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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas a preparacao, a caracterizagédo e as implicacdes
de nanocompodsitos magnéticos para possiveis aplicacoes biomédicas. Os
materiais investigados, foram as nanoparticulas de magnetita (FesQO4), 0 iodo
comum (l2) e radioativo ('®'l). Sintetizou-se dois tipos de nanocomposito:
radioativos, compostos por nanoparticulas de magnetita pura e iodo radioativo
(FesO4 + 13'1); ndo radioativos, compostos por nanoparticulas de magnetita pura
e iodo comum (Fe3Os + I2). As amostras foram analisadas por difracdo de raios
X, microscopia eletrdnica de varredura, magnetometria de amostra vibrante,
espectroscopias Raman Confocal, ultra violeta/visivel, por energia dispersiva de
raios X, infravermelho com transformada de Fourier e pelo teste de viabilidade
celular MTT [brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2il]-2,5-difeniltetrazdlio]. Os estudos
de microscopia eletrbnica de varredura identificaram a presenca de iodo nas
nanoparticulas de magnetita, indicando a necessidade de lavagens para
minimizar a concentracao de iodo periférico. Os resultados da difragdo de raios
X mostraram que os picos encontrados correspondiam a magnetita (FesOa).
Medidas de magnetometria de amostra vibrante indicaram que as curvas de
magneticdo vs campo magnético, no nanocompésito (FesO4 + I2), obedece um
comportamento superparamagnético. Paralelamente, dentre as espectroscopias
usadas neste trabalho, somente a por energia dispersiva de raios X identificou a
presenca de iodo na superficie das nanoparticulas de magnetita (FesOa4). Por
conseguinte o teste de viabilidade celular MTT apontou maior citotoxicidade ao
iodo comum aplicado isoladamente e inobservancia de alta toxidade nos demais
nanocompositos, devido as baixas concentragées, no entanto dentre os
nanocompdsitos o iodo radioativo apresentou menor absorbancia em 72 h.
Considerando os resultados obtidos no decorrer da investigacdo, pode-se
afirmar que os materiais analisados, isoladamente ou formando
nanocompdsitos, possuem 6étimas propriedades para aplicacdo tecnoldgica,
sobretudo na obtencao de dispositivos multifuncionais aplicados a area
bioldgica.

Palavras chave: Nanoparticulas Magnéticas; Magnetita; lodo radioativo;

Biomedicina



ABSTRACT

In this work, the preparation, characterization and implications of magnetic
nanocomposites for possible biomedical applications were studied. The
investigated materials were magnetite nanoparticles (FesO4), common (l2) and
radioactive (''l) iodine. Two different types of nanocomposites were
synthesized: one radioactive, composed of pure magnetite nanoparticles and
radioactive iodine (FesOs+'3'l); and another nonradioactive, composed of pure
magnetite nanoparticles and common iodine (Fe3Os+l2). The samples were
analyzed by X-ray diffraction, scanning electron microscopy, vibrating sample
magnetometry, Raman Confocal spectroscopy, ultraviolet/visible light
spectroscopy, X-ray dispersive energy spectroscopy, Fourier transform infrared
spectroscopy and MTT cell viability test [bromide of 3- [4,5-dimethyl-thiazol-2il] -
2,5 diphenyltetrazolium]. Scanning electron microscopy studies have been
identified the presence of iodine together the magnetite nanoparticles, indicating
the need for more washes to minimize residual iodine. The results of the X-ray
diffraction showed that the found peaks correspond to magnetite (FesO4). The
vibration sample magnetometry measurements indicated that magnetization
curves vs magnetic field, in the (FesOs+l2) nanocomposite, obey a
superparamagnetic behavior. In parallel, among the spectroscopies used in this
work, only the X-ray dispersive energy identified the presence of iodine on the
surface of magnetite nanoparticles (FesOa4). In addition, the MTT cell viability test
showed higher cytotoxicity to the common iodine applied alone and non-
observance of high toxicity in the other nanocomposites, due to low
concentrations, however among the nanocomposites, that with the radioactive
iodine showed lower absorbance in 72 h. Considering the obtained results during
the investigation, it can be affirmed that the analyzed materials, alone or forming
nanocomposites, have excellent properties for technological applications, mainly

in the obtaining of multifunctional devices applied to the biological field.

Keywords: Magnetic nanoparticles; Magnetite; Radioactive iodine; Biomedicine.
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CAPITULO 1

1. INTRODUGAO

O numero de pessoas diagnosticada com cancer no mundo cresce
exponencialmente a cada ano. Segundo o Instituto Nacional do Céancer a
incidéncia da doenca cresceu 20% na ultima década, sendo 12,7 milhdes de
novos caso a cada ano e 8 milhdes de vitimas, sendo o primeiro lugar em causa
de dbitos em todo planeta [1]. Estima-se que este numero sera de 27 milhdes e
17 milhGes respectivamente em 2030, deste total 80% concentrados em paises
em desenvolvimento como o Brasil, que prevé até o final de 2016 um total de
596 mil casos. O custo mundial para diagnéstico e tratamento de cancer chegou
a U$ 2,0 trilhdes em 2015, o equivalente a 1,5 % do PIB mundial 1] 2.

Como mostra a Figura 1 no periodo de 2000 a 2014 os investimentos do
Governo Federal com a doenga aumentaram em 357% ao ano, passando de R$
500 milhdes para R$ 2,5 bilhdes, em 2014. E preocupante um cendario onde os
gastos com oncologia crescam significativamente mais que o PIB,
acompanhadas de um crescimento do niumero de mortes. Tal fato indica ser de
extrema importancia pesquisas e desenvolvimento de novas técnicas e
tratamentos da doenca para que haja maior eficacia e um maior custo beneficio

em relacdo aos métodos convencionais [2).

RS 2.500.000.000 [

RS 2.000.000,000

RS 1.500.000.000
RS 1.000.000.000
RS 500.000.000 i i

RS0

2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 |

| = CIRURGIA 61.31|76.70|97.33 | 114.2 | 126.7 | 140.3 | 143.0 | 158.9 1613 172.81173.11173.9|176.11402.1 | 419.0
|
|
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Figura 1: Evolugdo dos gastos publicos do Brasil com Oncologia entre 2000 e 2014 [2]
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Com intuito melhorar este patamar referente ao cancer mundial, os atuais
avangos tecnoldgicos na area de saulde, relacionados a novas técnicas e
equipamentos médicos, para tratamento de doencas e realizacdo de exames
com imagem de alta definicdo, vém transformando o modo de se diagnosticar
diversos tipos de enfermidades. Tais vantagens nao estao restritas a melhoria
da qualidade das imagens. Esta muito além disso, as recentes tecnologias
proporcionam exames nao invasivos, com maior segurancga, rapidez, precisao e
consequentemente mais confiaveis. Desta forma, proporcionam diagnédsticos
mais precoces, aumentando consideravelmente a possibilidade de cura [3].

Outro grande ramo da ciéncia, além dos ja mencionados, é a
nanotecnologia, principalmente no que tange as nanoparticulas magnéticas. A
utilizacado de diversos tipos de éxido de ferro para procedimentos diagndsticos
como ressonancia magnética nuclear (RMN), administracdo controlada de
farmacos e hipertermia magnética tem ganhado ampla aceitacdo em diversos
procedimentos médicos, embora as aplicagdes terapéuticas encontram-se sob
pesquisas. Tais técnicas exploram as principais vantagens dos éxidos de ferro:
sua alta biocompatibilidade em seres humanos e a possibilidade de ser
controlada por um campo magnético [4].

As técnicas envolvendo nanoparticulas magnéticas além de possuirem
varias vantagens terapéuticas podem causar um reflexo nos gastos de saude
publica. Ainda que em um primeiro momento o custo desses novos exames nao
seja competitivo comparado aos convencionais, eles representam uma
economia final. Com a definicdo mais adequada do diagnéstico e resultados
muito mais favoraveis, consequentemente havera diminuicdo no tempo de
internacdo acarretando inevitavelmente na diminuicdo de gastos publicos e/ou
privados, e aumentando a oferta de leitos para novos pacientes. Com essas e
outras vantagens, a disseminacao do uso dessas novas tecnologias inicia um
ciclo virtuoso que certamente resultard na democratizacao de exames de ponta,
com melhores resultados e, por conseguinte, estimulo ao desenvolvimento de
outras tecnologias. Obviamente, o impacto benéfico na saude publica, a médio
e longo prazos, esta no controle adequado de diversas doengas, incluindo o
cancer 3.

Neste sentido este trabalho de dissertacdo de natureza bibliografica e

experimental se estrutura da seguinte forma: No capitulo 1 realiza-se uma
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discussao introdutéria sobre o tema, englobando ideias genéricas e de reflexao
sobre o tema, dissertando sobre motivacao justificativa e objetivos do trabalho
servindo como meio norteador. O capitulo 2 versa sobre os principais conceitos
tedricos fundamentais, sobretudo de nanomateriais, aplicacées biologicas de
nanocompdsitos e radiacao ionizante, servindo como subsidio para o
entendimento das demais etapas da dissertagao.

As técnicas de caracterizagcdo e aplicacdo de nanoparticulas estao
elencadas nos Capitulos 3 e 4. Onde respectivamente, realiza-se um
embasamento tedrico sobre as principais técnicas e uma descri¢cao detalhada da
metodologia realizada. No Capitulo 5 sado apresentados os resultados e
discussdes obtidos experimentalmente obtidos através dos métodos abordados
nos Capitulos 3 e 4. E finalmente nas consideracdes finais sdo expostas as
conclusdes, com posse das informacdes adquiridas durante o referido trabalho.

1.1 JUSTIFICATIVA

O interesse na obtencao de novos materiais que aprimoram e melhorem
resultados de diagndsticos ou tratamentos de doencas, sobretudo carcinomas é
0 ponto central que justifica esta investigagdo. Dentro desta seara, utilizou-se
nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesOa) e iodo radioativo ('3'l) ou seja,
combinou-se duas caracteristicas principais, as nanoparticulas magnéticas e
elemento radioativo. Tal escolha se deve, as propriedades intrinsecas de cada
material. O primeiro possui inUmeras vantagens para aplicacdes bioldgicas,
dentre elas podem se destacar a biocompatibilidade, penetracdo em regiées nao
alcangadas por materiais de dimensdes superiores, possibilidade de ser
controlado por um campo magnético externo, entre outras. Ja o segundo
elemento, tem a caracteristica de emitir radiacao ionizante, que é aquela capaz
de interagir com atomos e moléculas, podendo inclusive destruir células
cancerigenas. Desta forma a unido destes dois elementos fornecem boas
perspectivas para o desenvolvimentos de novos materiais, técnicas e

dispositivos, aplicados ao diagndstico e tratamento de doencas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Gerais

Estudar o processo de sintese de nanoparticulas magnéticas com
propriedades biocompativeis e potencial aplicacao biolégica, no que concerne a
fixacdo do elemento quimico 3!l em sua superficie para formagdo de um
nanocompositos de FesO4 + 3!, bem como investigar sua caracteristica quimica
e estrutural obtida, através de difracdo de raios X, magnetometria, microscopia
eletrénica de varredura com sistema de energia dispersa e espectroscopias
Raman, de infravermelho e ultra violeta/visivel. Assim como Investigar a

influéncia de nanocompdsitos na taxa de crescimento celular humano, in vitro.

1.2.2 Especificos

» Investigar possiveis aplicacdes biolégicas para o nanocompdsito.

o Sintetizar em solucdo aquosa através de agitacdo mecanica, o
nanocomposito FesOa.

» Verificar a presenca do elemento Iz ligados a superficie da nanoparticula
de FesO4 através de difracdo de raios X e espectroscopias Raman, de
infravermelho, ultra violeta/visivel e de raios X por dispersao de energia.

» Conhecer a microestrutura do FesOa4 + |2 através da microscopia eletronica
de varredura.

e Obter o comportamento magnético do composto por magnetometria de
amostra vibrante.

« Investigar por meio da técnica MTT, a influéncia das nanopatrticulas de
FesOs4 e dos nanocompodsito FesOs + 3!l e Fe3O4 + |2 na taxa de

crescimento celular humano.

14



CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secao concentra informagdes de natureza bibliografica e subsidiaria,
onde serdo exposto conceitos técnicos e cientificos assim como demais termos

necessarios para a compreensao deste trabalho.

2.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é unido de ciéncia e tecnologia aplicada a manipulacao
artificial em dimensdes nanométricas de a&tomos e moléculas. Busca investigar
e desenvolver estruturas mais complexas e versateis com inimeras aplicagdes
praticas em varios campos da atividade humana [3].

Até pouco tempo, a ciéncia da nanotecnologia concentrava-se
especialmente na eletrénica, computadores, telecomunicacdes ou fabricacao de
materiais. Atualmente, a nanotecnologia biomédica, na qual os cientistas
desenvolvem particulas combinando materiais inorganicos e organicos, esta
assumindo a fronteira deste campo cientifico que avanga rapidamente s).

Segundo Schulz et al. (2013), sdo considerados nanomateriais 0s que sao
constituidos por particulas ou aglomerados delas com distribuicao de tamanho
que apresente uma fracdo consideravel de particulas com uma ou mais
dimensdes no intervalo entre 1 nandmetro (1 nm = 1 bilionésimo de metro) e 100
nm incluindo, portanto, ndo apenas particulas propriamente ditas, mas também
fios com didmetros nanométricos, peliculas com espessuras nessa escala ou
superficies com estruturas ou poros com essas dimensdes. Desse modo sao
nanomateriais tanto vidros coloridos devido a presenca de nanoparticulas de
cobre, produzidos ja na idade do bronze, até os modernos microprocessadores
deste século, que possuem estruturas em escala de poucas dezenas de
nanémetros compondo os ainda chamados microcircuitos [e].

Devido a suas dimensdes muito pequenas, os materiais nanoestruturados
sdo estruturalmente caracterizados por uma grande fracdo volumétrica de

contornos de graos ou interfaces, as quais podem alterar significantemente uma
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variedade de propriedades fisicas e quimicas quando comparados aos materiais
microestruturados (7).

De acordo com Bainbridge et al. (2003), outro aspecto importante da
nanotecnologia é sua multidisciplinaridade, sendo uma caracteristica marcante
sua estreita relacdo com a quimica, fisica, engenharia, biologia e medicina. A
Figura 2, exibe as possiveis conexdes das diversas areas do conhecimento,
convergentes a nanotecnologia, onde diferentes interconexdes ricas em
oportunidades e problemas cientificos, conduzem consequentemente a geracao
de novas tecnologias 8. Tal Convergéncia se traduz nas multiplas formas nas
quais as nanotecnologias se combinarédo, no futuro, com outras tecnologias, e

que refletirdo sua genuina natureza interdisciplinar [9].

Bioinformaética
Protedmica
Gendmica

BIOTECNOLOGIA TEC. DA INFORMAGAO

MEDICINA|
BIOLOGIA

Sequenciamento
Biosensores

Biochips

Hipertermia Nanosensores

Marcacdo Tumoral

Nanodispositivos

Liberagdo Controlada Nanoeletrénicos

NANOTECNOLOGIA

CIENCIAS DOS MATERIAIS
QUIMICA
FiSICA

ENGENHARIA

Figura 2: Interconecgbes entre ciéncias e tecnologias convergentes a nanotecnologia (adaptada da
referéncia) [8].

Outra caracteristica intrinseca dos nanomateriais, € sua diferenciacéo
significativa em relacdo a outros materiais, principalmente por dois fatores

essenciais:

* Aumento da area superficial.

» Presencga de efeitos quanticos.

O primeiro diz respeito a imensa éarea externa que compdes as
nanoparticulas, tal caracteristica possibilita maior contato entre o farmaco e a
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superficie de determinado tecido, permitindo um grande aumento da atividade
de absorcao. O segundo fator se relaciona principalmente a capacidade de
nanoparticulas em possuirem caracteristicas superparamagnéticas. O que
permite ser magnetizadas quanto sofrem a acdo de um campo magnético
externo, porém, quando cessado o campo magnético, a particula ndo permanece
magnetizada.

Sendo assim, podem ter propriedades como, reatividade, caracteristicas
elétricas e comportamentos in vivo modificados, dentre outras caracteristicas,
que tornam os nanomateriais fundamentais para o desenvolvimento de novas

tecnologias [10].

2.1.1 Nanoparticulas Magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sao estruturas da ordem de
nanGmetros que possuem caracteristicas intrinsecas, relacionadas ao tamanho,
morfologia e estrutura cristalina. As caracteristicas fundamentais que as tornam
potencialmente importantes em inumeras aplicagdes tecnoldgicas sao: a
formagé&o de monodominios magnéticos; a existéncia de grande area superficial
em relacdo ao volume; e a possibilidade de recobri-las com diversos ligantes
especificos. Outra caracteristica notavel, &€ sua capacidade de apresentar
superparamagnetismo quando seus tamanhos geralmente estdo entre 1 e
100nm [11]. O magnetismo existente nas (NPMs) existe mesmo quando ausente
um campo magnético externo. Tal caracteristica nao € visivel em todas (NPMs),
pois é resultado da alta susceptibilidade magnética e a auséncia de histerese
nesses materiais [12].

Em meio a inmeras estruturas de (NPMs), as formadas a partir de 6xido
de ferro, mais precisamente a magnetita (Fes Os4) e a maghemita (y- Fe2 O3) vem
se destacando em aplicagbes biomédicas. A magnetita € o principal minério
empregado para obtencdo do ferro, sua magnetizacdo é observada quando
submetida a presenca de um campo magnético externo, desaparecendo quando
o campo for retirado. Tal efeito é reflexo da orientacdo magnética dos atomos
individuais ndo ser conservada [13].

Na ultima década, nanoestruturas magnéticas de éxido de ferro, atrairam

intenso interesse cientifico e tecnoldgico por possuirem vasta aplicacao na area
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da saude, sobretudo pela possibilidade de manipulacao quimica, a partir de
algumas propriedades, como composigao, tamanho, formato e comportamento
magnético em nivel atdmico. Tais caracteristicas, as tornaram um ramo de
pesquisa amplo e promissor, tornando possivel o surgimento de inuUmeras
pesquisas relacionadas e correlacionadas, principalmente na area de
biotecnologia e fisica médica [14].

A primeira vantagem do uso das NPMs para aplicacdes biomédicas,
relaciona-se a possibilidade de controlar o tamanho destas estruturas, desde
poucos nanbmetros até centenas de nanOmetros, 0 que torna possivel sua
penetragdo em regides de dimensdes menores que as células ou em tamanhos
comparaveis a virus, proteinas ou genes. Desta forma, nanoparticulas séao
capazes de interagir com a entidade biolégica de interesse, inclusive em érgao
e tecidos do corpo humano [is).

A segunda vantagem, sua caracteristica magnética, permite que sejam
capazes de responder a um gradiente externo de campo magnético, ou seja,
podem ser guiadas através deste campo. Como os tecidos humanos apresentam
penetrabilidade ao campo magnético, estas NPs podem ser transportadas a
regides de interesse, como células cancerosas, e apresentar acao especifica

naquele local [15).

2.1.2 Nanoparticulas de Magnetita

A magnetita (FesO4) € um 6xido magnético de ferro natural formado por
ions Fe*? e Fe*3. Possui magnetizacdo espontanea em temperatura ambiente,
sendo o mineral mais comum e com mais intensa magnetizacao, encontrado em
pequenas quantidades em quase todas as rochas [1e].

As nanoparticulas de magnetita tem sido amplamente estudada para
diversas aplicagdes, por possuirem varias caracteristicas vantajosas.
Corroborando com essa ideia, Hannickel (2001) afirma que: “Todo este interesse
se da porque primeiro, elas podem apresentar tamanhos que as colocam em
dimensdes comparaveis as dos virus (20-50 nm), proteinas (5-50 nm) ou genes
(2 nm de espessura e 10-100 nm de comprimento). Segundo, por serem
magnéticas, as nanoparticulas podem ser facilmente magnetizadas e

concentradas em um local especifico quando aplicado um campo magnético
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externo. Quando este campo € removido elas sao redispersas. Terceiro, as
nanoparticulas apresentam uma grande superficie de contato, que pode ser
modificada para aplicagdes especificas, como recobri-la com determinados
agentes bioldgicos” 17).

Outro aspecto importante da magnetita, é sua alta biocompatibilidade em
seres humanos associado a um alto nivel de acumulagao em regides do corpo.
O que torna possivel sua administragdo em humanos, sem que ocorra

citotoxicidade consideravel [17).

2.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DE CANCER

2.2.1 Liberacdo Controlada de Farmacos

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores de drogas vem
ganhando consideravel atencdo nas ultimas décadas, sobretudo porque a
utilizacdo da maioria dos farmacos € limitada pela impossibilidade do aumento
de dosagem. Limitagdes principalmente relacionadas a utilizagdo de drogas em
altas concentragdes, o que levou pesquisadores a aplicarem esforgos, no sentido
de desenvolver sistemas capazes de transportar farmacos de maneira
controlada. Tais esforgos se justificam, pois sistemas de liberagdo controlada de
farmacos oferecem varias vantagens quando comparadas aos sistemas
convencionais de administracao de farmacos [1g[19]. Sistemas de administracao
convencionais, como pilulas, proporcionam uma elevada concentracao da droga
instantes apds sua administracdo, atingem um pico maximo de dosagem no
sangue e posteriormente diminuem, em relacao ao tempo de acao do farmaco.

Dentre as vantagens da liberacéao controlada, tem-se [20):

» Liberagao progressiva e controlada do farmaco, a partir da degradagao da
matriz;

» Administragdo segura com auséncia de reagdes inflamatorias locais e um
menor numero de doses;

« Baixa toxidade e maior tempo de permanéncia do farmaco na corrente
sanguinea;

» Diminuicao dos efeitos nocivos devido a maior precisdo da localizagao do

farmaco no organismo;
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» Substancias hidrofilicas e lipofilicas podem ser incorporadas

A técnica de liberacao controlada proporciona uma liberacdo constante,
durante aproximadamente todo o periodo de acdo da droga, a qual é
administrada em doses terapéuticas durante a maior faixa de tempo. A Figura 3
traz uma comparacgao entre 0 método convencional e a liberagéo controlada. No
primeiro ha grande oscilagcao dos niveis de farmaco no sangue acarretando altos
picos da droga, enquanto o segundo, mantém a concentracao do medicamento
no sangue na faixa segura, tornando-o menos agressivo se comparado ao

tratamento convencional [20] [21].

Nivel toxico
+
8 ________
k= 4
§, Nivel efetivo
]
a v
@ ______
2 B
Nivel sub-terapéutico
v
+ + 1+ 7 _
A A2 A3 Ad Tempo (dia)

Figura 3: Representagdo dos picos de concentragdo de um farmaco em relagdo ao tempo. Sendo, a)
liberagdo convencional e b) liberagdo controlada. Onde A é a dose administrada (adaptada) [21].

Em um sistema de liberagdo Controlado (SLC), o farmaco é ligado a um
carreador, responsavel por minimizar os efeitos quimicos e fisicos que limitam
0s resultados esperados, provenientes da administracdo de determinado
composto. Neste trabalho, em especifico, foram utilizadas como transportadores
nanoparticulas magnéticas (NPMs) de Magnetita (FesO4). A vantagem de se
utilizar tais compdsitos remonta principalmente no fato de nanoparticulas
magnéticas, proporcionarem elevada incorporacdo de farmacos em sua
superficie, além de possuirem facilidade para marcagcao de tecidos ou 6rgaos
desejados, através de um campo magnético externo. Tais caracteristicas sao
possiveis, pois nanocompoésitos, que combinam acdo de farmacos e

nanoparticulas magnéticas constituem um material multifuncional, com diversas
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aplicacoes bioldgicas, entre elas, a liberacdo controlada de drogas em locais
especificos do corpo humano 4] [1s].

2.2.2 Marcacao Tumoral

A marcacao magnética de células tumorais pela administracdo de NPM,
funciona como elemento de contraste para exames de imaginologia, através da
obtencao de informacdes graficas mais nitidas e precisas, contribuindo para o
diagnéstico médico adequado e paralelamente tornando a técnica uma porta de
entrada para inumeras possibilidades na area biomédica.

O método consiste em administrar ao paciente um composto a base de
NPMs, que possuem em sua superficie um elemento de contraste, que sera
carregado até o local de interesse, seja por um campo magnético externo ou por
determinada caracteristica biol6gica especifica. No primeiro caso as
nanoparticulas possuem mobilidade devido ao campo magnético aplicado,
podendo concentrar-se em uma regidao, como 0 caso de um ima posicionado
sobre a glandula tireoide, que através de seu campo magnético concentraria o
nanocompdsito. J& o segundo, a marcacao de uma regiao especifica ocorre
devido a acao natural do préprio corpo. No caso da tireoide seria possivel sua
marcacao se as NPMs carregassem lodo (l2) em sua superficie, visto que uma
das caracteristicas principais da glandula é a absorcéo natural deste elemento.

Nesse sentido a marcacao de regides utilizando NPMs pode ser realizada
de trés modos [22]:

» administracao intravenosa de NPM e sua posterior captagéo pela célula-
alvo;

» administracao direta das NPMs no tecido;

e administracdo de células marcadas in vitro que possuem afinidade por
tecidos tumorais.

Dentre os métodos a administracédo intravenosa € o que apresenta mais
eficiéncia na liberacdo dos agentes de contraste para marcacao de érgaos e
tecidos. Isto ocorre, devido a uma caracteristicas de células vitais em receberem

suprimentos principalmente por meio da circulacao sanguinea 4.
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2.2.3 Hipertermia Magnética

A hipertermia magnética é conceituada como a elevagao da temperatura local
das nanoparticulas, devido a interacao de seus momentos magnéticos com campo
magnético externo alternado de frequéncia e amplitude especificas [231. Em geral a
técnica mais utilizada para aplicacbes médicas é a hipertermia moderada, que
refere-se a aumentos de temperatura no intervalo de 42-45 °C, enquanto a outra
técnica denominada ablagao diz respeito a aumentos maiores que 50 °C. A
hipertermia moderada pode ser utilizado no tratamento de cancer, ja que células
cancerosas geralmente perecem em torno de 43 °C, devido ao fato de sua fonte
de oxigénio via vasos sanguineos ficar insuficiente, enquanto células normais
nao sao danificadas na mesma faixa de temperatura (4.

Nesse sentido, a técnica pode ampliar a eficiéncia de tratamentos
convencionais, como a quimioterapia e a radioterapia por meio de efeitos
sinergéticos, que sado aqueles de decorrem da agdo cooperativa de agentes
sobre o organismo, tornando o efeito conjunto maior que a soma dos efeitos de

cada um dos agentes aplicados isoladamente [4] [24].

2.3 RADIACAO IONIZANTE E NAO IONIZANTE

Em sentido amplo, a radiacao é qualquer dos processos fisicos de emissao
e propagacao de energia, seja por intermédio de fendmenos ondulatérios como
as radiagdes eletromagnéticas, ou por meio de particulas dotadas de energia
cinética como a radiacao corpuscular [26). Pode ser ionizante ou ndo, a primeira
ocorre quando a energia é superior a energia de ligacao dos elétrons de um
atomo com o seu nucleo, ou seja, é a radiacdo cuja energia € suficiente para
arrancar elétrons dos orbitais de um atomo [271. Tais ligacoes eletrdnicas dos
elétrons ao atomo € provocada por forcas elétricas de diferentes valores que
dependem de sua localizacdo. Quando a ligagao é proxima do nicleo, maior é a
forca de atracdo entre o elétron e o0 nucleo, positivamente carregado [2s. A
radiacao ionizante pode arrancar qualquer elétron de um atomo se tiver energia
maior que o de ligacdo dele ao atomo. Nesse processo chamado ionizacéo,
forma-se o par ion negativo e ion positivo que respectivamente se refere ao

elétron ejetado e o atomo que perdeu um elétron 28. Com relagdo a segunda
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classifica-se como tal, toda aquela radiacdo que nao possui poder de ionizacao,
mas detém a capacidade de quebrar moléculas ou até mesmo ligagbes quimicas.

Radiacdes existem no Planeta Terra desde a sua origem, sendo, portanto
um fendmeno natural. Com relacdo as ionizantes, inicialmente, as taxas de
exposicao a estas radiacoes eram certamente incompativeis com a vida, porem
com o passar do tempo, os atomos, instaveis, foram evoluindo para
configuragdes cada vez mais estaveis, com oito elementos em sua camada de
valéncia, através da liberacdo do excesso de energia armazenada nos seus
nucleos. Na natureza este tipo de instabilidade é rapidamente eliminada pela
combinacao com outro atomo complementar ou por uma estrutura molecular que

lhe ceda o elétron necessério a sua estabiliza¢ao [29).

2.3.1 Radiagao Eletromagnética

Ao transporte de energia através do espaco devido a combinacdo de um
campo elétrico e magnético, constitui o fenbmeno denominado de radiacao
eletromagnética. Sao elas que compdem o espectro eletromagnético (Figura 4),
sao constituidas da propagacao de campos elétricos e campos magnéticos com
velocidade constante no vacuo (3x108 m/s). Elas sao classificadas em luz visivel,
ondas de radio e televisao, ondas infravermelho, os raios X e as radiagdes gama,
dependendo do comprimento de onda e da frequéncia de oscilagao [30] [31].
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Figura 4: Espectro eletromagnético completo, representa toda faixa de frequéncia e comprimento de onda
da radiacao eletromagnética presente na natureza (adaptada) [65].
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Do ponto de vista energético as radiagdes eletromagnética, podem ser
classificadas, em ionizante e ndo ionizante. As ionizantes que sao de interesse
deste trabalho, sdo aquelas que possuem energia superior a 12,4 eV, o suficiente
para arrancar elétrons dos atomos e por consequéncia quebrar as ligacoes
quimicas e causar a perda de elétrons, tornando os atomos eletricamente
carregados e instaveis, causando ionizacdo. Em todo espectro apenas os raios
X e raios gama sao classificados como radiacéo eletromagnética ionizante [32].
No mesmo sentido, as ndo ionizantes sdo caracterizadas por ndo apresentarem
energia suficiente para arrancar elétrons dos atomos no meio pelo qual se
deslocam, mas podem alterar a energia dos elétrons, provocando excitacdes nos
atomos que por consequéncia poderao gerar novas ligacées quimicas.

Ondas eletromagnéticas como a luz visivel, a radiofreqiiéncia, o calor e as
ondas de radio sdo formas comuns de radiacées ndo ionizantes. Ha uma
polémica quanto a faixa do espectro compreendida pela radiacado ultravioleta
(UV) ser considerada ionizante ou ndo. De acordo com Okuno et al. (2013),
radiacao ultravioleta para fins de fotobiologia é considerada nao ionizante por
nao possuir energia suficiente para arrancar elétron dos principais atomos que
constituem o corpo humano como hidrogénio, oxigénio, carbono e nitrogénio.
Além disso, seu poder de penetracao no corpo humano é extremamente baixo

[28].
2.3.1.1 Raios-X

Os raios X foram descobertos em 8 de novembro de 1895 por Wilhelm
Conrad Réentgen, quando professor de fisica de julius-Maximillian University em
Wurzburg (Alemanha) 25. Em 28 de dezembro de 1895, seu trabalho "Uber eine
neue Art von Strahlen” ("Sobre uma nova espécie de raios"), foi submetido para
publicacéo e descreve de forma sucinta e objetiva a sua descoberta [33].

Rdéentgen, ao realizar experiéncias com descargas elétricas em tubos com
gases a baixa pressao, identificou certa luminescéncia em uma peca contendo
platinocianeto de béario que estava situada a uma determinada distancia do tubo.
Essa radiagdo desconhecida, mas de existéncia comprovada, foi denominada
raios X. A primeira evidéncia que a radiacao poderia ter aplicacbes médicas
surgiu quando Réentgen exp6s a mao de sua esposa, Anna Bertha Ludwing, aos
raios X, sendo possivel observar que a absorcdo de raios X depende da
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densidade do tecido. Enquanto o osso a absorve particularmente bem, tecidos
moles tais como fibra muscular, 0s quais possuem uma densidade mais baixa
gue o 0ss0, absorvem menos raios X [4].

Os raios X possuem a mesma natureza eletromagnética da radiagao,
diferindo somente na origem, ja que os raios gama sao de origem nuclear,
enquanto os raios X sado produzidos na eletrosfera. Podem ser definidos como
radiacao eletromagnética emitida por particulas carregadas quando mudam de
nivel de energia atémica (raios X caracteristicos) ou na desaceleracao, devido a
interagado coulombiana com nucleos de numero atémico elevado ou com outros

elétrons da eletrosfera (raios X de freamento ou de bremsstrahlung) (34).

2.3.1.2 Raios Gama

Radiacdao gama é emitida por nucleos de atomos de elementos radioativos
naturais ou artificiais. Sendo uma radiacdo de natureza eletromagnética
altamente energética (10* eV até 10" eV) e com comprimento de onda
extremamente baixo (menor que 1 A), o que |lhe confere elevado poder de
penetracao 35. Os raios gama surgem, a partir de nucleos atbmicos em estado
excitado, apds protons ou néutrons mudarem de um nivel de maior energia para
um de menor energia [3s].

Devido a sua caracteristica altamente penetrante a radiacdo gama é
largamente utilizada em aplicacbes médicas de radioterapia, principalmente no
tratamento de cancer e aplicagdes industriais, como na esterilizacdo de
equipamentos medicos, alimentos e até em scanners, para identificagdo do

interior de veiculos e contentores.

2.3.2 Radiagao Corpuscular

E denominada radiagdo corpuscular, aquela que provem da dissociagao de
nucleos instaveis, ocorrendo transferéncia de energia de um ponto a outro,
através de particulas subatbmicas com energia cinética. Elétrons, néutrons e
prétons ejetados de atomos ou nucleos atdmicos sdo exemplos de radiagao

corpuscular. Podem ser do tipo alfa (a) ou beta (B), sendo tal classificacao obtida
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através de informagdes como: carga, massa de repouso e velocidade das

particulas.

2.3.2.1 Particula Alfa (a)

A emissao de radiacdo alfa, ou particula alfa, decorre do processo de
estabilizacdo de um nucleo com excesso de energia. Isso acontece, através da
emissdo de um grupo de particulas (nucleos de He), constituidas por dois
prétons e dois néutrons, e da energia cinética a elas associada, emitida por
nucleos instaveis de elevada massa atémica [36] [37].

Dentre as particulas, a alfa possui 0 menor poder de penetracéo e alta taxa
de ionizacdo. Geralmente sdo emitidas com velocidade de aproximadamente
0,05¢ sendo inofensivas em exposicdes externas, pois nao conseguem
atravessar as primeiras camadas na pele humana. No entanto por ser altamente
ionizante, se ingerida, pode causar sérios danos em regides do corpo,
principalmente na mucosa que protege os sistemas respiratério e gastrintestinal

e nas células dos tecidos adjacentes [3s].

2.3.2.2 Particula Beta (B)

A emissao de radiagdo beta é um processo de estabilizacdo comum em
nucleos de massa reduzida ou intermediaria, que possuem excesso de néutrons
ou de protons em relacao a estrutura estavel correspondente. Esta radiacao
ocorre na forma de particulas beta (B) e resulta de particulas emitidas por um
ndcleo a uma velocidade aproximada de 0,95c, quando da transformacao de
néutrons em prétons (particulas beta) ou de proétons em néutrons (pdsitrons) 3]

137].
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Figura 5: Representagao da emissao beta, na forma 3* e 3-, resultado da converséo de prétons em néutrons
e néutrons em protons, respectivamente [37].

Em outras palavras, conforme ilustra a Figura 5, podem haver dois tipos de
decaimento beta; B* e B~. A primeira, também chamada de pésitron, resulta do
excesso de prétons, que convertem-se em néutrons. A segunda, chamada
propriamente de particula beta, é resultado da conversdo de néutrons em
prétons.

Sabe-se também que o poder de penetragdo da radiacado beta, assim como
de outras formas de radiacdo ionizante, dependem de sua energia. Sua
penetragcdo €& superior a da particula alfa, porem sua ionizagdo € menor.
Ademais, ainda é considerada de baixa penetracdo, podendo facilmente ser
detida por uma folha de aluminio.

Para o tecido humano, consegue atravessar espessuras de alguns
milimetros, podendo ser usada em procedimentos médicos, como em
tratamentos na superficie da pele [3s].

2.3.3 Interacdo da Radiagao com a Matéria

Quando a radiacao eletromagnética interage com a matéria, de maneira
geral podem ocorrer trés tipos de fendbmenos: excitacao, ionizacdo, ativacao e
radiacao de freamento

A excitacao de um elétron ocorre quando a radiagdao promove este elétron
para um nivel de energia mais elevado, ou seja, transfere o elétron de uma
camada eletrbnica mais interna para uma camada eletrénica mais externa. O
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elétron continua ligado ao atomo porem nao ha producao de ions, diferente da
ionizacao que é resultado da remocao de a0 menos um elétron do atomo ou
molécula, deixando-o com excesso de protons e consequentemente carregado
positivamente, resultando na criacdo de um par de ions composto de um elétron
negativo e um atomo ou molécula com carga positiva [27). Ja a ativagado, ocorre
quando existe interacao da radiacdo com energia superior a energia de ligacao
dos nucleos de um material, provocando reagcbes nucleares e

consequentemente resultando num nucleo residual e emissao de radiacao.

2.4 10DO RADIOATIVO (™31l)

O iodo radioativo ou radioiodo é um isétopo, ou seja, um atomo de iodo cujo
nacleo tem o mesmo numero atébmico que o iodo elementar, mas numero
diferente de néutrons e consequentemente massa diferente (zs. E um elemento
largamente utilizado em procedimentos de Medicina Nuclear ha mais de seis
décadas, sendo um método conveniente, seguro e efetivo para detectagéao e
tratamento das doencas da tireoide [39] j40].

As propriedades quimicas do '3'l em relagdo ao lodo estavel sdo idénticas,
desta forma, embora o iodo instavel emita radiacao ionizante as células do corpo
humano sao incapazes de detectar a diferenca entre os dois tipos, 0 que torna o
sistema de captacdo e metabolismo intracelular capaz de absorve-los [4q).

Dentre os is6topos, o '3'l possui meia vida fisica de aproximadamente 8,02
dias. Isso significa que, decorridos 8,02 dias, a atividade do elemento sera
reduzida a metade. Passados mais 8,02 dias, diminuira a metade desse valor,
ou seja, 1/4 (25%) da atividade inicial e assim sucessivamente. Emite radiacao
corpuscular e eletromagnética, respectivamente na forma de particulas beta com
energia Emaxima= 606,3 KeV e Emedia= 0,20 MeV e radiacdo gama com energia de
Emaxima= 364,5 KeV. Tais emissbes nesta faixa especifica de energia se tornam
ideias para o tratamento como a iodoterapia (40 [38].

As doses do '3'| utilizadas para tratamentos terapéuticos sdo comumente
administradas pela via oral, na forma liquida ou em capsulas, sendo rapidamente
absorvido pela glandula tireoide, onde sao incorporados e concentrados nos
foliculos de armazenamento. Ap6s a administragdo do '3'l a atividade captada

pela tireoide pode variar em diferentes pacientes em raz&o de alguns fatores
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como: massa do tecido, grau de captacado, distribuicdo da radioatividade e
radiossencibilidade das células [a1].

Entre as vantagens do '3'l, podemos destacar: alta eficacia, baixo custo e
auséncia de dor no paciente [42].

Por outro lado, o 'l induz consideravel aumento da frequéncia de
microndcleos em glébulos brancos do tipo linfécito do sangue periférico em
pacientes que receberam o radiofarmaco [431. Além disso, ap6s a administragao
do "', pode haver formacdo de fatores clastogénicos' por um periodo de
aproximadamente dois meses. De acordo com outro estudo, foi observado acéo
mutagénica pela administracdo de 10uCi de '3'l como também formacédo de

micronucleos em células HTC (Hepatocarcinoma) [44].

 Fatores de risco para o desenvolvimento de efeitos tardios da irradiacao.
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CAPITULO 3
3. METODOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo, apresentamos um resumo das principais técnicas
experimentais, utilizadas na sintese, caracterizacdo e aplicacéo biolégica dos

nanocompdsitos, Fe304 + 3!l e Fe3O4 + 2.

3.1 OBTENGCAO IODO NA FORMA LiQUIDA

Em temperatura ambiente o iodo encontra-se em seu estado sélido, sendo
pouco soluvel em agua (0,001mol/L). Para obter solugdes em concentracoes
analiticas uteis, o iodo (l2) € comumente dissolvido em solu¢des moderadamente
concentradas de iodeto de potassio (KI). Como mostra a Reacdo 1, isso é
possivel devido a formacao do triodeto (l3"), através da adicdo do iodeto de
potassio (KI), tornando o lodo (I2) razoavelmente soluvel em agua (4s).

g+ = I3 (1)

3.2 MAGNETOMETRIA DE AMOSTRA VIBRANTE (VSM)

Um dos principais método que possibilitam medir a magnetizacdo de uma
amostra, é o magnetémetro de amostra vibrante. Desenvolvido por S. Foner em
1955, o VSM proporciona boa performance, baixo custo e simplicidade de
funcionamento [47].

Na Figura 6, estdo representados o0s componentes principais de um
magnetémetro, onde a amostra é presa a extremidade de uma haste rigida,
posicionada entre boninas captadoras, sendo a outra extremidade presa a um
alto falante que vibra com frequéncia f. Através da vibragdo, com frequéncia de
aproximadamente 45 Hz ocorre a variacao do fluxo magnético em relagéo ao

tempo.
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Figura 6: Diagrama do magnetémetro de amostra vibrante (VSM) [48].

Desta forma a amostra produz um campo magnético induzido, e
consequentemente, uma tensao alternada induzida nas bobinas captadoras, que

€ dada por:

E = 6GA2nfcos(2rft) (2)

Em que:

E = tensdo induzida pela amostra;
0 = magnetizagdo da amostra;
G = funcao da geometria das bobinas de deteccéo;

A = amplitude de vibragao;
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Através do campo induzido obtém-se a magnetizagdo da amostra para

cada valor de campo aplicado [4s.

3.3 ESPECTROSCOPIA NO ULTRA VIOLETA E VISIVEL

A espectroscopia na regidao do UV-vis € um método largamente utilizado
em determinagdes analiticas, possuindo ampla aplicacéo na caracterizagcao de
diversas propriedades de inimeras espécies organicas e inorganicas, sendo
possivel por exemplo, a identificacdo dos grupos funcionais em uma molécula.

A absorg¢ao ou transmissao de radiacao eletromagnética na regido visivel
e ultravioleta, esta principalmente relacionada, com a quantidade e arranjo dos
elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Como consequéncia, o pico de
absorcao pode ser correlacionado com o tipo de ligagdo que existe na espécie

estudada [49.

Fontes de

Radiac — Monocromador — Compartimento/Amostra
adiacao

Dispositivo de .
<«—— Sistema detector

processamento de dados

Figura 7: Representacao dos principais componentes de um espectrofotémetro (adaptada) [49].

Conforme ilustra a Figura 7, a técnica consiste, em fazer incidir sobre
uma amostra, certa intensidade de radiacado eletromagnética na faixa UV-Vis,
que € respectivamente, detectada por um dispositivo, e processado por um
computador. Quando a radiagdo incide na amostra, parte é absorvida e o
restante transmitida, sendo que a quantidade de luz transmitida pode ser
expressa em transmitancias e/ou absorbéancia. Estabelecendo uma relagao entre
a radiacao incidente (lp) e a radiacdo transmitida (/), é possivel obter a

transmitancia, conforme a Equacao 3.
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d 3)

A partir da eq. 3, é possivel obter a absorbancia:

A= Log (170) (4)

No mesmo sentido, a lei de Lambert-Beer, estabelece que, “a fracéo de Iuz
absorvida por cada camada da amostra é a mesma”. Desta forma €& possivel

escrever uma expressao mais adequada para a absorbancia j49).

A = Log (17") =¢cl (Leide Lambert-Beer) (5)

Em que:

A= absorbéancia
€= absorvidade molecular ou coeficiente de extingéo
c= concentracdo do material absorvedor

I= espessura da amostra da amostra através da qual a luz passa.

3.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Quando uma onda eletromagnética atinge a superficie de um material,
parte da energia é absorvida na forma de calor pelo material e a outra fracao da
energia é retransmitida na forma de luz espalhada. A luz emergente apresenta
em seu bojo, uma pequena parcela, composta de frequéncias diferentes daquela
incidente. O nome dado a este processo de espalhamento da luz, com
frequéncias diferente daquela incidente é denominado espalhamento Raman [so).
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Figura 8: Um feixe monocromatico de laser, € utilizado para iluminar uma area de até 2um de um material,
que ao incidir é espalhado em todas diregbes. Onde a objetiva do microscdpio serve tanto para focalizar o
laser, quanto para coletar a radiagcdo incidente no material (adaptada) [51].

Conforme mostra a Figura 8, a técnica consiste em fazer incidir uma fonte
monocromatica de luz a qual, ao atingir um material, € por ele espalhada com
frequéncia igual ou diferente da incidente. Sendo de interesse para a técnica
apenas a segunda, que fornecera, a partir da diferenga de energia, informacoes
importantes acerca da composicdao quimica do material. A diferenca de
frequéncia a qual é observada, corresponde a energia de vibracdo dos atomos,
na area do material em que a radiacao incide. Tal frequéncia de vibracao permite
identificar principalmente, como os atomos estdo ligados, qual a geometria
molecular, como as espécies quimicas presentes interagem entre si e com o

ambiente, entre outras informagdes [51].

3.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO COM
TRASFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectrocopia de absorgdo no infra vermelho com transformada de
Fourier (FTIR — Fourier trasform infrared) € uma importante técnica no estudo
das vibragdes de atomos ou moléculas, quando estes recebem uma radiacao.
Em outras palavras, é utilizada para identificacdo de unidades estruturais

encontradas nas substancias, com base nas freqiiéncias vibracionais de suas

34



moléculas. O espectro de vibracdo no FTIR é constituido, em geral, por bandas,
decorrentes da absorcao da radiacao eletromagnética; que resulta do movimento
vibracional aleat6rio, dos atomos que constituem uma molécula. Tal espectro é
gerado apO6s a conversdo, via transformada de Fourier, das multiplas
combinacoes de frequéncias possiveis. No caso dos sdlidos; existe grande
nuamero de bandas, sendo que cada uma, corresponde a determinada vibracao

especifica de um composto [52] [53].

Interferdmetro
Espelho fixo
—
Espelho Mével
— ||

Divisor de fgixe Feixe incidente

i

—_— | > Fonte
- Feixe Transmitido
L Computador
N
A
Amostra
Conversor
l .
Detector »| Amplificador

Figura 9: llustracdo esquematica de um interferémetro de Michelson e os demais componentes
do espectrofotémetro (adaptada) [54].

Conforme ilustra a Figura 9, neste equipamento, uma fonte de radiacéo
policromética incide em um limitador de feixe, transmitindo radiacdo
policromatica proveniente de uma fonte, incide em um divisor de feixe que
transmite metade da radiacao e reflete a outra metade. Parte dos feixes incidem
em um espelho fixo e outra parte em um espelho mével, ambos sao refletidos de
volta ao divisor de feixes onde se encontram formando padrées de interferéncia.
Simultaneamente o feixe atravessa a amostra e incide no detector dando origem
a um interferograma analégico, que é detectado e convertido em dados por um

computador [54].
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O espectrobmetro € um equipamento vantajoso, pois permite elevada
sensibilidade, resolucao e rapidez de registo. Todavia, para que uma molécula
apresente resultados de absorcdo infravermelho, deve possuir variagcdo do
momento dipolar durante a vibragcdo, o que inviabiliza a analise de algumas
moléculas como, as diatbmicas apolares, por exemplo, o lodo (l2), que nao

apresenta espectro vibracional na regido do infravermelho ss).

3.6 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A difratometria de raios X € uma importante técnica nao destrutiva e
extremamente versatil, largamente utilizada na anélise de estruturas
cristalogréficas de materiais naturais e sintéticos. Fornece informagdes, como:
tamanho, simetria, orientagdo dentre outras, encontrando aplicagdes em
diversos campos do conhecimento [se].

Uma estrutura cristalina consiste em determinada distribuicdo regular e
tridimensional de atomos, organizados de modo a formar uma série de planos
paralelos separados entre si por uma distancia d, que varia em relacao a
caracteristica do material. Sendo cada uma com seus proprios espagcamentos d
especificos [s6].

A difracdo de raios X acontece quando uma frente de ondas incide atravées
de fendas com separacao comparadas ao comprimento de onda A da radiacao
que nela atravessam. Deste modo a técnica de DRX baseia-se na interagao da
radiacao eletromagnética de comprimento de onda A (=0,1 nm) com planos de
atomos do sélido cristalino [57).

Como mostra a Figura 10, através da incidéncia de um feixe de raios X
monocromatico de determinado comprimento de onda, sobre um material
cristalino com os atomos arranjados em um conjunto de planos paralelos A, B,
C, D, separados por uma distancia d, é possivel que ocorra a difragdo de raios
X. Todavia para que o efeito se concretize, é preciso que a distancia percorrida
pelos raios refletidos de planos sucessivos seja diferente por um nimero n inteiro

de comprimento de onda [s6] [57).
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Figura 10: Representagdo da difracéo de raios X por um cristal (adaptada) [54].

No que diz respeito as condicdes geométricas, para que o feixe difratado
seja produzido, é necessario observancia a lei de Bragg.

nA = 2d senf (6)

Em que:

A = comprimento de onda dos raios X incidentes;
d = espacamento interplanar;

0 = angulo de difragéo;

n = multiplo inteiro do comprimento de onda;

Um método largamente utilizado para caracterizacdo de materiais é
denominado, “método do p6”, o qual consiste em submeter o material a uma

radiacao incidente monocromatica com um angulo de incidéncia © variavel [54].

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O microscopio eletrbnico de varredura, € um equipamento versatil de
grande utilidade, capaz de fornecer rapidamente informacdes sobre a morfologia
e identificacao de elementos quimicos de uma amostra sélida. A principal razao
de sua utilidade é a capacidade de alta resolucao em observagdes de amostras.
Para utilizacdo em pesquisas, sdo capazes de alcancar uma resolu¢cao melhor

que 1 nm [ssg].
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Como ilustra a Figura 11, para realizacao de determinada medida, o
equipamento faz incidir um feixe de elétrons na amostra, com energia suficiente
para ser captado pelos detectores. O feixe € demagnificado por lentes
eletromagnéticas, que condensam e diminuem o didmetro do feixe, de forma a
incidi-lo em apenas uma pequena regidao 59. O pequeno didmetro do feixe
permite explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e
transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente 58 Para serem
detectados, as particulas e/ou os raios eletromagnéticos resultantes da interacao
do feixe eletrbnico com o material, devem retornar a superficie da amostra e

atingirem o detector [ss].

I] —————— Canhdo de Elétrons
Anodo !
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A
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Figura 11: Representagdo esquematica dos componentes do Microscopio Eletrénico de
Varredura (adaptada) [59].

As imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura sdo usadas
para se identificar diversas informagdes sobre imperfeicdes, porosidades,
dimensdes, tamanho e distribuicdo de graos.

Uma particularidade importante do microscépio eletrénico de varredura é a
sua capacidade de exteriorizacdo tridimensional da imagem obtida,
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consequéncia direta da ampla profundidade de campo. Propicia, também, a
andlise com pequenos aumentos e grande profundidade de foco,
complementando a informacao dada através da imagem Optica [ss].

A referida técnica, possui grande diferenca em comparacdo com o
microscopio 6ptico. Um microscopio eletrénico de varredura utiliza um feixe de
elétrons no lugar de fétons utilizados em um microscopio éptico convencional.
Além disso o MEV é capaz de ampliar aproximadamente 3.000.000 enquanto o

optico, apenas 2.000 [ss.

3.7.1 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

A espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDX), consiste em uma
técnica analitica utilizada na investigacado da composicao qualitativa e semi-
qualitativa de um material [60.. Através da emissao de um feixe de particulas
carregadas sobre o material, os elétrons da camada de valéncia dos atomos e
0s ions que os constituem sdo excitados saltando de nivel energético. Quando
retornam para posicao originaria, liberam energia eletromagnética na faixa do
comprimento de onda dos raios X. A energia € entdo captada por um detector
instalado na camara de vacuo, que mede a energia associada ao elétron
excitado. Como os elétrons de um determinado atomo possuem energias
distintas, & possivel, determinar qual a estrutura quimica presentes no local da
incidéncia dos raios X, assim como identificar rapidamente qual elemento esta
sendo observado s1].

A técnica EDX é extremamente vantajosa pois possibilita a determinacao
da composicdo quimica de materiais de maneira versatil, mesmo que em
pequenas concentragdes, 0 que nao é possivel em algumas outras técnicas de

espectroscopia.

3.8 ENSAIOS CITOTOXICOS

O teste de citotoxicidade utilizado foi o ensaio MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium], que consiste em um teste colorimétrico
usado para avaliar indiretamente a viabilidade celular. Este ensaio indica a

sobrevivéncia celular, uma vez que baseia-se na capacidade da succinato
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desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs, ativa em mitocdndrias de células
vivas, converter o MTT, hidrossollvel e de cor amarela, em cristais de formazan
de coloracéo roxa (Figura 12). Portanto, somente células vivas conseguem fazer
essa conversao, indicando a atividade mitocondrial, refletindo no estado

funcional da cadeia respiratério e consequentemente, a viabilidade celular [41] s2].

HS}ﬁ/CHa | HCHa
N LDH N
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N4N+\ ou SDH N=N
N ?N
e
\N/ N

MTT  Amarelo FORMAZAN -

Figura 12: Conversao do sal tetrazdlio pela succinado desidrogenase (SDH) em cristais de formazan
(adaptada) [45].

A partir desta premissa, observa-se que o formazan produzido por
suspensoes celulares esta diretamente correlacionado com o numero de células
vivas metabolicamente ativas, assim, o ensaio colorimétrico de MTT pode ser
empregado como um experimento para identificacdo do crescimento celular e
citotoxidade [41].

Embora a conversdo do MTT, seja em regra atribuida a atividade da cadeia
respiratéria mitocondrial, alguns estudos indicam exce¢des. De acordo com
Heck (2014) a reducdo do MTT também esta relacionada com enzimas nao
mitocondriais, presentes no citoplasma ou outros compartimentos
citoplasmaticos [41].

Na mesma seara, estudos indicaram que o0s processos oxidativos e outras
cadeias mitocondriais enzimaticas de elétrons, possam estar diretamente

relacionados com a metabolizagédo do MTT.
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Considerando tais premissas, embora o ensaio MTT nao seja
exclusivamente atribuido a cadeia respiratoria mitocondrial, é possivel identificar
que o aumento de viabilidade celular sera inversamente proporcional a
quantidade de oxigénio reativo liberado pelas células, o que torna o ensaio MTT

um método extremamente versatil e confiavel [41].
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CAPITULO 4
4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Nesta etapa, apresentamos uma descricao detalhada dos procedimentos
experimentais utilizados na sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de
magnetita recobertas com iodo comum (FesO4 + I2) € com iodo radioativo (FeszO4
+ 131)).

Para que ndo houvesse risco de contaminacdo e deterioracdo dos
equipamentos, ndo foi utilizado o "'l em algumas medidas, sendo este
substituido pelo iodo comum. Tal substituicdo ndo compromete o estudo com 31|
no caso especifico, uma vez que ambos elementos possuem propriedades

quimicas idénticas [40].

4.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

As nanoparticulas foram sintetizadas através da decomposicao térmica
pelo modo polimérico 54. Conforme ilustra a Figura 13, o método consiste
respectivamente dos seguintes passos: inicialmente é preparada uma solucéao
aquosa de polivinil &lcool (PVA) 10% (m/m), em seguida adiciona-se Fe(NOz3)s a
solucdo, mantendo a razao molar 1:10 do ion de ferro e o monémero do PVA,
posteriormente a mistura € mantida a 70°C sob agitacado magnética durante 24h.
O resultado da mistura foi adicionado a uma placa de poliestireno, onde foi seca
a temperatura ambiente até a formacao de uma filme fino. O filme é colocado na
estufa onde permaneceu por 2 horas a temperatura de 120°C. Apos este periodo
o material resultante foi macerado suficientemente até que possua dimensodes
nanomeétricas em seguida levado ao forno de tubo onde permaneceu por duas
horas a temperatura de 600 °C com uma taxa de aquecimento de 5°C/min. O p6
resultante foi lavado com uma solugdo de HNOS3 e agua. Finalmente, as
nanoparticulas de magnetita foram secas em estufa a 110°C por 2 horas e
denominadas M600.
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Figura 13: Fluxograma do processo de sintese de nanoparticulas de magnetita sequndo a técnica de
decomposigdo térmica pelo método polimérico (adaptada) [54].

4.2 OBTENGAO DO IODO A 3%

Utilizando uma balanca analitica de marca Shimadzu, modelo AUW220D,
com alta sensibilidade pertencente ao Laboratério do Grupo de Desenvolvimento
de Dispositivos Multifuncionais da Universidade Estadual de Maringa, conforme
ilustra a Figura 14, mediu-se a massa de 1,9 g do iodo (l2,), que foi transferida
para um béquer de 250 mL contendo 5 g de Kl dissolvido em 25 mL de agua
destilada, em seguida, a mistura foi cuidadosamente agitada para dissolver todo
o iodo. Posteriormente todo o conteudo foi transferido do béquer para um baldo
volumétrico de 250 mL, completou-se com agua deionizada e homogeneizou-se.
Em seguida transferiu-se todo o conteudo do baldo para frasco de plastico

opaco.

Agitacao

Solugdo aquosa Solugdo aquosa de
w triodedo (I3) a 3%

Figura 14:llustragdo do processo de sintese do iodo sdlido em liquido.

A\ 4

v
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4.3 FIXACAO DO IODO COMUM E RADIOAIVO NA SUPERFICIE DAS
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

A fixacao do iodo comum na superficie das nanoparticulas foi obtida
através da agitacao mecanica, com auxilio de um agitador mecanico similar ao

da Figura 15.

Figura 15: llustracdo do equipamento utilizado na agitacdo da solugdo de magnetita e iodo.

Conforme mostra a Figura 16, foram adicionados separadamente 0,1020¢g
de nanoparticulas de Fe3Os em solucdo de 30 ml de Iz (83%), ambas
permaneceram em agitacdo por 12 horas. Posteriormente o liquido sobre o
nanocompdsito foi retirado com auxilio de uma pipeta volumétrica até o limite
possivel, sem que nanocompdsito fosse retirado. Em seguida o material obtido
foi seco em uma chapa de aquecimento a 50°C, onde o triiodeto (Is) apds seco,

retoma sua caracteristica de iodo sélido (l2) resultando em um p6 de (FesOs4 . I2).
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Figura 16: Fluxograma representando o processo de fixagdo do iodo comum na superficie de
nanoparticulas de magnetita.

Finalmente, para retirar o residuo de iodo nao fixado na superficie das
nanoparticulas, o material foi lavado com agua deionizada, em seguida secado
em chapa de aquecimento a 50°. Repetiu-se o processo de lavagem por 3 vezes,
em seguida o nanocompdsito obtido foi armazenado em recipiente opaco.

O processo de adicdo do iodo radioativo ('3'l) em nanoparticulas de
magnetita (Figura 17), ocorreu por meio da aplicagdo direta do isétopo com
atividade de aproximadamente 91,7uCi, em uma amostra de 35mg de
nanoparticulas, onde permaneceram por 24 horas até a secagem total, instante
em que detinham 84.08uCi de atividade.

Aplicacao direta de
131
I P -
84,08 LCi i
R R
N~ N~
Secagem
24h
>
131
Fe.,O, Fe,0,+ |
N~ ~

Figura 17: Fluxograma representando o processo de fixacdo do iodo radioativo na superficie de
nanoparticulas de magnetita
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4.4 MAGNETOMETRIA DE AMOSTRA VIBRANTE

Os dados referentes a magnetometria de amostra vibrante foram obtidas
através de um magnetdbmetro pertencente ao laboratério do Grupo de
Desenvolvimento de Dispositivos Multifuncionais (GDDM-UEM). Para a
realizacdo da medida, foram utilizados, 31,19 mg do nanocompésito Fes04+l2
(magnetita + iodo comum) em forma de pdé e acondicionadas em um porta
amostra.

Conforme explicitado no Capitulo 3, o material foi posicionado entre as
bobinas captadoras do equipamento e submetido a uma frequéncia de vibragao
de 45 Hz produzindo um campo magnético oscilante e consequentemente
gerando uma tensdo alternada induzida nas bobinas captadoras. Posteriormente
um computador, através por meio de processamento de dados, forneceu

informacgdes sobre a magnetizacao (M) em funcéo do campo magnético (H).

4.5 ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRA VIOLETA E VISIVEL

O equipamento utilizado neste trabalho, para caracterizar a absorbancia e
transmitancia molecular na regido do UV-Vis foi o espectrofotdmetro Perkin
Elmer modelo Lambda 1050. Este equipamento possui suporte para materiais
sélidos, possibilitando que sejam realizados testes em nanoparticulas
sintetizadas pela técnica PVA. O espectrofotdmetro pertence ao Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa da Universidade Estadual de Maringa (COMCAP),
sendo utilizado para esta analise comprimento de onda no intervalo de 200 nm
a 2000 nm.

4.6 ESPECTROSCOPIA CONFOCAL RAMAN

Para analise de espectroscopia Raman foi utilizado o espectrobmetro marca
Bruker, modelo SENTERRA, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a
Pesquisa (COMCAP), na faixa espectral de 10 nm a 5000 nm em temperatura

ambiente. Foram analisadas, amostras de M600 simples (Fes3Os) e M600
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recoberta com iodo comum (FesOa4 + |2) com o objetivo de identificar os espectros
caracteristicos de cada material, assim como obter informagdes sobre a estrutura
molecular e liga¢gdes quimicas dos materiais, tornando possivel a caracterizagéo
da estrutura e principalmente observar se através da técnica € possivel identificar

a presenca de iodo ligado a superficie de nanoparticulas.

4.7 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO COM
TRASFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os dados da técnica FTIR foram obtidos através do espectrofotémetro
Bruker Vetex, acoplado a um médulo de detectagdo de espalhamento Raman.
As medidas foram realizadas na faixa espectral de 4000 a 400 cm™, com
resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras. O material utilizado para andlise foi o
nanocomposito FesO4 + l2. Onde foi misturado com brometo de potassio (KBr)
na propor¢ao 5:200 (m/m).

4.8 DIFRACAO DE RAIOS X

As andlises por difratometria de raios X se realizou por meio do difratdmetro
de raios X Shimadzu modelo XRD-7000, com radiacao de Cu Ka pertencente ao
Grupo de Desenvolvimento de Dispositivos Multifuncionais (GDDM-UEM). Tais

medidas foram realizadas com uma velocidade de varredura de 22C/min.

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens obtidas através da Microscopia Eletrénica de Varredura foram
realizadas em um microscépio marca FEI, modelo Quanta 250, pertencente ao
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade
Estadual de Maringa. O material analisado foi 0 nanocompésito Fe3Oa4 + I2.

Para realizagdo das medidas, inicialmente uma pequena quantidade do
nanocompdsito foi adicionada em 5 ml de agua destilada, em seguida submetida
a agitacao através de uma ponta ultrassbnica com o objetivo de separar as
nanoparticulas umas das outras; com o auxilio de uma pipeta foram adicionadas

duas gotas da solucao em suportes cilindricos de aluminio. Apds a secagem, 0s
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suportes foram metalizados com uma fina camada de ouro dentro de uma
camara de vacuo marca Bal-Tec, Modelo SCD 050 Sputter Coater, pertencente
ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP). Dessa maneira, ap6s
incidéncia do feixe de elétrons, e da varredura da superficie do nanocompdésito,

foram obtidas as micrografias através do detector de elétrons secundarios.
4.9.1 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

Os dados referentes a espectroscopia por energia dispersiva de raios X
foram realizadas em um espectrofotébmetro, pertencente ao complexo de centrais
de apoio a pesquisa (CONCAP). Como o EDX é um acessoério acoplado ao MEV,
as medidas foram obtidas concomitantemente a realizacdo da microscopia
eletrénica de varredura. Desta forma, o material e a técnica de preparacgao, para

realizacdo das micrografias foram os mesmo utilizados no EDX.

4.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A avaliacao de citotoxidade de nanoparticulas de magnetita FezO4 do iodo
comum (l2) e radioativo ('3'l), foi determinado pelo ensaio MTT [brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2il]-2,5-difeniltetrazélio]. Conforme mostra a Figura 18, neste
ensaio uma suspensdo de 10* células adenocarcinoma de mama (MCF-7) foi
cultivada em 100 pL de meio de cultura DMEM suplementado com soro bovino
a 10%, em 63 unidades dos 96 pocos contidos em uma placa para cultivo de
células. Em seguida as placas seguiram para a estufa, onde por 24h
permaneceram sob uma temperatura constante de 37°C e atmosfera de 5% de
COo.. Posteriormente foram tratadas com magnetita pura (FesOa4), (25; 50; 75 e
100 pg/mL), magnetita recoberta com iodo comum (FesOa4 + I2), (25; 50; 75 € 100
Hug/mL), magnetita recoberta com iodo radioativo, a uma atividade de 20 uCi,
(FesOa4 + 311), (25; 50; 75 e 100 pg/mL) e iodo comum a 3%. O experimento foi
encubado por 24, 48 e 72 h, repetindo-se o processo para cada periodo
mencionado. Em seguida o meio de cultura foi descartado e aos po¢cos sem soro
adicionado meio de cultura com MTT (0,15 mg/mL) e as células levadas a
incubadora por 4 horas. Posteriormente, o meio foi retirado, adicionado 100 pL

de dimetilsulfoxido (DMSO) para que ocorra a solubilizagdo dos cristais de
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formazan. Finalmente as placas foram levadas a um espectrofotdmetro UV-Vis

a um comprimento de onda de 550 nm, obtendo os dados expressos em

absorbéancia.

Leitura UV-Vis

(10* MCF-7) + (meio de
cultura)
em 63 dos 96 pocos
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Figura 18: Fluxograma representando o ensaio de citotocixidade MTT.
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CAPITULO 5
5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Foram realizadas medidas de difracdo de raios X nas amostras de
magnetita pura (FesOa4) sintetizadas através da técnica polimérica, com o objetivo
de comprovar a identidade da magnetita, a partir da identificacdo das fases

referentes a mesma.
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Figura 19: Difratograma da amostra de magnetita sintetizada pelo método PVA.

Para a amostra sintetizada a 600°C, conforme mostra a Figura 19, foram
observados os picos de difragdo caracteristicos, sendo os valores de angulo (20)
e as intensidades relativas semelhantes aos descritos na ficha cristalografica n®
88-0315 do JCPDS para o sélido magnetita. O que leva a constatagcao que o
material sintetizado através da técnica PVA se tratava do composto metalico

magnetita (FesOa).
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5.2 ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRA VIOLETA E VISIVEL

Foram realizadas medidas de espectrofotometria UV-Vis com o intuito de
identificar os picos caracteristicos da magnetita (M600) pura, recoberta com
iodo, assim como somente no iodo puro. A Figura 20 mostra os espectros de UV-

Vis dos materiais em temperatura ambiente.
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Comprimento de onda nm

Figura 20: Espectros UV-Vis de nanoparticulas de magnetita pura e revestidas com iodo, ambas
sintetizadas a 600°C e do lodo puro na forma sdlida.

Tendo em vista os resultados, nota-se que os espectros da M600 em sua
forma simples (vermelha) e recoberta com iodo (azul), sdo similares, nao
possuindo a segunda, picos que aproximam-se ao do iodo (preto), conforme
contidos no gréfico e corroborados segundo a analise de seu aspecto vibracional
na regiao entre 500nm e 600nm [s5]. A partir da analise destes dados, nao foi
possivel identificar a presenca do iodo pela técnica UV-Vis. Em face desta
contingéncia, a inobservancia do espectro vibracional do iodo na regido do visivel

esta relacionada a concentragao de iodo presentes na nanoparticulas. Conforme
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visto na secéo 3.3, a absorbancia e consequentemente a refletancia, pode ser
representada através da lei de Lambert-Beer:

A = Log <170> =¢ecl @

Sendo “c”a concentracdao da substancia em mol/L, quanto menor for sua
concentracdo menor sera a capacidade do espectrofotdmetro realizar a medida
devido a sua baixa absorbancia. Um aumento da concentragdo do elemento
poderia acarretar em medidas satisfatérias, no entanto por se tratar de um metal
que possui rapida sublimagao, tornar-se alta, sua concentracao na superficie da
magnetita é de dificil obtencdo. Desta forma, a partir da anéalise apresentada, os
resultados mostraram que a referida técnica é inviavel para identificacdo do iodo

na superficie na nanoparticulas.

5.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN CONFOCAL

O objetivo desta analise foi identificar a presencga de iodo na superficie da
magnetita comum através da comparacao entre os espectros obtidos de cada
material.

A Figura 21, ilustra os resultados obtidos através da espectroscopia Raman
Confocal das amostras, de iodo comum (I2), magnetita pura (FesOa) e recoberta
com iodo comum (FesOs + I2) (Figura 22). No resultado do material (Fe3O4 + I2),
foi possivel verificar os picos referentes as ligagdes, C=0 (1589 cm), C-OH
(1350 cm"). O que evidencia que o polimero utilizado na realizagdo da técnica
PVA, nao foi totalmente eliminado [54).

Foi possivel verificar, que o iodo possui picos caracteristicos entre 160 e
169cm'. Além disso, nota-se nesta regido, que os picos de FesOa4 + |2 coincidem,
0 que evidencia a presenca de iodo (l2) na superficie da nanoparticulas
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Figura 21: Espectros Raman de lodo comum (Iz2), magnetita pura (FesO4) e magnetita com iodo (Fe3O4 + I2)

Figura 22: Imagem do material FesO4+ Iz, referente a regido analisada pela espectroscopia Raman.
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5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO COM
TRASFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As Figuras 23 exibe o espectro de infravermelho encontrados para a

magnetita recoberta com iodo comum (Fe3Oa4 + I2).
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Figura 23: Espectro de absorgao no infravermelho da amostra de nanoparticulas de magnetita recobertas
com iodo comum.

E possivel observar a presenca de ligacdes Fe-O, em virtude das bandas
de absorcdo entre 570 e 375 cm™', o que evidencia a presenca de magnetita (3.
No entanto, nao é possivel identificar a presenca de iodo (l2) através das bandas
de absorcdo. Para que o espectro vibracional de uma molécula seja observado,
€ que necessario que esta possua momento de dipolo permanente, para que
possa oscilar em ressonancia com o dipolo oscilante, através campo
eletromagnético gerado por um féton incidente, e consequentemente, excite-se
vibracionalmente quando irradiada com luz na faixa do infravermelho. Em face
desta contingéncia, como a molécula de |2 é apolar, ndo é ativa na
espectroscopia de infravermelho, ndo sendo possivel obter seus parametros

moleculares pelo referido método [ss].
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As micrografias obtidas através microscopia eletrénica de varredura, foram
realizadas para obter informacbes sobre, as dimensdées morfoldgicas da
nanoparticulas de magnetita FesO4(M600), como também investigar, a presenca
de lodo e 0 modo como o material esta disposto na superficie da nanoparticulas
de magnetita. Vale destacar que para esta dissertacdo a presenca do iodo na
superficie da nanoparticulas € extremamente importante, visto que, seria
possivel controlar o nanocompdsito através de um campo magnético e explorar
as técnicas aqui estudadas, o que nao seria possivel se 0 iodo ndo estivesse
ligado. Sob esta o6tica, a Figura 24 ilustra os resultados da micrografia para a
nanoparticulas de magnetita (FesO4) recoberta com lodo comum (l2). Neste
caso, as nanoparticulas provenientes da agitacdo mecéanica em solu¢ao aquosa
de iodo a 3%, foram lavadas com agua destilada apenas uma vez. Nota se, que
existem varios aglomerados de nanoparticulas e pontos de deposicao de lodo
nao ligados as nanoparticulas. Isso ocorre, pois devido a falta de um protetor na
superficie as particulas, estas formam grandes agregados para minimizar a
energia de superficie 3. Além disso, os residuos de iodo, ndo ligados a
superficie das nanoparticulas, favorecem que outras nanoparticulas se
agreguem, formando o aglomerado. Tal fato demostra necessidade de repeticao
do processo de lavagem, para que a presenca o lodo néo ligado a nanoparticulas

de Fes0s4, seja retirada.
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Figura 24: Micrografias obtidas de nanoparticulas de magnetita recobertas com iodo comum, com apenas
uma lavagem.

Corroborando com esta andlise, as Figuras 25 e 26 se referem a
micrografias obtidas pelo mesmo material, ap6s a repeticao tripla do processo
de lavagem. Nota-se neste caso, uma diminui¢do significativa da presenca de
lodo na periferia das nanoparticulas, além disso, é possivel notar varios pontos
com particulas de dimensdes nanométricas. Este resultado indica que a partir da
repeticdo da lavagem com agua destilada, foi possivel minimizar a presenca de
iodo na periferia nas nanoparticulas sem remove-lo totalmente e
consequentemente diminuir a presenca de aglomerados, tornando o material

adequado para o fim deste trabalho.
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Figura 25: Micrografia de nanoparticulas de magnetita recobertas com iodo comum, apds realizar trés
lavagens.
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Figura 26: Micrografia de nanoparticulas de magnetita recobertas com iodo comum, apos realizar trés
lavagens.
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Foi realizada a técnica de EDX na mesma regidao analisada pela
microscopia eletrénica de varredura, com o objetivo de identificar a presenca de
iodo ligado a superficie da M600. Conforme mostram, respectivamente, as
Figuras 27 ,28, 29, 30, os espectros das regides 5, 7, 8 e 9, fornecem picos de
elementos presentes no material. E possivel verificar que todas regides
analisadas, possuem picos, do ferro (Fe) e oxigénio (O), principalmente oriundos
da magnetita; aluminio (Al) e ouro (Au), o primeiro aparece devido ao suporte ser
constituido de aluminio o segundo devido ao processo de metaliza¢ao, conforme
explicado na Secao 4.9.

Com relacao a outros elementos presentes, assim como suas respectivas
concentracdes, cada regiao possui sua particularidade, as quais serao discutidas
nos paragrafos que seguem.

Na regido 5, entre os picos encontrados, foi identificado a presenca de lodo
em um aglomerado de nanoparticulas. Nota-se, pelos picos de “Fe” e “O”, ser
superior a presenca de magnetita em relacdo ao iodo naquela regido. Isto se
deve principalmente, pelo fato do iodo estar revestindo um aglomerado de
nanoparticulas, que possuem menor area de superficie comparadas a
nanoparticulas com dimensdées inferiores, ndo aglomeradas. Pois sabe-se que,
o tamanho da nanoparticulas e inversamente proporcional a sua area de
superficie. Na regido 7 também é possivel identificar a presenca de lodo sélido
ligado a nanoparticula. Neste caso, em comparagcdo com a regiao 5, devido as
suas dimensoes serem inferiores, as nanoparticulas possuem elevada area de
superficie para serem revestidas com o iodo o que corrobora para que a
concentracdo do metal (l2) seja maior naquela regido. No entanto nota-se uma
maior concentracao na regidao 5 em relacao a regidao 7. Tal fato pode estar
relacionado ao processo de remocdo do excesso de iodo, onde as
nanoparticulas com maior area de contato podem ser mais susceptiveis a perder

o iodo de sua superficie pela acdo da lavagem.
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Figura 27: Espectro EDX realizado sobre o material M600 recoberto com iodo, sob a regido 5.
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Figura 28: Espectro EDX realizado sobre o material M600 recoberto com iodo, sob a regido 7.

Com relagdo a regiao 8, é possivel observar a presenga de iodo na
superficie da nanopatrticula. A presenca do elemento potassio (K), ocorre devido
ao processo de sintese, como explicado na Secao 3.1, em que o iodeto de
potassio (KI) é adicionado a solugao, para que ocorra a solubilidade do iodo sélid
em agua.
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Figura 29: Espectro EDX realizado sobre o material M600 recoberto com iodo, sob a regiéo 8.

Na regido 9, além dos elementos encontrados em outras regides, nota-se
a presenca de carbono (C). Tal fato esta relacionado com o processo de sintese
de nanoparticulas, onde ocorre o aparecimento do carbono devido a existéncia

de residuos de polimero, possivelmente oriundos do método PVA.
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Figura 30: Espectro EDX realizado sobre o material M600 recoberto com iodo, sob a regido 9.

5.6 MAGNETOMETRIA DE AMOSTRA VIBRANTE

A magnetita sintetizada a 600°C (M600) recoberta com iodo comum, foi
analisada utilizando-se um VSM.

A Figura 31 mostra o comportamento magnético do material, sendo
possivel verificar, que as curvas de magneticdo vs campo magnético aplicado,
para a amostra M600 obedece um comportamento superparamagnético, tipico
de nanoparticulas, sendo os valores de magnetizacdo de remanescéncia e a
coercividade muito pequenos na auséncia de um campo magnético externo [e3].
O resultado evidencia que nanoparticulas recobertas com iodo possuem
propriedades magnéticas, possibilitando que o nanocompdsito obtido possa ser

controlado através de um campo magnético.
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Figura 31: Curva de Magnetizagdo vs Campo magnético aplicado (H) de nanoparticulas sintetizadas a
600°C (M600) recobertas com iodo comum.

5.7 ENSAIO DE CITOTOXIDADE MTT

Os resultados obtidos para o ensaio de viabilidade celular MTT, com as
células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), estdo representados de
forma geral na Figura 36.

E importante salientar que neste teste a absorbancia reflete a viabilidade
celular, ou seja, visa identificar a ocorréncia ou ndo de multiplicagéo celular em
relagéo ao tempo. Desta forma, quanto maior a absorbancia, mais células estéo
presentes naquela regiao.

Entre os resultados, conforme ilustra a Figura 32, observa-se que a
absorbancia do iodo comum puro, € significativamente inferior a obtida no
controle, permanecendo constante em 24 e 48 horas e decrescendo em 72
horas, apontando para uma grande diminuicdo do crescimento celular em
relacdo ao controle e consequentemente, indicacao de atividade citotoxica do
elemento. Tal resultado se deve ao iodo possuir caracteristicas: fungicida,

bactericida, e de certo modo ser ativo contra virus [s4].
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Figura 32: Absorbancia obtido pelo ensaio de viabilidade MTT em células da mama, apds 24, 48 e 72 horas,
nos grupos controle mais tratamento com Doxorrubicina (controle negativo), controle positivo e iodo comum
(3%).

A Doxorrubicina (Dox), neste ensaio possui a fungao de controle negativo,
devido a sua toxidade. E possivel observar consideravel diminuicido da
absorbancia nos trés periodos (24, 48 e 72h), com drastica queda nos dois
ultimos, indicando grande diminuicdo do desenvolvimento celular e
consequentemente sua elevada citotoxidade. Como afirma Hernandes (2013), a
doxorrubicina possui caracteristica antineoplastica, possuindo um largo espectro
de atividade sobre tumores sélidos, linfomas e leucemias, atuando
principalmente na inibicdo da enzima topoissomerase |l e na intercalagcdo do
DNA. Tais fatores influenciam no crescimento celular, o que justifica a baixa
absorbancia nos periodos analisados [ss].

Como ilustram respectivamente as Figuras 33, 34 e 35, os tratamentos
realizados com nanoparticulas de magnetita pura (FesO4), magnetita recoberta
com iodo comum (FesOa4 + I2) € magnetita recoberta com iodo radioativo (FesO4
+ 131]), de forma geral, foram menos citotéxicos que o iodo puro, isso pode estar
relacionado a alta resisténcia das células adenocarcinoma, no entanto os
resultados mostraram absorbancia menor que o controle no periodo de 24h, em
todas concentracdes testadas. Segundo Heck (2014) o ferro em muitos caso,
esta relacionado com o aumento do estresse oxidativo. Como nanoparticulas de
magnetita possuem este elemento em sua composicdo a diminuicdo da
absorbancia em todos os casos onde foram adicionadas nanoparticulas, podem
estar relacionados a presenca de ferro (Fe) 411.

Diferentemente no periodo de 48h a maioria das concentragbes

apresentaram crescimento maior ou igual ao controle, com excecado da
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nanoparticula de magnetita comum com concentragéo de 100ug e recoberta com
iodo radioativo em concentragdes de 50 e 1000ug.

Os resultados obtidos em 72h para todos grupos testados com
nanoparticulas, mostraram aumento significativo na absorbancia em relacao ao
controle, em concentragdes de 25 e 50ug. Porém, ocorre diminuigdo gradativa
da absorbéancia a medida que a concentragdo aumenta para, 75 e 100ug. Esse
resultado pode estar ligado ao fato destas células, possuirem maior
concentracao tanto de ferro, quanto de iodo, desta forma, o efeitos sinérgicos
dos dois elementos podem contribuir para diminuicao da absorbéancia.

O resultado da aplicacdo com nanoparticulas recobertas com iodo
radioativo € ilustrado na Figura 35.

E possivel observar uma diminui¢do gradativa da absorbancia em 72 h com
concentragdes 25, 50, 75 e 100ug, demostrando dentre os testes a menor
absorbancia no periodo de 72h. O resultado pode estar relacionado interacéo da
radiacdo com a matéria. Segundo Nouailhetas (2011) a molécula de DNA pode
sofrer quebra devido a acéo direta da radiacao ionizante (ionizacao) ou indireta,
através do ataque de radicais livres. Nestes casos, quebras na molécula de DNA
podem ter como consequéncia a morte da célula irradiada, caso esta entre em

processo de duplicacao [27).
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Figura 33: Absorbancia obtido pelo ensaio de viabilidade MTT em células da mama, apos 24, 48 e 72 horas,
em concentragées de 25, 50, 75 e 100ug de magnetita simples (Fe3Qa).
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Figura 34: Absorbancia obtido pelo ensaio de viabilidade MTT em células da mama, apds 24, 48 e 72 horas,
em concentragées de 25, 50, 75 e 100ug de magnetita simples recoberta com iodo comum (Fe3Oq4 + I2).
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Figura 35: Absorbancia obtido pelo ensaio de viabilidade MTT em células da mama, apds 24, 48 e 72 horas,
em concentragbes de 25, 50, 75 e 100ug de magnetita simples recoberta com iodo radioativo (Fe304+
131]).
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Figura 36: Absorbancia obtido pelo ensaio de viabilidade MTT em células da mama, apds 24, 48 e 72 horas, nos grupos controle e tratamento com
Doxorrubicina (Dox), iodo comum (3%) e concentragbes de 25, 50, 75 e 100ug, nos grupos de nanoparticulas de magnetita simples (FeeO4), nanoparticula de
magnetita recoberta com iodo comum (FeeOs + I2) e nanoparticulas de magnetita recobertas com iodo radioativo (FeeOs + '3'l) com uma atividade de 20uCi.Erro!
Indicador nao definido.




CAPITULO 6

6. CONCLUSAO

Diante dos objetivos propostos para o presente trabalho e com base nos
resultados obtidos, concluimos que: (/) A difracdo de raios X constatou que o
material denominado M600, sintetizado pelo do método PVA a 600 °C, se tratava
de magnetita (FesOa4). (i) Através da microscopia eletrbnica de varredura,
observou-se que a magnetita possuia dimensdes nanométricas, entretanto,
devido a falta de protecdo na superficie e a presenca de residuos de iodo,
apresentaram aglomerados para minimizar a energia de superficie, esse
resultado mostrou que o material resultante da sintese de fixacdo do iodo na
nanoparticulas, deve ser lavado com agua destilada no minimo trés vezes.
Sendo que a realizacao deste processo colaborou para a formagao de um
nanocompdsito com menos aglomerados e residuos de iodo nao ligados a
nanoparticula. (i) O nanocompoésito FesOas+l2  apresentou curvas de
magnetizagdo vs campo magnético, caracteristicos de um material
superparamagnético, demostrando que a sintese com iodo nao afetou o
comportamento magnético intrinseco da magnetita. (i) Dentre as
espectroscopias, apenas a EDX identificou iodo (l2) na superficie das
nanoparticulas, devido ao seu alto poder de detectacdo, o mesmo nao foi
observado em outras técnicas; (iv) a UV-Vis nao forneceu o espectro do iodo,
isto ocorreu devido baixas concentracées de elemento, como a absorbancia é
diretamente proporcional lei de Lambert-Beer, quanto menor ela for, menor sera
a capacidade do espectrofotémetro realizar a medida; (v) a técnica FTIR
identificou a presenca de ligacoes Fe-O, em virtude das bandas de absorcéo
entre 570 e 375 cm™! evidenciando a presenga de magnetita, porem o iodo nao
foi identificado pelas bandas de absor¢éo no infravermelho, isso ocorreu porque,
para que o espectro vibracional de uma molécula seja observado, é necessario
que esta possua momento de dipolo permanente e excite-se vibracionalmente
quando irradiada com luz na faixa do infravermelho, como o iodo € apolar nao

foi possivel sua identificagdo. (vi) No ensaio MTT o iodo comum e doxorrubicina,
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apresentaram comportamento altamente citotoxico nos periodos de 24, 48 e 72h,
porem os testes com nanoparticulas de magnetita pura, recobertas com iodo
comum e radioativo apresentaram baixa citotoxidade no mesmo periodo, para
concentracdes de 25, 50, 75, 100 ug, sendo este resultado reflexo, da alta
resisténcia das células de mama.

Dentro desta 6tica, é possivel concluir ser possivel recobrir nanoparticulas
de magnetita com iodo comum e radioativo, sem que sejam comprometidas as
caracteristicas magnéticas do material, sendo possivel controla-las através de
um campo magnético. Além disso, a queda da absorbancia em 72h provocada
pelo iodo radioativo em células resistentes, pode estar relacionada a influéncia
daradiacao ionizante. Nesse sentido, quando as nanoparticulas sdo combinadas
com algum elemento, podem potencializar suas funcoes e se a combinacao
sobrevir de um elemento radioativo os efeitos sinérgicos podem ser ainda
maiores, podendo acarretar o surgimento de nanocompa@sitos promissores para

aplicagdes biomédicas

6.1 PERSPECTIVAS

Para estudos futuros, pretendemos obter novos nanocompadsitos a partir da
combinacao de nanoparticulas magnéticas com outros radiofarmacos, como o
Samario-153, um elemento de baixo custo, utilizado para alivio da dor em
doentes com metastases dsseas, ou Iridio-192 que combinado a nanoparticulas
pode acelerar o tratamento da braquiterapia. Além de outros elemento nao
radioativos que possibilitem boas perspectivas para aplicagdes, tal como o folato
que revestido em nanoparticulas pode levar quimioterapicos até as células
cancerosas, uma vez que estas possuem mais receptores de folato que as

células normais.
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