre a NP-

Histidina quando comparada à interação NP-Lisina.  

 Os valores de pI e de potencial zeta em pH fisiológico (pH = 7,4) das 

nanopartículas funcionalizadas com aminoácido evidenciam o maior caráter básico 

da L-Lisina frente a DL-Histidina, favorecendo a utilização das nanopartículas 

funcionalizadas com L-Lisina para o carreamento de moléculas de DNA ou RNA, já 

que em pH fisiológico as nanopartículas de maghemita/L-Lisina apresentam um 

potencial zeta maior que aquelas de maghemita/DL-Histidina, garantindo maior 

interação eletrostática entre as nanopartículas e as moléculas de DNA/RNA. 

Além disso, um maior potencial zeta na mesma faixa de pH indica maior 

força eletrostática repulsiva entre as partículas, o que contribui para que as partículas 

não agreguem, garantindo maior estabilidade da suspensão coloidal (MYERS, 1999).  

O fluido NPLis2A apresentou variação de potencial zeta em função do pH 

quase nula, não sendo possível a determinação do ponto isoelétrico. Isto sugere que a 

interação estabelecida pelas moléculas de L-Lisina e as nanopartículas nesta amostra 

deve ser diferente da estabelecida entre as outras amostras. Provavelmente, a 

interação entre aminoácido-nanopartícula para o fluido NPLis2A tenha um caráter 

mais iônico do que covalente, enquanto que para os outros fluidos a ligação 

covalente prevaleça. Há também a possibilidade de ocorrer interação eletrostática por 

pares iônicos em múltiplas camadas, de forma que a nanopartícula de maghemita 

(que em pH fisiológico, possui carga superficial negativa), interagiria com um grupo 

-NH3
+
 do aminoácido, deixando um grupo carboxilato disponível (-CO2

-
), que 
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poderia estabelecer interação eletrostática com outro grupo -NH3
+
 de outra molécula 

de aminoácido e assim em diante. 

O fluido NPLis2A, além de ter apresentado este comportamento anômalo na 

curva de potencial zeta em função do pH, também apresentou um comportamento 

diferente das outras amostras na análise termogravimétrica (TG), como relatado 

previamente, podendo  indicar um caráter mais iônico da interação nanopartícula-

aminoácido para esta amostra. 

As suspensões de nanopartículas que apresentaram maior potencial zeta em 

pH fisiológico foram as dos fluidos NPLis1A e NPLis1D. 

 

5.5. Experimentos preliminares de adsorção de DNA de Humícola grísea  no 

fluido NPLis1A 

 

O experimento preliminar de adsorção do DNA de Humícola grísea no fluido 

NPLis1A foi realizado para verificar a interação das nanopartículas maghemita/L-

Lisina com o DNA e  sua capacidade de adsorção. 

O sólido NPLis1ADNA, constituído de nanopartículas de maghemita/L-

Lisina, contendo DNA adsorvido na superfície, foi caracterizado por FTIR. Nessa 

amostra, uma quantidade do fluido NPLis1A foi adicionado a uma solução contendo 

DNA segundo a proporção de 26,5 g de DNA/mg de maghemita (de acordo com a 

concentração de DNA da amostra, apresentada na Tabela 5.7, e do teor de ferro do 

fluido, ambos determinados espectrofotometricamente). 
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Figura 5.11 - Espectros de infravermelho das amostras NPLis1A e NPLis1ADNA. 
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A amostra NPLis1ADNA apresentou, além das bandas características do 

fluido NPLis1A, a banda em 1089 cm
-1

 referente ao estiramento simétrico do grupo 

fosfato (ARAKAWA et al., 2011), a banda em 1049 cm
-1

, referente ao estiramento 

C-O da ligação ribose-fosfato e a banda em 2850 cm
-1

 referente ao estiramento C-H 

simétrico dos grupos CH2 dos fragmentos de DNA (ARAKAWA et al., 2011; 

THEOPHANIDES, 1981), evidenciando a adsorção das moléculas de DNA na 

superfície das nanopartículas. 

As amostras DNAD1 e DNAD1NP (sobrenadante obtido após a sedimentação 

das nanopartículas) foram caracterizadas no espectrofotômetro Nanodrop 2000, para 

quantificação, por diferença, da adsorção de DNA na superfície das nanopartículas. 

 

Tabela 5.7 - Concentração de DNA e Razão 260nm/280nm na solução DNAD1 e no 

sobrenadante (DNAD1NP) após adsorção em NPLis1A. 

Amostra Concentração (ng.L
-1 

de DNA) Razão 260nm/280nm 

DNAD1 5,9 1,24 

DNAD1NP 4,0 1,15 
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Considerando a diluição de 400 L na amostra DNAD1 após a adição de 80 

L
 
do fluido NPLis1A, bem como o teor de ferro do fluido NPLis1A e a diferença 

das concentrações acima, obtidas espectrofotometricamente, pode-se concluir que o 

fluido magnético NPLis1A foi capaz de adsorver 4,86 g de DNA/mg de maghemita. 

A razão de intensidade 260nm/280nm está relacionada à relação entre a 

concentração de DNA e proteínas na amostra, de forma que uma amostra com alta 

pureza de DNA apresenta uma razão igual a 1,8, enquanto que uma amostra com alta 

pureza de proteínas apresenta uma razão igual a 0,6 (HU et al., 2015; MIN et al., 

2014). Observa-se uma redução da razão de intensidade 260nm/280nm da amostra 

DNAD1NP, que pode estar relacionada ao fato das nanopartículas adsorverem 

preferencialmente o DNA, de forma que reduz a proporção DNA/proteína. 

 

5.6. Experimentos preliminares de medida de raio hidrodinâmico em função 

das adições da amostra de DNA 

 

O crescimento do raio hidrodinâmico do fluido NPLis1A após adições 

sequenciais de 0,855 g de DNA de Humícola grísea, correspondente à 5 L da 

solução de DNA 171 ng.L
-1

, foi acompanhado pela técnica de DLS (Figura 5.12).  

 

Figura 5.12 - Gráfico do raio hidrodinâmico médio para o fluido NPLis1A em 

função das adições sucessivas de DNA (171 ng.L
-1

). 
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O fluido NPLis1A apresentou aumento do raio hidrodinâmico médio à 

medida em que foi adicionada a solução de DNA. Após adição de 2,565 g de DNA, 

as nanopartículas já haviam coagulado, inviabilizando a adição de mais DNA. 

 Após a adição de 0,855 g de DNA (5 L), o raio hidrodinâmico foi igual a 

101 nm, raio muito próximo ao limite, segundo a literatura, para que as 

nanopartículas adentrem na célula através da fagocitose (GUPTA et al., 2005). 

Assim, determinou-se que para 1 mL de fluido NPLis1A, apenas 5 L da solução de 

DNA de Humícola grísea (171 ng.L
-1

) seriam adicionados ao fluido para o 

posterior recobrimento com dextrana, obtendo assim uma razão mássica 

DNA/maghemita de 0,77 g de DNA/mg de maghemita. 

 

5.7. Experimentos preliminares de recobrimento das nanopartículas 

maghemita/L-Lisina/DNA com dextrana 

 

O raio hidrodinâmico médio (em número) das nanopartículas maghemita/L-

Lisina/DNA após recobrimento com dextrana T10 foi determinado pela técnica de 

DLS, conforme mostra a tabela abaixo.  

 

Tabela 5.8 - Raio hidrodinâmico médio e Índice de Polidispersão das nanopartículas 

maghemita/L-Lisina/DNA após recobrimento com dextrana T10. 

Amostra Raio Hidrodinâmico (nm) Índice de Polidispersão 

(PDI) 

NPDNAdex01 105 0,30 

NPDNAdex02 107  0,35 

 

 

A dextrana é capaz de associar-se à superfície das nanopartículas de 

maghemita através de interação de van der Waals, ligações de hidrogênio e 

interações eletrostáticas (HONG et al., 2008), de forma que o raio hidrodinâmico 

após recobrimento com a dextrana deve aumentar. 
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O aumento do raio hidrodinâmico médio (em número), quando comparado ao 

fluido NPLis1A (RH = 88 nm) e ao mesmo fluido após serem adicionados 0,855 g 

(5 L) de DNA (fluido NPDNA, RH = 101 nm), indica que o recobrimento das 

nanopartículas com dextrana ocorreu nas duas amostras. Ambas apresentaram um 

PDI superior ao da amostra NPLis1A, evidenciando que a adsorção de DNA e o 

recobrimento com dextrana T10 favorece a agregação das nanopartículas. 

Apesar da grande diferença de quantidade em massa de dextrana adicionada a 

cada amostra, os raios hidrodinâmicos obtidos para ambas foram semelhantes. Isso 

indica que, provavelmente, parte da dextrana nas suspensões NPDNAdex01 e 

NPDNAdex02 estão interagindo com a superfície das nanopartículas e, parte da 

dextrana, está apenas dissolvida no meio líquido. Assim, justifica-se para os 

experimentos de recobrimento do sistema maghemita/plasmídeo, a utilização da 

menor quantidade em massa de dextrana (ou maior proporção maghemita/dextrana). 

 As amostras NPDNAdex01a e NPDNAdex02a foram caracterizadas por 

espectroscopia de infravermelho (FTIR), bem como as amostras NPDNAdex01b e 

NPDNAdex02b, oriundas do fracionamento das amostras, como descrito na parte 

experimental.  A amostra NPDNA (1 mL NPLis1A + 5L DNA), precursora das 

amostras acima citadas, bem como a dextrana T10 (DEX T10) utilizada para 

recobrimento das nanopartículas, também foram caracterizadas por FTIR.  Os 

espectros são mostrados na Figura 5.13.  
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Figura 5.13 - Espectros de infravermelho das amostras dextrana T10 (DEX T10), 

NPDNA, NPDNAdex01a, NPDNAdex02a, NPDNAdex01b, NPDNAdex02b. 
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A amostra NPDNA apresentou, além das bandas referentes ao óxido de ferro 

funcionalizado com L-Lisina, banda em 1049 cm
-1

 característica do estiramento C-O 

da ligação ribose-fosfato e a banda em 2850 cm
-1

 referente ao estiramento C-H 

simétrico dos grupos CH2 dos fragmentos de aminoácido e DNA (ARAKAWA et al., 

2011; THEOPHANIDES, 1981). 

As quatro amostras NPDNAdex apresentaram na região de 960 a 1190 cm
-1

, 

perfil muito semelhante ao da dextrana pura. Além das bandas características das 

nanopartículas maghemita/L-Lisina, apresentaram também as bandas em 1460 cm
-1

 e 

1340 cm
-1 

relativas à deformação C-H-OH e bandas em 1152 cm
-1 

e 1014 cm
-1 

referentes ao estiramento C-O do anel α-glicosídeo (SHEN et al., 2005; BAUTISTA 

et al., 2005). Nessas quatro amostras, as bandas de dextrana se sobrepuseram à banda 

em 1049 cm
-1 

referente ao DNA. 

Observa-se que, mesmo após a separação e lavagem do sólido 

maghemita/DNA/dextrana, uma quantidade de dextrana ainda se mantém adsorvida à 
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superfície da nanopartícula, como evidenciado pela diminuição das intensidades das 

bandas relativas à dextrana. 

 

5.8.  Experimento de adsorção de plasmídeo/shRNA e plasmídeo/GFP no 

fluido NPLis1A 

 

Observa-se que, na medida em que foram adicionadas as soluções de 

plasmídeo/shRNA e plasmídeo/GFP ao fluido NPLis1A, o raio hidrodinâmico médio 

(em número) e o índice de polidispersão das amostras aumentaram  (Tabela 5.9). 

Após adição de 1,789 g6 L) de pshRNA, a amostra já apresentava raio 

hidrodinâmico de 95 nm, valor próximo ao relatado na literatura para que as 

nanopartículas adentrem às células através da fagocitose. Assim, determinou-se que 

para 1 mL do fluido, seriam adicionados 6 L de pshRNA para posterior 

recobrimento com dextrana. Da mesma forma, após adição de 1,789 g (6 L) de 

pGFP, a amostra apresentou raio hidrodinâmico médio de 93 nm, determinando 

assim o volume de pGFP a ser adicionado para recobrimento da amostra 

nanopartícula/pGFP com dextrana. 

Considerando a concentração de plasmídeo em 6 L das soluções pshRNA e 

pGFP (ambas de concentração 298,2 ng.L
-1

), bem como o teor de ferro em 1 mL do 

fluido NPLis1A, tem-se que as soluções NPpshRNA e NPpGFP utilizadas para 

posterior recobrimento com dextrana possuem uma razão mássica 

plasmídeo/maghemita de 1,61 g de plasmídeo/mg de maghemita.  

Devido ao menor tamanho do DNA plasmídico (aproximadamente 4 kb) 

quando comparado ao DNA cromossômico de Humícola grísea (aproximadamente 

25 Mb), pôde-se adicionar à suspensão coloidal aproximadamente o dobro de 

plasmídeo em massa, gerando um aumento de raio hidrodinâmico inferior àquele 

observado para a amostra NPDNA (101 nm). 
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Figura 5.14 – Gráfico do raio hidrodinâmico médio para o fluido NPLis1A em 

função das adições sucessivas de plasmídeo (pshRNA e pGFP). 
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Ao adicionar no fluido NPLis1A, soluções de pGFP e pshRNA de mesmas 

concentrações, a amostra apresentou comportamento semelhante quanto ao aumento 

do raio hidrodinâmico médio em função do volume da solução de plasmídeo 

adicionada (Figura 5.14). Tal comportamento era esperado devido ao tamanho 

similar (em pares de base) entre os plasmídeos. 
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Tabela 5.9 - Raio hidrodinâmico médio e Índice de Polidispersão das nanopartículas 

em função das adições sucessivas das soluções de plasmídeo (pshRNA e pGFP). 

 

Amostra 

Razão mássica 

plasmídeo/ 

maghemita (g 

plasmídeo/mg 

maghemita) 

pshRNA pGFP 

Raio 

Hidrodinâmico 

(nm) 

Índice de 

Polidispersão 

(PDI) 

Raio 

Hidrodinâmico 

(nm) 

Índice de 

Polidispersão 

(PDI) 

NPLis - 88 0,18 88 0,19 

NPLis1A/P3 0,81 92 0,19 89 0,22 

NPLis1A/P6 1,61 95 0,27 93 0,25 

NPLis1A/P9 2,42 103 0,36 102 0,28 

NPLis1A/P12 3,97 122 0,44 112 0,26 

 

Após adição de 2,684 g (12 L) de pshRNA, a amostra apresentou um 

comportamento modal mais polidisperso e observou-se a coagulação das 

nanopartículas (Figura 5.15).   

Para a amostra em que foi adicionada a solução de pGFP, o aumento do 

índice de polidispersão da amostra foi mais discreto ao se adicionar 12 L da solução 

(Figura 5.15). Porém, foram detectadas, após adição de 1,789 g (9 L) e 2,684 g 

(12 L) de pGFP ao fluido NPLis1A, a presença de agregados superiores a 400 nm 

em porcentagens inferiores a 1 %. 
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Figura 5.15 - Distribuição de raio hidrodinâmico dos agregados de nanopartículas 

suspensas em função das adições de (a) pshRNA e (b) pGFP. 
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As amostras de nanopartículas/plasmídeos (maghemita/pshRNA e 

maghemita/pGFP) após fracionadas por gradiente de campo magnético, tiveram seu 

sólido caracterizado por espectroscopia na região do infravermelho (Figura 5.16): 
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Figura 5.16 - Espectros de infravermelho das amostras NPpshRNA e NPpGFP. 
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Além das bandas características da maghemita/aminoácido, já discutidas na 

Figura 5.3, os espectros das amostras nanopartículas/plasmídeo apresentaram a banda 

em 2850 cm
-1

 referente ao estiramento C-H simétrico dos grupos CH2 do DNA 

plasmídico, bem como a banda em 1089 cm
-1

 característica do estiramento simétrico 

do grupo fosfato - PO4
- 
(ARAKAWA et al., 2011; THEOPHANIDES, 1981). 

 

5.9. Experimento de recobrimento das nanopartículas maghemita/L-

Lisina/pshRNA e maghemita/L-Lisina/pGFP com dextrana 

 

Assim como no recobrimento com dextrana da amostra NPDNA, houve o 

aumento do raio hidrodinâmico médio após adição da dextrana nas amostras 

NPpshRNA e NPpGFP, indicando que houve o recobrimento das nanopartículas. 

Ambas apresentaram um PDI superior ao da amostra NPLis1A, evidenciando que a 
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adsorção do plasmídeo e o recobrimento com dextrana T10 favorece a agregação das 

nanopartículas. 

 

Tabela 5.10 – Raio hidrodinâmico médio e Índice de Polidispersão das 

nanopartículas maghemita/L-Lisina/plasmídeo após recobrimento com dextrana T10. 

  

 

 

 

 

 Os sólidos NPpshRNAdex e NPpGFPdex isolados e lavados com água 

deionizada foram caracterizados por espectroscopia na região do infravermelho: 

 

Figura 5.17 - Espectros de infravermelho das amostras NPLis1ApGFPdex e 

NPLis1ApshRNAdex. 
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Além das bandas características das nanopartículas maghemita/L-Lisina, tais 

amostras apresentaram também as bandas referentes à dextrana, como em 1460 cm
-1

 

 Raio Hidrodinâmico 

(nm) 

Índice de Polidispersão  

(PDI) 

NPpshRNAdex 100 0,36 

NPpGFPdex 100 0,40 
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e 1340 cm
-1 

relativas à deformação C-H-OH e bandas em 1152 cm
-1 

e 1014 cm
-1 

referentes ao estiramento C-O do anel α-glicosídeo (SHEN et al., 2005; BAUTISTA 

et al., 2005), bem como a banda em 2850 cm
-1

 referente ao estiramento C-H 

simétrico dos grupos CH2 dos fragmentos de plasmídeo (ARAKAWA et al., 2011; 

THEOPHANIDES, 1981). Assim como nas amostras NPDNAdex, as bandas de 

dextrana se sobrepuseram à banda em 1089 cm
-1 

referente ao DNA plasmídico. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Nanopartículas de maghemita funcionalizada com os aminoácidos L-

Lisina/DL-Histidina foram obtidas através da coprecipitação de sais de ferro na 

presença do aminoácido, bem como através da posterior funcionalização das 

nanopartículas. 

As nanopartículas na suspensão coloidal apresentaram carga superficial 

positiva em pH fisiológico, o que garante estabilidade coloidal aos fluidos 

magnéticos obtidos e indica a possibilidade de serem utilizadas em aplicações 

biológicas in vivo e in vitro. 

O fluido magnético NPLis1A, utilizado para a adsorção de moléculas de 

DNA e plasmídeos codificadores de GFP e shRNA, foi eficiente para estabelecer 

interações eletrostáticas entre os grupos amina do aminoácido presente na superfície 

da nanopartícula e os grupos fosfato presentes nas moléculas de DNA cromossômico 

e plasmidial, podendo ser utilizado para carreamento de biomoléculas aniônicas. 

Estabeleceu-se interações entre a dextrana e as nanopartículas do fluido 

constituído de maghemita/aminoácido/plasmídeo, de forma a possibilitar posteriores 

estudos da plataforma maghemita/L-Lisina como carreadora de plasmídeos 

codificadores de shRNA para aplicações in vivo, já que a dextrana seria capaz de 

proteger essas moléculas sintéticas precursoras do mecanismo de RNA de 

interferência (RNAi) das nucleases presentes no soro humano e animal.  

A adsorção de plasmídeo e dextrana à superfície da nanopartícula gerou o 

aumento do raio hidrodinâmico médio das nanopartículas ao limite relatado na 

literatura para que ocorra a fagocitose nas células, bem como o aumento do índice de 

polidispersão.  
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7. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, outros estudos podem ser 

desenvolvidos: 

  Estudo de citotoxicidade do sistema maghemita/plasmídeo/dextrana 

 Aplicação in vitro das nanopartículas maghemita/pshRNA/dextrana para 

silenciamento de vírus da hepatite C em células hepáticas. 

 Estudo da expressão da proteína verde fluorescente (GFP) in vitro e in 

vivo. 

 Obtenção do sistema bifuncional de nanopartículas carreadoras dos dois 

tipos de plasmídeos estudados neste trabalho (pshRNA + pGFP). 
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