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RESUMO 
 
O câncer de mama é caracterizado pela presença de neoplasias malignas, com alto 
grau de proliferação e, sendo a principal causa de morte em mulheres nos últimos 
anos. Os tratamentos disponíveis são geralmente agressivos e com baixa eficácia, 
dependendo do subtipo molecular. Sendo assim, se faz necessário desenvolver novos 
métodos de detecção, quando a nanotecnologia pode proporcionar diagnósticos 
precoces e tratamentos efetivos. As nanopartículas superparamagnéticas de óxido de 
ferro (Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPIONs) podem ser revestidas 
com fina camada de ouro e funcionalizadas, o que potencializa sua aplicação 
biomédica para formação de um biossensor sensível, rápido e preciso como agentes 
de terapia do câncer. As terapias fotodinâmica (TFD) e fototérmica (TFT) têm sido 
utilizadas no tratamento do câncer, sendo o seu mecanismo de ação baseado na 
interação de moléculas fotossensíveis com radiação de comprimento de onda 
adequado, na presença de oxigênio molecular. No entanto, cada passo deve ser 
controlado com precisão para obter um tratamento eficiente. Nesse contexto, a 
presente tese propõe a síntese de SPIONs pelo método de coprecipitação, o 
revestimento com ouro para obter Au@SPIONs, a funcionalização com a proteína 
EGF e o fotossensibilizador Clorina e6 para produção de Nanossondas Teranósticas 
(NTs) e sua aplicação na TFD e TFT. As dimensões das nanoestruturas foram 
caracterizadas por tamanhos físico e hidrodinâmico, bem como a morfologia, 
estabilidade coloidal, estrutura cristalina, composição química e propriedades 
magnéticas. Posteriormente foram realizados estudos in vitro para avaliação da 
atividade antitumoral e toxicológica da TFT e TFD nas linhas celulares MCF 10A e 
MDA-MB-468. As NTs apresentaram internalização no citoplasma e no núcleo de 
algumas células da linhagem celular MDA-MB-468. Após os tratamentos com as NTs 
obteve-se percentuais significativos de apoptose na linhagem celular MDA-MB-468 e 
níveis crescentes de ERO’s após TFD. No estudo com a cultura 3D da linhagem 
celular MDA-MB-468, as NTs apresentaram resultados que corroboraram com o 
estudo inicial 2D, sendo observado a capacidade de penetração das NTs nos 
esferoides com a variação do tempo de incubação. 
 
Palavras-chave: Nanossonda Teranóstica. Nanofármaco. Terapia Fotodinâmica. 
Terapia Fototérmica. Diagnóstico. Câncer de mama. 



Synthesis and Characterization of Au@SPIONs Functionalized with EGF for 
Breast Cancer Diagnosis and Treatment by Photodynamic and Photothermal 

Therapies 
 

ABSTRACT 
 
Breast cancer is characterized by the presence of a high degree of disordered cell 
proliferation, as the leading cause of death in women in the past years. The available 
treatments are generally aggressive and low effective. Therefore, it is required to 
develop new detection methods and nanotechnology can facilitate earlier diagnosis 
and efficient treatments. Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles (SPIONs) can 
be coated with a thin layer of gold and functionalized, which enhances their biomedical 
applicability to develop a sensitive, rapid and accurate biosensor as cancer therapy 
agents. Photodynamic therapy (PDT) and photothermal therapy (PTT) have been used 
for cancer treatment, both applying photosensitive molecules, molecular oxygen and 
lasers. However, every step must be precisely controlled for efficient treatment. An 
appropriate wavelength of the laser stimulates the activation of the photosensitive 
molecule, leading to the formation of reactive oxygen species, such as single oxygen, 
which is toxic and causes cell death. In this context, the present thesis proposes the 
synthesis of SPIONs by the coprecipitation method, the coating with gold to obtain 
Au@SPIONs, the functionalization with the EGF protein for the production of 
Theranostic Nanoprobes and their application in PDT and PTT. The physical and 
hydrodynamic sizes were characterized, as well as the morphology, colloidal stability, 
crystal structure, chemical composition and magnetic properties. Subsequently, in vitro 
studies were carried out to evaluate the antitumor and toxicological activity of PDT and 
PTT in the cell lines MCF 10A and MDA-MB-468. The NTs showed internalization in 
the cytoplasm and nucleus of some cells of the cell line MDA-MB-468. After treatments 
with NTs, significant percentages of apoptosis were obtained in the MDA-MB-468 cell 
line and increasing ROS levels after PDT. In the study with the 3D culture of the MDA-
MB-468 cell line, the NTs presented results that corroborated the initial 2D study, 
observing the penetration capacity of the NTs in the spheroids in different incubation 
time. 
 
Keywords: Theranostic Nanoprobe. Nanopharmaceutical. Photodynamic Therapy. 
Photothermal Therapy. Diagnosis. Breast cancer.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Inúmeros estudos têm como tema “câncer” com múltiplas abordagens, como 

por exemplo, o diagnóstico, o tratamento, ou no entendimento profundo das causas 

de sua origem. Em uma sucinta descrição, o câncer é uma doença decorrente da 

presença de mutações celulares que com proliferação desenfreada, causa destruição 

de estruturas adjacentes e metástase (ROSÁRIO et al., 2018; EYVAZZADEH et al., 

2017). Em 2018, os dados epidemiológicos mostram que o câncer foi a segunda 

principal causa de morte, atingindo 10 milhões de mortes em todo o mundo, conforme 

a Organização Mundial da Saúde (MUEHLBERGER et al., 2019). No Brasil, o Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) é o órgão auxiliar do 

Ministério da Saúde, que divulga os dados estatísticos e a projeção de probabilidade 

de novos casos de câncer dentro do cenário brasileiro. Segundo este instituto, o 

câncer corresponde a um problema de saúde pública mundial, e enquadra-se entre 

as quatro principais causas de morte em pacientes com idades inferiores a 70 anos 

(INCA, 2019). Um dado importante é o aumento progressivo da taxa de incidência 

deste tipo de câncer nos últimos anos (HADI et al., 2019), tendo potencial de 

metástase cerebral em diagnósticos tardios (OEHRLICH et al., 2017). As taxas de 

mortalidade para o câncer de mama em países desenvolvidos estão em declínio, 

devido ao diagnóstico precoce por mamografia e da melhora em seu tratamento. 

Entretanto em países em desenvolvimento seu diagnóstico é obtido em estágios 

avançados, devido à falta de detecção e tratamento precoce (VIERA et al., 2017). 

A expressão do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) serve 

como um indicador na avaliação dos efeitos de drogas antitumorais para terapias 

direcionadas do câncer (ZHANG et al., 2018). O EGFR corresponde a um receptor 

transmembranar de tirosina quinase, que tem importante papel na carcinogênese 

como sobrevivência celular, apoptose celular, metástase de tumor e angiogênese. 

Dentre os tumores sólidos que superexpressam o EGFR estão o câncer de cabeça, 

pescoço, pulmão e mama (LI et al., 2018; ZHANG et al., 2018), cólon, rim, próstata (LI 

et al., 2018), câncer de bexiga (LI et al., 2018; HUSSAIN et al., 2018) e pâncreas 

(ZHANG et al., 2018; LE, 2018). 

Atualmente, o tratamento de câncer de mama inclui cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia, terapia hormonal ou combinação de terapias (HADI et al., 2019). No 

diagnóstico, a identificação dos biomarcadores de câncer é extremamente importante 
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para a terapia clínica. Os métodos mais conhecidos de detecção do câncer são ensaio 

imunoenzimático, o uso de ressonância plasmônica de superfície (Surface Plasmon 

Resonance, SPR) em soluções coloidais, imunoensaio eletroquímico e espectrometria 

de massa. Entretanto, a maioria dos métodos de análises convencionais não detectam 

biomarcadores em baixa concentração, além de possuírem elevado custo e tempo de 

análise (ZHANG; MISRA, 2018). 

Neste contexto, a nanotecnologia tem emergido como um novo campo de 

pesquisa, com foco no desenvolvimento e aplicação de nanomateriais para melhora 

de diagnóstico e terapia de câncer, principalmente com nanopartículas de óxido de 

ferro (Iron Oxide Nanoparticles, IONPs) (EYVAZZADEH et al., 2017). Esses 

nanomateriais magnéticos têm contribuído significativamente nas áreas de 

diagnóstico clínico, terapias, na entrega de fármacos, separação magnética de células 

marcadas, drogas terapêuticas, entrega de genes e radionuclídeos, métodos de 

radiofrequências em catabolismo de tumores por meio da hipertermia, como agentes 

de contraste em ressonância magnética (RM) e terapia fotodinâmica (TFD) (BAJAJ, 

2010; HUANG; KELLER, 2015; AGHAZADEH, 2017; JURADO PALOMARES, 2019; 

EL-BOUBBOU, 2018; EYVAZZADEH et al., 2017; PEREIRA, 2018; NI et al.,2018). 

Os principais métodos de síntese de nanopartículas magnéticas subdividem-

se em decomposição térmica, hidrotérmicas, solvotérmicas e coprecipitação química 

(AGHAZADEH, 2017). Entre eles, o método de coprecipitação é classificado como 

simples, fácil e rápido de se desenvolver, além de possibilitar maior produção de 

IONPs (PEREIRA, 2018). Nesta metodologia as IONPs são formadas por meio de 

soluções aquosas férricas (Fe3+) e ferrosas (Fe2+) como precursoras, as quais são 

adicionados agentes alcalinos e durante todo processo de síntese é controlado a 

temperatura e o pH. O mecanismo de reação na coprecipitação ainda é objeto de 

estudo, devido à formação de óxidos intermediários que dificulta a reprodutibilidade 

das sínteses, entretanto sabe-se que as fases principais formadas são magnetita 

(Fe3O4) e maghemita (γ-Fe2O3) (LAGROW et al., 2019). 

As IONPs podem apresentar natureza superparamagnéticas 

(Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, SPIONs), pois respondem à um campo 

magnético externo e na ausência deste campo, seu estado não-magnético é 

recuperado (RAHMAN et al., 2015; UNNI et al., 2017). Suas aplicações biomédicas 

têm crescido consideravelmente ao longo dos anos, devido à grande diversidade de 

estruturas e propriedades (PEREIRA, 2018; SOARES, 2018; PON-ON et al., 2018). A 
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metabolização das SPIONs ocorre no fígado, podendo se acumular em outros órgãos 

do sistema reticuloendotelial. Como resultado, pesquisas estão sendo feitas para 

determinar os melhores métodos para liberação de fármacos e assim reduzir a 

toxicidade, como exemplo, mudanças de temperatura, pH e enzimas de tumores (LI, 

2017). 

As SPIONs combinam as capacidades terapêuticas e de diagnóstico em uma 

única formulação, sendo utilizadas como agentes teranósticos de diversos tipos de 

câncer (LI, 2017; FERJAOUI et al., 2019). Sua biocompatibilidade pode ser melhorada 

com um revestimento de ouro (core-shell) para uso como agentes de contrastes e 

terapias fototérmicas (TFT) de tumor (CHATTERJEE et al., 2014; AZHDARZADEH et 

al., 2016; EYVAZZADEH et al., 2017). 

A TFD tem sido amplamente empregada em pesquisas para tratamento de 

doenças como infecção viral, degeneração macular, psoríase (NI et al., 2018) e 

tumores malignos (LI, 2017; NI et al., 2018). Atua como um tratamento alternativo e 

não invasivo, mas necessita de uma molécula fotossensível, uma fonte de luz e 

oxigênio molecular (BOURAMTANE et al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2015; 

AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). Na ausência de luz, os fotossensibilizadores (FS) não 

apresentam característica tóxica para as células, mas quando iluminados em 

comprimentos de onda específicos geram espécies reativas de oxigênio (ERO’s) que 

destroem as células (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). 

Esses FS quando irradiados passam do estado fundamental para o singleto, 

que pode ser por mecanismo do tipo I com fluorescência ou como mecanismo tipo II 

com o cruzamento intersistema e a formação do estado tripleto. No Tipo I, ocorre a 

geração de radicais livres que podem reagir com o oxigênio no estado fundamental 

formando as ERO’s. No Tipo II, o FS transfere a energia para o oxigênio, dando origem 

ao oxigênio singleto que é extremamente reativo (BOURAMTANE et al., 2019). A 

clorina e6 (Ce6) é um FS de segunda geração e de uso clínico, possui elevada 

sensibilidade, rápida eliminação do organismo, podendo ser irradiado com laser de 

660–670 nm (AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). 

A TFT é uma modalidade de tratamento de hipertermia que utiliza agentes 

fototérmicos para produção de calor no local irradiado, seguido de morte celular. As 

terapias TFD/TFT quando combinadas, melhoraram a eficácia do tratamento, além de 

poderem diminuir significativamente a invasividade e a toxicidade sistêmica (XU et al., 

2019; WAN et al., 2018). As nanopartículas de metais nobres, como as nanopartículas 
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com ouro têm demostrado propriedades ópticas interessantes na TFT para vários 

tipos de câncer. Nessa terapia, uma grande quantidade de calor localizado é gerada 

por fotoexcitação dos nanomateriais em suas respectivas bandas de ressonância 

plasmônica de superfície localizada (GHAZNAVI et al., 2017; EYVAZZADEH et al., 

2017; ZHANG; MISRA, 2018). Ambas as terapias apresentam vantagens, como 

natureza não invasiva, seletividade relativamente alta para o tecido tumoral e baixa 

toxicidade para os tecidos normais, custo-efetividade, tratamentos tumorais altamente 

localizados e específicos e maiores taxas de cura para alguns tumores (WAN et al., 

2018; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). 

Neste contexto, a presente tese propõe a síntese e caracterização de 

nanopartículas de óxido de ferro pelo método de coprecipitação química, 

posteriormente estabiliza-las com citrato de sódio e recobri-las com uma camada de 

ouro. As Au@SPIONs formadas foram funcionalizadas com a proteína EGF e o FS 

(Ce6) para produção das Nanossondas Teranósticas (NTs). As SPIONs, Au@SPIONs 

e as Nanossondas Teranósticas foram estudadas in vitro nas linhagens celulares, 

normal (MCF 10A) e tumoral (MDA-MB-468) para análise de citotoxicidade. As NTs 

foram analisadas por Espectroscopia de Fluorescência, Microscopia de Fluorescência 

Confocal. As análises de citotoxicidade, TFD e TFT foram desenvolvidas para 

formação de um novo método de detecção e tratamento do câncer de mama. Estudos 

iniciais com cultura 3D com a linhagem celular MDA-MB-468 foram desenvolvidos com 

o objetivo de comparar os resultados de internalização das NTs aos experimentos 

bidimensionais in vitro. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

Sintetizar e caracterizar nanopartículas de óxidos de ferro recobertas com ouro 

e funcionalizar com o FS (Ce6) e a proteína EGF para estudo in vitro na linhagem 

celular MCF 10A e MDA-MB-468. Os objetivos específicos foram: 

 

Sintetizar as SPIONs e caracterizar o diâmetro hidrodinâmico e o Potencial 

Zeta por DLS, a morfologia e o diâmetro físico por SEM-FEG e TEM, a estrutura 

cristalina por XRD, a composição química por FT-IR e as propriedades magnéticas 

por VSM. 

a) Estudo de estabilidade das SPIONs em função do pH do meio para estudo 

do recobrimento com ouro e realização da modificação química via 

carbodiiamida. 

b) Recobrir as SPIONs com cloreto de ouro – Au@SPIONs e caracterizá-las 

pelas técnicas de Espectroscopia UV-visível, DLS, XRD, FT-IR, VSM e 

TEM. 

c) Funcionalizar as Au@SPIONs com o complexo EGF-α-ácido Lipóico e Ce6-

cisteamina para obtenção das NTs e caracterizá-las pelas técnicas de 

Espectroscopia UV-visível e FT-IR. 

d) Avaliar, in vitro, a citotoxicidade das nanopartículas nas linhagens celulares 

MCF 10A e MDA-MB-468 e verificar sua eficiência no uso da terapia 

fotodinâmica, terapia fototérmica e da combinação dessas terapias na 

ausência e presença de radiação. 

e) Avaliar o tempo de incorporação e a quantificação das NTs por citometria 

de fluxo, confirmar a internalização das NTs por microscopia de 

Fluorescência Confocal para as linhagens celulares MCF 10A e MDA-MB-

468. 

f) Determinar o tipo de morte celular das linhagens celulares MCF 10A e MDA-

MB-468. 

g) Comparar os resultados de internalização das NTs em experimentos in vitro, 

2D e 3D. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Questões importantes abordadas na tese são descritas neste capítulo de 

revisão de literatura, por meio de uma estrutura conceitual que enfatiza a importância 

do desenvolvimento de novos métodos de tratamento do câncer de mama com o 

auxílio da nanotecnologia que sejam eficazes e menos invasivos. 

 

2.1 NANOTECNOLOGIA 

 

A Organização Internacional de Normalização (ISO) define nanopartícula como 

um objeto com as três dimensões na nanoescala. Sendo assim, as nanopartículas são 

arranjos de estruturas atômicas na ordem de nanômetros (nm; 1 nm = 10-9 m), que 

devido ao seu tamanho, possuem características únicas, como elevada área 

superficial por unidade de volume e capacidade de exibirem efeitos quânticos 

(SHABATINA et al., 2020; BEGUM et al., 2020). Na Figura 1 é mostrado uma 

representação de estruturas na escala nanométrica. 

 

Figura 1: Representação do tamanho dos nanomateriais biológicos. 

 

Fonte: Autor. 

 

Os nanomateriais podem ser elementos naturais automontados em 

nanoestrutura, nanomateriais naturais, como estruturas celulares (proteínas, enzimas, 

DNA humano) ou podem ser obtidos de forma sintética, denominados nanomateriais 

sintéticos, como exemplo, o dióxido de titânio que em escala macro possui uma cor 

branca e é utilizado na equalização de colorações, entretanto quando na nanoescala 

torna-se transparente e é muito utilizado em revestimentos e protetores solares 

(BERTI; PORTO, 2016). 
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A análise toxicológica dos nanomateriais pode ser realizada in vivo, in vitro ou 

in sílico. Os Métodos in vitro e in sílico são fontes indispensáveis para ajudar na 

avaliação de risco e segurança de nanomateriais. Entretanto, atualmente existem 

métodos alternativos de teste que podem ser otimizados para um nanomaterial 

específico e assim ajudar na determinação da segurança de ingredientes (BERTI; 

PORTO, 2016). 

Os nanomateriais podem ter propriedades químicas, físicas e biológicas que 

diferem daqueles em escalas maiores. As informações de suas características como, 

tamanho, forma, estrutura cristalina, revestimento de superfície, reatividade de 

superfície são importantes para determinação de seu potencial de toxicidade (BERTI; 

PORTO, 2016). As nanopartículas são utilizadas em uma variedade de produtos, 

incluindo alguns já aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados 

Unidos, como o Ferumoxytol, autorizado em 2009 e usado em casos de deficiência 

de ferro, o Resovist (Bayer Schering Pharma AG) é composto injetável de IONPs 

revestidos com carboxidextrana, sendo utilizado como agente de contraste em 

imagens de ressonância magnética para lesões de fígado e baço, autorizada pela FDA 

em 1996, e em 2001 pela Europa e Feridex (AMAG Pharma) (KAMMARI et al., 2017). 

 

2.2 NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE FERRO 

 

A aplicação da nanotecnologia na área da saúde tem melhorado os sistemas 

convencionais de entrega de medicamentos. A morfologia e o diâmetro das 

nanopartículas são parâmetros significativos para sua produção e aplicação, pois uma 

elevada área superficial aumenta a reatividade e entrega de íons, enquanto seu 

desempenho depende de sua composição e solubilidade. Seu processo de síntese 

pode ser determinado pelo método "top-down", que envolve a quebra do material por 

desgaste e resulta em uma ampla distribuição granulométrica e morfológica, ou pelo 

método "bottom-up", que envolve a combinação de átomos ou moléculas para 

formação de nanopartículas maiores, sendo este método utilizado para produzir 

nanopartículas mais homogêneas e com uma distribuição uniforme de tamanho e 

forma (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020). 

Nos últimos anos as IONPs têm sido amplamente utilizadas na área biomédica 

para aplicações teranósticas, principalmente em estudos com hipertermia, como 
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carreador de drogas para tratamento de câncer, mas também como agentes de 

contraste para ressonância magnética, biossensores, separação de biomoléculas, 

purificação de proteína, imunoensaio, marcadores celulares, reparo tecidual, entrega 

direcionada de anticorpos e ácidos nucleicos, etc (ZHU et al., 2018; DADFAR et al., 

2019; FULLER et al., 2019; AJINKYA et al., 2020; BRENNAN et al., 2020; 

HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020; WU et al., 2021; CANAPARO et al., 2020; 

CREȚU et al., 2021). 

As IONPs formadas principalmente por Fe3O4, γ-Fe2O3 ou hematita (α-Fe2O3) 

tem emergido em decorrência de suas propriedades únicas, como elevada 

magnetização e relação área-volume, bem como baixa citotoxicidade (CREȚU et al., 

2021; WU et al., 2021; CANAPARO et al., 2020; ANSARI et al., 2022). As IONPs 

podem ser direcionadas para uma região específica, por meio da aplicação de um 

campo magnético externo, à medida que circulam pela corrente sanguínea (AMATYA 

et al., 2021). 

As propriedades físicas e químicas das nanopartículas são diretamente 

dependentes de sua forma, tamanho, estrutura cristalina, composição química e 

dispersibilidade (SHABATINA et al., 2020; AJINKYA et al., 2020), que influenciam a 

performance de tais materiais em suas aplicações (ZHU et al., 2018). Além disso, as 

IONPs também podem apresentar propriedades magnéticas específicas, como baixa 

temperatura de Curie (também denominado Ponto de Curie), alta suscetibilidade 

magnética e superparamagnetismo (SHABATINA et al., 2020; AJINKYA et al., 2020). 

As IONPs superparamagnéticas (SPIONs) apresentam momentos magnéticos 

apenas na presença de um campo magnético externo (DADFAR et al., 2019; 

SHABATINA et al., 2020). 

As nanopartículas de Fe3O4 são superparamagnéticas, com diâmetros 

inferiores a 20 nm, seu comportamento paramagnético ou superparamagnético é 

aumentado por meio da redução no tamanho. Consequentemente, observa-se um 

decréscimo do comportamento ferromagnético, devido à redução do estado de 

valência do ferro (AJINKYA et al., 2020). As partículas menores que o diâmetro crítico 

podem apresentar um único domínio, com magnetização e orientação uniforme de um 

único spin sobre todo o volume de partícula (MOHAPATRA e LIU, 2018; SHABATINA 

et al., 2020). Na presença de flutuações térmicas, o momento magnético inverte 

aleatoriamente a direção, resultando em uma magnetização média de zero partículas 

superparamagnéticas. Entretanto, quando há a aplicação de um campo magnético, 
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essas partículas se comportam como paramagnéticas mesmo em temperaturas 

inferiores ao Ponto de Curie ou Ponto Néel (SHABATINA et al., 2020). 

Inúmeros trabalhos têm avaliado as IONPs em ensaios pré-clínicos e clínicos, 

e várias formulações contendo estas nanopartículas foram aprovadas pela FDA, como 

exemplo, o Ferumoxtran, Ferucarbotran (Ferrixan), Ferumoxide, Ferumoxytol e 

Feruglose Ferumoxsil (DADFAR et al., 2019; ISRAEL et al., 2020; DULIŃSKA-

LITEWKA et al.,2019; DU et al., 2020; JIAO et al. 2022). As IONPs tendem ao 

processo de oxidação, o que limita suas aplicações biomédicas. Entretanto, o uso de 

revestimentos poliméricos para evitar processos de oxidação ou interações com meios 

externos sem prejudicar suas propriedades magnéticas pode ser uma opção. SPIONs, 

como γ-Fe2O3 ou Fe3O4 são amplamente utilizadas para fins biomédicos, devido ao 

superparamagnetismo, biocompatibilidade, baixo custo, método de preparação 

simples e baixa toxicidade (SHABATINA et al., 2020). 

As fases Fe3O4 e γ-Fe2O3 são óxidos ferromagnéticos com estruturas 

espinélicas semelhantes. O Fe3O4 possui estrutura espinélica invertida com uma rede 

cúbica de face centrada e parâmetro de rede (a) igual a 0,839 nm. Sua célula é 

composta por 32 íons de oxigênio (O2-) posicionados ao longo da direção cristalina 

(111), formando uma camada octaédrica e uma camada mista tetraédrica/octaédrica. 

O Fe3O4 possui íons Fe2+ e Fe3+ e sua estrutura pode ser escrita como 

(Fe3+)A(Fe2+Fe3+)BO4. O γ-Fe2O3 constitui a forma oxidada do Fe3O4, possui célula 

unitária composta por 32 O2- que forma uma estrutura cúbica fechada, com 

a = 0,8347 nm em virtude da formação das vacâncias catiônicas e do tamanho menor 

dos íons Fe3+ em comparação com os íons Fe2+. O γ-Fe2O3 possui íons de ferro 

trivalentes e sua estrutura pode ser escrita como 0,75 (Fe3+)A(Fe3+
5/3V1/3)BO4, quando 

V representa a vacância Fe2+ localizada na posição octaédrica (SHABATINA et al., 

2020). 

 

2.3 SÍNTESE DE NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO PELO MÉTODO DE 

COPRECIPITAÇÃO QUÍMICA 

 

As IONPs podem ser preparadas por processos físicos, químicos e/ou 

biológicos. O método físico se caracteriza pela facilidade de desenvolvimento, 

entretanto, não se consegue controlar a morfologia e o diâmetro. O método químico 

corresponde a um processo mais simples e eficiente, no qual as nanopartículas 
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podem apresentar alterações morfológicas que serão dependentes dos parâmetros 

de síntese, podendo ser porosas ou não porosas, em formato de esferas, plaquetas, 

bastões, nanotubos, nanobastões, dentre outras. No método biológico, seu processo 

é menos dispendioso, com boa reprodutibilidade e elevado rendimento, porém é um 

processo laborioso e demorado (CREȚU et al., 2021). 

Diferentes métodos de síntese de nanopartículas magnéticas têm sido 

estudados, como coprecipitação, rota hidrotérmica, decomposição térmica, 

microemulsão, deposição eletroquímica, pirólise a laser, solvotérmicos, sono-

químicos, deposição química de vapor, assistido por micro-ondas e pirólise de 

aerossóis (ZHU et al., 2018). A coprecipitação química (reação apresentada abaixo) 

destaca-se pela rota de síntese mais simples e usual para produção de SPIONs com 

grupos funcionais -OH na superfície, que são indispensáveis no tratamento do câncer. 

 

Equação 1: Reação de formação de Fe3O4. 

𝐹𝑒2+ + 2𝐹𝑒3+ + 8𝑂𝐻−  →  𝐹𝑒3𝑂4 + 4𝐻2𝑂 

 

A essência dessa metodologia consiste em obter soluções coloidais por meio 

de precursores de sais férricos e ferrosos na razão molar de 2:1, com adição de agente 

precipitante, por exemplo, solução de amoníacos, hidróxidos e carbonato de cálcio em 

temperatura ambiente ou com aquecimento. Como neste método ocorre a oxidação 

de Fe3O4 à γ-Fe2O3, para se obter predominantemente magnetita, toda reação deve 

ocorrer na presença de gases inertes como argônio ou nitrogênio (SHABATINA et al., 

2020; HEDAYATNASAB et al., 2020; RADOŃ et al., 2017; HERNÁNDEZ-

HERNÁNDEZ et al., 2020; CREȚU et al., 2021). Como principal vantagem, este 

método proporciona um maior rendimento quando comparado com outras 

metodologias. Além disso, o tamanho, a morfologia e a composição das IONPs 

dependem principalmente do tipo de solução salina utilizado, temperatura de reação, 

pH e força iônica do meio (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020). 

 

2.4 ESTABILIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS 

 

A aplicação de SPIONs no campo biomédico é determinada por três fatores: 

morfologia, tamanho e propriedades de superfície. Durante o processo de síntese, 

vários fatores como a presença de surfactantes, razão Fe2+/Fe3+, tipo de sais, controle 
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de pH, força iônica, tipo de base (NaOH, Na2CO3, NH4OH), taxa de agitação, fluxo de 

entrada de gás nitrogênio/argônio e temperatura ou tempo de reação, podem afetar a 

morfologia e assim alterar o tempo de circulação sanguínea, absorção celular e 

biodistribuição (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020; CREȚU et al., 2021; 

AMATYA et al., 2021). Como as IONPs apresentam razão área/volume superficial 

elevada, magnetização, forças de Van der Waals e alta energia superficial, estas 

tendem a se agregar. Sendo assim, a estabilização pode ser feita reagindo-as com 

tensoativos aniônicos, como agentes dispersantes e revestidos com materiais 

inorgânicos (sílica, ouro ou gadolínio) ou estabilizadores de polímeros que são 

biocompatíveis (CREȚU et al., 2021). 

A modificação com citrato na superfície das SPIONs tem sido amplamente 

estudada devido à sua simplicidade, por melhorar a estabilidade das nanopartículas 

quando em soluções aquosas, por proporcionar uma magnetização ideal e uma 

citocompatibilidade (ELAHI, RIZWAN, 2021; DA SILVA ASSIS et al., 2019). O citrato 

possui grupos carboxilatos (RCOO-) que podem se adsorver na superfície das 

nanopartículas e auxiliar na funcionalização de biomoléculas ou polímeros. Entretanto, 

soluções aquosas de ácido cítrico e sais de citrato podem apresentar processos de 

dissociação e hidrólise quando se altera concentrações de solutos, pH e temperatura 

(KRUKOWSKI; KARASIEWICZ; KOLODZIEJSKI, 2017). De acordo com o valor de pH 

as SPIONs podem se desestabilizarem ocasionando um aumento no diâmetro da 

partícula. 

As SPIONs funcionalizadas com citrato tem sido empregada para inúmeras 

aplicações in vitro e in vivo, como exemplo, em estudos para aplicação em terapia 

imunológica controlada magneticamente, no qual é descrito que há uma 

citocompatibilidade com célula T e estabilidade coloidal no sangue. Também é 

possível obter um biossensor eficiente por meio da funcionalização com grupo amino 

na superfície das SPIONs (ELAHI, RIZWAN, 2021). Na Figura 2 é apresentado uma 

ilustração das SPIONs, após estabilizar com moléculas de citrato de sódio. 
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Figura 2: Representação da funcionalização das SPIONs com citrato de sódio. 

 

Fonte: Autor. 

 

2.5 NANOPARTÍCULAS CORE-SHELL 

 

As IONPs como sintetizadas apresentam algumas limitações, como a rápida 

aglomeração, oxidação no ambiente fisiológico de tumores, devido ao alto valor da 

razão volume/área superficial, reatividade química e elevada energia superficial, que 

resulta em perda de magnetismo. Estruturas core-shell (núcleo encapsulado por uma 

película) tendem a proporcionar uma superfície inerte, que facilita processos de 

funcionalização da partícula, com o objetivo de melhorar a estabilidade e a 

biocompatibilidade dessas soluções (ZHU et al., 2018; DHEYAB et al., 2020). 

O ouro é um metal precioso, comumente utilizado em revestimentos de 

superfícies. O método direto pode ser aplicado para se revestir IONPs, que pode ser 

realizado por duas vias, com solução aquosa ou orgânica. Quando em solução 

aquosa, a casca de ouro é formada por meio da redução de Au3+ com o auxílio de 

agentes redutores, e os mais utilizados são citrato de sódio e borohidreto de sódio. 

Na via de síntese orgânica, geralmente os agentes niveladores de solução são o ácido 

oleico e a oleilamina. No método indireto, é formada uma camada de “cola” entre o 

núcleo de IONPs e a casca de ouro. Essa camada tem como característica aumentar 

a estabilidade e, por apresentar sítios para a ligação química, tende a promover a 

fixação de sementes de ouro para a formação de uma casca. Dentre os materiais mais 

empregados como camada de “cola”, destacam-se os polímeros, sílica e carbono 

(ZHU et al., 2018). 
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As nanopartículas de ouro (AuNPs) têm recebido uma atenção considerável 

nas últimas décadas, tendo sido comumente aplicada em TFT. Quando irradiadas por 

laser, AuNPs podem converter a energia da luz em calor, resultando no aumento de 

temperatura da solução. Sendo assim, o direcionamento preferencial destas 

nanopartículas para tumores, seguido de irradiação por meio de um laser, que é uma 

estratégia seletiva para ocasionar ablação térmica de células tumorais (MIRRAHIMI 

et al., 2019; FARASHAHI et al., 2019; ABED et al., 2019). Entretanto, seu uso clínico 

se tornou limitado, devido ao desconhecimento de sua toxicidade quando utilizadas 

na TFT e por apresentarem comprimento de onda relativamente curto de absorção 

(~520 nm) quando em formato esférico (YANG et al., 2017; ABED et al., 2019). Desse 

modo, a profundidade de penetração do laser torna-se limitada em virtude da forte 

absorção da radiação por biomoléculas dos tecidos biológicos, como exemplo, 

hemoglobina e melanina. O menor valor do coeficiente de absorção destes tecidos na 

região do infravermelho próximo (Near Infrare, NIR) (700 – 1100 nm) favorece o 

desenvolvimento de terapias e é considerada como uma “janela terapêutica óptica”. 

Sendo assim, novos nanomateriais com outras estruturas de AuNPs, como nanoshell, 

nanobastões e nanocages têm sido investigados com o objetivo de solucionar essa 

questão (ABED et al., 2019). 

Nanopartículas core-shell, também denominadas de nanopartículas híbridas, 

com núcleo de ferro e casca de ouro (Au@SPIONs) são multifuncionais, que 

aprimoram as propriedades químicas, físicas e ópticas de ambos os materiais 

(KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021). Estas nanopartículas são promissoras para 

hipertermia magnética, devido às propriedades magnéticas do ferro, que pode causar 

ablação térmica nas células cancerígenas, e pela presença do recobrimento de ouro, 

que protege o ferro de processos de oxidação. Além disso, a casca de ouro tende a 

reduzir as interações magnéticas entre partículas, resultando em uma melhor 

dispersão em meio biológico (SANAD et al., 2021). Podem ser utilizadas na detecção 

de moléculas via espalhamento Raman intensificado por superfície (SERS) 

(SCHWAMINGER; BAUER; FRAGA-GARCÍA, 2021), na TFT e como agentes de 

contrastes de imagem óptica (LOZANO-PEDRAZA et al., 2021; KUMARI; SHARMA; 

SAHI, 2021; MIRRAHIMI et al., 2019; GHAZNAVI et al., 2018; ABED et al., 2019; 

BRENNAN et al., 2020). Também podem ser direcionadas para a posição desejada 

sob o campo magnético externo (ABED et al., 2019). 
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2.6 CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo, logo almeja-se um 

diagnóstico precoce e um tratamento em tempo hábil, que resultará em uma maior 

probabilidade de sobrevida e menor morbidade (MOKHOSI et al., 2022). No Brasil, o 

Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) é o órgão auxiliar 

do Ministério da Saúde, que divulga os dados estatísticos e a projeção de 

probabilidade de novos casos dentro do cenário brasileiro (exceto para câncer de pele 

não melanoma), como mostrado na Tabela 1 (INCA, 2019). 

 

Tabela 1: Distribuição dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2020 no Brasil. 

 

Fonte: Inca, (2019). 

 

Nesta distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no 

Brasil, observa-se que o câncer de mama é o mais comum entre mulheres, estimando-

se 66.280 novos casos de câncer de mama, para cada ano do triênio 2020-2022 

(INCA, 2019). Sendo um câncer metastático (do inglês, Metastatic Breast Cancer, 

MBC), este se espalha para outras partes do corpo como, ossos, fígado, pulmão e 

cérebro, o que dificulta seu tratamento. Com a detecção precoce da doença, há uma 

alta porcentagem de sobrevida. Entre os fatores de risco relacionados à doença 

destaca-se o envelhecimento, fatores reprodutivos, histórico familiar, estilo de vida, 

idade, etnia, desequilíbrio hormonal e tabagismo. O agravamento é relacionado ao 

número de locais metastáticos, tipos de mutação e a biologia subjacente do tumor, 

como grau e tamanho do tumor primário (AL-MAHMOOD et al., 2018; INCA, 2019; 

SUN et al., 2017). 

O câncer de mama pode ser classificado em subgrupos moleculares que 

possuem diferentes expressões de receptores do câncer, como receptor de 
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crescimento epitelial humano tipo 2 (HER-2), luminal A, luminal B, claudin-low e basal-

like, que possuem características de metástase para órgãos distantes (AL-

MAHMOOD et al., 2018). Entretanto, os fatores prognósticos padrões são receptores 

de estrogênio (ER), receptor de progesterona (PR), HER-2 e status de proliferação 

(Ki-67). No câncer de mama triplo negativo (do inglês, triple-negative breast cancer, 

TNBC), doença heterogênea e agressiva, a expressão de ER, PR e HER-2 é ausente, 

sendo, responsável por 20% de todos os casos de câncer de mama, com recorrência 

de 30-40% e elevado potencial de metástase no cérebro (SUN et al., 2017; DOS 

SANTOS JESUS et al., 2022; AL-MAHMOOD et al., 2018; LEV, 2020; HSU; HUNG, 

2016; SIRKISOON et al., 2016). 

O TNBC possui superexpressão do Receptor do Fator de Crescimento 

Epidérmico (EGFR), o que acelera o crescimento celular e tecidual pela regulação da 

proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência das células. O TNBC possui 

elevados índices mitóticos, altas taxas de metástase e mau prognóstico (LEV, 2020). 

Apenas 20 a 30% dos pacientes possuem bom prognóstico ao tratamento padrão de 

TNBC, com alta frequência de recorrência dentro de 1 a 3 anos após o diagnóstico 

(LEV, 2020). Com isso, como os pacientes geralmente não respondem às terapias 

hormonal ou terapias direcionada aos receptores, existem poucas alternativas de 

tratamentos (DOS SANTOS JESUS et al., 2022). 

A família de receptores EGFR desempenha a função do crescimento de células 

normais e malignas, bem como na prevenção de apoptose, resistência a drogas, 

células estaminais cancerígenas e metástase de inúmeros tipos de câncer. A família 

EGFR é composta por quatro membros e são receptores do fator de crescimento que 

atravessa a membrana celular (EGFR1, HER2, EGFR3 e EGFR4). EGFR1 (também 

conhecido como EGFR1 (HER1, c-erbB1), EGFR2 (c-erbB2, HER2), EGFR3 (c-erbB3, 

HER3) e EGFR4 (c-erbB4, HER4) (S STEELMAN et al.,2016). O gene HER1 é 

expresso em cerca de 40% das pacientes com câncer de mama, e o gene HER2 em 

até 25% a 30%. A superexpressão de HER1 e HER2 está associada a um pior 

prognóstico clínico e prediz uma resposta menos favorável à terapia endocrinológica 

(ALANAZI; KHAN, 2016; KJAER et al., 2018). Inúmeras vias de sinalização, como 

PI3K/PTEN/Akt/mTORC1, Ras/Raf/MEK/ERK, Jak/STAT e JNK, entre outras, podem 

ser induzidas por membros da família EGFR (S STEELMAN et al.,2016). 

A análise genômica do TNBC sugere alterações genéticas e instabilidade 

genômica, sendo as mutações somáticas mais frequentes observadas em TP53 
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(85%), PIK3CA (10%), USH2A (síndrome de Usher 2A) (9%), MYO3A (miosina IIIA) 

(9%), genes PTEN e RB1 (8%) e alterações em RB1 (5%), amplificação de MYC (26%) 

ou EGFR (5%). Sendo assim, entende-se a necessidade de desenvolvimento de 

diferentes métodos terapêuticos para cada subtipo molecular (LEV, 2020). 

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) é uma glicoproteína 

pertencente à subclasse de receptores tirosina quinase (do inglês, receptor tyrosine 

kinases (RTKs)). Estes controlam importantes processos biológicos, como 

proliferação, diferenciação, metabolismo e sobrevivência celular por meio da ativação 

das vias de sinalização (HSU; HUNG, 2016; KJAER et al., 2018; SIRKISOON et al., 

2016). A superexpressão do receptor EGFR é responsável por 50% dos casos de 

câncer de mama triplo-negativo. Além disso, apresenta alta taxa de crescimento, 

regeneração e metástase (SUN et al., 2017). 

Dentre os métodos mais usuais de detecção do câncer de mama, a mamografia 

tem contribuído para redução significativa das taxas de mortalidade dessa doença. A 

ressonância magnética também tem contribuído como um método não invasivo para 

o rastreamento do câncer (INCA, 2019; SUN et al., 2017). Em relação aos tratamentos 

convencionais de câncer, a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, possuem efeitos 

colaterais negativos para os pacientes e não garantem uma eficaz remoção das 

células malignas (WEI et al., 2019). Como resultado, a resistência à terapia do câncer 

continua sendo a principal causa de insucesso no tratamento do paciente, uma vez 

que o DNA tumoral tem a capacidade de se reparar e criar resistência a medicamentos 

e a diferentes terapias (LI et al., 2021). 

 

2.7 TERAPIA FOTODINÂMICA E FOTOTÉRMICA 

 

A fototerapia corresponde a um método de tratamento não invasivo, que utiliza 

agentes intermediários fotoativados, como transdutores fototérmicos ou FS sob 

irradiação. As fontes de radiação podem utilizar comprimentos de onda na faixa do 

visível ou do NIR, podendo ser fabricadas com baixo custo por meio da utilização de 

diodos emissores de luz (Light emitting diodes, LEDs). As fontes de irradiação na 

região do NIR são mais utilizadas para ativar o efeito terapêutico na fototerapia 

oncológica, devido à sua maior penetração tecidual, minimizando as absorções pelas 

moléculas de água e hemoglobina em tecidos biológicos (MOLKENOVA et al., 2022). 
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Na TFT, a conversão da radiação incidente em calor é feita por meio de agentes 

transdutores fototérmicos, que permitem a ablação térmica dos tecidos tumorais (XU 

et al., 2019; MOLKENOVA et al., 2022; WAN et al., 2018; PENG et al., 2022; WANG 

al., 2018). As vantagens significativas da TFT sobre os tratamentos convencionais 

incluem invasividade reduzida, alta especificidade para células cancerígenas e 

recuperação rápida (PENG et al., 2022; WANG al., 2018; KADKHODA et al., 2021). 

Enquanto, a TFD emprega as moléculas fotossensíveis incorporadas aos tecidos a 

serem tratados e na presença de oxigênio molecular, seguido da irradiação em 

comprimento de onda específico, gerando ERO’s (BOURAMTANE et al., 2019; 

MOLKENOVA et al., 2022; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). Também corresponde a 

uma opção de tratamento menos invasivo para o manejo de muitos tipos de cânceres 

e apresenta baixa toxicidade sistêmica (HOU et al., 2022; KADKHODA et al., 2021). 

Todavia, normalmente é difícil alcançar um bom resultado terapêutico utilizando 

um único método de tratamento. Assim, a combinação de terapias tem crescido em 

pesquisa científica e no tratamento clínico (HOU et al., 2022). As TFD/TFT quando 

combinadas, melhoraram a eficácia do tratamento, além de poderem diminuir 

significativamente a invasividade e a toxicidade sistêmica (XU et al., 2019; WAN et al., 

2018). 

Neste contexto, a identificação precisa das regiões tumorais e a confirmação 

da presença de agentes fototerapêuticos nas lesões cancerígenas podem ser 

facilitadas por nanopartículas, que combinam recursos fototerapêuticos e de imagem 

em uma única modalidade (WANG al., 2018). As nanopartículas funcionalizadas com 

fotossensibilizadores podem proporcionar uma entrega eficaz de agentes terapêuticos 

aos tecidos tumorais profundos, permitindo a associação da TFD com outras terapias, 

como a radioterapia em cânceres mais agressivos em virtude do espalhamento da 

radiação ionizante pelas nanoestruturas, que aumenta a eficiência do tratamento 

(HOU et al., 2022). Dentre os fotossensibilizadores, a Ce6 de segunda geração é 

frequentemente usada na TFD em virtude da elevada sensibilidade, eliminação rápida 

do organismo e pode ser fotoativada pela irradiação em comprimentos de onda da 

região de 660–670 nm, que permite a elevada eficiência na geração de ERO’s (HOU 

et al., 2022; AMIRSHAGHAGHI et al., 2019). 

Dentre os nanomateriais, os metais de transição e seus óxidos são 

frequentemente utilizados em estudos para o tratamento e diagnóstico do câncer, 

devido à sua composição e características físico-químicas. Dentre eles, a SPIONs se 
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destacam na TFT pela eficiência na ablação precisa em tumores profundos, 

preservando os tecidos saudáveis circundantes (PENG et al., 2022). Enquanto que as 

AuNPs têm se destacado na TFD, possibilitando um aumento de ERO’s, 

consequentemente um aumento de eficiência (DOS SANTOS JESUS et al., 2022). 

Desta forma a associação de nanopartículas e terapias podem aumenta a eficiência 

dos tratamentos contra o câncer. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

As SPIONs foram primeiramente sintetizadas pelo método de coprecipitação 

química, posteriormente revestidas com ouro e funcionalizadas com o complexo Ce6-

cisteamina e complexo EGF-α-Lipóico a proteína EGF para formação das 

Nanossondas Teranósticas (NTs). Essas soluções coloidais foram então 

caracterizadas por análise de espectroscopia de UV-visível para determinação das 

concentrações de ferro, por DLS e Potencial Zeta para determinação do diâmetro 

hidrodinâmico e da estabilidade, por FT-IR para confirmação das ligações químicas, 

por SEM-FEG e TEM para confirmação do diâmetro médio e de suas morfologias, por 

XRD para determinação da formação de fases cristalinas e por VSM para determinar 

as características magnéticas e a magnetização de saturação das soluções coloidais 

por meio da equação de Langevin. Após toda a caracterização, as nanopartículas 

foram estudadas in vitro nas linhagens celulares MCF 10A e MDA-MB-468 para 

análise de citotoxicidade, tempo de incorporação e internalização das NTs. A 

eficiência das NTs foi determinada por TFD e TFT. Na Figura 3 é apresentado o 

fluxograma das fases experimentais desta tese. 

 

Figura 3: Fluxograma Experimental. 

 

Fonte: Autor. 
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3.1 SÍNTESE DAS SPIONS 

 

As SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitação, como descrito 

por Massart (1981) (MASSART, 1981). O protocolo de síntese de Mérida e 

colaboradores (2015) (MÉRIDA et al., 2015) foi adaptado por meio de uma 

colaboração entre o Laboratório de Nanossensores e o Rinaldi Research Laboratory 

da University of Florida. Soluções de cloreto de ferro II (FeCl2.4H2O) e III (FeCl3.6H2O) 

respectivamente a 0,2 mol/L e 0,4 mol/L, foram individualmente preparadas em 

100 mL de água ultrapura previamente de-oxigenada com gás nitrogênio por 30 min. 

A ultrassonicação em banho foi realizada para solubilização dos sais, seguida por de-

oxigenação e mistura dessas soluções. Uma agitação de 250 rpm, a 85 °C e pH da 

solução entre 8 e 9 foram mantidos durante toda a síntese e a precipitação dos óxidos 

de ferro ocorreu por meio da adição de 35 mL de hidróxido de amônio (NH4OH). Após 

o resfriamento, alíquotas da amostra foram centrifugadas e os sobrenadantes 

descartados. A estabilização foi realizada por meio da adição de citrato de sódio 

dihidratado (Na3C6H5O7.2H2O) nas alíquotas, seguido de homogeneização em vortex 

por aproximadamente 0,5 min. A amostra foi levada ao ultrassom de ponta com alta 

energia por 30 min e em seguida, as alíquotas foram transferidas para tubos e 

centrifugadas a 1.800 rpm por 10 min, seguido de descarte do sobrenadante com ímã. 

Essa amostra novamente foi ressuspendida em Na3C6H5O7.2H2O, levada ao 

ultrassom de ponta por 30 min, sendo logo após centrifugada a 2.500 rpm por 10 min, 

seguido de descarte do sobrenadante com ímã. Na Figura 4 é apresentado o processo 

de síntese das SPIONs. 

 

Figura 4: Síntese das SPIONs pelo método de coprecipitação. 

 

Fonte: Autor. 
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3.2 RECOBRIMENTO DAS SPIONS COM OURO – CORE-SHELL 

 

As Au@SPIONs foram sintetizadas de acordo com o protocolo de síntese 

adaptado de Elbialy e colaboradores (2019), SPIONs na concentração de 0,5 mg/mL 

foram adicionadas na solução de cloreto de ouro (HAuCl4 – forma anidra) a 0,5 mmol/L 

e mantido sob agitação por 15 min. Posteriormente, o aquecimento foi interrompido e 

a solução mantida em agitação até à temperatura ambiente (ELBIALY et al., 2019). 

Na Figura 5 é apresentado o processo de recobrimento das SPIONs. As Au@SPIONs 

foram centrifugadas e caracterizadas pelas técnicas de Espectroscopia UV-visível, 

DLS, TEM, FT-IR e VSM. 

 

Figura 5: Síntese das Au@SPIONs. 

 

Fonte: Autor. 

 

3.3 MODIFICAÇÃO QUÍMICA VIA CARBODIIMIDA 

 

A molécula da Ce6 possui três grupos carboxílicos que por meio da ligação 

amida foram ligados a cisteamina para a formação do complexo Ce6-cisteaminea. O 

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC, Sigma Aldrich, 22980) favorece a 

ligação dos grupos carboxílicos com o sulfo-NHS (N hydroxysulfosuccinimide, Thermo 

Scientific, 24510), forma um éster mais estável que o o-acilisoureia e permite uma 

conjugação mais eficiente e uma ligação amida estável. A razão molar dos reagentes 

foram: 1 Ce6 (8,4 mM): 25 Sulfo NHS (187,5 mM): 10 EDC (83,5 mM): 3 Cisteamina 

(8 mM) (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). A molécula de EGF humana (EGF, 

Sigma Aldrich, E9644) possui três grupos aminos que podem reagir com ácido 

carboxílico, sendo assim, a modificação dessa proteína ocorre pela adição do α-ácido 

lipóico (LA) (Sigma Aldrich, T5625) que forma uma ligação amida. O LA é ativado, 

adicionado a proteína, uma molécula de água é liberada para a formação do complexo 

EGF-α-LA. A razão molar dos reagentes corresponde a 120 LA (7,8 mM): 3200 Sulfo 
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NHS (187,5 mM): 1300 EDC (83,5 mM): 1 EGF (16 µM) (LUCAS et al., 2015). Para 

confirmação da formação do complexo, foi realizado o linker Ce6 com Cisteamina. 

Após a formação, 1,5 mL do complexo foi centrifugado à 8000 rpm por 3 min, sendo 

o processo de purificação realizado 2 vezes e as caracterizações dos sobrenadantes 

(S1, S2) e dos precipitados (L1, L2) medidos por espectroscopia de UV-visível. 

 

3.4 NANOSSONDA TERANÓSTICA 

 

As nanossondas foram produzidas utilizando Au@SPIONs previamente 

sintetizadas, as quais foram funcionalizadas aos complexos, EGF-α-ácido lipóico e o 

Ce6-cisteamina nas proporções 1:1, para o total recobrimento da área superficial do 

coloide. Primeiramente as Au@SPIONs foram incubadas com o complexo EGF-α-

ácido lipóico sob agitação constante por 24 h. Após esse período, o complexo Ce6-

cisteamina foi adicionado e a solução final foi novamente mantida sob agitação 

constante. O processo de purificação ocorreu por uma centrifugação à 8000 rpm por 

3 min e sua caracterização obtida por Espectroscopia UV-visível e FT-IR. Na Figura 6 

é mostrado uma representação do processo de preparo das Nanossondas 

Teranósticas. 

 

Figura 6: Síntese das Nanossondas Teranósticas. 

 

Fonte: Autor. 

 



44 

 

3.5 CARACTERIZAÇÃO DOS NANOMATERIAIS 

 

3.5.1 Análise de Espectroscopia de UV-Visível 

 

As amostras de Au@SPIONs foram caracterizadas pela Espectroscopia de UV-

Visível em um espectrofotômetro DeNovix DS-11, na região de 190-840 nm com 

resolução espectral de 1 nm. Os espectros foram adquiridos pela transmissão da luz 

através da gota de amostra pipetada entre as superfícies superior e inferior com 

caminho óptico auto-ajustável entre 0,02 - 0,5 mm, sendo a superfície de pipetagem 

das amostras composta por aço inoxidável e janela de safira (inferior) e fibra de 

quartzo (superior). Em todas as leituras, 2 μL das amostras foram medidos e os 

resultados foram plotados com o auxílio do programa OriginPro versão 8.5.1. A 

concentração de ferro presente nas SPIONs foi determinada por meio de ensaios de 

o-fenantrolina, sendo também o resultado obtido por Espectroscopia de UV-visível. 

 

3.5.2 Análise de Espalhamento Dinâmico da Luz 

 

A análise de DLS foi realizada para determinar o diâmetro hidrodinâmico e a 

estabilidade das soluções coloidais, por meio do equipamento ZetaSizer nano – ZS90 

da Malvern. O índice de refração utilizado foi igual a 1,450 para SPIONs e de 1,590 

para Au@SPIONs. No equipamento foi definido o tempo de equilíbrio de 120 seg., 

com temperatura de 21°C. Um volume de 200 μL de nanopartícula foi adicionado à 

cubeta de poliestireno (modelo ZEN0118, Sarstedt), para verificar a distribuição de 

tamanho das partículas, no modo “Size”, o ângulo de medida utilizado foi de 90°, 

sendo realizado 3 medidas, com um número de corrida igual a 10 e tempo de duração 

de 30 seg. A análise do Potencial Zeta determinou a estabilidade e a carga superficial 

das soluções coloidais, no modo “Zeta”, quando um diferencial de potencial elétrico 

foi aplicado por meio de uma cubeta com eletrodos de ouro. As soluções coloidais 

foram adicionadas às cubetas capilares com eletrodos (modelo DTS1070, Malvern) 

com o auxílio de uma seringa, sem a formação de bolhas de ar. O modelo matemático 

definido foi de Smoluchowski, uma média de três análises por amostragem foi 

realizada para a obtenção dos resultados e, com o auxílio do programa OriginPro 

versão 8.5.1, os dados exportados foram plotados. 
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3.5.3 Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A análise da morfologia e tamanho das nanopartículas foram feitas em 

parcerias com o laboratório Labas Dimare – INPE e com o Centre Pluridisciplinaire de 

Microscopie et Microanalyse (CP2M) - Fédération Sciences Chimiques Marseille 

9FSCM) - Aix-Marseille Université, França. 

A análise de Microscopia Eletrônica de alta resolução foi feita em SEM-FEG da 

Tescan (modelo MIRA3) em colaboração com o INPE. Primeiramente uma alíquota 

de 20 μL da solução coloidal foi adicionada sobre uma placa de silício com fita de 

carbono em stub, seco a vácuo e submetido ao processo de metalização com ouro. A 

imagem de SEM-FEG das SPIONs foi obtida com a configuração do equipamento em 

HV (alto vácuo): 15.0 keV, campo de visão: 1.38 µm, WD (com distância de trabalho): 

4.72 mm, DET: In-Beam SE e SEM MAG (detector de Emissão de elétrons 

secundários na magnitude): 150 kx. Após a análise, as nanopartículas foram 

analisadas e contadas pelo programa ImageJ versão 1.48 para se obter o diâmetro 

físico das nanopartículas sintetizadas. 

Na Aix-Marseille Université, as medidas foram realizadas com um Microscópio 

Eletrônico ultra-alta resolução da marca ZEISS, modelo Gemini 500 FEG, com 

imagens de elétrons secundários adquiridas com baixa tensão (1 kV e 0.5 kV). Para 

imagens de elétrons secundários (SE), este sistema é equipado com um detector In-

lens, que detecta elétrons secundários diretamente no caminho do feixe, sendo ideal 

para exibir estruturas em superfícies. Para o preparo, 10 µL de cada uma das 

amostras foram secas nas grades em cobre revestidas com filme de carbono de 300 

mesh, com a temperatura da estufa de 40°C. As imagens de SEM das SPIONs sem 

estabilização foram obtidas com os seguintes parâmetros: electron high tension 

(EHT): 1.00 kV, working distance (WD): 2.2 mm, Signal A: inLens, magnification (Mag): 

153.39 KX, tamanho de cada pixel da imagem (Pixel Size): 242.6 pm, brightess 

(B):45.5%, contrast (C): 36.8%, tipo de aquisição para redução de ruído (noise Red.): 

Drift Comp. Frame Avg., velocidade de varredura (scan Speed):1 , Cycle Time: 43.1 

secs, pressão na câmara do microscópio (P):3.14x106 mbar, diâmetro do diafragma 

(Ap. Size): 20.00 µm. Já as SPIONs com estabilização, EHT:0.500 kV, WD: 2.3 mm, 

Signal A: inLens, Mag: 118.32 KX, Pixel Size: 943.6 pm, B:30.9%, C: 42.2%, Noise 

Red.: Line Avg, Scan Speed: 4, Cycle Time: 19.1 secs, P:3.02x106 mbar, Ap. Size: 

20.00 µm. 
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3.5.4 Análise de Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

A análise da morfologia e do diâmetro físico das SPIONs e Au@SPIONs foram 

realizados em parceria com o laboratório da Aix-Marseille Université. Para a 

preparação das amostras, 10 µL de cada uma das nanopartículas foram secas em 

grades de cobre revestidas com um filme de carbono de 300 mesh, com temperatura 

de estufa de secagem de 40°C. As medidas de TEM foram realizadas no microscópio 

eletrônico FEI TECNAI G20 LaB6, com imagens em campo claro e campo escuro 

adquiridas com 200 kV de tensão de aceleração dos elétrons, em modo paralelo 

(TEM) e em modo varredura (STEM). Este microscópio é equipado com um detector 

EDS (Espectroscopia de raios X por dispersão em energia) OXFORD SDD, com o 

qual foram obtidos espectros e mapas EDS com a composição química das SPIONs 

e Au@SPIONs. 

 

3.5.5 Análise de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier 

 

Os produtos de sínteses foram caracterizados por meio dos modos vibracionais 

das ligações químicas. A análise de FT-IR foi realizada em um espectrofotômetro FT-

IR por transformada de Fourier da Perkin-Elmer (modelo Spectrum 400), equipado 

com acessório de refletância total atenuada com pedestal de aço inox e cristal de 

diamante, localizado na Central de Laboratórios Multiusuários (IP&D/UNIVAP). Os 

espectros foram obtidos na faixa espectral de 4000-450 cm-1, com resolução espectral 

de 4 cm-1, sendo a média de 64 varreduras/ponto. O background foi feito com o cristal 

limpo em atmosfera ambiente. As SPIONs e Au@SPIONs foram pipetadas e secas 

no pedestal do equipamento para melhor obtenção das absorções nos espectros, com 

auxílio de um jato de ar seco sem CO2 gerado por um gerador de gases (ParKer). 

 

3.5.6 Análise de Difração de Raios-X 

 

A estrutura cristalina das SPIONs foi analisada por meio da técnica de 

difratometria de raios-X. Para a análise, as nanopartículas foram secas a vácuo e em 

seguida o pó foi compactado no porta-amostra. O difratômetro de raios-X utilizado foi 

o Shimadzu (modelo XRD-6000) com fonte de radiação monocromática Cu-Kα (λ = 
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1,5418 Å), com uma tensão de 40 kV e corrente 30 mA, localizado no Laboratório de 

Cerâmicas Avançadas (IP&D/UNIVAP). As leituras foram feitas com fendas 0,3 e 

ângulo de difração (2θ) variando de 15° a 85°, passo angular de 0,02º e tempo de 

contagem de 0,6 s. A análise dos dados foi realizada no software X’Pert High Score 

Plus com o auxílio das fichas de referência. 

 

3.5.7 Análise por Magnetômetro de Amostra Vibrante 

 

As medidas de curva de magnetização foram realizadas no Laboratório de 

Materiais Magnéticos, localizado no Departamento de Física dos Materiais e 

Mecânica, no Instituto de Física da Universidade de São Paulo (DFMT-IFUSP). Para 

esta análise, 30 mg de nanopartículas secas foram utilizadas no VSM com um 

eletroímã de 2T, à temperatura ambiente, com um campo magnético máximo de 20 

kƟe e 35 ciclos. A secagem das SPIONs estabilizadas e Au@SPIONs em lamínulas 

de vidro com dimensões de 5x5 mm também foi realizada para verificar possíveis 

alterações no comportamento da curva de magnetização das nanopartículas. O 

protocolo de medida utilizado para a análise de VSM é informado na Tabela 2, sendo 

H o campo externo aplicado, N-intervalos = número de pontos -1, no respectivo trecho 

do ciclo de histerese e o tempo total do ciclo de histerese foi de 32 min. 

 

Tabela 2: Protocolo de medida do equipamento VSM. 

H1 (kOE) H2 (kOE) N-intervalos T_total (min) T_VSM (seg) 

20.0 5.0 30 3.0 1 

5.0 0.5 25 2.5 1 

0.5 0.5 50 5.0 1 

0.5 -5.0 25 2.5 1 

-5.0 20.0 30 3.0 1 

20.0 5.0 30 3.0 1 

5.0 0.5 25 2.5 1 

0.5 0.5 50 5.0 1 

0.5 5.0 25 2.5 1 

5.0 20.0 30 3.0 1 

Fonte: Autor. 
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3.5.8 Análise de pH 

 

A análise do pH do meio foi realizada no titulado da Metrohm (modelo 848 

Titrino Plus), para corroborar com a análise de estabilidade das SPIONs utilizando a 

curva dos valores do Potencial Zeta em função do pH do meio. Primeiramente, as 

SPIONs estabilizadas na concentração de 1 mg/mL foram centrifugadas a 8.000 rpm 

por 3 min., em seguida avolumadas para 1 mL em meio com valores de pH iguais a 

2, 4, 6, 7, 9 e 10. 

 

3.5.9 Quantificação de ferro 

 

A concentração de ferro presente nas SPIONs foi determinada por meio da 

espectroscopia UV-visível, com protocolo desenvolvido no Rinaldi Research 

Laboratory da University of Florida. As SPIONs estabilizadas com Na3C6H5O7.2H2O 

foram digeridas em ácido nítrico (HNO3) a 70% em banho seco a 101°C por 

aproximadamente 12 horas. Posteriormente, 10 µL da amostra digerida foram 

evaporados a 115°C, seguidos da adição de 46 µL de água deionizada. Para a 

redução dos íons Fe3+ a Fe2+, foram adicionados 30 µL de cloridrato de hidroxilamina 

(NH2OH. HCl) e a reação mantida em repouso por 1 h. Após a redução, foram 

adicionados 49 µL de acetato de sódio (NaO2CCH3) como agente tamponante e 75 µL 

de 1,10-fenantrolina monohidratada (C₁₂H₈N₂. H₂O), que formam o complexo Fe(II)-

ortofenantrolina que apresenta absorbância máxima em 508 nm. Uma curva de 

calibração foi preparada a partir de concentrações de ferro conhecidas e por meio de 

regressão linear foi determinada a concentração das amostras (MÉRIDA et al., 2015; 

UNNI et al., 2017). 

 

3.6 CULTURA DE CÉLULAS 2D 

 

3.6.1 MCF 10A 

 

A linhagem celular de mama humano, MCF 10A, proveniente do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foi cultivada em garrafas estéreis de polipropileno 

de 25 cm2 com meio de cultura DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium/Ham’s Nutrient Mixture F-12, Gibco - Life Technologies, 12500-062-10x1L), 

https://www.che.ufl.edu/rinaldi/
https://www.che.ufl.edu/rinaldi/
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suplementado com 5% (v/v) de soro de cavalo (Gibco - Life Technologies, 16050122), 

20 ng/mL de EGF (Sigma Aldrich, E9644), 0,5 mg/mL de hidrocotisona, 100 ng/mL de 

toxina de cólera (Sigma Aldrich, C8052-.5MG) e 10 µg/mL de insulina (Sigma Aldrich, 

I9278-5ML). A cultura foi mantida em estufa de crescimento a 37 ºC com 5% de CO2 

(Thermo Scientific, water Jacket serie 8000). O meio foi substituído a cada três dias e 

as células subcultivadas a cada 25 dias, após tripsinização com solução de Tripsina-

EDTA 0,25%. Todos os experimentos com essa linhagem foram realizados em 

triplicata. 

 

3.6.2 MDA-MB-468 

 

A linhagem celular de adenocarcinoma mamário humano, MDA-MB-468, 

também proveniente do BCRJ, foi cultivada em garrafas estéreis de polipropileno de 

25 cm2 com meio de cultura L-15 (Leibovitz, Sigma Life Science, L4386-10x1L) e 

suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino (Life Technologies, 16000-044). A 

cultura celular foi mantida em estufa de crescimento a 37ºC em 95% de umidade, sem 

adição de CO2 (Thermo Scientific, water Jacket serie 8000). O meio foi substituído a 

cada dois dias e as células subcultivadas a cada 15 dias, após tripsinização com 

solução de Tripsina-EDTA 0,25%. Todos os experimentos com essa linhagem foram 

realizados em triplicata. 

 

3.7 ANÁLISE DO TEMPO DE INTERNALIZAÇÃO DAS NANOSSONDAS 

TERANÓSTICAS 

 

A análise de Citometria de fluxo foi utilizada para investigar o tempo de 

internalização das Nanossondas Teranósticas nas linhagens celulares MCF 10A e 

MDA-MB-468. As células foram tripsinizadas e plaqueadas com 1x105 células/mL em 

uma placa de 96 poços. Após 24h de adesão celular, o meio de cultura completo foi 

substituído por outro meio com nanossondas teranósticas (recobrimento de 50% 

complexo Ce6-cisteaminea e 50% complexo EGFα-La), com a concentração final de 

2 µg/mL da Ce6 e tempos de incubação de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. Decorrido 

os períodos de incorporação, as células foram lavadas duas vezes com 100 µL de 

solução de tampão fosfato-salino (PBS 1x, pH 7.2) e removidas dos poços utilizando 

solução de tripsina-EDTA a 0,025%. Após a remoção da solução de tripsina, as células 
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foram transferidas para microtubos estéreis e receberam lavagens com solução de 

tampão fosfato-salino (PBS, pH 7.2). Os dados foram coletados pelo citômetro de fluxo 

Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences) com excitação do laser de 488 nm, 640nm. 

Detecção do espalhamento da luz Forward (0°±13°) and Side (90°±13°). Filtros ópticos 

de detecção de emissão: FL1 533/30 nm (eg, FITC/GFP); FL2 630/22 nm (eg, PE/PI); 

FL3 682/23 nm (eg, PerCP) e FL4 660/20nm (eg, APC). Por fim, os dados coletados 

foram processados no software BD Accuri C6 system. 

 

3.8 ANÁLISE DE MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA CONFOCAL 

 

A análise de Microscopia de fluorescência confocal foi realizada para confirmar 

a internalização das Nanossondas Teranósticas nas linhagens celulares MCF10A e 

MDA-MB-468. Para os ensaios, utilizou-se lamínulas circulares de borosilicato no 

interior de uma placa de 24 poços. As células foram tripsinizadas, em cada poço foi 

adicionado 4x105 células/mL e após 24h de adesão celular, o meio de cultura completo 

foi substituído por outro meio com Nanossondas Teranósticas (recobrimento de 50% 

complexo Ce6-cisteamina e 50% complexo EGFα-La) com a concentração final de 2 

µg/mL da Ce6, com tempo de incubação de 2 horas. Decorrido os períodos de 

incorporação, os poços foram lavados duas vezes com 150 µL de tampão fosfato-

salino (PBS 1x, pH 7,2). As lamínulas foram fixadas com paraformaldeído (4%) por 15 

min, retiradas dos poços, lavadas por imersão em PBS e fixadas em lâminas contendo 

aproximadamente 8 µL do reagente Prolong Gold Antifade Mountant (Life 

Technologies, P3691) com marcador de DNA DAPI (DAPI, ThermoFisher Scientific) 

(CASTILHO et al., 2021). O DAPI (2-(4-Amidinofenil)-6-indolecarbamidina dicloridrato) 

se liga ao DNA nas regiões A-T e proporcionando melhor análise do núcleo celular. 

As imagens foram obtidas pelo microscópio de fluorescência e confocal Zeiss LSM 

700 laser-scanning (Carl Zeiss AG, Germany) (Convênio FINEP 01.13.0275.00 – 

MIPPGU) da Central de Laboratórios Multiusuários (IP&D/UNIVAP), com objetiva 

Zeiss Plan-apochromat 63x/1.4 Oil Iris M27. As imagens foram obtidas utilizando um 

laser line de 405 nm (5mW) para o DAPI (emissão de 435 nm) e um laser line de 639 

nm (5mW) para a Ce6 (emissão de 669 nm). Por fim, as imagens foram processadas 

no software ZEISS ZEN 2 Microscope (VIEIRA et al., 2022). 
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3.9 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS SPIONS E AU@SPIONS 

 

As viabilidades celulares das linhagens MCF 10A e MDA-MB-468 foram 

determinadas pelas metodologias: colorimétrica com MTT (3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-

2,5-difenil brometo de tetrazólio, Sigma Aldrich, M5655); e método de exclusão 

utilizando o corante azul de tripan (3,3'- (3,3'-dimetil[1,1'-bifenil] -4,4'-diyl) bis (azo)] bis 

[5-amino-4-hidroxynaphthaleno-2,7- disulfonato, Sigma Aldrich, T8154). O ensaio 

colorimétrico MTT é um método versátil e quantitativo, que tem avanços significativos 

em relação às técnicas tradicionais de ensaios de proliferação e citotoxicidade 

(BERRIDGE, HERST, TAN, 2005). A metodologia colorimétrica com MTT avaliou a 

atividade mitocondrial, que foi obtida por meio da redução do sal tetrazolium e 

formação dos cristais de Formazan, de cor violácea, com absorção em 570 nm 

(STOCKERT, 2012). A leitura de absorção foi realizada em triplicata pelo 

espectrofotômetro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek 

Instruments, USA) do Laboratório de Biologia Celular e Tecidual (IP&D/ UNIVAP). O 

valor da atividade mitocondrial foi determinado pela Equação 2. 

 

Equação 2: Cálculo da atividade mitocondrial em porcentagem. 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑀𝑖𝑡𝑜𝑐𝑜𝑛𝑑𝑟𝑖𝑎𝑙 (%) =  
𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒  −  𝐴𝑏𝑠𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
 𝑥 100 

 

O método de exclusão do corante Azul de Tripan avaliou a viabilidade celular, 

com coloração em azul das células inviáveis e translúcidas as células viáveis. Por 

meio do microscópio invertido NIB-100 (Bel Equipamentos Analíticos) foram obtidas 

15 imagens pelo programa Future WinJoe versão 1.0.7.9. A contagem celular foi 

realizada no programa ImageJ, versão 1.48, e calculadas por meio da Equação 3. 

 

Equação 3: Cálculo da viabilidade celular em porcentagem. 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑙ú𝑐𝑖𝑑𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
 𝑥 100 

 

3.10 ENSAIO DE TERAPIA FOTODINÂMICA EM CULTURA CELULAR 

 

Para a ensaio de TFD, a suspensão de 1x105 células/mL (MCF 10A e MDA-

MB-468) foi aplicada em placas de 96 poços contendo meio de cultura completo. Após 
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24 h de adesão celular, o meio foi substituído pelas Nanossondas teranósticas. As 

células foram mantidas em contato com a substância por 2 h, sob condições de cultivo. 

Decorrido o tempo de incorporação, o meio contendo a substância foi removido, os 

poços foram lavados com PBS e foi adicionado um novo meio de cultura completo 

para a irradiação utilizando o LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) do Laboratório de Terapia 

Fotodinâmica (IP&D/UNIVAP), no comprimento de onda de 660 nm, 25 mW, na dose 

de 25 J/cm2, sendo a placa posicionada a 1,5 cm de distância da fonte de irradiação. 

 

3.11 ENSAIO DE TERAPIA FOTOTÉRMICA EM CULTURA CELULAR 

 

Para a ensaio de TFT, a suspensão de 1x105 células/mL (MDA-MB-468) foi 

aplicada em placas de 96 poços contendo meio de cultura completo. Após 24 h de 

adesão celular, o meio foi substituído pelas nanopartículas e Nanossondas 

Teranósticas. As células foram mantidas em contato com a substância por 2 horas, 

sob condições de cultivo. Decorrido o tempo de incorporação, o meio contendo a 

substância foi removido, os poços lavados com PBS e adicionou-se um novo meio de 

cultura completo para a irradiação utilizando o LED no infravermelho próximo (λ= 808 

nm; 17,3 mW, 3,3 J/cm2) por 10 min (GHAZNAVI et al., 2017; ELBIALY et al., 2019; 

MIN et al., 2019). 

 

3.12 DETERMINAÇÃO DO TIPO DE MORTE CELULAR – ANÁLISE DE 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 

A análise de Citometria de Fluxo foi realizada para investigar o tipo de morte 

celular após TFT, com nanopartículas na linhagem celular MDA-MB-468. Para esta 

análise, foram utilizadas SPIONs (0,5; 10 e 75 µg/mL); SPIONs (0,5; 10 e 75 µg/mL) 

+ Ce6 (1,2 µg/mL); Au@SPIONs (75 µg/mL); Ce6 (1,2 µg/mL) e NTs (2 µg/mL) e TFD 

com NTs (2 µg/mL), incubadas a 37°C com 95% de ar atmosférico por 2h. Após a 

incubação, as células foram lavadas em solução salina tamponada com fosfato (pH 

7,2) e separadas dos poços usando solução de tripsina-EDTA a 0,025%. Após a 

remoção, as células foram realocadas para microtubos estéreis e receberam 

coloração de anexina V (AnnV) e iodeto de propídio (PI) para diferenciação em células 

viáveis (AnnV- PI-), apoptóticas (AnnV+ PI-) e necrose (AnnV+ PI+). Após o processo 

de coloração, as células receberam várias lavagens em solução salina tamponada 
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com fosfato (pH 7.2). Os dados foram coletados usando o citômetro de fluxo Accuri™ 

C6 Plus (BD Biosciences) (Convênio FINEP 01.18.0053.00 – REECAM) e 

processados no software do sistema BD Accuri C6. 

 

3.13 QUANTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

As análises de ERO’s produzidas pela nanossondas foram quantificadas 

utilizando o marcador 2’,7’-diacetato dichlorodihydrofluorescein (H2DCFDA, Life 

TechnologiesTM, D399). Após o tratamento via TFD, a placa de cultura foi analisada 

para determinar as ERO’s produzidas, sendo adicionado 5 µL de H2DCFDA a 30 μM 

e incubado por 1 h em ambiente escuro a 37ºC. A intensidade de fluorescência foi 

mensurada pelo espectrofotômetro de placa do Laboratório Bioquímica Aplicada 

Engenharia Biomédica (IP&D/UNIVAP). A leitura de absorção em 570 nm foi realizada 

em triplicata, pelo equipamento Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek 

Instruments, USA) com excitação de 480 nm e emissão de 530 nm. 

 

3.14 ESTUDO PRELIMINAR EM CULTURA CELULAR 3D 

 

A cultura celular tridimensional permitir a formação de um microambiente 

heterogêneo com maior representatividade dos mecanismos celulares. Sendo assim, 

a cultura 3D foi desenvolvida para efeito de comparação aos experimentos 

bidimensionais in vitro. Esferoide de câncer de mama foram produzidos de acordo 

com protocolo de (YANG et al., 2008) por meio da linhagem celular MDA-MB-468 em 

agarose micro moldada com o objetivo de investigar a capacidade diagnóstica das 

NTs. Os moldes foram preparados em agarose 2% e os tumores cultivados por 21 

dias. A análise de Microscopia de fluorescência confocal foi realizada para confirmar 

a internalização das NTs nesse microambiente. O procedimento experimental foi 

desenvolvido igual ao modelo 2D como mostrado na seção (3.8 ANÁLISE DE 

MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA CONFOCAL), entretanto na análise de 

internalização, as NTs foram incubadas em tempos de 30, 60, 120, 180, 240 min. 
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4 RESULTADOS 

 

Nesta sessão são apresentados os resultados experimentais obtidos desta 

tese, iniciando com a síntese e caracterização das nanopartículas de óxido de ferro 

(SPIONs), nanopartículas de óxido de ferro recobertas com ouro (Au@SPIONs), 

seguindo pelo processo de produção dos complexos e funcionalização para formação 

das Nanossondas Teranósticas (NTs). Também foi descrito o tempo de internalização 

e o local internalizado das NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF 10A, bem 

como a ausência de citotoxicidade das nanopartículas na ausência de terapias. A 

citotoxicidade das nanopartículas produzidas após terapias fototérmica (TFT) e 

fotodinâmica (TFD) foi determinada por Citometria de Fluxo, bem como os resultados 

de espécie reativas de oxigênio obtidos com após TFD. Por fim, estudos iniciais com 

a cultura 3D na linhagem celular MDA-MB-468 foram apresentados para corroborar 

com os resultados na cultura 2D. 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS SPIONS E AU@SPIONS 

 

Após o processo de síntese, observou-se que a solução coloidal de SPIONs 

tinha coloração preta e apresentava interação com o campo magnético externo 

aplicado (ímã de Neodímio), fatores que indicam a formação do Fe3O4. Na Figura 7 

são apresentados os dados de DLS, que indicaram tamanho médio de 1,28 µm com 

índice de polidispersividade (PdI) 0,151 para SPIONs sem estabilizante (Figura 7a), o 

que demonstra a presença de agregados e uma ampla distribuição de tamanho. Por 

outro lado, as SPIONs com estabilizante apresentaram um diâmetro médio de 

69,70 nm e PdI 0,170 (Figura 7b), o que confirma que os íons de citrato melhoram a 

distribuição de tamanho e preserva as dimensões do material na nanoescala. Embora, 

o potencial Zeta das SPIONs sem estabilização estivesse na região de estabilidade 

coloidal, -35,5 mV, a sedimentação desta amostra foi observada, conforme 

apresentado na Figura 7 (a). Porém, a solução coloidal de SPIONs estabilizadas 

apresentaram um maior valor de potencial Zeta de -48,6 mV, com pH do meio em 8, 

permanecendo estáveis ao longo tempo (Figura 7 (b)). 
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Figura 7: Distribuição de tamanho das SPIONs (a) sem e (b) com estabilizante. 
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Fonte: Autor. 

 

A micrografia obtida por SEM-FEG, apresentada na Figura 8 foi obtida em 

colaboração com Laboratório Labas Dimare – INPE. Nesta análise, observou-se a 

morfologia das nanopartículas em forma de esferas de SPIONs (estabilizadas com 

citrato de sódio), e uma distribuição de partículas com diâmetro na escala 

nanométrica. A distribuição do tamanho físico foi obtida utilizando o software ImageJ 

versão 1.48. Assim, no mínimo 500 nanopartículas foram consideradas nesta análise, 

com a relação de espectro ≤ 1,6 e o tamanho médio encontrado de 13,15 ± 0,25 nm. 

Uma vez que o DLS é sensível aos agregados, enquanto as imagens SEM-FEG são 

de partículas individuais, foi observada uma diferença entre os diâmetros 

hidrodinâmico e físico das nanopartículas. 

Figura 8: Micrografia SEM-FEG de SPIONs (com estabilizante) e distribuição do diâmetro físico. 

 

Fonte: Autor. 
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Na Figura 9 são apresentadas as micrografias de SEM, em colaboração com 

laboratório da Aix-Marseille Université, França. A aquisição de imagens em baixa 

tensão (1 kV e 0,5 kV) de aceleração dos elétrons foi adequada para a observação de 

nanopartículas, uma vez que aumenta o contraste de topografia e o feixe penetra 

apenas algumas dezenas de nanômetros. Para obter imagens em alta ampliação, a 

distância de trabalho foi realizada na ordem de 2 mm. Na (Figura 9a) de SPIONs sem 

o processo de estabilização, observou-se aglomerados de nanopartículas de óxido de 

ferro enquanto que na (Figura 9b), SPIONs estabilizadas com citrato de sódio, foi 

verificado a presença de SPIONs (contraste claro) sobre uma superfície de cobre 

(contraste escuro), o diâmetro das SPIONs variou entre 6 e 10 nm. 

 

Figura 9: Micrografia SEM das SPIONs (a) sem e (b) com estabilizante. 

(a) SPIONs (sem estabilizante) 

 

(b) SPIONs (com estabilizante) 

 

Fonte: Autor. 



57 

 

As micrografias de TEM são apresentadas na Figura 10, sendo fruto da 

colaboração com laboratório da Aix-Marseille Université. A aquisição das imagens de 

TEM em campo claro foram adquiridas com tensão de 200 kV, sendo possível 

confirmar a morfologia esférica das nanopartículas produzidas por coprecipitação e 

estabilizada com citrato de sódio. Após o tratamento e análise pelo o software ImageJ 

versão 1.48 foi possível obter o cálculo do diâmetro médio das SPIONs, considerando-

se no mínimo 500 nanopartículas com proporção entre suas dimensões ≤ 1,6. Para a 

obtenção do histograma, também apresentado na Figura 10, foi aplicado a função log 

normal nos dados e obtido um valor de 7,2 ± 0,1 nm. 

 

Figura 10: Micrografia TEM das SPIONs e histograma de tamanho. 
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Fonte: Autor. 

 

A morfologia esférica das Au@SPIONs é apresentada pelas micrografias de 

TEM da Figura 11, obtida em campo claro. Na aquisição, as imagens podem ser 

registradas em campo claro ou escuro, dependendo da abertura da objetiva. A 

imagem de campo claro é gerada pela seleção do feixe de elétrons transmitido para a 

formação do contraste, que varia a intensidade dependendo do ponto da amostra. 

Enquanto que o campo escuro, a abertura da objetiva seleciona o feixe difratado, 

destacando as regiões de maior número atômico em virtude do espalhamento 

acentuado, e consequentemente maior contribuição no feixe difratado. 

Figura 11: Caracterização por TEM das Au@SPIONs. 
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Fonte: Autor. 

 

Na Figura 12 são apresentadas as micrografias de TEM em modo varredura 

das Au@SPIONs em campo claro e campo escuro com resultados da Espectroscopia 

de raios-X por energia dispersiva (EDS), que fornecem a composição química das 

partículas observadas. As aquisições destas imagens foram obtidas em campo claro 

e escuro com tensão de 200 kV. No campo claro, o elemento ouro é identificado nas 

esferas escuras, já o ferro é encontrado nas esferas claras. Quando a mesma imagem 

é analisada no campo escuro, observamos o oposto, o Au torna-se claro e Fe escuro. 

 

Figura 12: Análise de TEM e EDS das Au@SPIONs: a) micrografia de campo claro; b) micrografia 
de campo escuro; c) Espectro de EDS marcador “Spectrum 1”; d) Espectro de EDS marcador 
“Spectrum 2”; e) Micrografia com mapa EDS de distribuição de Fe e Au. 



59 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

Na Figura 12c/d, nos resultados do Spectrum 1 foi identificado apenas a 

presença do elemento químico Fe, enquanto no Spectrum 2 a presença de Au e Fe. 
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O cobre identificado deve-se à grade na qual a amostra foi depositada. No processo 

de recobrimento ainda existe a presença de SPIONs que não foram recobertas, visto 

que o processo de síntese para formação das nanopartículas core-shell se inicia com 

SPIONs sintetizadas e estabilizadas. A confirmação desse resultado foi obtida pelo 

mapa EDS de distribuição de Fe e Au da (Figura 12e). 

Na Figura 13 é apresentado o comportamento da curva no UV-visível das 

SPIONs estáveis, quando submetido ao processo de centrifugação 8.000 rpm por 

3 min., e ressuspendidas em meio ácido ou alcalino. 

 

Figura 13: Caracterização por Espectroscopia UV-visível da curva de pH das SPIONs-8. 

300 400 500 600 700
0

1

2

3

4

 

 

A
b

so
rb

â
n

ci
a

 (
u

.a
.)

Comprimento de Onda (nm)

 pH 2.0

 pH 4.0

 pH 6.0

 pH 7.0

 pH 9.0

 pH 10.0

SPIONs-8

 

Fonte: Autor. 

 

Na Figura 14 são apresentados os resultados da distribuição do diâmetro 

hidrodinâmico das SPIONs no modo número de partículas, bem como a relação do 

potencial Zeta e pH do meio da solução coloidal de SPIONs-8. Em meios ácidos 

ocorreu uma desestabilização das nanopartículas, aumentando seu tamanho, 

enquanto na presença de meio alcalino não houve alterações significativas de sua 

dimensão. 
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Figura 14: Caracterização por Espalhamento dinâmico da luz da curva de pH das SPIONs-8. 

2 4 6 8 10

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

 

 

 Diâmetro Hidrodinâmico

 Potencial Zeta 

pH

D
iâ

m
e

tr
o

 H
id

ro
d

in
â

m
ic

o
 (

n
m

)

-50

-40

-30

-20

-10

0

10

20

30

pH 2.0 - 1281 nm

pH 4.0 - 1281 nm

pH 6.0 - 68.06 nm

pH 7.0 - 32.67 nm

pH 9.0 - 50.75 nm

pH 10.0 - 37.84 nm

 

 

 

 P
o

te
n

c
ia

l 
Z

e
ta

 (
m

V
)

Região de Estabilidade

 

Fonte: Autor. 

 

Na Figura 15 é mostrado Difratograma de Raios-X das SPIONs (com 

estabilização), bem como uma tabela com a descrição das fichas de referência 

encontrados pelo software X’Pert High Score Plus. Nesta análise identificamos a 

presença dos principais óxidos formados pela coprecipitação, entretanto no pico de 

maior intensidade foi identificado apenas a Fe3O4, que infere uma maior porcentagem 

desse tipo de óxido na amostra, sugerindo que as nanopartículas são 

superparamagnéticas. 
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Figura 15: Difratograma de Raios-X das SPIONs e a Tabela com as fichas de referência 
encontrados. 
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Fonte: Autor. 

 

Na Figura 16 são apresentadas as curvas de VSM das nanopartículas de óxido 

de ferro sem e com o processo de estabilização com citrato de sódio. Para este 

processo, 30 mg de cada amostra foram medidos no equipamento por meio da 

aplicação de um campo magnético entre as bobinas e em temperatura ambiente. O 

campo magnético externo aplicado induziu a magnetização da amostra em função do 

tempo, ocorrendo a orientação dos spins das SPIONs na direção desse campo. A 

variação do campo magnético proporcionou a formação de uma corrente nas bobinas, 

que foram convertidas em informações sobre as propriedades magnéticas do 

nanomaterial. A magnetização das SPIONs foi proporcional ao aumento do campo 

magnético externo, até se tornar constante (magnetização de saturação) que é o 

ponto máximo na curva. Ao alcançar a magnetização de saturação, ocorreu a 

diminuição do campo magnético até zero (valor nulo). Quando o campo magnético foi 

invertido, a amostra foi perdendo a magnetização (campo coercitivo) até que os spins 

estavam desordenados e com o campo magnético no sentido oposto, a magnetização 

foi atingida com o mesmo valor da magnetização de saturação, mas em módulo. 
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Figura 16: Caracterização por VSM das SPIONs sem e com o processo de estabilização com 
citrato de sódio. 
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Fonte: Autor. 

 

As Au@SPIONs quando secas, tendem a formar um filme fino sobre a 

superfície do suporte, o que dificulta a obtenção de uma quantidade considerável de 

pó para a análise. Sendo assim, as soluções coloidais foram depositadas sobre uma 

lamínula de vidro com dimensões de 5x5 mm, permitindo comparar as nanopartículas 

de óxido de ferro estabilizadas com citrato de sódio (SPIONs) e recobertas com ouro 

(Au@SPIONs). Na Figura 17 são apresentadas as curvas de VSM das nanopartículas 

magnéticas sintetizadas, a aplicação de campo magnético externo permite a 

orientação dos spins no material, o momento de dipolo magnético da amostra dá 

origem a um campo magnético que oscila em função do tempo, devido a 

movimentação imposta pelo porta amostra do equipamento. Este campo magnético 

oscilante induz uma corrente nas bobinas de captação do VSM, sendo a corrente 

proporcional a magnetização da amostra. 
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Figura 17: Caracterização por VSM das SPIONs (a) e Au@SPIONs (b). 
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Fonte: Autor. 

 

Desta forma, a magnetização das nanopartículas, bem como o valor de 

susceptibilidade magnética podem ser calculados por meio das Equações 3 e 4, 

respectivamente. 

 

Equação 4: Cálculo da magnetização das nanopartículas. 

𝑀 =  
𝜇

𝑚
, 𝑠𝑒𝑛𝑑𝑜{𝑀 =  𝑚𝑎𝑔𝑛𝑒𝑡𝑖𝑧𝑎çã𝑜 𝜇 =  𝑚𝑜𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑎𝑔𝑛é𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑚 =  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎  

 

Equação 5: Cálculo da susceptibilidade magnética das nanopartículas. 

k= 
M

H
, sendo {

K=susceptibilidade magnética
M=magnetização

H= campo magnético 
 

 

As SPIONs sem e com estabilização (Figura 16) apresentam uma 

magnetização de saturação de 57 emu/g e 5,4 emu/g, com susceptibilidade magnética 
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de 2,85x10-3 emu/gOe e 2,7x10-4 emu/gOe, respectivamente. Já as nanopartículas 

que foram depositadas nas lamínulas (Figura 17), apresentaram uma magnetização 

de saturação de 1,15 emu/g para as SPIONs e 0,34 emu/g para as Au@SPIONs, com 

resultados de susceptibilidade magnética de 5,75x10-5 emu/gOe e 1,7x10-5 emu/gOe, 

respectivamente. 

Na Figura 18 são apresentados os espectros de absorção por FT-IR do 

reagente redutor e estabilizador Na3C6H5O7.2H2O, das SPIONs sem e com 

estabilização, das Au@SPIONs e NTs. 

 

Figura 18: Espectros de FT-IR das SPIONs, Au@SPIONs, NTs e Na3C6H5O7.2H2O. 
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Fonte: Autor. 

 

A quantificação de ferro foi determinada por meio da formação do complexo Fe 

(II)-ortofenantrolina, que apresenta absorbância máxima em 508 nm. As SPIONs 

utilizadas para o estudo da formação das nanopartículas core-shell, após 

quantificadas apresentaram concentração de Fe3O4 igual a 2,36 mg/mL. Para o estudo 

de recobrimento das SPIONs, inicialmente foi padronizada a concentração de solução 
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coloidal e de HAuCl4. Os melhores resultados encontrados para o recobrimento foram 

de HAuCl4 na concentração de 0,5 mmol/L, Na3C6H5O7.2H2O na concentração de 62,5 

mmol/L e de SPIONs a 0,5 mg/mL. O tempo de reação após a alteração da coloração 

da solução foi de 15 min, sendo a solução mantida em agitação até resfriar a 

temperatura ambiente. Na Figura 19a é apresentado os espectros de UV-visível das 

Au@SPIONs com uma banda centrada em 530 nm, na Figura 19 (b) o DLS das 

SPIONs recobertas com ouro, em número de partículas, com diâmetro de 40,99 nm, 

PDI 0,29 e potencial Zeta um valor de -51,6 mV, permanecendo na região de 

estabilidade. Com o intuito de confirmar o recobrimento das SPIONs, na Figura 19 (c) 

é mostrado o DLS em número de partículas das SPIONs na concentração de 0,5 

mg/mL que foram utilizadas para a formação das nanopartículas core-shell, sendo 

observado um diâmetro hidrodinâmico de 21 nm e PdI igual a 0,18. 

 

Figura 19: Caracterização: (a) Espectro de absorção das Au@SPIONs na região do UV-Visível, 
(b) Distribuição de diâmetro hidrodinâmico das Au@SPIONs e (c) Distribuição de diâmetro 
hidrodinâmico das SPIONs. 
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Fonte: Autor. 

Na Figura 20, pode-se observar as SPIONs de cor preta e as Au@SPIONs com 

coloração avermelhada. Após o recobrimento com ouro a ressonância plasmônica de 
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superfície presente em nanopartículas de ouro foi evidenciada (Figura 19a). 

Entretanto, a magnetização/formação das Au@SPIONs foi confirmada, pois quando 

expostas ao campo magnético externo o sobrenadante ficou transparente. 

 

Figura 20: Imagens fotográficas: (a) SPIONs evidenciando a coloração preta; (b) Au@SPIONs, 
de coloração vermelha; (c) sedimentação forçada das Au@SPIONs com aplicação de campo 
magnético externo. 

 

Fonte: Autor. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS CE6-CISTEAMINA E 

NANOSSONDA TERANÓSTICA 

 

O complexo Ce6-cistemina foi produzido por meio da química carbodiimida, no 

qual há a ligação entre os grupos carboxílicos com aminas primárias. Na Figura 21 é 

apresentado a caracterização deste complexo por Espectroscopia UV-visível, 

contendo os espectros de absorção após os processos de purificação via 

centrifugação, sendo o Linker L1 referente ao primeiro processo de centrifugação e 

S1, o primeiro sobrenadante, e L2 e S2 referente ao segundo processo de purificação. 

O Linker Ce6-cisteamina L2 apresentou a Banda de Soret próxima de 402 nm e Banda 

Q em 670 nm, o que confirma a formação do complexo. 
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Figura 21: Espectro UV-visível dos complexos Ce6-cisteamina. 
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Fonte: Autor. 

 

Na Figura 22 é apresentado os espectros de FT-IR do complexo Ce6-cistamina 

que foi produzido por meio dessa reação, com a presença dos modos vibracionais das 

bandas 941 cm-1 (COOH), 1068 cm-1 (C-O) 1227 cm-1 (C-N), 1542 cm-1 (N-H) e 1713 

cm-1 (C=O), que confirmam a formação do complexo com o FS Ce6. 

 

Figura 22: Espectro de FT-IR do complexo Ce6-cisteamina. 
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A funcionalização das Au@SPIONs com os complexos Ce6-cisteamina e EGF-

α-LA resultou formação das Nanossondas Teranósticas. A Figura 23 mostra os 

espectros de UV-visível, sendo observado a presença da banda ressonante centrada 

em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q) referente ao FS. Para a 

caracterização e quantificação da Ce6, a banda Q corresponde a região de interesse. 

 

Figura 23: Caracterização por espectroscopia UV-visível das NTs com o complexo Ce6-
cisteamina. 
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Fonte: Autor. 

 

Na Figura 24 é mostrado o tempo de internalização das Nanossondas 

Teranósticas nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, com tempos de 

incubação de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. 
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Figura 24: Análise do tempo de incorporação da NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 
MCF10A, com tempos de incubação de 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. 
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Fonte: Autor. 

 

As internalizações das Nanossondas Teranósticas com o com complexos EGF-

α-ácido lipóico e Ce6-cisteamina, bem como e da mistura de Au@SPIONs com Ce6 

foram investigadas por meio da análise de Microscopia Confocal, na linhagem celular 

MDA-MB-468 e MCF10A conforme apresentado na Figura 25. Nestas imagens, o 

corante fluorescente DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) foi utilizado para marcar o 

núcleo celular com a coloração azul, devido a afinidade química na região A-T do 

DNA. A presença da NTs no citoplasma é marcada pela fluorescência do complexo 

Ce6, de coloração vermelha. Como resultado, a combinação destas fluorescências 

permite avaliar a incorporação das NTs, indicado pelas setas brancas e sua 

localização no citoplasma celular. 
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Figura 25: Micrografia da linhagem celular MDA-MB-468 e MCF10A para a análise de 
internalização das NTs. A coloração azul revela a fluorescência do DAPI ligado ao DNA no núcleo 
da célula e a vermelha é referente a fluorescência das NTs no citoplasma da célula. As colunas, 
da esquerda para a direita, indicam DAPI isolado e mesclagem, respectivamente. Uma imagem 
do corte da amostra de Nanossonda Teranóstica na linhagem MDA-MB-468 (100 pixel). Todos 
os experimentos foram realizados com um tempo de incubação de 2 h. As micrografias foram 
capturadas em um Microscópio Confocal, com barras de escala de 10 µm. 

 

Fonte: Autor. 
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Como foi possível observar na Figura 25 as NTs apresentaram internalização 

no citoplasma e no núcleo de algumas células da linhagem celular MDA-MB-468, 

sendo essa confirmação obtida por meio da imagem do corte da amostra de 

Nanossonda Teranóstica (100 pixel). Na linhagem celular MCF10A as NTs também 

internalizam no citoplasma, entretanto observa-se uma menor intensidade de 

fluorescência quando comparado com a linhagem celular MDA-MB-468, 

permanecendo a maioria ao redor da membrana celular. 

 

4.3 TESTE DE CITOTOXICIDADE 

 

Os testes de citotoxicidade das SPIONs estabilizadas com citrato de sódio na 

linhagem celular MDA-MB-468 e MCF 10A foram realizados pelo método de exclusão 

do azul de tripan e pela atividade mitocondrial. A Figura 26 mostra a citotoxicidade 

das SPIONs na linhagem celular MDA-MB-468. Nota-se que em ambos as 

metodologias, as SPIONs não apresentaram taxas significativas de citotoxicidade nas 

concentrações de 5 a 300 µg/mL, com tempo de até 6 h de incubação. 

 

Figura 26: Análise de Viabilidade Celular (a) e Atividade Mitocondrial (b) na linhagem celular 
MDA-MB-468. 
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Fonte: Autor. 
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A Figura 27 mostra a citotoxicidade das SPIONs na linhagem celular MCF 10A, 

sendo verificado um comportamento semelhante à da linhagem MDA-MB-468. As 

SPIONs também não apresentaram citotoxicidade na linhagem normal, sendo um 

resultado extremamente importante para testes in vivo. 

 

Figura 27: Análise de Viabilidade Celular (a) e Atividade Mitocondrial (b) na linhagem celular 
MCF 10A. 
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Fonte: Autor. 

 

4.4 MONTAGEM E CARACTERIZAÇÃO DA CÂMARA DE IRRADIAÇÃO 

PARA TFT 

 

Nesta tese foi feita a montagem de uma câmara de irradiação, com uma placa 

Arduino, um display de LCD e LEDs de alta potência com emissão infravermelho. As 

especificações técnicas dos LEDs são: 3 Watt; emissão em 808 nm; voltagem DC 

entre 1.6-2.2V; corrente DC de 700mA; ângulo de emissão entre 120-140º; e diâmetro 

de 20 mm. As peças foram feitas em impressora 3D e o controle de potência por meio 

da programação de uma placa Arduino. A Figura 28 apresenta as imagens da câmara 

de irradiação no processo de montagem, bem como finalizada. 
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Figura 28: Montagem da câmara de irradiação para a realização dos experimentos de TFT nas 
linhagens células MDA-MB-468 e MCF10A. 

 

Fonte: Autor. 

 

O LED foi caracterizado em um Espectrômetro UV-Visível (DeNovix DS-11), na 

região de 190-840 nm com resolução espectral de 1 nm. Os espectros foram 

adquiridos pela emissão de radiação do LED no compartimento de amostra, sendo o 

resultado plotado com o auxílio do OriginPro versão 8.5.1. A Figura 29a apresenta o 

resultado da caracterização desse LED, podendo determinar a banda de emissão 

centrada na região de 795-797 nm. Embora o valor seja um pouco inferior ao 

informado pelo fabricante, as SPIONs e Au@SPIONs possuem absorção na região 

de emissão, conforme apresentado na Figura 29b. 

 

Figura 29: Caracterização por Espectroscopia UV-Visível do LED utilizado na câmara de 
irradiação para a realização dos experimentos de TFT. 
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4.5 DETERMINAÇÃO DO TIPO DE MORTE 

 

A TFT foi realizada in vitro em linhagem de câncer de mama triplo negativo 

(TNBC), que é um tipo de câncer muito agressivo em virtude da ausência de 

receptores de estrogênio ou progesterona (ER ou PR). O TNBC possui poucas opções 

de tratamento e tem o pior prognóstico, tornando-se uma boa opção de tratamento 

alternativo. 

A análise quantitativa por Citometria de fluxo investigou o tipo de morte após 

TFT de SPIONs, bem como as Au@SPIONs e mistura de SPIONs com AuNPs sem e 

com Ce6 na linhagem celular MDA-MB-468. O ensaio foi realizado em um tempo de 

incubação de 2h com SPIONs nas concentrações de 0,5; 10 e 75 µg/ mL, Ce6 na 

concentração de 1,2 µg/mL, AuNPs na concentração de 75 µg/mL e Au@SPIONs na 

concentração de 75 µg/mL. A Figura 30 mostra que as nanopartículas com TFT têm 

um efeito citotóxico na linhagem celular MDA MB-468, através dos resultados de 

morte celular utilizando a coloração de AnnV e PI, em viáveis (Quadrante – LL) (AnnV- 

PI-), apoptóticas (Quadrante – LR) (AnnV+ PI-) e necrose (Quadrante – UR) (AnnV+ 

PI+). Dois grupos de controles foram preparados para determinar um controle positivo 

(Figura 30k) e um controle negativo (Figura 30l) para determinar o tipo de morte 

celular. No controle negativo (Figura 30l) as porcentagens do tipo de morte não foram 

significativas, indicando 90,4% de células viáveis. 
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Figura 30: Análise de tipo de morte de SPIONs nas concentrações, após TFT:(a) 0,5 μg. mL-1; (b) 
10 μg. mL-1; (c) 75 μg. mL-1; SPIONs+Ce6: (d) 0,5 μg. mL-1; (e) 10 μg. mL-1; (f) 75 μg. mL-1 com Ce6 
(1,2 μg. mL-1); SPIONs+AuNPs, ambas nanopartículas na concentração de 75 μg. mL-1 sem Ce6 
(1,2 μg. mL-1) (g) e com Ce6 (1,2 μg. mL-1) (h); Au@SPIONs: (i) 75 μg. mL-1; Ce6: (j) 1,2 μg. mL-1; 
(k) Controle positivo; (h) Controle negativo após PTT na linhagem celular MDA-MB-468. 

 

Fonte: Autor. 

 

Para um melhor entendimento, os resultados do número de células viáveis, 

necrose e apoptose obtido por Citometria de fluxo foram graficados. O gráfico de 

barras da Figura 31a apresenta os resultados dos grupos controle e SPIONs, Figura 

31b os resultados dos grupos controle e SPIONs+Ce6 e Figura 31c os resultados dos 

grupos controle, Au@SPIONs, SPIONs+AuNPs, SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ce6. 
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Figura 31: Gráfico resumo das dispersões apresentadas na Figura 30. Análise de tipo de morte 
na linhagem celular MDA-MB-468 após TFT por Citometria de fluxo: (a) grupos controle e 
SPIONs; (b) grupos controle e SPIONs+Ce6 e (c) grupos controle, Au@SPIONs, SPIONs+AuNPs, 
SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ce6. 
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Fonte: Autor. 

 

Pela análise quantitativa, Citometria de fluxo, foi observado morte celular em 

todas as concentrações de SPIONs, bem como na presença de Au@SPIONs, Ce6 

livre, de mistura entre SPIONs+Ce6, SPIONs+AuNPs, e SPIONs+AuNPs+Ce6, com 

predominância no tipo de morte por apoptose. Nos controles positivo e negativo, a 

ação solo do TFT não causou morte significativa para o controle negativo (somente 

TFT) e a ação do DMSO na presença de TFT causou 100% de morte no controle 

positivo. 

A análise quantitativa por Citometria de fluxo também investigou a viabilidade 

celular de Nanossondas Teranósticas nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 

MCF10A. O ensaio foi realizado em um tempo de incubação de 2h com NTs na 

concentração de 2 µg/mL. A Figura 32 mostra que as NTs não proporcionam efeito 
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citotóxico nas linhagens celulares na ausência de terapia, sendo esse resultado 

resumido pelo gráfico de barras. 

 

Figura 32: Análise de viabilidade celular de NTs na concentração de 2 μg/mL para as linhagens 
celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os grupos (1) viabilidade celular da linhagem celular 
MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo; Grupo (2) viabilidade 
celular da linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo. 
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Fonte: Autor. 
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O tipo de morte após TFT de NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 

MCF10A também foi analisado por Citometria de fluxo. O ensaio foi realizado em um 

tempo de incubação de 2h com NTs na concentração de 2 µg/mL. A Figura 33 mostra 

que as NTs proporcionam efeito citotóxico com porcentagens significativas de morte 

por apoptose na linhagem celular MDA-MB-468 após TFT, sendo esse resultado 

resumido pelo gráfico de barras. 

 

Figura 33: Análise do tipo de morte por TFT de NTs na concentração de 2 μg/mL para as 
linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os grupos (3) Tipo de morte celular na 
linhagem celular MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo; Grupo 
(4) Tipo de morte celular na linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) 
Controle Negativo. 
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Fonte: Autor. 
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O tipo de morte após TFD de NTs (2 µg/mL) nas linhagens celulares MDA-MB-

468 e MCF10A também foram investigados na análise quantitativa por Citometria de 

fluxo. O ensaio foi realizado em um tempo de incubação de 2h com NTs na 

concentração de 2 µg/mL. A Figura 34 mostra que as NTs não proporcionam efeito 

citotóxico nas linhagens celulares na ausência de terapia, entretanto quando as 

linhagens celulares tratadas por TFD ocorre uma porcentagem significativa de morte 

para a linhagem MDA-MB-468, sendo esse resultado resumido pelo gráfico de barras. 

 

Figura 34: Análise do tipo de morte por TFD de NTs na concentração de 2 μg/mL para as 
linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, sendo os (5) Tipo de morte celular na linhagem 
celular MDA-MB-468, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle Negativo; Grupo (6) Tipo 
de morte celular na linhagem celular MCF 10A, com (a) NTs, (b) Controle positivo e (c) Controle 
Negativo. 
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Fonte: Autor. 
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Na Figura 35 é mostrado o efeito da TFD associada as NTs nas concentrações 

de 2 e 4 µg/mL para a produção de ERO’s na linhagem celular MDA-MB-468. Sendo 

analisado controles com células tratadas apenas com luz, com NTs e sem nenhum 

tipo de tratamento. 

 

Figura 35: Análise das espécies reativas de oxigênio (ERO’s) na linhagem celular MDA-MB-468 
após TFD, com NTs nas concentrações de 2 e 4 µg/mL. O controle 1 mostra os resultados 
(células tratadas apenas com luz), controle 2 (células apenas com NTs) e controle 3 (células sem 
nenhum tratamento). 
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Fonte: Autor. 

 

4.6 ESTUDO INICIAL COM MODELO 3D DA LINHAGEM CELULAR MDA-

MB-468 

 

A análise de Microscopia de fluorescência confocal (Figura 35) foi realizada para 

confirmar a internalização das NTs com um tempo de incubação de 30 min., 60 min., 

120 min., 180 min. e 340 min., sendo a coloração em azul mostrando a fluorescência 
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do DAPI ligado ao DNA no núcleo da célula e a coloração vermelha é referente a 

fluorescência das NTs no citoplasma da célula. 

 

Figura 366: Micrografia do modelo 3D (linhagem celular MDA-MB-468) para análise de 
internalização das NTs. A coloração azul revela a fluorescência do DAPI ligado ao DNA no núcleo 
da célula e a coloração vermelha é referente a fluorescência das NTs no citoplasma da célula. 
As colunas, da esquerda para a direita, indicam DAPI isolado, NTs e sobreposição das imagens 
respectivamente. Os experimentos foram realizados com um tempo de incubação de 30 min., 60 
min., 120 min., 180 min. e 340 min. As micrografias foram capturadas em um Microscópio 
Confocal, com barras de escala de 100 µm. 

 

Fonte: Autor. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O câncer de mama é uma doença heterogênea e complexa que deriva de 

alterações genéticas. Por ser um câncer metastático, tende a se espalhar para outras 

partes do corpo como ossos, fígado, pulmão e cérebro, o que dificulta seu tratamento. 

Além disso, o câncer de mama pode ser classificado em subgrupos moleculares que 

possuem diferentes expressões de receptores do câncer, como luminal A, luminal B, 

claudin-low e basal-like, entretanto, o câncer de mama triplo negativo (TNBC) que é 

foco desta tese, tem como característica ser uma doença heterogênea e agressiva, 

que possui mau prognóstico, altas taxas de metástase, elevados índices mitóticos, 

superexpressão de EGFR e ausência de expressão de ER, PR e HER-2, além de 

poucas alternativas de tratamentos. Neste contexto, nesta tese a aplicação de 

SPIONs, Au@SPIONs, bem como as NTs permitiram resultados promissores para a 

área de diagnóstico e de terapia para o TNBC. 

Primeiramente, as SPIONs foram sintetizadas pelo método de coprecipitação 

química (MASSART, 1981; MÉRIDA et al., 2015), sendo observado que as SPIONs 

apresentaram interação com o campo magnético externo aplicado (ímã de Neodímio) 

e coloração preta. A análise de DLS determinou o diâmetro hidrodinâmico e o índice 

de polidispersividade das SPIONs sem processos de estabilização (Figura 7a), sendo 

encontrado um diâmetro médio de 1,28 µm. Após o processo de estabilização com 

citrato de sódio (Figura 7b) o DLS mostrou que os íons de citrato melhoram a 

distribuição de tamanho e preserva as dimensões do material na nanoescala, 

mostrando valores de 69,70 nm. Além disso, a solução coloidal permaneceu estável 

com valor de potencial Zeta de -48,6 mV e em meio com pH 8. 

A morfologia e a distribuição do diâmetro médio das SPIONs também foram 

determinadas por meio das micrografias de SEM (Figura 8 e 9a/b), sendo possível 

observar que após a estabilização das SPIONs com citrato de sódio, a morfologia das 

nanopartículas foram melhores identificadas. As micrografias obtidas por SEM e TEM 

mostraram diferença significativa no diâmetro das SPIONs, quando comparadas com 

a análise de DLS no modo de intensidade de luz espalhada. Por SEM foi encontrado 

um diâmetro físico médio de 13,15 ± 0,25 nm (Figura 8) e por TEM 7,20 ± 0,12 nm 

(Figura 10), ambos informando a formação de partículas com diâmetros inferiores a 

20 nm. Enquanto que pela análise de DLS no modo de intensidade de luz espalhada 

(Figura 7b) o diâmetro hidrodinâmico foi de 69,70 nm e PdI 0,170. 
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As técnicas de TEM ou SEM-FEG e DLS apesar de serem complementares 

apresentaram uma diferença nos diâmetros das SPIONs. Tal alteração ocorre em 

razão da análise SEM informar valores de diâmetro das nanopartículas numa imagem 

real, sendo possível obter informações de morfologia, bem como a identificação da 

presença ou ausência de agregados, ou seja, diferencia as partículas de forma 

individual. Enquanto o DLS obtém um diâmetro hidrodinâmico médio, por meio da 

intensidade de luz espalhada pelas partículas que estão movimento Browniano, sendo 

o resultado desta análise diretamente dependente a presença ou ausência de 

agregados (ROST et al., 2020), de moléculas funcionalizadas em sua superfície e até 

mesmo pela interação magnética das partículas (YOUHANNAYEE et al., 2019). 

A morfologia esférica das Au@SPIONs também foi identificada por TEM (Figura 

11) em campo claro sendo identificado a formação do core-shell por meio dos 

resultados de EDS (Figura 12c/d), que sendo uma técnica analítica permite a 

caracterização da composição química de materiais (STRICKLER; ESCUDERO-

ESCRIBANO; JARAMILLO, 2017; WILLIAM e CARTER, 2009). No Spectrum 1 foi 

identificado apenas a presença do elemento químico Fe, enquanto no Spectrum 2 a 

presença de Au e Fe, já a presença de cobre deve-se à grade na qual a amostra foi 

depositada. Como o processo de síntese das nanopartículas híbridas inicia-se com 

SPIONs sintetizadas e estabilizadas, observou-se pela Figura 12e a presença de 

SPIONs que não foram recobertas. 

A análise da estabilidade coloidal das SPIONs alterando-se os valores de pH 

do meio foi apresentado na Figura 13. De acordo com essa curva, foi observado que 

em meios de pH neutro para alcalino, as SPIONs apresentaram uma banda 

característica centrada em 300 nm. De acordo com DE GÓIS et al. (2019), 

nanopartículas formadas por Fe3O4 apresentam um padrão de absorção entre 200 e 

600 nm, devido às transições de seu orbital d (DE GÓIS et al., 2019). Já RADOŃ et 

al. (2017) relataram que as nanopartículas de Fe3O4 apresentam banda de absorção 

na região de 330 – 450 nm (RADOŃ et al., 2017) e ABDULLAH et al. (2020) 

relacionaram a banda de absorção próxima de 350 nm como corresponde à presença 

de Fe3O4 (ABDULLAH et. al., 2020). Sendo assim, é possível sugerir que houve a 

formação do óxido Fe3O4 nas SPIONs. 

Quando as SPIONs foram expostas à meios ácidos, apresentaram no espectro 

UV-visível um aumento de absorção nas regiões menos energéticas, e a 

desestabilização da solução pôde ser vista visualmente em virtude da sedimentação 
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das nanopartículas. Por outro lado, em meio alcalino, não foi observado esse aumento 

de banda no espectro e nem desestabilização da solução. A estabilidade coloidal 

também foi analisada por meio do diâmetro hidrodinâmico e o potencial Zeta em 

função do pH do meio (Figura 14). Quando em meio ácido, as SPIONs são 

desestabilizadas e, como consequência, seu diâmetro hidrodinâmico aumenta. Em 

meios alcalinos, não há mudanças significativas em sua dimensão. Portanto, as 

SPIONs são encontradas apenas na região de estabilidade com valores de pH acima 

de 6. 

O resultado da estabilidade coloidal está de acordo com KRUKOWSKI et al. 

(2017), que afirmam que moléculas de ácido cítrico e sais de citrato em soluções 

aquosas podem sofrer processos de dissociação e hidrólise para atingir o equilíbrio, 

porém, sabe-se que esses processos são dependentes da concentração do soluto, 

pH e temperatura da solução. Essas moléculas, quando submetidas a meios ácidos, 

tendem a ter uma maior formação de grupos hidroxila, devido aos cátions H+ na 

solução. No meio alcalino não há formação desses grupos, tendendo a molécula a 

permanecer aniônica (KRUKOWSKI et al., 2017). Uma vez que as SPIONs foram 

estabilizadas por citrato de sódio, toda esta explicação confirma os valores de 

potencial Zeta obtidos experimentalmente. 

Pela análise de DRX (Figura 15) foi confirmado que as SPIONs após 

sintetizadas são formadas pelos óxidos de ferro Fe3O4, y-Fe2O3 e α-Fe2O3, entretanto 

no pico de maior intensidade foi identificado apenas a Fe3O4, que infere uma maior 

porcentagem desse tipo de óxido na amostra, sugerindo que as nanopartículas são 

superparamagnéticas. De acordo com LAGROW et al, (2019), o mecanismo de reação 

pelo método de coprecipitação ainda necessita de melhores estudos, devido a 

formação dos óxidos intermediários, que dificultam a reprodutibilidade das sínteses, 

porém, sabe-se que as principais fases obtidas são Fe3O4 e y-Fe2O3 (LAGROW et al., 

2019). PROKOPIU et al. (2021), também sintetizou SPIONs pelo método de 

coprecipitação e estabilizou com citrato de sódio, e de acordo com os dados de XRD, 

informou que suas nanopartículas apresentaram picos característicos em diferentes 

2θ representados pelas direções cristalinas [hkl] correspondentes (220), (311), (400), 

(422), (511), (440) e (533) que foram atribuídas a y-Fe2O3/ Fe3O4 (PROKOPIOU et al., 

2021). 

As curvas de VSM de SPIONs sem/com estabilização mostrado na Figura 16 e 

das SPIONs e Au@SPIONs depositadas em lamínulas (Figura 17). O campo 
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magnético externo aplicado fez com que a amostra se tornasse magnetizada ao longo 

do tempo, fazendo com que os spins das nanopartículas se orientassem na direção 

do campo. A variação do campo magnético proporcionou a formação de uma corrente 

nas bobinas, que foram convertidas em informações sobre as propriedades 

magnéticas do nanomaterial. A magnetização das nanopartículas foi proporcional ao 

aumento do campo magnético externo, até se tornar constante (magnetização de 

saturação) que é o ponto máximo na curva. Ao alcançar a magnetização de saturação, 

ocorreu a diminuição do campo magnético até zero (valor nulo). Quando o campo 

magnético foi invertido, a amostra foi perdendo a magnetização (campo coercitivo) até 

que os spins estavam desordenados e com o campo magnético no sentido oposto, a 

magnetização foi atingida com o mesmo valor da magnetização de saturação, mas 

em módulo. 

Na Figura 16, as SPIONs sem e com estabilização apresentam uma 

magnetização de saturação de 57 emu/g e 5,4 emu/g, com susceptibilidade magnética 

de 2,85x10-3 emu/gOe e 2,7x10-4 emu/gOe, respectivamente. Já as nanopartículas 

depositadas nas lamínulas (Figura 17), apresentaram uma magnetização de 

saturação de 1,15 emu/g para as SPIONs e 0,34 emu/g para as Au@SPIONs, com 

resultados de susceptibilidade magnética de 5,75x10-5 emu/gOe e 1,7x10-5 emu/gOe, 

respectivamente. Esses resultados estão de acordo com a literatura, uma vez que as 

IONPs para fins biomédicos, devem apresentar valores altos de magnetização e 

suscetibilidade magnética, bem como perda de magnetização na ausência de campo 

magnético (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020). 

Nos resultados das SPIONs foi observado a formação de um único domínio 

magnético, que é caracterizado por apresentar comportamento superparamagnético 

(CANAPARO et al., 2020; SCHWAMINGER; BAUER; FRAGA-GARCÍA, 2021) e pode 

ser observado nas Figura 16 e Figura 17a. Por outro lado, as Au@SPIONs (Figura 

17b), apresentaram uma magnetização de saturação inferior ao ponto máximo da 

curva, mas manteve o comportamento superparamagnético. 

De acordo com AJINYA et al. (2020), as nanopartículas de Fe3O4 são 

superparamagnéticas, com diâmetros inferiores a 20 nm e, seu comportamento 

paramagnético ou superparamagnético é potencializado pela redução de tamanho. 

Consequentemente, observa-se uma diminuição do comportamento ferromagnético, 

devido à redução do estado de valência do ferro (AJINKYA et al., 2020). É importante 

ressaltar, que as partículas menores que o diâmetro crítico também podem apresentar 
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um único domínio, com magnetização e orientação uniforme de um único spin sobre 

todo o volume da partícula (MOHAPATRA e LIU, 2018; SHABATINA et al., 2020). 

Os espectros de absorção por FT-IR do Na3C6H5O7.2H2O, das SPIONs sem e 

com estabilização, das Au@SPIONs e NTs foram apresentadas na Figura 18. A 

confirmação da estabilização da partícula por citrato de sódio ocorreu pela ausência 

de sedimentação, corroborando com o valor mensurado de potencial Zeta. A formação 

do óxido Fe3O4 foi confirmado pela análise de DRX, bem como pela presença da 

banda vibracional nas regiões entre 500 cm-1 a 635 cm-1(STEIN et al., 2020; ELBIALY; 

FATHY, KHALIL, 2015; SOOD et al., 2015; DUSZYŃSKA et al., 2020; KIRUBHA e 

RAJPUT, 2019; MEKSERIWATTANA et al., 2019; NOSRATI et al., 2019; PANDA et 

al., 2019; PANDEY et al., 2016; SEKAR et al., 2017; VIKRAM et al., 2016; RADOŃ et 

al., 2017; PROKOPIOU et al., 2021; SKLUTE et al., 2018). Entretanto, a γ-Fe2O3 

também pode ser observada com bandas vibracionais na região de 560 cm-1 (DEMIR 

et al., 2015; SKLUTE et al., 2018), o que dificulta a identificação exata do óxido 

formado por este tipo de análise. As bandas vibracionais entre 1325 cm-1 a 1450 cm- 1 

e 1525 cm-1 a 1655 cm-1, confirmaram a estabilização das nanopartículas com a 

molécula de citrato de sódio, pela presença das bandas vibracionais do grupo de ácido 

carboxílico desprotonado (COO-) em 1397 cm-1, e vibração simétrica do grupo 

carbonila (-C=O) em 1593 cm-1 (STEIN et al., 2020; DUSZYŃSKA et al., 2020; 

MEKSERIWATTANA et al., 2019; RAJENDRAN e SENGODAN, 2017; PROKOPIOU 

et al., 2021). O modo de estiramento do grupo -OH localizado na superfície das 

nanopartículas de Fe3O4 ou de moléculas residuais de água adsorvidas em sua 

superfície está relacionada com a presença de uma banda alargada na região de 3370 

cm-1 a 3450 cm-1 (DUSZYŃSKA et al., 2020; ELBIALY; FATHY, KHALIL, 2015; SOOD 

et al., 2015; PANDA et al., 2019; KIRUBHA e RAJPUT, 2019). 

A formação do complexo Fe (II)-ortofenantrolina proporcionou a quantificação 

de ferro nas SPIONs. Após quantificadas, pode-se determinar a concentração das 

SPIONs para o processo de recobrimento com ouro. As Au@SPIONs podem ser 

formadas por meio de uma solução de HAuCl4 que inicialmente é mantida em agitação 

e aquecido até ebulição. Posteriormente, SPIONs e citrato de sódio são adicionados 

à solução de HAuCl4 e a reação ocorre por 5 min, podendo-se observar a alteração 

da coloração da solução (GHORBANI et al., 2015; ZHU et al., 2018). 

O espectro de UV-visível das Au@SPIONs (Figura 19a) mostrou a presença de 

uma banda de absorção centrada em 530 nm. O DLS das SPIONs recobertas com 
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ouro, em número de partículas (Figura 19b) mostrou um diâmetro hidrodinâmico de 

40,99 nm, PDI 0,29 e potencial Zeta um valor de - 51,6 mV. Com o intuito de se 

comparar os dados de Au@SPIONs com SPIONs, na Figura 19c foi mostrado os 

resultados das SPIONs na concentração de 0,5 mg/mL que foram utilizadas para a 

formação das nanopartículas core-shell, sendo observado um diâmetro 

hidrodinâmico, em número de partículas de 21 nm e PdI de 0,20. 

A formação das nanopartículas core-shell pode ser analisada visualmente por 

meio da alteração da coloração, da mudança das SPIONs com coloração preta (Figura 

20a) para as Au@SPIONs com coloração avermelhada (Figura 20b). As Au@SPIONs 

também possuem magnetização, que foi confirmada pela exposição ao campo 

magnético externo (Figura 20c). Como as Au@SPIONs também apresentam uma 

ressonância plasmônica de superfície, que é característica de nanopartículas de ouro. 

A ausência de nanopartículas de ouro na solução foi determinada pela transparência 

do sobrenadante quando em contato com o imã, bem como pela caracterização por 

Espectroscopia UV-visível. 

O complexo Ce6-cistemina foi produzido por reação química carbodiimida, que 

acontece por meio da ligação entre grupos de ácido carboxílico (COOH) com aminas 

primárias (NH2), sendo o produto da reação a ligação amida (C-N), com a liberação 

de H2O (CASTILHO; HEWITT; RANIERO, 2017). Na Figura 21 foi mostrado a 

presença da a Banda de Soret próxima de 402 nm e Banda Q em 670 nm. A Figura 

22 mostrou a presença dos modos vibracionais das bandas 941 cm-1 (COOH), 

1068 cm-1 (C-O), 1227 cm-1 (C-N), 1542 cm-1 (N-H) e 1713 cm-1 (C=O), que confirmam 

a formação do complexo Ce6-Cisteamina. A Figura 23, por fim mostrou a 

funcionalização das Au@SPIONs com os complexos Ce6-cisteamina e EGF-α-LA, 

que resultou na formação das Nanossondas Teranósticas (NTs), com a presença da 

banda ressonante centrada em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q) 

referente à Ce6. 

O tempo de incorporação das NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e 

MCF 10A (Figura 24), mostrou que as NTs internalizam na linhagem celular MDA-MB-

468 (com superexpressão de EGFR), entretanto esse comportamento não é 

observado na linhagem celular MCF 10A. De acordo com HERNÁNDEZ-

HERNÁNDEZ e colaboradores (2020), a carga de superfície das nanopartículas está 

diretamente relacionada a sua distribuição pelo organismo. Nanopartículas com 

cargas neutras apresentam pouca interação com proteínas plasmáticas e tem um 
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tempo maior de permanência no organismo. Nanopartículas aniônicas possuem 

interação e internalizam por endocitose adsortiva. Enquanto, as de carga positiva são 

absorvidas rapidamente por atrações eletrostáticas, pois a membrana celular possui 

carga negativa (HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2020). Na Figura 25, as NTs 

apresentaram internalização no citoplasma e no núcleo de algumas células da 

linhagem celular MDA-MB-468. A confirmação da internalização no núcleo foi obtida 

por meio da imagem do corte da amostra com NTs. As NTs na linhagem celular MCF 

10A também internalizaram no citoplasma, entretanto com menor intensidade de 

fluorescência quando comparado com as NTs da linhagem celular MDA-MB-468. 

Os testes de citotoxicidade das SPIONs estabilizadas com citrato de sódio na 

linhagem celular MDA-MB-468 (Figura 26) e MCF 10 A (Figura 27) foram realizados 

pelo método de exclusão do azul de tripan e pela atividade mitocondrial. O método 

colorimétrico com MTT avalia a viabilidade celular (NEPOMUCENO et al., 2021; 

NANDI et al., 2017), determinando a concentração mínima necessária para obtenção 

de 50 % de células viáveis ou inviáveis, com a quantificação da atividade de 

desidrogenase dos produtos da reação NADH ou NADPH, que reduz a atividade dos 

cristais de formazan do MTT em células vivas (NEPOMUCENO, et al., 2021). De 

acordo com STANDARD (2009), a ISO 10993-5: 2009 (E) determina que a viabilidade 

celular pode ser determinada por meio da atividade metabólica. Se a viabilidade for 

menor que 70%, entende-se que existe um potencial citotóxico (STANDARD, 2009). 

Sendo assim, em ambas metodologias e linhagens as SPIONs não apresentaram 

taxas significativas de citotoxicidade, quando em concentrações de 5 a 300 µg/mL, 

com tempo de até 6 h de incubação. 

O processo de montagem de um equipamento (câmara de irradiação) que foi 

utilizado para TFT foi apresentado na Figura 28. O LED utilizado foi caracterizado por 

um Espectrômetro UV-Visível (Figura 29a) no qual determinou a presença de uma 

banda de emissão centrada na região de 795-797 nm. O valor obtido foi inferior ao 

informado pelo fabricante, entretanto, as SPIONs e Au@SPIONs possuem absorção 

na região de emissão (Figura 29b). O estudo de novos métodos de tratamento, como 

a TFT, também conhecida como ablação térmica ou terapia de hipertermia, tem 

emergido nos últimos anos, principalmente por ser uma terapia não invasiva do câncer 

que pode reduzir os efeitos colaterais dos pacientes (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021; 

TIAN et al., 2022; ELAHI, RIZWAN, 2021). A irradiação nessa terapia ocorre na região 

do NIR (700-1000 nm), com conversão de energia luminosa em térmica do meio, que 
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é denominado de fotossensibilizador. Quando uma solução coloidal é exposta à 

irradiação, os elétrons nas nanopartículas são excitados, sendo nesse processo 

obtido um ganho de energia cinética com geração de calor, que é transferido para o 

tecido, causando morte das células cancerosas (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021). 

Sendo assim, este método torna-se promissor, uma vez que as células tumorais 

apresentam menor tolerância ao calor em relação às células normais, bem como uma 

maior absorção no tecido devido a região de trabalho (WEI et al., 2019; SAEED; REN; 

WU, 2018; CHEN et al., 2019; ZHANG et al., 2021; AMATYA et al., 2021; LOZANO-

PEDRAZA et al., 2021). 

A análise quantitativa por Citometria de fluxo (Figura 30) investigou o tipo de 

morte após TFT de SPIONs, bem como as Au@SPIONs e mistura de SPIONs com 

AuNPs sem e com Ce6 na linhagem celular MDA-MB-468. Todas as nanopartículas 

com TFT têm um efeito citotóxico na linhagem celular MDA MB-468, através dos 

resultados de morte celular utilizando a coloração de AnnV e PI, em viáveis (AnnV- 

PI-), apoptóticas (AnnV+ PI-) e necrose (AnnV+ PI+). 

Os resultados do número de células viáveis, necrose e apoptose obtido por 

Citometria de fluxo foram graficados em gráficos de barras para melhor entendimento. 

A Figura 31a mostrou os resultados dos grupos controle e SPIONs, Figura 31b os 

resultados dos grupos controle e SPIONs+Ce6 e Figura 31c os resultados dos grupos 

controle, Au@SPIONs, SPIONs+AuNPs, SPIONs+AuNPs+Ce6 e Ce6. Nos dados de 

Citometria de fluxo, em todas as concentrações de nanopartículas, apresentaram a 

apoptose como o tipo de morte celular. Nos controles positivo e negativo, a ação solo 

do TFT não causou morte significativa para o controle negativo (somente TFT) e a 

ação do DMSO na presença de TFT causou 100% de morte no controle positivo. 

A análise quantitativa por Citometria de fluxo também investigou a viabilidade 

celular de NTs nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A (Figura 32, Grupo 1 

e 2, respectivamente), sendo os resultados obtidos graficados em gráficos de barras 

para melhor entendimento. A viabilidade celular foi verificada em ambas as linhagens 

celulares, o que sugere que as NTs não proporcionam efeito citotóxico na ausência 

de terapia. Entretanto, quando NTs são aplicadas junto com a TFT (Figura 33 – Grupo 

3) e TFD (Figura 34 – Grupo 5) proporcionam efeito citotóxico com porcentagens 

significativas de morte por apoptose na linhagem celular MDA-MB-468. 

De acordo com Tian e colaboradores, para indução de apoptose ou necrose 

nas células tumorais, necessita-se de temperaturas acima de 50°C, entretanto é 
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observado danos em órgãos e tecidos saudáveis próximos ao tumor devido ao 

superaquecimento. Como alternativa, nos últimos anos desenvolve-se uma 

metodologia de TFT com temperaturas inferiores a 45°C (TIAN et al., 2022). Na TFT, 

o tipo de morte celular é influenciado pela potência do laser e tempo de exposição, 

pois o uso de uma alta potência tende a desencadear a necrose e uma baixa potência 

leva à ativação dos mecanismos de apoptose (SAEED; REN; WU, 2018).  

De acordo com LOZANO-PEDRAZA e colaboradores, as nanopartículas de 

óxido de ferro quando aplicadas à TFT, se mostram eficazes, pois causam o estresse 

térmico nas células tumorais (LOZANO-PEDRAZA et al., 2021). No entanto, a 

eficiência desta terapia pode ser prejudicada se o aquecimento adequado não for 

fornecido (KUMARI; SHARMA; SAHI, 2021). Além disso, mesmo após irradiadas não 

se observa alterações na estabilidade, tamanho ou cristalinidade das nanopartículas 

(LOZANO-PEDRAZA et al., 2021). De acordo com KHAFAJI e colaboradores, as 

nanopartículas híbridas Au–Fe3O4 protegida com PEG internalizaram em células de 

adenocarcinoma de mama humano, e após a TFT (λ 808 nm, 0,5 W cm−2, 7 min) foi 

observado que 68% das células estavam mortas (KHAFAJI et al., 2016). 

De acordo com Cabana e colaboradores (2020) nanopartículas esféricas e 

nanoflores magnéticas foram aplicadas com TFT e hipertermia magnética. Neste 

estudo, observou-se que quando as nanopartículas são compostas 

predominantemente por magnetita, revela resultados promissores para TFT (CABANA 

et al., 2020). ALIAKBARI e colaboradores (2019), desenvolveram nanopartículas de 

óxido de ferro superparamagnético de polivinilpirrolidona e relataram que em 

concentrações entre 10-100 μg/mL, um comportamento citotóxico foi observado na 

linhagem celular BT-74, mas isso não foi observada na linha celular MRC-5. Portanto, 

eles inferem que a citotoxicidade das SPIONs está diretamente relacionada ao tipo de 

célula estudada, bem como ao tipo de revestimento, tempo de exposição e tamanho 

das nanopartículas (ALIAKBARI et al., 2019). 

De acordo com SAEED e colaboradores, a ablação térmica nas membranas 

celulares causada pela TFT, pode ser obtida em três zonas. Na zona central com 

predomínio de necrose coagulativa, zona periférica com apoptose e lesão reversível 

e por tecidos circunvizinhos normais que não são prejudicados pela ablação térmica, 

porém podem estimular o sistema imunológico. Na TFT, o tipo de morte obtido pode 

ser necrose ou apoptose, entretanto uma potência alta do laser pode causar necrose, 

enquanto uma potência baixa obter apoptose (SAEED; REN; WU, 2018). 
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O mecanismo da via de morte celular é determinado pela extensão do dano 

com alterações morfológicas específicas. A apoptose é uma forma de morte celular 

programada caracterizada por alterações morfológicas como retração do citoplasma, 

condensação da cromatina, fragmentação do núcleo e manutenção da homeostase 

tecidual. Enquanto nas células necróticas, ocorre um descontrole que geralmente é 

induzido por inúmeros estresses com fatores físicos ou químicos, com despolarização 

da membrana interna e ruptura da membrana mitocondrial (FABBRIZI, PARSONS, 

2022; JAN et al, 2019). Portanto, desenvolver um método de tratamento onde a via de 

apoptose seja predominantemente obtida torna-se ideal, pois a morte celular ocorre 

de forma programada e mais branda, enquanto na necrose há um descontrole com 

disseminação para o restante do corpo. 

Inúmeras nanopartículas funcionalizadas com Ce6 vem sendo estudadas para 

atuarem como sistemas de entrega para TFD do câncer, uma vez que a Ce6 possui a 

capacidade de gerar as ERO’s quando irradiadas (ALUIGI et al., 2016; CASTILHO et 

al., 2021; YAN et al., 2022). A produção intracelular de ERO’s foi estimada pelo ensaio 

H2DCF-DA para a linhagem celular MDA-MB-468, usando concentrações de NTs de 

2 μg/mL e 4 μg/mL, conforme mostrado na Figura 35. A TFD junto com as NTs induziu 

porcentagens significativas de morte na linhagem celular MDA-MB-468, como 

verificado pela Figura 34. Além disso, é verificado que o nível de ERO’s aumenta 

conforme o aumento na concentração das NTs. 

A internalização das NTs na cultura 3D também pode ser confirmada por meio 

da metodologia Microscopia Confocal (Figura 36). Os resultados iniciais do estudo 

com a cultura 3D da linha celular MDA-MB-468 foram consistentes com os resultados 

obtidos com a cultura 2D, sendo possível observar a capacidade de penetração das 

NTs nos esferoides de câncer de mama para os tempos de 30, 60, 120, 180 e 240 

min. de incubação. 
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6. CONCLUSÃO 

 

As SPIONs foram sintetizadas com sucesso pelo método de coprecipitação 

química, além de serem estabilizadas com citrato de sódio. Os espectros de absorção 

em função do pH do meio, concomitante as análises de DLS, permitiram verificar que 

as nanopartículas quando submetidas a meios ácidos, se desestabilizaram, 

sedimentaram em virtude da protonação dos radicais carboxílicos, consequentemente 

menor repulsão eletrostáticas entre partículas, que são indicadas pelos valores de 

potenciais Zeta na região de instabilidade coloidal. Para valores de pH do meio acima 

de 6, as SPIONs foram estabilizadas ao longo do tempo. As análises de DLS, SEM-

FEG, TEM e FT-IR confirmaram que as sínteses de SPIONs apresentaram diâmetros 

inferiores a 100 nm e foram estabilizadas, uma vez que as bandas vibracionais 

presentes do citrato de sódio estavam presentes no espectro das SPIONs. Os dados 

de DRX e VSM mostraram resultados coerentes, pois a principal fase cristalina Fe3O4 

das SPIONs são superparamagnéticas. O processo de recobrimento com ouro das 

SPIONs foi eficaz, em virtude da mudança na coloração da solução para cor vermelha, 

pelo aumento no diâmetro hidrodinâmico e pela presença da banda de absorção 

centrada em 530 nm. A ausência da formação de nanopartículas de ouro foi 

confirmada por meio da magnetização da partícula, deixando o sobrenadante 

transparente. Nas micrografias de TEM em campo claro e escuro foi observada a 

presença de SPIONs e Au@SPIONs, indicando que no processo de recobrimento 

ainda existe a presença de SPIONs, entretanto o recobrimento foi confirmado pelo 

mapeamento feito por EDS, que pontualmente identificou a presença de Au e Fe. A 

formação do complexo Ce6-cisteamina também foi obtido com a presença da banda 

ressonante centrada em 402 nm (Banda de Soret) e em 670 nm (Banda Q) referente 

ao FS. A citotoxicidade das SPIONs foi verificada pelo método de exclusão do azul de 

tripan e pela atividade mitocondrial nas linhagens MDA-MB-468 e MCF 10A, 

mostrando resultados promissores com valores de viabilidade acima de 70%. As NTs 

incorporaram apenas na linhagem celular MDA-MB-468 (que possui superexpressão 

de EGFR). A internalização das NTs foi analisada por Microscopia Confocal, sendo 

observado as NTs internalizam no citoplasma e no núcleo de algumas células da 

linhagem celular MDA-MB-468, entretanto esse comportamento não é observado na 

linhagem celular MCF 10A. Após o tratamento com TFT, observamos que as 

nanopartículas nas concentrações estudadas apresentaram percentuais significativos 
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de apoptose na linhagem celular MDA-MB-468. As NTs na ausência de terapia não 

proporcionam efeito citotóxico nas linhagens celulares MDA-MB-468 e MCF10A, 

entretanto, quando NTs são aplicadas junto com a TFT e TFD proporcionam efeito 

citotóxico com porcentagens significativas de morte por apoptose na linhagem celular 

MDA-MB-468. Além disso, foi verificado que o nível de ERO’s aumenta conforme o 

aumento na concentração das NTs. A análise de Microscopia Confocal também 

confirmou a internalização das NTs na cultura 3D, mostrando que houve um potencial 

de penetração das NTs nos esferoides nos tempos de incubação estudados. Esses 

resultados iniciais foram consistentes com os resultados obtidos pela metodologia 2D 

desta tese, sugerindo uma grande oportunidade para pesquisas futuras. 
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