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RESUMO

De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude, o cancer € a segunda maior
causa de morte no mundo, sendo responsavel por um numero estimado de 9,6
milhdes de mortes no ano de 2018. Os tratamentos consolidados e atualmente
utilizados possuem fortes efeitos colaterais, sendo que em alguns casos os pacientes
sdo obrigados a suspendé-los para alivio destes efeitos. Diversos tratamentos
alternativos estdo sendo estudados, visando principalmente a reducao destes efeitos
colaterais. Dentre estes, destaca-se o uso de nanoparticulas magnéticas (NPMs),
cujas principais caracteristicas que as tornam biocompativeis com seres humanos sao
0 seu pequeno tamanho (10 a 200 nm), baixa toxicidade, além da possibilidade de
serem recobertas com materiais funcionais. Tradicionalmente as aplicagbes contra o
cancer envolvem a insergdo das NPMs no interior das células cancerosas seguida da
aplicacao de campos magnéticos de baixa intensidade e alta frequéncia por até uma
hora, provocando aquecimento localizado das células cancerosas, que pode levar a
sua morte. A proposta do presente trabalho difere das técnicas citadas na literatura e
consiste na utilizacdo de NPMs para causar destruicdo da célula cancerosa pelo
movimento abrupto da NPM no interior da célula, através da aplicagao de apenas um
pulso de campo magnético externo de alta intensidade e curta duragdo. Com a
aplicagdo de apenas um pulso de aproximadamente 1 ms de duragdo e pico de
densidade de fluxo magnético de 0,5 T as NPMs deslocaram-se, em média, cerca de
7,1 um. O movimento abrupto da NPM pode causar ruptura da membrana celular, bem
como a destruigdo de outras estruturas no interior da célula cancerosa, sem causar
danos as células sadias, pois seu raio de agao fica limitado ao interior das células
cancerosas ou em seu entorno. Técnicas de geragao de campos magnéticos pulsados
assim como a microscopia confocal de alta resolugao para visualizagao das NPMs sao
utilizadas no decorrer do trabalho.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas, tratamentos contra cancer, campo
magnético pulsado.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, cancer is the second leading cause
of death in the world, accounting for an estimated 9.6 million deaths in 2018.
Consolidated and currently used treatments have strong side effects, and in some
cases patients are required to discontinue treatment to relieve these effects. Several
alternative treatments are being studied, mainly aiming to reduce these side effects.
Among these, the use of magnetic nanoparticles (MNPs) is highlighted, whose main
characteristics that make it biocompatible with humans are its small size (10 to
200 nm), low toxicity, and the possibility of being coated with functional materials.
Traditionally cancer applications involve the insertion of MNPs inside cancer cells
followed by the application of low intensity and high frequency magnetic fields, causing
localized heating of cancer cells, which can lead to their death. The purpose of this
work is to use MNPs to cause cancer cell destruction, not by heating, but by abrupt
MNP movement within the cell by applying a high intensity external pulsed magnetic
field. The result obtained shows that with a pulse of 0.5 T of magnetic flux density and
1 ms of duration, the MNPs moved in average approximately 7.1 ym. The abrupt
movement of MNP can cause cell membrane rupture as well as the destruction of other
structures within the cancer cell without causing damage to healthy cells because their
range is limited to cell size. Pulsed magnetic field generation techniques as well as
high resolution confocal microscopy for MNP visualization are used throughout the
work.

Keywords: magnetic nanoparticles, cancer treatments, pulsed magnetic field.
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1 INTRODUGAO

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) sao atualmente alvo de varios estudos
na area biomédica, dentre os quais destaca-se a aplicagédo no tratamento contra o
cancer. As principais caracteristicas das NPMs que as tornam biocompativeis para
seres humanos sdo o seu pequeno tamanho, baixa toxicidade, formacido de
monodominios magnéticos (superparamagnetismo)’, além da possibilidade de serem
recobertas com materiais funcionais (REDDY, 2012).

Conforme a FIGURA 1, as NPMs sdo compostas por um nucleo ferromagnético
(Fe304), que é, normalmente, revestido por um polimero para protegé-lo contra
aglomeracao e oxidagao. Este revestimento também pode ser combinado a diversos
grupos funcionais, resultando em biocompatibilidade melhorada, protegendo

entidades bioldgicas de reagdes toxicas adversas.

FIGURA 1 — ESTRUTURA DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS
Nicleo de oxido de ferro

Revestimento
Radiomarcador
Corante fluorescente
Complexo Gd

Peptideo alvo

Ligante alvo

Molécula de medicamento

FONTE: YIGIT et al. (2012).

Tradicionalmente as aplicagdes contra o cancer envolvem a inser¢gao das NPMs
no interior das células cancerosas seguida da aplicacdo de campos magnéticos de
baixa intensidade e alta frequéncia (HERGT, 2006). A interagdo do campo magnético
alternado com as NPMs causa um aquecimento localizado (hipertermia) que pode
levar a morte das células cancerosas. Outro aspecto da interagcdo de um campo

magnético externo com a NPM é relativo a for¢ga de atracao sofrida por ela. Quando

1 Materiais superparamagnéticos sdo aqueles que ndo apresentam magnetizagdo remanente
(MODY et al., 2013).
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um material superparamagnético é colocado na presenga de um campo magnético
externo, surgira uma forga de atragdo que tendera a movimentar o material. Esta forga
€ diretamente proporcional ao campo magnético aplicado assim como o seu gradiente,
podendo ser suficiente para causar danos a membrana da célula na qual a NPM esta
inserida. Neste projeto o nucleo da NPM utilizada € composto por 6xido de ferro,
devido as suas caracteristicas de superparamagnetismo, baixo custo,
biocompatibilidade e biodegradabilidade.

Este trabalho pode ser sintetizado na FIGURA 2. Nela, as NPMs séao
internalizadas em células cancerosas e em seguida sao atraidas pelo gradiente do
campo magnético, que é gerado pelo sistema de gerador de pulsos, conforme
FIGURA 2 (a). Esta atragdo causa um deslocamento que pode alterar a estrutura
interna das células, causando morte por apoptose, conforme a FIGURA 2 (b). A
apoptose € uma forma de morte celular programada caracterizada por caracteristicas
morfologicas. Caso o deslocamento seja suficiente para romper a membrana celular,
ocorre a morte por necrose, conforme a FIGURA 2 (c). A necrose € uma forma de
morte celular ndo programada e com a liberagédo do conteudo intracelular apds danos
na membrana celular, causando inflamacao (FINK, 2005; ELMORE, 2007). Como o
pulso aplicado € muito rapido (ms) e a NPM é menor do que a célula, apenas a

primeira tende a deslocar-se, enquanto a ultima permanece estatica.
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FIGURA 2 — ESQUEMATICO DO SISTEMA DE MORTE DE CELULAS CANCEROSAS PROPOSTO
(A — Campo magnético aplicado, B — Morte celular por apoptose, C — Morte celular por necrose)

Q0
oO;
o

VB
ST § . A
e e (B)
g s s e
®
(A) - ®
L

(©)

FONTE: A autora (2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o cancer € a segunda maior
causa de morte no mundo, sendo responsavel por um numero estimado de
9,6 milhdes de mortes no ano de 2018. Globalmente, por volta de 1 em 6 mortes
ocorrem devido ao cancer (WORD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Atualmente,
quimioterapia e radioterapia sao os tratamentos utilizados contra o cancer, porém
estes ndo sdo estritamente direcionados as células tumorais, ocasionando danos
substanciais em tecidos e érgédos saudaveis e limitando assim as doses de terapia.
Por isso, € de extrema importancia o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
seletivas, afetando apenas os locais e tecidos desejados do organismo. A capacidade
de as nanoparticulas magnéticas serem aplicadas diretamente nas células tumorais
faz com que estas se tornem uma alternativa potencial aos métodos tradicionais de
combate as células cancerosas (YIGIT, 2012).

A técnica atual que utiliza NPMs no tratamento contra o cancer € denominada

hipertermia e consiste na morte de tumores carregados com NPMs devido ao
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aquecimento provocado pela aplicagdo de campos magnéticos externos por até uma
hora. O desafio desta técnica é provocar e manter aquecimento suficiente em toda
regido do tumor para causar sua morte (LEMINE, 2019). Por isso, € importante o
desenvolvimento de técnicas com exposigdes a campos magnéticos com tempo
reduzido e mais assertivas. O presente trabalho pode contribuir em ambos os
quesitos: morte das células cancerosas pela aplicacdo de apenas um pulso de curta

duracao (ordem de milissegundos).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é estudar a eficacia da aplicagdo de campos
magnéticos pulsados de alta intensidade (até 1 T) em células cancerosas carregadas

com NPMs, visando sua morte.

1.2.2 Objetivos especificos

e Realizar uma pesquisa bibliografica e sintetizar os principais conceitos que
envolvem nanoparticulas magnéticas e sua aplicagao no tratamento contra o
cancer,

e Desenvolver um gerador de campo magnético pulsado;

e Realizar simulagbes magnéticas sobre o sistema de gerador de pulso variando
a intensidade da corrente do sistema e a distancia da NPM em relagcéo ao
eletroim3;

e Efetuar estimativas de deslocamento das NPMs e comparar com os resultados
experimentais;

e Analisar através de microscopia confocal o comportamento de NPMs sob a
presenca de campos magnéticos estaticos e pulsados;

e Internalizar as NPMs em células cancerosas.
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1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em cinco capitulos, incluindo a introdug¢ao. O conteudo
de cada um destes capitulos sera brevemente explanado a seguir.

O Capitulo 2 aborda os conceitos gerais de materiais magnéticos, incluindo os
tipos de materiais magnéticos e o0 seu comportamento em relagdo a um campo
magnético externo. Em seguida sdo analisadas a composigao e as caracteristicas das
NPMs, tendo como ponto principal o calculo do deslocamento das NPMs quando
submetidas a um campo magnético externo. O Capitulo 2 também apresenta
exemplos de aplicagdes de NPMs in vivo.

A metodologia seguida neste trabalho é detalhada no Capitulo 3, em que é
apresentado o desenvolvimento dos cinco componentes para este trabalho, que sao
o gerador de pulsos, o sistema de porta amostras, a microscopia confocal, as NPMs
utilizadas e as simulagdes magnéticas.

O Capitulo 4 relata os resultados e discussdes do trabalho. E por fim, as

conclusdes e trabalhos futuros sdo apresentados no Capitulo 5.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 MATERIAIS MAGNETICOS: CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Um campo magnético pode ser representado por linhas de indugdo que
apresentam a mesma direcdo de B, que é conhecido como densidade de fluxo
magnético ou indugdo magnética, com unidade em Tesla (T) ou Weber por metro
quadrado (Wb/m?). Quando um campo magnético é aplicado no vacuo, a densidade
de fluxo pode ser definida como (GETZLAFF, 2007):

B =y H (1)

Sendo que p, € a permeabilidade magnética do vacuo (4107 H/m), Heéa
intensidade de campo magnético, com unidade Ampere por metro (A/m). Quando um
material ferromagnético € submetido a um campo magnético externo, ha um aumento
da indugdo magnética. Este aumento da magnetizagdo é medido através da
permeabilidade magnética y, definida como divisdo entre a indugdo magnética e o
campo aplicado, conforme Equacao 2 (GETZLAFF, 2007).

=
I
|| Sy

A permeabilidade indica a quantidade de indugao magnética que € gerada por
um material quando este € exposto a um determinado campo magnético. A indugao
magnética € obtida somando-se o campo aplicado com o campo exterior resultante
da magnetizacdo do material. O momento magnético induzido por unidade de volume,

devido ao material, é designado intensidade de magnetizagdo ou magnetizagao, e €

representado por M, medido em A/m (GETZLAFF, 2007).
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A permeabilidade relativa serve para medir a intensidade do campo magnético
induzido. A permeabilidade magnética de um material ferromagnético ndo € constante,
variando quando o material € magnetizado e pode ser calculada conforme a
Equacgéo 4 (GETZLAFF, 2007).

W = —

A magnetizagado de um material magnético é proporcional ao campo aplicado.
E possivel definir um fator de proporcionalidade designado por susceptibilidade
magnética, conforme Equacao 5 (GETZLAFF, 2007).

()

T X

Quando um campo magnético é aplicado a um conjunto de atomos, varios tipos
de comportamentos sdo observados, representando os varios tipos de magnetismo.
Em geral, os materiais magnéticos podem ser agrupados segundo trés tipos de
comportamento: diamagnéticos, paramagnéticos e ferromagnéticos (SADIKU, 2004).

O diamagnetismo é uma forma muito fraca de magnetismo que é nao
permanente e que persiste somente enquanto um campo externo esta sendo aplicado.
Ele é induzido através de uma alteracdo no movimento orbital dos elétrons devido a
aplicagao de um campo magnético. A magnitude do momento magnético induzido é
extremamente pequena, e em uma direcdo oposta aquela do campo que foi aplicado.
Para a maioria dos materiais diamagnéticos, como por exemplo o bismuto, chumbo,
cobre, silicio, diamante, cloreto de sédio, y é da ordem de -10-° (CALLISTER, 2008).

Os materiais em que os atomos tém um momento magnético permanente nao
nulo podem ser paramagnéticos ou ferromagnéticos. O paramagnetismo ocorre em
materiais para os quais 0s campos magnéticos produzidos pelos movimentos de
translacdo dos elétrons em torno do nucleo e de rotagao dos elétrons em torno de
seus proprios eixos nao se cancelam completamente. Diferentemente do

diamagnetismo, o paramagnetismo depende da temperatura. Para a maioria dos
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materiais paramagnéticos, como por exemplo o ar, platina, tungsténio, potassio, y €
da ordem de +10° a +1073 e depende da temperatura (CALLISTER, 2008).

O ferromagnetismo ocorre em materiais para os quais os atomos tem momento
magnético permanente relativamente grande. Sao denominados materiais
ferromagnéticos porque o material mais conhecido dessa categoria é o ferro. Outros
materiais sao o cobalto, o niquel e seus compostos. Os materiais ferromagnéticos sao
muito Uteis na pratica (como na composigao de NPM). De forma distinta dos materiais
diamagnéticos e dos paramagnéticos, os materiais ferromagnéticos possuem as
seqguintes propriedades (SADIKU, 2004):

e Sao capazes de serem magnetizados fortemente por um campo magnético;

e Retém um grau consideravel de magnetizagcao quando retirados do campo;

e Perdem suas propriedades ferromagnéticas e tornam-se materiais
paramagnéticos lineares quando a temperatura fica acima de uma certa
temperatura conhecida como temperatura de Curie. Sendo assim, se um ima
permanente for aquecido acima de sua temperatura de Curie (770 °C para o
ferro), ele perde sua magnetizagéo por completo;

e S3o nao lineares.

A relagcao entre B eH depende da magnetizagdo prévia do material
ferromagnético, ou seja, da sua histéria magnética, que é representada pela curva de
magnetizagcao ou curva B-H (BOYLESTAD, 2012).

Assumindo que o material ferromagnético, cuja curva B-H esta representada
na FIGURA 3, esta inicialmente desmagnetizado, a medida que H aumenta (devido
ao aumento da corrente) de O até a maxima intensidade de campo aplicada Hmax, a
curva OP vai sendo gerada. Esta curva é definida como a curva inicial de
magnetizacdo. Apos alcancar a saturagdo em P, se H diminuir, B ndo segue a curva
inicial, mas se atrasa em relacao a H. Este fendbmeno de B se atrasar em relagéo a H
€ denominado histerese (que significa “atraso” em grego) (SADIKU, 2004).

Se H for reduzido a zero, B ndo é reduzido a zero, mas a Br, que é definido
como a densidade de fluxo remanente. O valor de Brdepende de Hmax, a intensidade
de campo maxima aplicada. Se H cresce negativamente (ao se inverter o sentido da
corrente), B torna-se zero quando H torna-se Hc, que é conhecida como intensidade
de campo coercitiva. O valor de Hc depende de Hmax (BOYLESTAD, 2012).
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Um aumento adicional de H na direcdo negativa até alcancgar Q e a reversao
até alcancar P resulta em uma curva fechada denominada lago de histerese. O
formato dos lagos de histerese varia de um material para outro. A area de um lago de
histerese resulta na energia perdida (perda histerética) por unidade de volume durante
um ciclo da magnetizagdo periédica do material ferromagnético. Essa perda de
energia se da na forma de calor (BOYLESTAD, 2012).

FIGURA 3 — CURVA DE MAGNETIZAGCAO (B-H) TiPICA
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FONTE: SADIKU (2004).

Os dominios magnéticos sao regides dos materiais onde todas as moléculas
que estdo préximas umas das outras tém os seus momentos magnéticos alinhados
em uma unica dire¢do. As fronteiras entre estas regides sdo denominadas paredes de
dominio. Os materiais paramagnéticos tém os dominios magnéticos naturalmente
desorientados e na presenga de um campo magnético externo estes tendem a alinhar-
se enquanto houver a aplicagdo do campo, conforme FIGURA 4. Os materiais
ferromagnéticos tem seus dominios magnéticos alinhados mesmo sem a presenga de

um campo magnético externo e quando aproximados de um campo magnético externo
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estes tendem a alinhar-se na diregdo do campo magnético aplicado, conforme
FIGURA 5 (Lu et al., 2007; PETRY, 2007).

FIGURA 4 — REPRESENTAGAO DO DOMiNIO MAGNETICO DE MATERIAIS
PARAMAGNETICOS

(A — Sem campo magnético aplicado, B — Com campo magnético aplicado)

(A) (B)
FONTE: PETRY (2007).

FIGURA 5 — REPRESENTAGAO DO DOMINIO MAGNETICO DE MATERIAIS
FERROMAGNETICOS

(A — Sem campo magnético aplicado, B — Com campo magnético aplicado)

(A) (B)
FONTE: PETRY (2007).

A estrutura de dominio de um material ferromagnético determina a dependéncia
do seu comportamento magnético no tamanho do material (MODY et al., 2013).
Quando o tamanho de um material ferromagnético é reduzido abaixo do didametro
critico (30 nm), este torna-se monodominio. A configuragdo da magnetizacao dentro
de uma particula de monodominio depende fortemente da anisotropia magnética e da
forma da particula (GUBIN, 2009). Como mencionado anteriormente, o

comportamento de um material submetido a um campo magnético é observado pela



27

curva de histerese, que é caracterizada por dois parametros principais, que sido a
remanéncia e coercividade. O ultimo esta relacionado a abertura da curva. Tratando-
se de nanoparticulas, a coercividade € a propriedade de maior interesse e €
fortemente dependente do tamanho. Foi encontrado que, conforme o tamanho das
particulas é reduzido, a coercividade aumenta ao maximo e depois diminui para zero,
como mostrado na FIGURA 6. Com uma diminuicdo adicional no tamanho das
particulas abaixo o didmetro critico, a coercividade se torna zero e tais particulas se

tornam superparamagnéticas (MODY et al., 2013).

FIGURA 6 — ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA RELACAO ENTRE COERCIVIDADE E RAIO DA
NPM
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FONTE: MODY et al. (2013).

Cowburn et al. (1999) fizeram um estudo da dependéncia do tamanho das
particulas na formacdo de dominios magnéticos, variando o diametro (d) e
espessura (e) de discos circulares consistindo em uma liga de Ni-Fe-Mn
(Niquel-Ferro-Molibdénio). O resultado da curva de histerese € ilustrado na FIGURA 7,

ou seja, quanto menor o tamanho da particula mais estreita é a curva de histerese.
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FIGURA 7 — CURVAS DE HISTERESE MEDIDAS EM FUNC/:\Q DO DIAMETRO (d) E ESPESSURA
(e) DE NANOMAGNETOS CIRCULARES. PARA CADA GRAFICO O EIXO HORIZONTAL E O
CAMPO APLICADO E O EIXO VERTICAL E A MAGNETIZACAO
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FONTE: COWBURN et al. (1999).

Os materiais ferromagnéticos podem ser categorizados como materiais
magnéticos moles e duros, devido a variagdo na dependéncia do campo magnético.
Materiais magnéticos moles sdo aqueles que podem ser desmagnetizados sob
campos magnéticos baixos e, portanto, a coercividade (Hc) é baixa conforme
FIGURA 8 (B). Por outro lado, materiais magnéticos moles podem ser faciimente
magnetizados e, portanto, a permeabilidade é alta. Os materiais magnéticos duros sdo
aqueles de dificil magnetizagdo, porém uma vez magnetizados, sao dificeis de
desmagnetizar, portanto possuem coercividade alta, conforme FIGURA 8 (C) (MODY
et al., 2014; GUBIN et al., 2005). Diferentemente dos materiais ferromagnéticos, os
materiais superparamagnéticos ndo apresentam magnetizagdo remanente visto que
seus dipolos magnéticos desalinham-se sem a presenga do campo magnético externo
conforme FIGURA 8 (A), o que os fazem ideais para aplicagdes bioldgicas pois nédo
ha um comportamento ativo das NPMs sem a aplicagcdo do campo (MODY et al.,
2014).
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FIGURA 8 — CURVA DE HISTERESE TIiPICA

(A — Materiais superparamagnéticos, B — Materiais ferromagnéticos moles, C — Materiais
ferromagnéticos duros)
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FONTE: MODY et al. (2014).

Em suma, os materiais que apresentam uma pequena susceptibilidade
magnética positiva na presenga de um campo magnético sdo designados por
paramagnéticos. J& os materiais que apresentam uma pequena susceptibilidade
magnética negativa na presenca de um campo magneético sao designados por
diamagnéticos. Os efeitos paramagnético e diamagnético desaparecem quando se
remove o campo magnético aplicado. Os materiais que apresentam uma forte
susceptibilidade magnética positiva na presenga de um campo magnético sao
designados por ferromagnéticos. Em condicbes macroscopicas, 0s materiais

ferromagnéticos continuam apresentando uma magnetizagdo remanente, mesmo
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quando removido o campo externo. Este efeito estda associado a formacado de
dominios magnéticos, que sdo entidades coletivas de atomos ou moléculas que
possuem a mesma orientagdo dos momentos magnéticos. Estes dominios possuem
em geral dimensbées micrométricas, no entanto estas dimensdes sao fortemente
influenciadas pela temperatura, tipo e forma do material, campo externo etc.
(GETZLAFF, 2007).

2.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS: COMPOSICAO E CARACTERISTICAS

As NPMs sao formadas por materiais ferromagnéticos, porém devido a sua
pequena dimensdo, sdo em geral monodominio, ou seja, cada particula apresenta um
unico dominio magnético em todo seu volume. Devido a esta caracteristica, se
comportam como materiais paramagnéticos de alta susceptibilidade. Por esta razdo,
sdo denominadas de superparamagnéticas, e sob a acdo de um campo magnético
externo, seus dipolos magnéticos individuais ficam alinhados com este campo. Uma
vez que o campo externo €& removido, este alinhamento interno desaparece
(GETZLAFF, 2007).

As NPMs tém tamanhos controlaveis que variam até dezenas de nanémetros,
0 que coloca em dimensdes menores ou comparaveis as de uma célula (10-100 pm),
um virus (20—450 nm), uma proteina (5—50 nm) ou um gene (2 nm de largura e 10—
100 nm de comprimento), ou seja, estas podem "se aproximar" de uma entidade
bioldgica de interesse (PANKHURST et al, 2003).

Além disso, as NPMS podem ser revestidas com moléculas bioldgicas o que
contribui para a interacdo ou ligagdo a uma entidade bioldgica, portanto, podem
funcionar como uma forma de enderegcamento das entidades bioldgicas
(PANKHURST et al, 2009).

As nanoparticulas magnéticas sdo magnetizaveis e, portanto, podem ser
manipuladas por um gradiente de campo magnético externo. Essa propriedade,
combinada a penetrabilidade intrinseca dos campos magnéticos ao tecido humano,
propicia aplicagdes envolvendo o transporte e / ou imobilizagdo de nanoparticulas
magnéticas, ou de entidades bioldgicas marcadas magneticamente. Desta forma,
elas podem entregar um pacote, como um medicamento anticancer, para uma regiao
alvo do corpo, como um tumor (PANKHURST et al, 2009).
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As nanoparticulas magnéticas para aplicagbes na biologia sdo geralmente
imersas em uma solugdo inerte a base de agua deionizada. A concentragcéo de
nanoparticulas por unidade de volume pode entao ser alterada pela adigao de agua,
de forma a atender as necessidades de cada aplicacéo.

A viscosidade do meio liquido tem um papel importante na movimentagcédo das
nanoparticulas imersas em uma solugdo aquosa. Ao ser aplicado um campo
magnético, ha duas forgas principais atuando em cada nanoparticula, que séo a forga
magnética, que tende a movimentar a particula, e a forca de frenagem ligada a
viscosidade do fluido. As demais forcas como a gravitacional e interacdo entre as
particulas podem ser desconsideradas, pois sdo muito inferiores (HAVERKORT,
2009). A forga magnética pode ser obtida pela Equagao 6 (BANERJEE et al, 2012):

Fp = o Vmx (VHg ) Hy (6)

Onde V,, € o volume da nanoparticula, H, € a intensidade de campo magnético

externo aplicado, VH_,;[ € gradiente espacial da intensidade de campo magnético
externo e, como ja mencionado anteriormente, p, € y Sao respectivamente a
permeabilidade magnética do vacuo e a susceptibilidade magnética (BANERJEE et
al, 2012).

A forga do fluido para uma particula esférica € determinada pela lei de Stokes
conforme abaixo (WEI E WANG, 2018):

F = —6mnr, (v, —U) (7)

Onde 1, e ¥, s&o o raio hidrodindmico e a velocidade da particula, e n e
sdo a viscosidade e velocidade do fluido, respectivamente (WEI E WANG, 2018).

Como a susceptibilidade magnética das nanoparticulas € medida baseada no
total da nanoparticula, o raio magnético e o raio hidrodindmico podem ser
considerados iguais. Com isso, o volume da nanoparticula pode ser expresso por
(4/3)nr,®. A forga atuando na nanoparticula devido ao campo magnético e fluido
viscoso pode ser descrita por meio da lei de Newton, conforme abaixo (WEI E WANG,
2018):
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dv
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m, —
Podt

. _, (8)
= Wo Vmx (VHy) Hy — 61T, Uy

Considerando que o fluido esteja em uma condigéo estatica, a velocidade do
fluido u pode ser definida como zero (WEI E WANG, 2018).

O vetor de deslocamento (s) das NPMs pode ser descrito pela Equagao
ordinaria (BANERJEE et al, 2012; WEI E WANG, 2018):

i E, (9)
dc = P T 61T,

Através da resolugao da integral da Equacgao 9, sabe-se que o deslocamento
da nanoparticula (s) é dado conforme abaixo (BANERJEE et al, 2012):

S = Fn  MoVx (V Hg) Hg , (10)
B 61N, - 61Ny,

Considerando que o tamanho de uma célula cancerosa seja de cerca de 9 ym
(SHI et al, 2015) e que a NPM estaria localizada no centro dela, o deslocamento
minimo necessario das NPMs para ultrapassar a membrana da célula cancerosa deve
ser da mesma ordem de grandeza, porém n&o muito superior, para ndo causar danos
em células vizinhas sadias. Estipulando este deslocamento como 5,5 um, foi calculado
através da Equacado 10 qual seria o valor da operagao gradiente da intensidade de
campo magnético multiplicado pelo valor da intensidade de campo magnético
((v HTJ E{). Este célculo foi efetuado levando em consideragéao larguras de pulso de
10 us e 1 ms, pois sao os valores de largura de pulso dos dois geradores utilizados
neste trabalho, conforme sera abordado na secao 3.1. A susceptibilidade do FesOas,
que é o material do nucleo da NPM, é de 1,17, o raio considerado da NPM é de 0,278
pgm, conforme sera discutido na segédo 4.2, e a viscosidade considerada sera a da
agua (1073 N.s/m?), pois a NPM utilizada esta inserida em uma dispersdo aquosa. A
TABELA 1 mostra os resultados destes calculos, que foram realizados apenas para

ter-se uma nog¢ao da ordem de grandeza e nao de valores absolutos.
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_MoVx VH ) Ha 471077, (%.71. (0,278. 10-6)3) 117.(VH,) H,
= _ t
6mn, 6.7.10-3.0,278.106

s(t)

TABELA 1 — CALCULO DO GRADIENTE DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO
MULTIPLICADO PELA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO

Tempo Gradiente da Intensidade de Campo Magnético * Intensidade de
Campo Magnético
10 ys 2,18.10"6 A2/m3
1ms 2,18.10"* A2/m3

Fonte: A autora (2019).

Conforme resultados da TABELA 1, quanto menor a largura de pulso do campo
aplicado, maior sera a intensidade de campo magnético bem como o seu gradiente

necessarios para deslocar a NPM.

2.3 NANOPARTICULAS MAGNETICAS: APLICACOES IN VIVO

Um desafio crucial nas aplicagdes in vivo das NPMs é entender sua
farmacocinética de modo a permitir o controle de seu comportamento in vivo a partir
de suas dimensdes e seu revestimento. Na maioria dos casos, as NPMs, seja para
finalidade de entrega de medicamento ou como agentes de contraste para imagem
por ressonancia magnética, sdo administradas por via intravenosa e atingem as
células cancerosas via circulagdo sanguinea. Isso naturalmente levanta questdes
como o periodo em que as particulas podem permanecer na circulagao sanguinea e
seu destino. Estas sdo questdes criticas que determinam diretamente a eficacia
diagnostica e terapéutica. Estudos estreitam a janela de tamanho das nanoparticulas
para a faixa de 10 nm a 200 nm, tamanho adequado para injegéo intravenosa. Fora
deste intervalo, as NPMs nao tém tempo de circulacédo suficiente para alcancgar as
areas desejadas (XIE et al., 2009).

As NPMs tém a propriedade de se tornarem objetivaveis, portanto, capazes de
alcancgar os locais patolégicos especificamente. Para atingir este objetivo, biovetores
devem ser carregados primeiramente na NPMs antes da administracéo, o que dara
as NPMs a capacidade de atingir alguns tecidos especificos. Por exemplo, se o

objetivo é atingir um tumor: os biovetores como anticorpos ou peptideos seréo
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reconhecidos e capturados pelos correspondentes biomarcadores que sao
caracteristicos da superficie das membranas das células tumorais. Através das
interagcdes especificas entre o biovetor na superficie das NPMs e os receptores nas
membranas celulares, as NPMs podem se acumular nas membranas celulares ou
mesmo se internalizarem através de endocitose mediada por receptor. As células
normais, por outro lado, ndo serao rotuladas (XIE et al., 2009).

Pesquisas recentes mostram que as nanoparticulas magnéticas podem ser
aplicadas em biomedicina incluindo hipertermia, imagem por ressonancia magnética
e entrega de medicamento. Foi demostrado recentemente (UZHYTCHAK et al.,2017)
que a aplicagcdo de campos magnéticos pulsados de alta intensidade aumentam
significativamente a entrada de nanoparticulas no interior de células (uptake), sem
danos perceptiveis as células. Estes resultados demonstram uma forte interagéo entre

as NPMs e campos magnéticos pulsados, motivando ainda mais o presente estudo.

2.3.1 Hipertermia

Ao serem submetidas a um campo magnético externo alternado, as NPMs
podem apresentar efeitos de aquecimento devido as perdas durante o processo de
reversdo de magnetizagéo. Este aquecimento que ocorre nas NPMs sob a influéncia
de um campo magnético externo em altas frequéncias pode ser aplicado no
tratamento contra o cancer por hipertermia (HERGT, 2006). A FIGURA 9 representa
um esboco feito por ANDRADE et al. (2011) mostrando o procedimento geral para a
injecdo endovenosa das NPMs no corpo humano: primeiramente as NPMs sao
injetadas em um tumor e, em seguida, um campo magnético alternado aplicado

externamente induz a hipertermia.
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FIGURA 9 - ESBOCO MOSTRANDO O PROCEDIMENTO DO PROCESSO DE HIPERTERMIA
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FONTE: ANDRADE et al. (2011).

As perdas durante o processo de reversao de magnetizagao ocorrem devido a
diferentes mecanismos, tais como histerese e relaxamento de Néel ou Brown. O
mecanismo dominante responsavel pelo aquecimento das NPMs em um campo
magnético externo depende do tamanho da particula, geometria, configuracéao fisica
e viscosidade (SHI et al., 2015).

No relaxamento de Néel a dissipacdo do calor ocorre quando a particula
ultrapassa uma barreira de energia na presenga de um campo magnético alternado.
No caso do relaxamento Browniano, o aquecimento das particulas em suspensao
liquida ocorre devido a arrasto viscoso entre as particulas e o liquido, causado pelo
movimento rotacional a partir do campo magnético alternado aplicado (SHI et al.,
2015; LEMINE, 2019).

O tratamento por hipertermia pressupde que as células tumorais sdo mais
suscetiveis a temperaturas elevadas (entre 42°C e 45°C) do que células sadias.
Assim, uma vez que se consegue a aplicacdo de NPMs especificamente nas células
tumorais, o campo magnético externo de alta frequéncia pode ser aplicado nas
proximidades do tumor, levando a geracgao de calor localmente para danifica-las, sem
prejudicar os tecidos saudaveis (SHI et al., 2015).

Como o objetivo é gerar um aumento de temperatura que seja suficiente em
todo o volume do tecido alvo para que a hipertermia induzida seja efetiva, entao o
método usado para colocar as nanoparticulas no alvo torna-se critico (WUST et al.,

2006). Pesquisadores tém seguido o conceito de aquecimento intersticial por inje¢cao
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direta em multiplos locais das NPMs e desenvolveram medidas sofisticadas para
garantir que a taxa de absorgao especifica (SAR) em todo volume alvo seja suficiente
para resultar em uma dose térmica terapéutica (SAPARETO e DEWEY, 1984). Porém,
MOROZ et al. (2002) relatam dificuldade em obter uma solugdo térmica
uniformemente eficaz em todo o volume do tumor. Ha duas razdées mais frequentes
pelas quais uma pequena se¢ao de um tumor pode nao ser aquecida, que sao o
aumento local do fluxo sanguineo, por exemplo, devido a um vaso sanguineo préoximo
ou uma concentracdo inadequada de nanoparticulas magnéticas implantadas
(CETAS et al, 1998; MAIER et al., 2007).

2.3.2 Aumento de contraste de imagem nao invasiva

As NPMs podem ser aplicadas para aumentar o contraste nos exames de
imagem por ressonancia magnética (IRM), que é uma técnica de imagem médica
usada para visualizar estruturas internas e funcdo de alguns tecidos. As
nanoparticulas de 6xido de ferro foram as primeiras e sdo os agentes de contraste
magnéticos baseados em nanoparticulas mais comumente utilizados para
ressonancia magnética (SUN et al., 2008; NEUBERGER et al., 2005). O principio de
funcionamento da ressonancia magnética consiste na aquisicdo de imagens internas
do corpo através do aproveitamento dos numerosos atomos de hidrogénio que ele
possui (agua e gorduras principalmente), sendo adequada para a visualizagdo de
estruturas do tecido mole, como cérebro ou medula espinhal. Colocados sob um
potente campo magnético, os atomos orientam-se numa mesma diregao.
Seguidamente, sdo excitados por ondas de radiofrequéncia durante um intervalo de
tempo curto, sendo colocados em ressonancia, e quando esse estimulo para, os
atomos restituem a energia acumulada, produzindo um sinal que posteriormente é
tratado para a obtencgao das respectivas imagens. O processo pelo qual particulas em
geral, nesse caso os protons, retornam ao seu estado inicial € chamado de fenémeno
de relaxagéo, que pode acontecer de duas maneiras: relaxacgao longitudinal, que tem
sua eficiéncia determinada pela constante de tempo nomeada como T1 e relaxacéo
transversal, que tem sua eficiéncia determinada pela constante de tempo nomeada

como T2. Em muitos casos o sinal produzido por esta técnica nao € suficiente para se
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fazer diagndsticos médicos, sendo necessario o0 uso de agentes que potencializem o
contraste das imagens, conhecidos como agentes de contraste (SOUZA, 2011).

Nos ultimos anos, inumeras pesquisas estdo sendo feitas no sentido de
desenvolver materiais capazes de fornecer um contraste mais eficaz. As NPMs se
destacam para esses propositos por sua propriedade de superparamagnetismo e pelo
fato de gerarem calor ao serem excitadas. A principal vantagem delas em relagcédo aos
outros agentes de contraste é o aumento do sinal obtido devido a redugao dos tempos
de relaxacdo T1 e T2.

A eficacia como agentes de contraste de IRM das NPMs de éxido de ferro
depende em grande parte de suas propriedades fisico-quimicas, particularmente seu
tamanho e quimica de superficie, sendo este ultimo modificado por conjugagdo com
substancias biologicamente ativas como anticorpos, ligantes receptores,
polissacarideos e proteinas (DUAN et al., 2008). Em suma, a aplicagdo das NPMs
como agente de contraste requer que elas sejam biocompativeis, que tenham
caracteristicas superparamagnéticas e que ndo se agreguem dentro do organismo a

fim de ndo serem reconhecidas pelo sistema imune (SOUZA, 2011).

2.3.3 Entrega de medicamento

As NPMs também podem ser empregadas como portadoras para o
fornecimento de medicamento. Esta perspectiva € particularmente importante no
tratamento do céancer, ja que a quimioterapia tradicional e radioterapia apresentam
efeitos colaterais consideraveis (DOBSON, 2006). A FIGURA 10 representa o
conceito que envolve carregamento de medicamentos nas NPMs, quimicamente ou
fisicamente, aproveitando também a capacidade de concentrar a NPMs em areas de
interesse, onde os medicamentos podem ser liberados de maneira controlada (PARK
et al., 2010). O sistema magnético de administracdo de medicamentos funciona na
entrega de nanoparticulas magnéticas carregadas com medicamentos no local do
tumor sob a influéncia do campo magnético externo (MODY et al., 2014). Por meio
desta abordagem, a dosagem de medicamento pode ser reduzida drasticamente, o
que favorece a minimizacao dos efeitos colaterais da quimioterapia e radioterapia
(XIE et al., 2009).
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FIGURA 10 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO SISTEMA MAGNETICO DE
ADMINISTRAGAO DE MEDICAMENTOS
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FONTE: PARK et al. (2010).

As propriedades magnéticas intrinsecas das NPMs fazem com que estas
tenham a capacidade de responder a aplicagdo de um campo magnético externo.
Esse recurso foi empregado no transporte de NPMs carregadas de medicamento para
areas de interesse. Experimentos apontam que uma combinag¢ao de um forte campo
magnético e NPMs de grande porte em altas concentragdes é necessaria para
alcangar a localizagdo desejada. As restrigdes fisicas impostas ao direcionamento
magnético, como a rapida diminui¢gao da forgca do campo em razao da profundidade
do corpo e as dificuldades de contornar estruturas teciduais sao pontos de atengao
para a realizagdo clinica desta tecnologia. Grande parte do trabalho nessa area
concentrou-se no desenvolvimento de campos magnéticos de alto momento e de
nanoparticulas com novos revestimentos multifuncionais (DOBSON, 2006). Neste
ponto, ensaios foram relatados por XIE et al. (2009) empregando campo externo para
concentrar o medicamento em NPMs em animais. Uma questdo na administragao
magnética de medicamentos € se a aplicacdo de forgcas magnéticas pode competir
com forgas convectivas de sangue (arrasto) que tendem remover as particulas
(NACEV et al., 2011; LEE et al, 2013).

2.4 CONCLUSOES DO CAPITULO 2

O deslocamento das NPMs, quando estas sdo submetidas a um campo

magnético, esta relacionado com duas forgas que atuam nas mesmas: a forga
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magnética e forga de arraste devido a solugdo aquosa em que estéo inseridas. Além
disso, este deslocamento é diretamente proporcional ao tempo de aplicacéo do pulso
magnético, portanto, quanto menor o tempo de aplicagado, maior o gradiente de campo
magnético, bem como o préprio campo magnético necessarios para a NPM percorrer

uma dada distancia.

As NPMs possuem a caracteristica de ter coercividade e remanéncia nula, o
que contribui para a aplicagdo deste tipo de material na area bioldgica, visto que o
mesmo nao possui atividade enquanto nao for submetido a um campo magnético

externo.

Hipertermia, aumento do contraste em imagem ndo invasiva e entrega de
medicamento s&o alguns exemplos de como as NPMs vém sendo alvo de estudo na
area biomédica. Este trabalho propée uma abordagem inédita, consistindo na
aplicagao das NPMs no interior das células cancerosas, com posterior deslocamento
das mesmas, devido a aplicagdo de um campo magneético pulsado de curta duragao

(milissegundos), o que podera causar danos ou até mesmo a morte destas células.
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3 METODOLOGIA

Os principais elementos necessarios ao desenvolvimento deste trabalho sao
um gerador de campo magnético pulsado, um microscépio confocal e nanoparticulas

magnéticas biocompativeis.

3.1 GERADOR DE PULSO

Os campos magnéticos pulsados de alta intensidade sdo gerados a partir de
uma corrente elétrica circulando em uma bobina. O gerador de campos magnéticos
pulsados tem como fungéao principal gerar pulsos controlados de alta corrente em uma
bobina a partir da descarga de capacitores carregados com altas tensdes. Esta
passagem de corrente por uma bobina € responsavel por criar o0 campo magnético
(COSTA, 2017).

O primeiro gerador de campos magnéticos pulsados utilizado neste projeto é o
gerador desenvolvido pelo aluno Leonardo Pereira da Costa no seu trabalho de
conclusao de graduagao apresentado em 2017, sob a orientagao do prof. Dr. Marlio
José do Couto Bonfim.

O campo magnético gerado é proporcional a tensao sobre o capacitor, ou seja,
quanto maior a tens&o, maior a corrente que passa pela bobina e consequentemente
maior o campo magneético gerado (COSTA, 2017). A FIGURA 11 representa o pulso
magnético do gerador nomeado neste trabalho como gerador us. A partir desta figura,
utilizando a Equacéo 1 e considerando a permeabilidade magnética como a do ar, ja
que o pulso € gerado no ar, calcula-se que 0 campo magneético maximo produzido

pelo gerador ps é de 23,87.10° A/m.
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FIGURA 11 — PULSO MAGNETICO DO GERADOR us
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FONTE: COSTA (2017).

Porém, conforme sera explicado na sec¢ao 4.2, o gerador us nao foi eficaz para
movimentar as NPMS, por isso fez-se necessario elaborar um segundo gerador de
pulso alterando a ordem de grandeza da duragao do pulso de ps para ms. A FIGURA
12 representa o grafico do pulso magnético do gerador denominado neste trabalho
como gerador ms. A curva da densidade de fluxo magnético em fungédo do tempo foi
obtida por meio de um osciloscépio em conjunto com um medidor de densidade de
fluxo magnético (marca: PHYWE, modelo: 13610-93) a 2 mm de distancia do
eletroima. Ambos os geradores possuem o mesmo principio de operagéo: a descarga
do capacitor através da bobina gera um pulso de corrente que por sua vez gera o
campo magnético. O que distingue os dois geradores sao os valores de capacitancia,
largura do pulso e o proprio campo. Utilizando a Equacgéao 1, calcula-se que o campo

magnético maximo produzido pelo gerador ms é de 39,8.10* A/m.
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FIGURA 12 — PULSO MAGNETICO DO GERADOR MS
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FONTE: A autora (2019).

Os circuitos utilizados nestes geradores sdo apresentados nos Apéndices 1 e 2.
3.2 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE PORTA-AMOSTRAS

Todos os porta-amostras desenvolvidos foram elaborados com dimensional
especifico para encaixar no miscroscopio confocal. Além disso, embaixo dos mesmos
foram coladas laminulas limpas (espessura entre 0,13 mm e 0,16 mm) utilizando cola
epoxi.

O primeiro sistema de porta-amostras desenvolvido (porta-amostras vertical) é
representado pela FIGURA 13 e foi fabricado utilizando a impressora 3D do LAMMI.
Neste sistema a bobina é colocada na parte superior do porta-amostras e as NPMs
sdo colocadas dentro de um tubo central de cerca de 2 mm de didmetro. O

esquematico deste porta-amostras é representado na FIGURA 14.
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FIGURA 13 — SISTEMA DE PORTA-AMOSTRAS VERTICAL

FONTE: A autora (2018).

FIGURA 14 — ESQUEMATICO DO SISTEMA DO PORTA-AMOSTRAS VERTICAL
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FONTE: A autora (2020).

No segundo sistema de porta-amostras (porta-amostras unilateral com
eletroima) a bobina foi construida em torno de um material magnético mole (FeSi)
para concentrar o fluxo magnético na regiao onde as NPMs séo colocadas. As NPMs
também sao colocadas dentro de um tubo central de cerca de 2 mm de didmetro. A

FIGURA 15 ilustra este porta-amostras e a FIGURA 16 representa o seu esquematico.
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FIGURA 15 — SISTEMA DE PORTA-AMOSTRAS UNILATERAL COM ELETROIMA
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FONTE: A autora (2019).

FIGURA 16 — ESQUEMATICO DO SISTEMA DO PORTA-AMOSTRAS UNILATERAL COM
ELETROIMA
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O material magnético utilizado na construgéo do eletroima tem caracteristica
geométrica no formato da letra “E” e foi caracterizado utilizando um magnetémetro do
tipo Hysteresegraph desenvolvido pelo Laboratorio de Magnetismo, Medidas e
Instrumentacdo (LAMMI) da UFPR. A excitagdo foi um sinal triangular de 1 kHz. A

curva de histerese resultante esta representada pela FIGURA 17.



FIGURA 17 — CARACTERIZAGAO DA CURVA DE HISTERESES DO MATERIAL MAGNETICO
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FONTE: A autora (2019).

3.3 MICROSCOPIA CONFOCAL

1.000
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O Centro de Tecnologias Avangadas em Fluorescéncia da Universidade

Federal do Parana (Setor de Ciéncias Biologicas) possui um microscopio confocal

A1RSIMP (Nikon, Japao) ilustrado na FIGURA 18, que possibilita a visualizagéo de

particulas sub-micrométricas imersas em uma solugéo ou mesmo inseridas em células

vivas. A colaboracao foi firmada com o técnico do laboratério MSc. Israel Henrique

Bini, com o Dr. Gustavo Rodrigues Rossi, com o MSc. Jodo Luiz Aldinucci Buzzo e

com orientador de ambos Prof. Dr. Edvaldo da Silva Trindade.
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FIGURA 18 — MICROSCOPIO DE VARREDURA A LASER CONFOCAL MULTIFOTON

FONTE: NIKON INSTRUMENTS INC. (2018).

Para visualizagdo dos videos e imagens salvos pela interface do microscopio
confocal utilizou-se o software Fiji, que € um pacote de processamento de imagens
de codigo aberto baseado no Imaged (SCHINDELIN et al., 2019).

3.4 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As NPMs utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo Institut Néel (Grenoble-
Franca), pela pesquisadora Nora Dempsey. A FIGURA 19 representa as
nanoparticulas denominadas pelo fornecedor Chemicell como fluidMAG, que séao
ferrofluidos constituidos por uma dispersao aquosa de éxidos de ferro magnéticos com
didmetro de 50 nm. Conforme a FIGURA 20, as particulas sao cobertas com polimeros
hidrofilicos que os protegem contra agregacao com outros ions. Grupos funcionais
terminais, tais como grupos de permuta de ions ou grupos reativos para imobilizagao
covalente, podem ser utilizados para ligagado a biomoléculas. Os ferrofluidos podem
ainda ser usados para diagnosticos de ressonancia magnética e aplicagdes de

direcionamento magnético de medicamento.
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FIGURA 19 — SOLUGAO AQUOSA DE NPM FLUIDMAG

FONTE: A autora (2018).

FIGURA 20 — REPRESENTAGAO NPM FLUIDMAG

FONTE: CHEMICELL (2018).

A FIGURA 21 representa a nanoparticula magnética denomidada pelo
fornecedor Chemicell como nano-screenMAG, que € uma dispersao aquosa de
nanoparticulas fluorescentes magnéticas em didmetro hidrodindmico 200 nm.
Conforme FIGURA 22, as particulas de nano-screenMAG consistem em um nucleo
de magnetita que é primeiramente coberto por um corante de fluorescéncia lipofilico.
Uma segunda camada que envolve a particula com um polimero hidrofilico que, assim
como na fluidMAG, protege as particulas contra a agregacéao por outros ions. Grupos
funcionais terminais, tais como grupos de permuta de ions ou grupos reativos para
imobilizagdo covalente, podem ser utilizados para ligagéo a biomoléculas. Neste caso
é utilizado o grupo funcional Acido Glucurénico — Carboxil. Este tipo de nanoparticula
apresenta fluorescéncia na cor verde, com tipo de magnetizagao superparamagnético

e nucleo formado por magnetita (FesOa).
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FIGURA 21 — SOLUGAO AQUOSA DA NPM NANO-SCREENMAG

FONTE: A autora (2018).

FIGURA 22 — REPRESENTAGAO DA NPM NANO-SCREENMAG
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FONTE: CHEMICELL (2018).

O raio hidrodinamico que consta na especificacdo do fornecedor das NPMs é
uma meédia amostral do raio hidrodinamico das NPMs, portanto, na pratica estas nao

necessariamente terdo o raio que consta na especificagao.

3.5 SIMULACOES MAGNETICAS

Com o objetivo de melhor caracterizar os pulsos de campo magnético e verificar
se o deslocamento que foi observado por microscopia € similar ao deslocamento
calculado na teoria, foram realizadas simulacbes magnéticas pelo método dos
elementos finitos utilizando o programa FEMM (Finite Element Method Magnetics).

Com este programa € possivel efetuar simulagbes de eletroimds compostos por
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bobinas com nucleo de material magnético, levando em conta a curva de
magnetizacdo do material. Pode-se assim determinar a densidade de fluxo magnético,
a intensidade de campo magnético e seu gradiente espacial, parametros importantes
para estimativa do deslocamento das nanoparticulas e otimizagdo da etapa de
geracgéo dos pulsos de campo.

O sistema do porta-amostras unilateral com eletroimd da FIGURA 15,
responsavel por deslocar as NPMs, foi desenhado no programa FEMM conforme
FIGURA 23. O circulo indicado na FIGURA 23 ¢ a regido do tubo onde as NPMs séo

colocadas, que possui 2 mm de comprimento e esta a 1 mm de distancia do eletroima.

FIGURA 23 — ESQUEMATICO DO SISTEMA PARA SIMULAGCAO NO FEMM
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FONTE: A autora (2019).

A simulacao foi feita considerando frequéncia de 1 kHz, tendo em vista que o
gerador de pulsos que apresentou melhores resultados possui largura de pulso da

ordem de milissegundos.
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3.6 CONCLUSOES DO CAPITULO 3

A metodologia de aplicagdo dos pulsos de campo magnético nas NPMs
consiste na utilizagdo de dois geradores de pulsos (gerador us e gerador ms), cujo
principio de funcionamento € o mesmo, diferenciando-se em intensidade de campo
magnético e largura de pulso. Além disso, no sistema de porta-amostras vertical a
bobina de fio de cobre fica sobre o tubo onde as NPMs sao colocadas, no sistema de
porta-amostras unilateral com eletroima o fio de cobre é enrolado em volta de um
material magnético para ampliar e concentrar a intensidade do campo magnético na
regido proxima as NPMs. Estes geradores de pulsos e os porta-amostras sao
utilizados em conjunto para deslocar as NPMs, cujo deslocamento & observado
através de microscopia confocal. Duas NPMs foram testadas, uma com raio
hidrodinamico médio de 50 nm e outra de 200 nm e com revestimento fluorescente.

As simulagbes magnéticas sao necessarias para verificar se o deslocamento
que foi observado por microscopia € similar ao deslocamento calculado na teoria.
Além disso, as simulag¢des sao utilizadas também para verificar o comportamento do

gerador de pulsos e o deslocamento das NPMs com a variagao da corrente.
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4 RESULTADOS

Além do estudo bibliografico sobre as NPMs e campos magnéticos pulsados,
foram efetuadas analises através de microscopia confocal do comportamento de
NPMs sob a presenga de campos magnéticos e estudo da metodologia de captacao
das nanoparticulas pelas células cancerosas. Foram realizadas simulacoes

computacionais para o calculo da distancia percorrida pelas nanoparticulas.

4.1 RESULTADOS DA VISUALIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

Amostras dos dois tipos disponiveis de nanoparticulas foram colocadas sob a
lente do microscopio, em seguida foi visualizado o seu aspecto antes e apds a
aproximacao de um campo magnético estatico (ima). Nao foi observada nenhuma
diferenca na NPM fluidMAG com a aproximacgao do ima, isto porque, apds contatar o
fornecedor da nanoparticula (Chemicell), soube-se que estes ferrofluidos ndo séo
separaveis por um campo magnético externo porque possuem uma barreira de
energia que impede o alinhamento do momento em diregdo ao campo. Estas
substancias sao fluidos magnéticos reais, e o isolamento magnético so6 é possivel com
um separador magneético de alto gradiente, o que € caro e consome tempo. Portanto,
a Chemicell recomenda o uso de nanoparticulas magnéticas com tamanho minimo de
100 nm, que se tornam descontinuos pela aplicagdo de um campo magnético externo
(separador magnético). Assim, um isolamento magnético rapido e facil das
nanoparticulas € possivel através da simples aplicagcdo de um campo magnético
externo (CHEMICELL, 2018).

Em contrapartida, a nano-screenMAG (didmetro de 200 nm), com a
aproximacao do ima, apresentou um alinhamento no mesmo sentido das linhas de

campo magnético, conforme FIGURA 24 .
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FIGURA 24 — NANOPARTICULA MAGNETICA DE 200 NM

(A — No estado natural, B— C — D — Quando préxima de um ima)

FONTE: A autora, 2018.

A partir de entdo, somente a nanoparticula de 200 nm foi utilizada neste
trabalho. Constatou-se a fluorescéncia da nanoparticula considerando excitagao em
um comprimento de onda de 488 nm e a faixa de detecgao entre 500 nm e 550 nm.

A FIGURA 25 representa o observado no microscépio confocal utilizando a
amostra da nanoparticula magnética de 200 nm de didmetro; os pontos fluorescentes

em verde sao as nanoparticulas.
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FIGURA 25 — OBSERVAGCAO ATRAVES DE MICROSCOPIA CONFOCAL DA FLUORESCENCIA NA
COR VERDE DA NANOPARTICULA MAGNETICA

FONTE: A autora (2019).

4.2 RESULTADOS DOS PORTA-AMOSTRAS E GERADORES DE PULSO

A utilizagao do porta-amostras vertical combinado ao gerador de pulsos ps néo
apresentou resultado satisfatorio em termos de movimento da nanoparticula. O campo
magnético dentro da bobina é intenso e uniforme, porém o gradiente € pequeno,
fazendo com que exista uma movimentacdo muito pequena e apenas na vertical,
dificultando a visualizacdo pelo microscépio confocal. Pela comparacdo da
FIGURA 26 (A) e FIGURA 26 (B), que sao capturas de tela do video gerado pelo Fiji
em diferentes instantes, percebe-se que ndo houve movimentagao das nanoparticulas

apos o funcionamento do gerador de pulsos ys.
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FIGURA 26 — COMBINACAO DO GERADOR DE PULSOS ps COM O PORTA-AMOSTRAS
VERTICAL

(A — Antes da aplicagdo do pulso, B — Apds a aplicagédo do pulso)
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FONTE: A autora (2019).

Devido a tentativa anterior frustrada, desenvolveu-se o segundo gerador de
pulsos, denominado gerador ms (o tempo de aplicagéo do pulso passou da ordem de
Js para ms), bem como a utilizagdo de um porta-amostras unilateral com eletroima,
conforme mostrado nas sec¢des 3.1 e 3.2, respectivamente. A FIGURA 27 (A) e a
FIGURA 27 (B), que sédo imagens capturadas pela reprodugéo de video pelo Fiji,
representam a disposi¢cdo das NPMs antes e apds a aplicagdo do campo magnético
pulsado. Nestas condigdes, foi possivel perceber movimentacdo das NPMs em
direcdo ao campo magnético aplicado (a esquerda da FIGURA 27 (A) e
FIGURA 27 (B)).

Conforme mostrado na FIGURA 27 (A) e FIGURA 27 (B), para medir a distancia
percorrida devido a aplicacdo de um pulso, tragcou-se uma linha na posi¢ao inicial de
cinco NPMs escolhidas aleatoriamente, até a posicao que elas ocupavam logo apos
o pulso. Em seguida, foi medido o comprimento das linhas, que equivalem ao
deslocamento de cada NPM.

Conforme resultados mostrados na TABELA 2, as NPMs moveram-se em
meédia 7,1 uym. As NPMs 1 e 2, que estavam mais proximas do eletroima,

apresentaram deslocamento similar entre si e maior do que as NPMs 3, 4 e 5, que
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estavam mais distantes do eletroima. Apesar das NPMs 4 e 5 estarem praticamente
a mesma distadncia do gerador de pulsos que a NPM 3, a ultima apresentou
deslocamento inferior as demais devido ao seu volume ser superior as outras. Isto
denota que a Equacgao 10 pode nao ser aplicavel em situagdes de forgas magnéticas
elevadas e de curta duragao, visto que nela o deslocamento da NPM é diretamente
proporcional ao raio ao quadrado da NPM, e o resultado experimental mostrou que a

NPM com maior raio foi a que teve menor deslocamento.

FIGURA 27 — DISTANCIA PERCORRIDA PELAS NANOPARTICULAS AO UTILIZAR O GERADOR
DE PULSOS ms E O PORTA-AMOSTRAS UNILATERAL COM ELETROIMA

(A — Sem aplicacao do pulso, B — Apos a aplicagao de um pulso)

= T % & File Edit Font Results
2 v LN [iea |Mean |win [t [Angle
0878 E38054 13439 3016610 0599 8435
0.793 437361 4270 3248000 1548 7614
0.540 202203 11.040 1198120 3434 5.152
0.751 454232 3217E-11 4095000 -166759 7.185
0.741 528097 9.006 4095.000

FONTE: A autora (2019).

TABELA 2 — CALCULO DO DESLOCAMENTO DAS NPMS

NPM Deslocamento
1 8,43 um
2 7,61 um
3 5,15 um
4 7,18 um
5 7,12 um
Média 7,1 um
Desvio Padrao 1,1 um

FONTE: A autora (2019).

Com o intuito de medir o diametro da NPM, obtiveram-se os dados de perfil da

NPM identificada como 1 na FIGURA 27 através do Fiji, que foram ajustados a uma
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gaussiana, conforme FIGURA 28, ja que os dados do Fiji estavam saturados devido
ao ajuste de contraste. Com isso, o valor a meia altura da gaussiana (Full width at half
maximum - FWHM) é de 0,556 um, que corresponde ao diametro da NPM. As
particulas magnéticas podem ser agregadas sob a acao de interagcdes magnéticas
entre particulas, podendo ser esta a razdo de o valor medido (0,556 um) estar maior
do que o especificado (200 nm) (BANERJEE et. al, 2012; CAO et al. 2016).

FIGURA 28 — PERFIL DAS NPMS
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FONTE: A autora (2019).

4.3 RESULTADOS DAS SIMULAGOES MAGNETICAS

4.3.1 Comparacgao entre as Simulacées Magnéticas e os Resultados Praticos

As simulagbes magnéticas apresentadas a seguir permitiram um melhor
entendimento da distribuicdo de campo dentro do tubo onde estdo localizadas as
NPMs, bem como da intensidade de campo magnético e seu gradiente espacial. De

posse destas informacdes, € possivel estimar teoricamente os deslocamentos sofridos
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pelas NPMs apds aplicagao dos pulsos de campo em diversos cenarios, o que facilita
0 processo de otimizagao do sistema como um todo e analisa suas limitagdes.

As simulagdes foram feitas considerando uma distancia entre as amostras e o
eletroima de até 3 mm, conforme ilustrado na FIGURA 23.

A FIGURA 29 apresenta a variagdo da densidade de fluxo magnético ao longo
da distdncia em relacdo ao eletroimad. Como pode ser visto na FIGURA 12,
considerando uma corrente de pico de 55 A que é atingida 0,2 ms apds o inicio do
pulso, o valor de pico da densidade de fluxo magnético medido a 2 mm de distancia
do eletroima é de aproximadamente 0,55 T. Valor similar foi obtido com a simulacao,
conforme pode ser visto na FIGURA 29, em que a 2 mm de distancia o valor da

densidade de fluxo magnético € de aproximadamente 0,5 T.

FIGURA 29 — RESULTADO DA SIMULACAQ DA DENSIDADE DE FLUXO MAGNETICA AO LONGO
DA DISTANCIA EM RELACAO AO ELETROIMA, CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE PICO DE
55 A
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FONTE: A autora (2019).

A FIGURA 30 representa o resultado da simulacdo da intensidade de campo
magnético ao longo da disténcia em relag&o ao eletroima, considerando uma corrente

de pico de 55 A, que é atingida 0,2 ms apds o inicio do pulso (vide FIGURA 12).
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FIGURA 30 — RESULTADO DA SIMULAQAO DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO AO
LONGO DA DISTANCIA EM RELACAO AO ELETROIMA, CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE
PICODE 55 A
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FONTE: A autora (2019).

Com os valores da intensidade de campo magnético em fung¢ado da distancia, &
possivel calcular o gradiente da intensidade de campo magnético, conforme
FIGURA 31.
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FIGURA 31 — RESULTADO DO GRADIENTE DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO AO
LONGO DA DISTANCIA EM RELACAO AO ELETROIMA, CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE
PICODE 55 A

Gradiente da Intensidade de Campo Magnético x Distdncia do Eletroima
ge+08 —

o
&
o

2
2

i
8

%
2

i
2

W
5

Gradiente da Intensidade de Campo Magnético (A/m?)
i
&

=]

0,5 1 1,5 2 2,5 3
Distdncia do eletroima (mm)

FONTE: A autora (2019).

A FIGURA 32 representa o resultado da operagao (VH_a))HTl, que é uma

grandeza diretamente proporcional a forga magnética sofrida pelas NPMs.
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FIGURA 32 — RESULTADO DE (VH, ) H, AO LONGO DA DISTANCIA EM RELACAO AO
ELETROIMA, CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE PICO DE 55 A
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FONTE: A autora (2019).

Levando em consideragao os resultados da simulagao do gradiente do campo
multiplicado pelo campo (FIGURA 32), sabendo-se que a susceptibilidade do Fesz04 é
1,17, o raio da NPM é 0,278 um, a viscosidade da agua é de 1073 N.s/m? e o tempo
de aplicacao do pulso é de 1 ms, € possivel calcular o deslocamento teérico percorrido
pelas NPMs através da Equacdo 10. Por exemplo, considerando que as NPMs

estejam na metade do tubo, ou seja, a 2 mm de distancia do eletroima, tem se que:

_MoVux (VHo) Ha 4.7t.10‘7.(%.71(0,278.10‘6)3).1,17.5,12.1013
6mnTy - 6.7.1073.0,278.10-6

S(t) 10—3

s(t) =129 um

Ou seja, a 2 mm de distancia do eletroima o calculo do deslocamento das NPMs

resulta em um valor de 1,29 pm.
A FIGURA 33 mostra o resultado do calculo do deslocamento das NPMs ao

longo da distancia em relacdo ao eletroima. E notavel que o deslocamento maximo
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das NPMs no interior do tubo do porta-amostras, localizado entre 1 mm e 3 mm de
distdncia do eletroima conforme FIGURA 23, ocorre quando estas estdo mais
proximas do eletroima, ou seja, a 1 mm de distancia do eletroima, apresentando um

deslocamento tedrico de aproximadamente de 3 um.

FIGURA 33 — DESLOCAMENTO DAS NPMS AO LONGO DA DISTANCIA EM RELAGCAO AO
ELETROIMA, CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE PICO DE 55 A
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FONTE: A autora (2019).

O deslocamento calculado de 1,29 um a 2 mm de distancia do eletroima possui
a mesma ordem de grandeza do deslocamento observado nos ensaios, porém € bem
inferior ao mesmo, que conforme TABELA 2, € em média 7,1 ym. Esta diferenca nos
valores tedrico e experimental, deve-se ao fato das equacbdes encontradas na
literatura serem mais apropriadas a situagdes de pequenas forgas e longa duragao, o

que difere substancialmente da situacédo do presente trabalho.
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4.3.2 Simulacdes Relacionadas a Variagao de Corrente do Gerador de Pulsos

Com o intuito de verificar o desempenho no deslocamento das NPMs ao variar
a corrente no gerador de pulsos, foram simulados os valores de intensidade de campo
magnético bem como de densidade de fluxo magnético com valores de correntes
diferentes, e posteriormente calculado o valor do deslocamento para cada cenario.

Foi feita uma simulagédo da densidade de fluxo magnético a uma distancia de
2 mm do eletroima, ou seja, no meio do tubo onde as NPMs sdo colocadas, com
22 valores de corrente diferentes. A FIGURA 34 mostra que ndo ha uma relagao linear
entre a densidade de fluxo magnético e a corrente, devido a saturagdo do nucleo

magnético.

FIGURA 34 — RESULTADO DA SIMULAGCAO DA DENSIDADE DE FLUXO M’AGNETICO EM
FUNGCAO DA CORRENTE A 2 MM DE DISTANCIA DO ELETROIMA
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FONTE: A autora (2019).

Para calcular o deslocamento das NPMs, foram selecionados 5 valores de

corrente e a FIGURA 35 representa o resultado da simulagdo dos valores de
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intensidade de campo magnético correspondentes a estes valores de corrente do

gerador de pulsos.

FIGURA 35 — RESULTADO DA SIMULAGAO DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO COM
VALORES DE CORRENTE DIFERENTES
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FONTE: A autora (2019).

Com os valores da intensidade de campo magnético € possivel calcular os
valores do gradiente da intensidade de campo magnético, conforme FIGURA 36.
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FIGURA 36 — RESULTADO DO GRADIENTE DA INTENSIDADE DE CAMPO MAGNETICO COM
VALORES DE CORRENTE DIFERENTES
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FONTE: A autora (2019).

A FIGURA 37 representa o resultado da operagao (Vﬁa)) HTL de acordo com

os valores de corrente.
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FIGURA 37 — RESULTADO DE (V H, ) H, EM FUNGAO DA DISTANCIA DO ELETROIMA
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FONTE: A autora (2019).

Por meio destes valores de (VH_C{) F‘; € possivel utilizar a Equacao 10 para
calcular o valor do deslocamento das NPMs quando estas estdo localizadas, por
exemplo, a 2 mm de distancia do eletroima, considerando o tempo de aplicagao de
pulso de 1 ms.

Além disso, baseando-se no resultado considerando uma corrente de pico de
55 A, em que o deslocamento calculado a 2 mm de distancia do eletroima foi de
1,29 um e o experimental foi de 8,43 pm, foi feito uma extrapolacao linear de qual
seria um possivel deslocamento observado na pratica para cada valor de corrente,

conforme mostrado na TABELA 3.
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TABELA 3 - RESULTADOS DO CALCULO DO DESLOCAMENTO DAS NPMs A 2 mm DE DISTANCIA
DO ELETROIMA

Corrente (A) (VH_,;) H_a’ Deslocamento Calculado da | Deslocamento Experimental
(A% Im?) NPM (um) Esperado da NPM (um)
27,5 2,92.10"3 0,738 4,85
55 5,12.10"3 1,29 8,43
110 9,60.10"3 2,43 15,95
165 1,41. 10" 3,57 23,44
220 1,94. 10" 4,91 32,23

FONTE: A autora (2019).

Conforme resultados da TABELA 3, é possivel afirmar que quanto maior o valor
da corrente, maior sera o gradiente da intensidade de campo magnético bem como a
prépria intensidade de campo magnético e, portanto, maior o deslocamento das
NPMs. Além disso, os resultados do deslocamento calculado (terceira coluna da
TABELA 3) corroboram os resultados da TABELA 1: a ultima mostra que para uma
largura de pulso de 1 ms, o gradiente da intensidade de campo magnético multiplicado
pela intensidade de campo magnético deve ser de no minimo 2,18.1014 A2/m3 para
que a NPM apresente um deslocamento de 10 ym. Segundo a TABELA 3, nenhum
valor de corrente cumpre esse requisito. No entanto, o calculo do deslocamento
experimental esperado mostra que com um valor de corrente de 110 A a NPM ja se
deslocaria acima de 10 pm.

Utilizando os valores de intensidade de campo magnético simulados quando
utilizada corrente de 220 A, foi analisada a eficiéncia do pulso de campo em funcao
da distancia entre a nanoparticula e o eletroima. De acordo com os resultados
ilustrados na FIGURA 38, é possivel notar que, para que as NPMs tenham um
deslocamento minimo de 1 um, € necessario que estas estejam a uma distancia
maxima de cerca de 5 mm do eletroima, isto levando em consideragao o
deslocamento calculado utilizando a Equacdo 10. Levando em conta o calculo do
deslocamento experimental esperado, as NPMs deveriam estar a uma distancia de
aproximadamente no maximo 9 mm do eletroima para que estas desloquem-se no
minimo 1 pm. Por isso, a técnica proposta neste trabalho € indicada ao tratamento
contra o cancer de pele, e ndo a algum tipo de cancer com maior profundidade no

organismo.
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FIGURA 38 — DESLOCAMENTO DAS NPMS EM FUNGAO DA DISTANCIA DO ELETROIMA
CONSIDERANDO UMA CORRENTE DE 220 A
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FONTE: A autora (2019).

4.4 RESULTADOS DA INTERNALIZACAO DAS NPMS PELAS CELULAS
CANCEROSAS

O cultivo das células cancerosas, bem como a tentativa de introducao das
nanoparticulas juntamente as células foram desenvolvidos pelos doutorandos da area
de bioldgicas Gustavo Rossi e Jodo Luiz Aldinucci Buzzo. Foram utilizadas células de
linhagem de melanoma murino B16-F10 (cancer de pele). Na FIGURA 39 é possivel
diferenciar as células das nanoparticulas, visto que as ultimas apresentam
fluorescéncia na cor verde, ou seja, os pontos verdes sdo as nanoparticulas. No
mesmo plano confocal, € possivel observar as células cancerosas (formas redondas).

Porém, aparentemente, ndo ha internalizagdo das nanoparticulas nas células.
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FIGURA 39 — TENTATIVA DE INTERNALIZAGAO DAS NANOPARTICULAS PELAS CELULAS
B16-F10

Célula, Cancerosa

FONTE: A autora (2019).

Em seguida, foram feitos testes com a utilizagdo do porta-amostras circular
representado na FIGURA 15. Primeiramente, € necessario higienizar o meio. Para isto
o porta-amostras € imerso em uma solugdo de agua com detergente e colocado no
ultrassom por meia hora conforme FIGURA 40 (A) e FIGURA 40 (B) respectivamente.
Em seguida, o porta-amostras € colocado em um meio com alcool e passa mais meia

hora no ultrassom.
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FIGURA 40 — PROCESSO DE LIMPEZA DO PORTA-AMOTRAS

(A — Porta-amostras imerso em solugéo de agua e detergente, B — Porta-amostras no ultrassom)

FONTE: A autora (2020).

Na primeira tentativa de limpeza, a laminula bem como o porta-amostras
quebraram, conforme FIGURA 41, provavelmente devido as vibragcdes mecanicas
provocadas pelo ultrassom.

FIGURA 41 — LAMINULA E PORTA-AMOSTRAS QUEBRADOS APOS PROCESSO DE LIMPEZA

FONTE: A autora (2020).

Por isso, o porta-amostras foi refeito aumentando a area em que a laminula é
colada, conforme pode ser visto na FIGURA 42 (A). Outras melhorias no porta-

amostras também foram feitas, tais como a mudanga de formato de circular para



70

retangular, que se encaixa perfeitamente na area de observagdo do microscopio
confocal e a inclusdo de dois encaixes que servem para inserir o eletroima conforme
FIGURA 42 (B), ja que no porta-amostras circular o eletroima era colado. A area do
tubo onde as NPMs s&o colocadas e a distancia entre o tubo e o eletroima nao foram

alteradas.

FIGURA 42 — PORTA-AMOSTRAS RETANGULAR

(A — Parte inferior do porta-amostras, B — Parte superior do porta-amostras)

FONTE: A autora (2020).

Ao fazer o processo de limpeza do porta-amostras da FIGURA 42, este
apresentou uma rachadura na laminula, conforme pode ser visto na FIGURA 43.
Apesar disso, foi tentado inserir o cultivo de células no porta-amostras, ja que a
rachadura ndo estava na regido do tubo onde estas sao colocadas. No entanto, como
pode ser visto pela FIGURA 43, ha o aparecimento de uma coloragdo roxa nas

proximidades do tubo, o que denota que houve o vazamento do material celular.
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FIGURA 43 — LAMINULA QUEBRADA APOS O PROCESSO DE LIMPEZA E VAZAMENTO DA
CULTURA CELULAR

FONTE: A autora (2020).

A solucao contra o vazamento e a rachadura foi utilizar uma quantidade maior
de cola entre a laminula e o porta-amostras, bem como a utilizagcdo de cola nas
extremidades da laminula. A FIGURA 44 ilustra o porta-amostras retangular apos o
processo de limpeza. E possivel ver que a cola que havia sido utilizada nas
extremidades da laminula degradou-se devido a limpeza, no entanto, mesmo com

essa degradagao, a laminula nao quebrou.

FIGURA 44 — PORTA-AMOSTRAS RETANGULAR APOS PROCESSO DE LIMPEZA

FONTE: A autora (2020).
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Ap0s o processo de limpeza relatado no paragrafo anterior, foi inserida a cultura
de células de linhagem melanoma murino B16-F10 (cancer de pele) no tubo do porta-
amostras e em seguida as NPMs foram colocadas no mesmo meio. A FIGURA 45 é
uma imagem da interface com o microscépio confocal. E possivel observar alguns
pontos negros e alguns pontos fluorescentes na imagem, porém nao foi possivel
afirmar com certeza o que sao estes pontos. Uma das hipoteses € que possam ser

particulas de poeira incorporadas a solugéo em alguma das etapas do processo.

FIGURA 45 — FOTO TIRADA DA INTERFACE DO MICROSCOPIO CONFOCAL
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FONTE: A autora (2020).

O ensaio da FIGURA 45 foi realizado em margo de 2020 e é o ultimo ensaio
realizado antes da pandemia do COVID-19, que impossibilitou o andamento dos
ensaios laboratoriais e, portanto, presenciais. O agendamento para utilizagdo do
microscopio confocal é bastante concorrido, pois ele é utilizado para varias pesquisas
distintas na UFPR. Sendo assim, mesmo no periodo que antecedeu a pandemia foi
dificil a sua reserva, ja que os experimentos sdo demorados e exigem sempre a
presenca de técnico e aluno da area bioldgica. Ao total foram efetuados 15

experimentos no confocal.
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4.5 CONCLUSOES DO CAPITULO 4

As observagdes no microscopio confocal mostraram que a NPM de raio
hidrodinamico de 200 nm ¢é fluorescente na cor verde, por isso esta foi selecionada
para utilizacdo neste trabalho em detrimento da NPM de raio hidrodinamico de 50 nm,
pois esta ndo é fluorescente e nem visivel no microscopio confocal. Esta fluorescéncia
€ importante tendo em vista que facilita a observacdo das NPM quando estas estao
no mesmo meio das células cancerosas.

O gerador de pulso us associado ao porta-amostras vertical ndo resultou em
um deslocamento visivel no microscopio confocal, visto que apesar de o campo
magnético ser intenso no interior da bobina, o gradiente de campo magnético é
pequeno. Em contrapartida, o gerador de campo ms associado ao porta-amostras
unilateral com eletroima resultou em um deslocamento médio da nanoparticula de
cerca de 7,1 ym, com uma corrente de pico de 55 A. Este deslocamento & préximo ao
deslocamento calculado por meio das simulagbes magnéticas e das equagdes
descritas na subsecéo 2.2.

As simulacdes e calculos do deslocamento das NPMs ao se aumentar o valor
de corrente do circuito do gerador de pulsos mostrou que ndo ha uma relagao linear
entre 0 aumento da corrente e o campo magnético, e por consequéncia entre o
aumento da corrente aplicada e o deslocamento da NPM, devido a saturacdo do
nucleo magnético utilizado. Além disso, foi calculado que, para que a NPM tenha um
deslocamento minimo de 1 ym com uma corrente de 220 A, é necessario que as
nanoparticulas estejam afastadas do nucleo magnético em no maximo 5 mm.

Em relacdo a interacdo das NPMs com as células cancerosas, foi possivel
identificar as NPMs no mesmo plano das células cancerosas devido a fluorescéncia

das NPMs, porém néo foi possivel visualizar a internalizacdo entre ambas.



74

5 CONCLUSOES E PERSPETIVAS

5.1 CONCLUSOES

Através do estudo bibliografico efetuado, é possivel concluir que aplicagcées de
nanoparticulas magnéticas sao promissoras no tratamento contra o cancer. A intengao
deste trabalho é o estudo da aplicacdo de NPMs em células cancerosas, submetendo
as NPMs a um campo magnético, que pode gerar um deslocamento das NPMs e,
consequentemente, causar danos as células indesejadas.

Primeiramente, foi possivel identificar através de microscopia confocal que a
NPM, cujo raio hidrodindmico € de 200 nm, possui revestimento na cor verde. Esse
aspecto facilita a identificacdo das NPMs quando estas estdo no mesmo meio das
células.

Outro aspecto importante € a comprovacdo de que os resultados de
deslocamento na teoria condizem com a pratica. As simulagbes magnéticas bem
como as equagdes descritas neste trabalho e os resultados observados por
microscopia confocal convergem para que o deslocamento das NPMs seja na ordem
de um. Caso o deslocamento da nanoparticula seja suficiente para romper a
membrana da célula cancerosa, ocorre a morte da mesma por necrose. Outra
possibilidade € este deslocamento ser responsavel por ativar mecanismos de defesa
da célula, ocasionando morte da mesma por apoptose.

Até a apresentagao deste trabalho nao foi possivel identificar a internalizagao
da NPM na célula cancerosa, no entanto, foi possivel observar, gracas a fluorescéncia
da NPM, que tanto a célula quanto a NPM estdo no mesmo plano do microscépio

confocal.
5.2 PERSPECTIVAS E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS
A perspectiva é a possivel internalizagdo das NPMs nas células cancerosas.

Apos isto, podera ser observado o comportamento da célula cancerosa frente ao

deslocamento da NPM devido a aplicagdo do campo magneético. Este mesmo principio
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podera ser aplicado a células sadias do organismo, com o intuito de verificar o efeito
do movimento de NPMs em tais células.

Outro aspecto que podera ser analisado em trabalhos futuros € uma analise
estatistica do movimento das NPMs ao serem submetidas a um campo magnético,

tais como média e desvio padrao.

5.3 PUBLICACOES RELACIONADAS COM ESTE TRABALHO DE PESQUISA

e CHAVES, A.P.V. et al. Study of Magnetic Nanoparticles Under Pulsed
Magnetic Fields Applied in Cancer Treatment. IEEE Latin American

Transactions, 2020. (Em revisao).
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