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Resumo

Novas metodologias de extracdo de DNA tém surgido para substituir o uso de reagentes toxicos
e reduzir o trabalho laboratorial. As nanoparticulas de 6xido de ferro (MNPs), especialmente
as magnéticas, permitem o isolamento dessa biomolécula de forma ripida e eficiente. Neste
trabalho, MNPs foram sintetizadas pelo método de coprecipitagio dos fons Fe>* e Fe’T e pos-
teriormente funcionalizadas com PEG, SDS e APTES. As amostras foram caracterizadas por
TEM, SEM, FT-IR e TGA e aplicadas na extracao em fase s6lida de DNA. A eficiéncia de extra-
cao foi avaliada por PCR em tempo real do gene BRAF. As MNPs apresentaram propriedades
magnéticas, diametro entre 10 e 30 nm e resultado positivo a respeito da funcionaliza¢do para
SDS e APTES. As amostras de MNPs permitiram a amplificacio do DNA, sendo o tempo de
dessorcdao de 10 min o mais eficiente (cycle threshold, Ct = 23). O aumento do volume de ex-
tracdo, entretanto, ndo promoveu aumento na recuperacdo do DNA, o que fortalece o uso de
condi¢cdes miniaturizadas, com menor consumo de reagentes e producdo de residuos. Os resul-
tados obtidos comprovam a eficiéncia das MNPs na extracao de 4cidos nucleicos, demonstram
o potencial da nanociéncia no desenvolvimento de materiais funcionais e sustentdveis, e abrem
perspectivas para a otimizacdo das condi¢des experimentais € o aprimoramento de sistemas de

extracao de alto desempenho.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas; 6xido de ferro; magnetita; extracdo de DNA; ex-
tracdo em fase sélida; PCR em tempo real.



Abstract

New methodologies for DNA extraction have emerged as alternatives to replace toxic reagents
and reduce laboratory workload. Iron oxide nanoparticles (MNPs), especially magnetic ones,
enable the rapid and efficient isolation of this biomolecule. In this study, MNPs were synthesized
by the coprecipitation method of Fe>* e Fe>* ions and subsequently functionalized with PEG,
SDS, and APTES. The samples were characterized by TEM, SEM, FT-IR, and TGA, and applied
to solid-phase DNA extraction. Extraction efficiency was evaluated by real-time PCR of the
BRAF gene. The MNPs exhibited magnetic properties, particle diameters ranging from 10 to 30
nm, and positive results for SDS and APTES functionalization. MNPs samples enabled DNA
amplification, with a desorption time of 10 min being the most efficient (cycle threshold, Ct =
23). However, increasing the extraction volume did not improve DNA recovery, reinforcing the
advantages of miniaturized conditions with lower reagent consumption and waste generation.
The results confirm the efficiency of MNPs in nucleic acid extraction, highlight the potential of
nanoscience in the development of functional and sustainable materials, and open perspectives

for optimizing experimental conditions and improving high-performance extraction systems.

Key-words: Magnetic nanoparticles; iron oxide; magnetite; DNA extraction; solid-phase extrac-

tion; real-time PCR.
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1 Introducao

Pequenas mudancgas no material genético humano podem gerar grandes consequéncias bio-
l6gicas, estando muitas vezes associadas a doengas genéticas complexas. O dcido desoxirribo-
nucleico () juntamente com o 4cido ribonucleico () sdo os protagonistas quando se
trata de armazenamento de informacdo genética. Por isso, o estudo da estrutura quimica e da
constitui¢ao dos dcidos nucleicos, bem como o sequenciamento destas macromoléculas, é de
extrema importancia para o entendimento das doencas genéticas. [|1]

A eficiéncia das técnicas de estudo dos dcidos nucleicos depende diretamente das técnicas
de extracdo e purificacdo dessas biomoléculas. Existe, portanto, a necessidade de criar estra-
tégias de extracdo que sejam eficientes e especificas para o , promovendo a extracdo de
concentracdes mais elevadas de e com uma menor presenca de interferentes no produto
da extracdo. Entretanto, os métodos convencionais de extra¢ao dos dcidos nucleicos costumam
envolver grande quantidade de tempo, reagentes toxicos ou em grande quantidade e acabam por
ser técnicas consideradas complexas. [2]

Os métodos de extracdo podem ser divididos em extracdo em fase liquida (@) e extracao
em fase sélida (@). Os de fase liquida, tendem a fazer a extracdo pela diferenca das propri-
edades quimicas entre os componentes da extracdo, enquanto a extragdo em fase sélida utiliza
as interagdes entre o e o material adsorvente para promover a separagdo. [2] Além disso,
a @ demanda um grande niimero de amostras, tempo de extracdo elevado e o uso de solven-
tes toxicos, resultando em baixa pureza e risco de degradacdo da amostra. Por isso, técnicas
de @ surgem para aprimorar a extracdo dos dcidos nucleicos, com tempos de extracdo mais
curtos € com maior pureza, bem como a simplificacdo do trabalho laboratorial. [3] Os materiais
mais comumente utilizados como fase extratora na @ sdo baseados em silica, nanoparticulas
metdlicas e polimeros. [4—6]

A nanociéncia entra como uma 4rea capaz de potencializar a biologia molecular, especial-
mente em casos de extracdo de dcidos nucleicos, tendo em vista que ja existem nanoparticulas
capazes de isolar o de matrizes bioldgicas. [[7, 8] As nanoparticulas, objeto de estudo da
nanociéncia, sdo caracterizadas por serem materiais que possuem pelo menos uma de suas di-
mensdes menor do que 100 nm. Um dos tipos de nanoparticulas mais utilizados sdo as nanopar-
ticulas metdlicas ou de 6xidos metdlicos, tendo como principais metais precursores o ferro, o
ouro e a prata. [9]

A principal diferencga entre as nanoparticulas e o “bulk” envolve as suas propriedades fisico-
quimicas diferenciadas, ja que as nanoparticulas possuem uma alta razao area-volume, ao contra-
rio dos demais objetos. Devido a essa caracteristica, as nanoparticulas tendem a sofrer mudancas
nas suas propriedades Opticas, magnéticas e eletronicas de acordo com os grupos funcionais ou

atomos que estardo presentes na sua superficie. Além disso, pode-se afirmar que mudancas na



morfologia e tamanho dessas nanoparticulas também afetam o seu comportamento. [10]

Dessa forma, é de extrema necessidade controlar a formacao das nanoparticulas a fim de
evitar qualquer mudanca indesejada nas suas propriedades. Por isso, o uso de agentes estabili-
zantes, como polimeros ou tensoativos, vem sendo essencial durante a sintese das nanoparticu-
las. [[11]] Como exemplos de polimeros utilizados na sintese de nanoparticulas pode-se citar o
polietilenoglicol () e dlcool polivinilico (). [12,]13] J4 como um tensoativo possivel tem-
se o dodecil sulfato de sédio (@). [14] A presenca desse tipo de agente promove uma maior
estabilidade as nanoparticulas e ainda permite interagdes mais especificas com outras moléculas,
uma vez que cada agente estabilizante possui grupos funcionais distintos em sua estrutura. [|11]]

As nanoparticulas de 6xido de ferro () sdo exemplos de nanomateriais que, em sua
maioria, apresentam propriedades magnéticas e se beneficiam do uso de agentes estabilizantes
tanto para aumentar a estabilidade dos coloides quanto para direcionar as interagdes com ou-
tras moléculas, tornando-as mais seletivas frente ao analito de escolha. Essas nanoparticulas
sdo frequentemente estudadas devido a sua grande biocompatibilidade com as células do corpo
humano e por serem um material considerado ndo toéxico. As suas aplicagdes vao desde o di-
agnostico até o tratamento de doencgas, sendo comumente utilizadas em liberacdo de farmacos,
ressondncia magnética, rastreamento de células e extracao de acidos nucleicos. [3,]15]

O 6xido de ferro possui diferentes formas de cristalizacdo, sendo as formas magnetita (FezOy4),
hematita (a-Fe,O3) e maghemita (y-Fe,O3) as mais conhecidas. Na formag¢ao de nanoparticulas,
as formas magnetita e maghemita sdo as mais recorrentes na literatura. [|16] Um comportamento
das que permite essas diversas aplicacdes € seu ferrimagnetismo, o qual € responsavel
por possibilitar a ficil manipulacdo dos coloides através da aplicagdo de campos magnéticos
externos. [[16]

Existe uma grande variedade de metodologias de sintese das e cada uma delas foi
desenvolvida em condi¢des distintas a fim de controlar a morfologia e o tamanho desses materi-
ais. Os métodos que ja estdo sendo utilizados para sintetizar esses coloides sdo o sol-gel [[17], o
solvotérmico [[18], o por microemulsdo [[19], o por decomposi¢ao térmica [20] e o de coprecipi-
tacdo [[12,14].

O método de coprecipitagdo € um dos métodos de sintese de mais utilizado nos dias
atuais. [16] Esse método consiste em uma precipitagdo em conjunto dos fons Fe?T ¢ Fe>* em so-
lucdo aquosa a partir da adi¢do de uma solugdo bésica, muitas vezes sendo hidréxido de amonio
ou de sddio. Esse método continua sendo um dos métodos de sintese mais utilizados devido ao
seu manejo acessivel, podendo ser facilmente empregado em larga escala, bem como vantagens
relacionadas a uniformidade do sistema coloidal, com nanoparticulas em sua maioria esféricas
e com tamanho entre 10 e 100 nm. [|16]

Sendo assim, considerando a necessidade de desenvolver metodologias alternativas para a
extracdo de 4cidos nucleicos, este trabalho propde a utilizacao de como material extra-
tor de , como base em trabalhos ja reportados na literatura [5, 21]. Essas nanoparticulas

foram escolhidas por apresentarem propriedades magnéticas e capacidade de funcionalizacao,
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caracteristicas que podem aumentar a eficiéncia do processo de extracdo da biomolécula. As
foram sintetizadas pelo método de coprecipitagcdo e estabilizadas com diferentes agen-
tes, a fim de avaliar a influéncia das condi¢des de sintese nas propriedades fisico-quimicas das

nanoparticulas e, consequentemente, na sua capacidade de isolamento do .

2 Revisao Bibliografica

2.1 Acido Desoxirribonucleico (DNA))

Os 4cidos nucleicos possuem uma estrutura que estd diretamente associada com a sua funcao.
Essas macromoléculas sdo compostas por uma cadeia longa de nucleotideos responsaveis por
armazenar toda a informacgao genética dos seres vivos. Dependendo da sequéncia em que esses
nucleotideos estao dispostos nessas biomoléculas, diferentes proteinas serdo sintetizadas. Os
nucleotideos sdo constituidos por uma base nitrogenada, um grupo fosfato e um agucar. No
, as bases nitrogenadas complementares se associam por meio de ligacdes de hidrogénio,
enquanto os desoxirribonucleotideos sao unidos em uma mesma fita por ligagcoes fosfodiéster, o
que possibilita a formagado da estrutura de dupla hélice do . Todas essas estruturas podem
ser observadas, respectivamente, nas Figuras a, b, c e d. [22]
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Figura 1 — Estrutura quimica do . a) Estrutura quimica de um nucleotideo; b) Liga¢des
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas complementares; c) Ligacoes fosfodiéster
entre diferentes nucleotideos; d) Modelo da dupla hélice do DNA.



Técnicas com o propdsito de sequenciar, amplificar ou detectar o surgem para aperfei-
coar as metodologias mais antigas de estudo dos 4dcidos nucleicos. Uma das técnicas bastante
conhecida e utilizada para amplificar o ¢ a reacao em cadeia da polimerase (). Essa
técnica promove a amplificacdo exponencial do que gera copias suficientes para andlises
posteriores. Muitas dreas do conhecimento passaram a utilizar dessa tecnologia para aprimo-
rar os seus trabalhos, sendo utilizadas em testes de paternidade, medicina forense, processos
industriais, bem como no diagndstico de doengas genéticas. [22]

A convencional € uma técnica que permite a amplificacdo de até 1 milhdo de copias
de m ao fim dos seus 20 ciclos. Cada um dos ciclos € constituido por trés etapas, sendo a
primeira a desnaturacio da dupla fita (em 95 °C), a segunda o anelamento dos primers (entre 45-
65 °C) e a ultima sendo a etapa de extensao da cadeia de (entre 68-72 °C). O equipamento
responsdvel por fazer a mudanca de temperatura é o termociclador. Nesse tipo de reagdo, é
necessdrio a presenca da sequéncia-alvo do , da polimerase termoestdvel, do tampao,
de primers, desoxirribonucleotideos e uma concentracdo adequada de Mg?*. [22]

Uma técnica mais recente de amplificacdo € a em tempo real, que possibilita o acom-
panhamento da amplificacdo durante todos os ciclos, ndo somente ao final da rea¢do, como
acontece na convencional. [22] Diversos sdo os estudos que utilizam da em tempo
real para detectar e quantificar a presenca de em suas amostras e se houve amplificacdo
do gene de interesse. [23-25] Além disso, a utilizacdo dessas biomoléculas amplificadas para

estudos posteriores na drea da biotecnologia também estao em evidéncia nos dias atuais. [26]

2.2 Metodologias de Extracao

Previamente as etapas de amplificacdo, s@o necessdrias etapas de extragdo e isolamento do
. Uma das primeiras metodologias capaz de extrair dcidos nucleicos envolvendo baixo custo
e com alto nivel de pureza era baseada na lise das células com auxilio de uma base, seguida por
uma centrifugacdo em um gradiente de densidade de CsCl e brometo de etidio. Porém, uma de
suas desvantagens € a utilizacao de brometo de etidio, um reagente mutagénico forte. [27]

Outro método importante dentro das metodologias cléssicas € a extragao com fenol e cloro-
férmio. Ele € baseado na separacdo de fases, onde o permanece solivel na por¢do aquosa
(sobrenadante) e o restante da célula é encontrado como um precipitado. [27] Entretanto, mesmo
sendo acessivel e de facil manuseio laboratorial, devido ao fenol ser um reagente téxico, outras
técnicas de extracdo vem sendo desenvolvidas para diminuir esses problemas recorrentes nas
técnicas classicas. [24], 28]

Além das técnicas de @, comegam a ser desenvolvidas também metodologias de @ Em
ambas metodologias, € de extrema necessidade escolher a fase extratora e a solu¢do dessorvente
adequadamente, pois isso ird influenciar diretamente na eficiéncia de extragdo. [29] Existem
mecanismos a nivel molecular comuns para que ocorra a extracdo dos analitos na @ Eles

geralmente estdo associados a trocas i0nicas, adsorcao, exclusao por tamanho, interacdes de fase
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reversa/normal ou a combinagdo de algumas delas. Interagdes eletrostéticas, de complexagdo e
de van der Waals sdo comumente relacionadas com mecanismos de adsor¢do, enquanto ligacoes
de hidrogénio ou interagdes dipolo-dipolo estao relacionadas a mecanismos de fase normal. [29]

Umas das principais fases extratoras no estado sélido € a silica, que permite a adsorcdo do
a sua superficie apés um periodo de incubacao. [27] Em um estudo para compreender as
interacoes entre a silicae o , foram preparadas particulas de silica com polipirrol funcionali-
zadas com grupos amino e carboxilico. [3B0] Foi reportado que as particulas nao funcionalizadas
ndo eram capazes de adsorver o , enquanto as funcionalizadas tinham capacidade de adsor-
cdo. Devido a isso, constatou-se que mudancas na superficie da silica eram importantes e que
a adsorc¢ao do analito foi promovida principalmente pelas interagdes eletrostaticas com o grupo
amino e pelas ligacdes de hidrogénio com os grupos carboxilicos.

Outro maneira de realizar uma @ é utilizando uma coluna de extragdo. Um estudo preparou
sua coluna de fase s6lida, contendo (trimetoxisilil)propil metacrilato (TMSPM) funcionalizado
com diferentes concentracdes de tetrametil ortosilicato (TMOS) para isolar o material genético
de algumas amostras. [31]] A amostra perpassa a coluna, o m adsorve na superficie da fase
s6lida e com um pequeno volume de solvente de dessor¢ao o m ¢ dessorvido da coluna. Essa
metodologia permitiu a extragdo tanto de amostras pré-purificadas quanto de amostras de sangue,
uma matriz conhecida por ser complexa.

A utilizagdo de nanoparticulas como uma fase s6lida extratora possui diversas vantagens
em relacdo aos materiais mais cldssicos da @ As técnicas de @ que utilizam materiais
ndo porosos em escalas maiores, como na micrométrica, por exemplo, apresentam limitacoes
associadas as suas dimensoes, o que dificulta a interacao entre o analito e a superficie do material.
As nanoparticulas, por sua vez, permitem extracoes com alta eficiéncia e com uma rapida cinética
de extragdo por possuirem uma grande razao drea-volume, e por consequéncia uma vasta drea
superficial capaz de realizar interacdes quimicas com os analitos investigados. [29]

Entretanto, a manipulacdo e a separacdo das nanoparticulas durante a etapa de extracdo
constituem uma limitacdo frequente para o uso desse material como fase extratora, uma vez
que nanoparticulas ndo magnéticas, embora apresentem vantagens como controle de tamanho,
morfologia e drea superficial, demandam etapas adicionais de separacdo, como centrifugacdo
ou filtracdo. [32] Dessa forma, as ganham destaque, pois suas propriedades magnéticas
possibilitam f4cil manipulagdo do sistema de extragao por meio da aplicagdao de um campo mag-

nético externo.

2.3 Nanotecnologia

A nanociéncia em conjunto com a nanotecnologia buscam entender os comportamentos dos
materiais com tamanho entre 1 e 100 nm, ja que eles ndo se comportam de acordo com as leis
fisicas propostas para materiais em escalas maiores. Devido a pequenas oscilacdes no sistema

em que os nanomateriais estdo inseridos, podem haver mudancgas significativas nas suas pro-
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priedades. [33] Por conta disso, a nanotecnologia possui aplicacdes diversas, como na entrega
direcionada de farmacos [34], em biossensores [35], na filtrag@o e purificacao de dgua [36], além
do uso em técnicas de extracdo e isolamento de analitos [8, 29].

Em relacdo as nanoparticulas, todas as suas propriedades dependem significativamente do
seu tamanho, da morfologia e da topografia superficial. [33] Até o presente momento, esforcos
considerdveis t€m sido realizados para encontrar métodos eficientes para gerar e caracterizar
nanoparticulas com tamanho altamente uniforme e alta pureza. Muitas metodologias avaliam
diferentes condi¢Oes de sintese para conseguir controlar a morfologia das nanoparticulas, vari-
ando, por exemplo, a temperatura, a concentracdo dos materiais de partida, os agentes redutores
utilizados, promovendo a adi¢do de agentes estabilizantes e aplicando técnicas baseadas em ir-
radiacdo. [37,38]

As nanoparticulas metélicas representam uma classe importante de nanomateriais utilizados
em diversas dreas da ciéncia. Dentro dessa classe, metais nobres, como ouro, prata e platina, e
metais como ferro, cobre, aluminio e zinco, bem como seus respectivos 6xidos, ganham desta-
que em funcdo de suas propriedades Opticas, como emissao de fluorescéncia por quantum dots
e materiais plasmonicos, e de suas propriedades magnéticas, como o ferrimagnetismo e o super-
paramagnetismo. [39]

Propriedades magnéticas das nanoparticulas sdo desejadas em diversas dreas da ciéncia de-
vido a sua facil manipulagdo com um campo magnético externo. Esse tipo de nanoparticula é
geralmente composta por metais como ferro, niquel e cobalto ou uma liga metdlica entre eles.
Também € muito comum a utilizacdo de 6xidos desses metais para formar nanoparticulas, sendo
0 mais comum o 6xido de ferro. Entretanto, as sdo pouco estdveis em contato com o ar
atmosférico, pois sofrem diversas reacdes de oxidacao com o O;, que podem ocasionar a perda
de suas propriedades magnéticas. [40]

As propriedades magnéticas das dependem diretamente da estrutura cristalina do ma-
terial. Dentre as diferentes fases de cristalizagdo possiveis para os 6xidos de ferro, a magnetita
¢ a ferrita que costuma apresentar maior resposta magnética. [41] Seu arranjo cristalino € do
tipo espinélio inverso (Figura @), na qual os fons Fe3* estdo localizados nos sitios tetraédricos,
coordenados a quatro 4tomos de oxigénio, enquanto os fons Fe?T e Fe3*, distribuidos em igual
propor¢do, ocupam os sitios octaédricos da estrutura cristalina, cada um coordenado por seis
dtomos de oxigénio. Além disso, em razio do empacotamento ciibico compacto do fons 0>~
e, por consequéncia, a formacdo de duas subredes de sitios tetraédricos e octaédricos, a rede de

Bravais da magnetita corresponde a uma estrutura ctibica de face centrada. [42,43]
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® Atomos de oxigénio B Sitios octaédricos

@ Atomos defero (Fez‘!Fea‘} Sitios tetraédricos
Figura 2 — Modelo do arranjo cristalino do tipo espinélio inverso da magnetita. [@]

Devido ao magnetismo das e sua biocompatibilidade, elas possuem aplica¢des dentro
da drea de ressonancia magnética, sendo capazes de localizar alguns tumores especificos quando
funcionalizadas. [@] Além disso, atualmente sabe-se que a entrega ndo seletiva de alguns medi-
camentos causa uma série de efeitos colaterais indesejdveis e por isso estudos vém sendo feitos
para a entrega de farmacos em 6rgaos especificos. [] Uma pesquisa co-encapsulou a cisplatina
e as em uma plataforma de poli(4cido lactico-co-glicélico) () funcionalizada com
quitosana e . [@] Esse sistema foi direcionado para células tumorais especificas e teve sua
citotoxicidade confirmada, além de apresentar resultados mais promissores do que aqueles que
utilizam da cisplatina na forma livre.

Outra érea de aplicacdo das envolve a biologia molecular, onde as sdo capazes
de isolar de diferentes amostras biologicas. Em um estudo onde as foram funci-
onalizadas com quatro diferentes compostos — silica, quitosana, 3-aminopropiltrietoxissilano
() e tris(hidroximetil)aminometano — observou-se que nanoparticulas funcionalizadas
com silica, quitosana e tris possuem maior capacidade de isolar o plasmidial do que aque-
las livres ou funcionalizadas com APTES,. [] Além do mais, outro estudo mostrou que
estabilizadas com E conseguiram fazer a extracdo de gendmico de bactérias E. coli
na presenca de uma solucio tampao. [] Em resultados da eletroforese, quando essas mesmas
nanoparticulas foram dispostas para isolar o em uma solu¢do de 4dgua ultra-pura, sem a
presenca de uma solu¢do tampao, ndo houve apari¢do de uma banda no gel, indicando que a

extracao do material genético ndo ocorreu.

2.4 Metodologias de Sintese das |MNPS

As nanoparticulas podem ser obtidas através de dois tipos de métodos, o método top-down,
quando os coloides sdo obtidos a partir de materiais de maior tamanho e bottom-up, que parte

de estruturas menores, como dtomos e moléculas (Figura H). As abordagens de bottom-up sao
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amplamente baseadas em abordagens quimicas tradicionais, apresentando vantagens associadas
a baixa demanda de energia e menor consumo de recursos, quando comparadas aos métodos de
top-down. Além disso, oferecem maior precisdo, uma vez que permitem distribuir os 4&tomos no

espaco de forma mais controlada. [33]

® Processamento por feixe de laser;
* Fotolitografia

Estratégia bottom-up * Técnicas mecanicas (retificacdo e
polimento)

e Métodos quimicos por via Umida;
* Sintese organica; Estrategia top-down
e Agregacdo coloidal;

10 pm 100 pm 1nm 10 nm 100 nm 1Tpm 10 pm 100 pm

Escala nanométrica

Figura 3 — Metodologias de sintese bottom-up e top-down (Figura adaptada da referéncia [33]).

As metodologias de sintese bottom-up ja estabelecidas na literatura envolvem o método por
decomposicao térmica, a sintese por microemulssodes, a sol-gel, a solvotérmica e o método por
coprecipitacdo. A primeira € uma das metodologias que utiliza um meio organico com alta
temperatura de ebuli¢do, como éter fenilico ou éter difenilico, para formac¢do de nanoparticulas,
enquanto as demais podem empregar meios aquosos ou organicos, dependendo das condi¢des
da sintese. [47]

Foi demonstrado que com tamanho aproximado de 20 nm podem ser sintetizadas por
decomposicao térmica a temperaturas em torno de 265 °C. [48] A sintese foi realizada em meio
de éter fenilico, com adi¢do do precursor de ferro, o acetilacetonato de ferro (III), juntamente
de élcool, de oleilamina e de 4dcido oleico, gerando nanoparticulas monodispersas e de tamanho
controlado. Outro estudo, que usou do mesmo precursor metdlico e uma temperatura aproxi-
mada de 280 °C, relatou a formagdo de monodispersas estabilizadas por trietilenoglicol
com aplicacao em hipertermia magnética devido ao aumento de temperatura das nanoparticulas
quando expostas a radiofrequéncia de 20 MHz. [49]

Outra metodologia responsdvel por formar ¢ a coprecipitacdo, que geralmente envolve
dois sais de ferro, um com o ferro no estado de oxidag@o +2 e outro no estado +3. Em um es-

tudo, foi aplicada uma estequiometria 1:2 de FeCl,.4H,O e FeCl3.6H,O com a formacao das
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ocorrendo quando a solu¢do aquosa desses dois fons entrou em contato com uma base
NaOH. [50] O foi o polimero utilizado para estabilizar as , que em sequéncia foram
sonificadas em um banho de ultrassom. Além do mais, as nanoparticulas sintetizadas demonstra-
ram baixa citotoxicidade nos testes de viabilidade celular e citotoxicidade realizadas em células
hepatoma G2.

A fim de avaliar novos pardmetros na sintese de , um trabalho desenvolveu uma meto-
dologia de sintese por coprecipitacdao dos fons de ferro assistida por ultrassom e por uma bobina
magnética. [51] Em uma estequiometria de 3:2, o FeCl,.4H;0 e FeCl3.6H,0 foram adiciona-
dos, juntamente da base KOH, em um baldo de rea¢do em atmosfera de argdnio para a formagado
das nanoparticulas. Apds o tempo de reacdo, as foram expostas ao banho ultrassonico e
ao campo magnético alternado gerado pela bobina. Foi observado que hd uma diminui¢dao no
tamanho da nanoparticula quando sonificadas e quando hd presenca de um campo magnético

externo, sendo capaz de gerar nanoparticulas com tamanho de 6 nm.

2.5 Agentes Estabilizantes

Como na nanoescala existe uma grande razao area-volume, entende-se que os coloides po-
dem interagir com uma diversidade de compostos quimicos dependendo da composi¢ao de sua
superficie. Devido a sua elevada drea superficial, um sistema coloidal tende a formar aglomera-
dos de nanoparticulas para diminuir a energia superficial do sistema. A aglomeragdo ocorre por
meio das colisdes entre os coloides, seguida de uma adesao superficial, causada por interacdes
como as forcas de van der Waals e interacdes eletrostaticas. Esse processo pode ser ainda mais
significativo na auséncia de uma estabilizacdo adequada (Figura E]a). [52]

Na sintese de , a aglomeracao de nanoparticulas se torna ainda mais evidente devido
as interacdes magnéticas que podem ocorrer dentro do préprio sistema coloidal. Por isso, o uso
de agentes estabilizantes faz-se necessdrio para impedir que ocorra a formacgdo de aglomerados
coloidais (Figura @b). Estudos vém utilizando diferentes agentes estabilizantes como forma de
entender o comportamento e a estabilidade das nanoparticulas frente a diferentes parametros,

como pH e temperatura por exemplo. [53]
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Agente estabilizante se distribui Nanoparticulas estabilizadas
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Figura 4 — Estabilidade do sistema coloidal. 3a) Representagdo da aglomeracao de nanoparti-
culas na auséncia de agente estabilizante, levando ao colapso do sistema coloidal e
formacao de material na escala bulk; 3b) Representacao da acao de um agente estabi-
lizante, que se distribui no sistema coloidal e promove a estabilizacdo das nanoparti-
culas, impedindo sua aglomeragao.

2.5.1 Polietilenoglicol (PEG)

A estrutura do polimero consiste em unidades repetidas de etileno glicol, com massa
molecular varidvel, geralmente inferior a 20.000 g/mol (Figura ). Devido a sua estrutura com
cardter parcialmente apolar, o ¢ frequentemente utilizado em formulacdes que requerem a
passagem por membranas lipidicas. [54] Além disso, ¢ amplamente empregado como tensoativo,

especialmente nas dreas da cosmetologia e na sintese de nanoparticulas.

Ao

Figura 5 — Estrutura molecular do .

Na sintese de nanoparticulas o tem como papel fundamental a estabilizagdo coloidal.
Por isso, trabalhos envolvendo diferentes tipos de nanoparticulas ja propuseram diferentes rotas
de sintese com a presenca desse agente estabilizante. Em um trabalho, com objetivo de desenvol-
ver nanoparticulas capazes de encapsular metotrexato e direciond-lo a células tumorais, foram

desenvolvidas nanoparticulas de prata estabilizadas com . [55] Nesse caso, resultou-se em
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nanoparticulas estdveis, com formato esférico e com tamanho de 12 nm capazes de aumentar
a citotoxicidade frente as células tumorais testadas em comparacdo aquelas sem a presenga do
estabilizante.

Além disso, o possui relevancia significativa como um agente estabilizante na sintese
de . Foi reportado que as estabilizadas por monodispersas foram sintetiza-
das e que permaneceram estdveis por mais de 30 dias em temperatura ambiente, sem nenhum
aparecimento de precipitado. [56] Além do mais, essas mesmas nanoparticulas tiveram suas pro-
priedades magnéticas levemente reduzidas devido a funcionalizagdo, tendo relagdo direta com

a diminuicao do tamanho promovida pelo polimero. [57]

2.5.2  Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)

O @ ¢ um tensoativo muito comumente utilizado para formag¢ao de micelas em ambientes
aquosos devido a sua estrutura anfifflica (Figura B). Além disso, quando associado a farmacos
ou macromoléculas ele é capaz de promover um aumento na lipofilicidade dos compostos, que
consequentemente permitird a passagem por barreiras lipidicas presente em diversas regides dos

organismos com maior facilidade. [58]

Figura 6 — Estrutura molecular do @

Na sintese de , foi constatado que o uso de diferentes concentragdes de @ influen-
ciam na morfologia das nanoparticulas, sendo capaz de gerar coloides nanoesféricos, nanocubi-
cos e nanoagulhas. [[14] Além do mais, o @ possibilitou a formacdo de uma monodispersao
com uma boa distribui¢do de tamanho, confirmadas pela microscopia eletronica de transmis-
sio (TEM).

Em outra pesquisa realizada para a formagao de nanoparticulas de prata também estabiliza-
das com @, observou-se a formac¢do de nanoparticulas estdveis de formato esférico com apro-
ximadamente 50 nm, apds revestir com as nanoparticulas j4 estabilizadas por @ [59]
Foram feitos também testes de toxicidade com essas nanoparticulas e os resultados indicaram

baixa citotoxicidade em queratindcitos, células da camada mais externa da pele.
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2.5.3 3-aminopropiltrietoxissilano ()

0] € um organosilano (Figura [ﬂ) muito utilizado para funcionalizar superficies con-
tendo hidroxilas, grupos que conseguem interagir com facilidade com o silano e formar uma
ligacdo covalente. Por conta disso, o ¢ muito utilizado na drea dos biossensores criando
uma camada de comunicagdo entre o sensor e a biomolécula, uma vez que muitas das biomolé-

culas ndo conseguem se ligar diretamente ao biossensor. [60]

/— 00 —\
Figura 7 — Estrutura molecular do .

Em relagdo as nanoparticulas, existe a possibilidade de formacao de estabilizadas por
, com funcionalizagdo decorrente do enxerto de grupos amino na superficie da nano-
particula, o que amplia significativamente as possibilidades de interagdes com diferentes subs-
tancias. [61]] Nesse sentido, uma pesquisa observou que a sintese com esse agente estabilizante
promoveu a formagao de esféricas com didmetro de 15 nm, com alta magnetiza¢ao e com
o aparecimento de uma camada muito fina de em sua superficie, verificada pelo tamanho

similar entre a e o cristalito. [62]

2.6 Caracterizacido das Nanoparticulas

Ap6s a obtengdo das nanoparticulas, torna-se essencial realizar sua caracterizagao para que
seja possivel compreender suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e morfoldgicas. Por
1850, as técnicas de , microscopia eltronica de varredura (), difragdo de raios X (@),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier () e andlise termogravimé-
trica () sdao empregadas para identificar caracteristicas como morfologia, estrutura cristalina
e determinacdo de grupos funcionais presentes na superficie. [63]

A técnica m se baseia na aplicacdo de um feixe de elétrons sobre uma fina camada de
nanoparticulas. Parte desses elétrons emitidos conseguem atravessar a amostra com pouca ou
nenhuma dispersao, sendo assim chamados de elétrons de transmissdo. Apds atravessarem a
amostra, os elétrons alcancam uma lente eletromagnética que é capaz de ampliar a informacgado
obtida, gerando uma imagem com padrdes claros e escuros, que revelam uma visdo detalhada da
estrutura interna das nanoparticulas estudadas. [64] Outra técnica de microscopia que auxilia na
caracterizagdo € a . A técnica se baseia na varredura da amostra por um feixe de elétrons,
gerando sinais como elétrons secundarios, retroespalhados e raios X, que trazem informagdes

sobre topografia, composicao e estrutura cristalina. [63]
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A técnica @ permite a obten¢do de informagdes referentes a estrutura atdmica disposta na
amostra, uma vez que o comprimento de onda do raio X é comparavel as distincias interatomi-
cas. Através da @ € possivel identificar a posi¢ao dos dtomos, seu arranjo espacial na célula
unitdria e o espacamento entre os planos atdmicos. Em um difratograma, a intensidade dos pi-
cos estd relacionada ao nimero atdmico e a posi¢ao dos dtomos na célula unitdria, enquanto
posicionamento do pico tem relagdo com o tamanho e a forma da célula unitéria. [65]

A aplicagdo da permite identificar os grupos funcionais presentes na estrutura da amos-
tra. Essa andlise baseia-se na excitagdo das moléculas por meio da exposicdo a radiagao no
comprimento de onda do infravermelho. Cada ligagdo quimica dos grupos funcionais absorve
energia em quantidade especifica e vibra de diferentes maneiras. Por isso, cada grupo funcional
possui um padrdo vibracional préprio, o que permite a caracterizagao do composto com base no
posicionamento caracteristico de suas bandas no espectro de absor¢ao. [66]

Outra técnica capaz de avaliar a funcionaliza¢do das nanoparticulas é a . De acordo
com a perda de massa apds o aquecimento da amostra até altas temperaturas, a termogravimetria
permite visualizar a presenca de compostos volateis, organicos e inorganicos na amostra, tendo
em vista que cada espécie apresenta uma faixa caracteristica de decomposi¢do térmica. [67]
O emprego da andlise € bastante recorrente principalmente em estudos que buscam verificar a

adsorcao de compostos na superficie das nanoparticulas. [68,69]

3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar nanoparticulas de magnetita com diferentes agentes estabilizantes, como ,

@ e , e avaliar a sua influéncia na extragao de .

3.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos deste trabalho envolvem:

— Sintetizar nanoparticulas de magnetita pelo método de coprecipitacao, utilizando diferen-
tes agentes estabilizantes (lPEd BDS] e IAPTESI);

— Caracterizar os sistemas de nanoparticulas por meio das técnicas de BEMI ITEML lXle
e FT-IR;

— Aplicar as nanoparticulas de magnetita na extracao de de amostras aquosas; e

— Verificar o impacto dos agentes estabilizantes na eficiéncia de extragdo do .



4 Metodologia

4.1 Sintese das Nanoparticulas de Magnetita

A sintese por coprecipitacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro foi adaptada de uma
metodologia previamente reportada na literatura. [68] Inicialmente, uma solu¢do estoque de
FeSO4-7H,0 2 mol L~! foi preparada em um béquer contendo 10 mL de uma solucio de HCI
5,45 mol L~!, enquanto a solugdo estoque de FeCl3-6H,0 1 mol L~! foi preparada em 25 mL
de dgua purificada em um sistema Milli-Q. Em sequéncia, realizou-se o preparo de 50 mL da
solugdo basica de NH4OH 1,28 mol L~!, a qual foi aquecida até uma temperatura de 80 °C. O
pH da solugdo bésica foi sempre medido ao fim dessa etapa. Em concomitancia, em um baldo
de fundo redondo foram adicionados 1 mL da solucdo de Fe>* e 4 mL da solucdo de Fe3*t, que
também foram aquecidas até 80 °C. Assim que as solucdes atingiram a temperatura desejada, o
aquecimento foi desligado e a solucdo bdasica foi imediatamente adicionada dentro do balao de
fundo redondo em um fluxo de aproximadamente 6 mL min~! sob constante agitacdo. Para con-
trolar o fluxo de adi¢do do NH4OH foi utilizada uma bureta de 50 mL e um cronémetro. Apds
o término dessa etapa, a solugdo foi deixada em agitacdo constante por 5 min. Em seguida, a
dispersao com as nanoparticulas foi exposta a um banho de ultrassom por mais 30 min. As nano-
particulas, entdo, foram precipitadas com o auxilio de um ima para que a lavagem das mesmas
pudesse ocorrer. Realizaram-se as lavagens com dgua ultrapurificada em um sistema Milli-Q
(dgua Milli-Q), que foram finalizadas no momento em que o pH das nanoparticulas estivesse
proximo de 7. Ao final, as nanoparticulas foram dispersas em 40 mL de dgua e distribuidas
em porg¢oes iguais de 10 mL dentro de quatro tubos. Essas dispersoes foram distribuidas dessa

forma para posteriores caracterizagdes e funcionalizacoes.

4.2 Funcionalizacao das Nanoparticulas

Para a funcionalizacdo das nanoparticulas foram utilizados o [PEG], 0 bDSl eo IAPTESI como

os agentes estabilizantes/funcionalizantes. O método foi adaptado da mesma referéncia utilizada
para sintetizar as (Secao ). [68] Primeiramente, com o auxilio de um ima, as
foram separadas do restante da dispersdo e o sobrenadante removido. Foram preparadas solu-
coes de 6% (m/m) dos agentes estabilizantes em 10 mL de dgua, que logo foram adicionadas
sobre as nanoparticulas para a modificacao superficial das mesmas. Além disso, para melhorar a
funcionalizacio, a dispersao foi sonicada por 8 min. Por fim, com o intuito de remover o excesso
de agente estabilizante, foram realizadas lavagens até o pH neutro. As amostras obtidas apos
o processo de funcionalizacdo foram denominadas lMNPs—PEGl, lMNPs—APTESI e tMNPs—SDSl

para as funcionalizadas por IPEGI, lAPTESl e BDSI, respectivamente.
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4.3 Caracterizacao das Nanoparticulas

Apos a sintese, tornou-se necessdria a caracterizacao das nanoparticulas para que seja pos-
sivel compreender suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e morfoldgicas. Inicialmente,
foram utilizadas aliquotas da dispersao coloidal ainda ndo funcionalizada para realizar as andli-
ses de microscopia eletronica. Um microscépio Zeiss EVO 10, operando na tensao de 15 kV, foi
utilizado para fazer a caracterizacdo por . O preparo da amostra consistiu na dispersao das
em 1 mL de isopropanol, com seguida adi¢ao de 1 ou 2 gotas dessa dispersdo em uma
lamina de silicio. A lamina foi fixada com uma fita dupla face condutora de carbono.

Em sequéncia, também foram realizados testes de utilizando o microscépio JEM 1400
Flash, com capacidade maxima de tensao igual a 120 kV. Nesse caso, as foram também
dispersas em 1 mL de isopropanol e adicionadas 1 ou 2 gotas dessa dispersao sobre uma grade de
cobre recoberta com carbono. Ambos equipamentos de microscopia estavam disponiveis para
uso no Centro de Microscopia e Microandlises BR-Sul, na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS).

ApOs essas caracterizagoes, fez-se necessdria a secagem das nanoparticulas em uma estufa a
70 °C para as caracterizagdes subsequentes que exigem amostras na forma de pé. A andlise por
@ foi realizada com as no difratdmetro Rigaku Ultima IV, no Centro de Nanociéncia e
Nanotecnologia (CNANO) da , utilizando como fonte CuKa (A = 0,154056 nm) a uma
voltagem de 40 kV com uma corrente de 20 mA.

Foram feitas também andlises com as lMNPé, lMNPs—PEd, IMNPS—SDSI e IMNPS—APTESI para
caracteriza-las quanto a sua superficie. A avaliagdo por foi realizada utilizando o equipa-
mento TGA-50, marca SHIMADZU disponivel no Laboratério de Altas Pressdoes e Materiais
Avangados da . As analises foram feitas em uma célula de platina, sob atmosfera de

argdnio, com um fluxo de argdénio de 50 mL min~!. A taxa de aumento da temperatura foi de

20 °C min~!, com inicio a temperatura ambiente e fim aos 900 °C. A massa inicial das amostras

variou de 3 a 8 mg.

O preparo para as andlises por iniciou com a secagem das em uma estufa a 70
°C e do KBr a 100 °C. Apés isso, 1 mg das foi triturado em conjunto com 150 mg de

KBr para, em seguida, formar a pastilha com auxilio de uma prensa. A amostra foi analisada no
espectrofotdmetro infravermelho por transformada de Fourier, marca SHIMADZU, modelo IR
PRESTIGE?21, disponivel na Central Analitica da Universidade Federal de Ciéncias da Satde

de Porto Alegre ().
4.4 Preparo das Amostras para Extracao de DNA

4.4.1 Obtencio do a partir do sangue total

O material biolégico foi coletado no Laboratério de Biologia Molecular da UFCSPA|, com ex-

tragdo do do sangue total de voluntarios efetivamente participantes como autores deste es-
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tudo de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (bEPI) da IUFCSPAI
(5.235.870). A extragdo de do sangue total foi realizada através do Salting-out, um método

convencional, [70] com algumas pequenas adaptagoes.

Inicialmente, foi feita a coleta de sangue em um tubo vacutainer que continha EDTA 15%
para garantir a conservagdo do material biolégico. Em sequéncia, 4 mL de sangue foram trans-
feridos para um tubo Falcon, em que foram adicionados 5 mL do reagente TKM1 (Tris-HCl
10 mmol L=! pH 7,6; KC1 10 mmol L~'; MgCl, 10 mmol L~!; EDTA 2 mmol L™!) e 200
uL de Nonidet P-40. A solugdo foi agitada por inversdo e centrifugada a 3000 rpm durante
10 min a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante pdde ser descartado, o
pellet contendo o passou por lavagens com 5 mL de TKMI1 e foi novamente centrifugado
(foram realizadas 3 a 4 repeti¢Oes desse processo). Com o pellet ja limpo, para ressuspendé-lo
utilizou-se 800 uL de TKM2 (Tris-HCI 10 mmol L' pH 7,6; KC1 10 mmol L~!; MgCl, 10
mmol L~!; EDTA 2 mmol L~!; NaCl 0,4 mmol L_l) e em seguida a solugdo foi transferida
para um eppendorf de 1,5 mL. Foram adicionados também ao eppendorf 50 uL de @ 10%,
no qual foi incubado a 55 °C por 10 a 20 min. Ap6s o periodo de incubacio, foram adicionados
300 uL de NaCl 6 mol L~! com posterior agitacio e centrifugacio a 12.000 rpm durante 15
min em uma microcentrifuga. Logo apds essa etapa, o sobrenadante contendo foi resga-
tado e o pellet de proteinas descartado. Em seguida, foram adicionados dois volumes de etanol
100% a temperatura ambiente ao eppendorf e o tubo foi invertido vdrias vezes para promover a
precipitacdo do . Com isso, foi possivel remover o da solug¢do utilizando uma pipeta
de Pasteur e também realizar lavagens com gotas de etanol 70% gelado. Ao final, o m foi
ressuspendido em 500 uL de TE (Tris-HCI 10 mmol L~'; EDTA 1 mmol L~!; pH 8,0).

4.4.2 Amostras para Extracao

O utilizado para a fortificacdo foi obtido a partir da metodologia adaptada da extracao
convencional proposta na literatura [70] (Secao ). A amostra foi preparada a partir da fortifi-
cacdo de dgua mili-Q com o extraido do sangue total. O método de extracao convencional
possibilitou a obten¢ao de uma amostra fortificada com com uma concentracao de 188,95

ng uL.~!. Essa amostra foi utilizada como fonte de para realizar a @ baseada nas
(Secao @).

4.5 Extracio em Fase Solida com Emprego de Nanoparticulas Magnéticas

Com as nanoparticulas ja dispersas, foi retirada uma aliquota de 10 uL da dispersao, cuja
concentragio era de 27 mg mL~! (correspondendo a 0,27 mg de MNPs) e transferida para um
eppendorf. Nesse mesmo recipiente, também foram adicionados 75 uL de 4gua mili-Q e 15 uL
da amostra de DNA (188 ng uL~!), como observado na Figura @ Em seguida, com auxilio
do vortex, a solucdo foi agitada por 30 s e em sequéncia deixada em repouso a temperatura

ambiente por 3 min. Ao final da etapa de extracao, as foram precipitadas com um ima
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e o sobrenadante descartado. Subsequentemente, as foram lavadas com etanol 70% a
temperatura ambiente para eliminar qualquer tipo de que ndo esteja adsorvido a superficie
das . Para remover o excesso de etanol advindo das lavagens, as amostras foram expostas
a um banho seco a 55 °C até evaporagao total do dlcool.

ApOs isso, ao eppendorf, adicionou-se 50 uLL de TE para promover a dessor¢do do m da
superficie das . Para essa etapa de dessorcdo foram selecionados dois tempos, um de 3
min (Amostra 1 e 3) e outro de 10 min (Amostra 2). A etapa completa foi feita sob agitacdo
constante a temperatura ambiente. A Amostra 3 foi submetida a todas as mesmas etapas da
Amostra 1, entretanto os volumes de , e de dgua utilizados foram cinco vezes maior
(50 uL, 75 uL e 325 uL, respectivamente). Além disso, a fim de garantir a ndo contaminagao
das com material biolégico durante a sua sintese, foi incluido um controle negativo da
extragao (), onde foram adicionados 10 uL de e 75 uL de 4gua mili-Q, sem adi¢ao

da amostra de IDNA| 0) bNNamJ passou pelas mesmas etapas de extracao e dessor¢ao das demais

amostras. Por fim, as novamente foram precipitadas e o sobrenadante foi transferido para

outro eppendorf para ser analisado posteriormente na em tempo real.

MNPs
(10 1)

DNA (15 pL) Vortex Repouso Precipitar Etanol 70%
H,0 (75 pL) (30s) (3 min) MNPs (500 pL)

\/'

“d

Banho seco TE buffer Dessor%go in) Precipitar DNA
(55 °C) (50 L) Amostral (3 min MNPs isolado

Amostra 2 (10 min)

Amostra 3 (3 min)
volume de reagente 5x

Figura 8 — Metodologia de extragao.

O mesmo processo de extragdo mostrado na Figura E foi utilizado para extracdo com as
funcionalizadas, com o tempo de dessor¢ao de 10 min definido para todas as amostras.
Foram adicionados 0,3 mg de em cada extracdo, correspondendo a uma concentragao
final de 3 mg mL~! na mistura reacional (volume total de 100 pL). Os testes foram realizados

todos em duplicata, tendo também um controle negativo para cada uma das amostras de .

4.6 Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A fim de avaliar a presenga de nas amostras apds a etapa de extracdo, foi escolhido o
gene BRAF como sendo o gene alvo para promover a amplificacdo do extraido. O preparo
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das amostras foi realizado utilizando como reagentes um primer direto e um primer reverso
do gene BRAF, além do PowerUp’” SYBR”M Green (Applied Biosystems). Em cada um dos
pocos de amplificagdo, foram adicionados 0,5 uL de cada um dos primers e também 7,5 uL.
de SYBR™™ | Foram realizados testes em triplicata para a Amostra 1, Amostra 2, Amostra 3,
, controle negativo da PCR () e controle positivo da PCR (). Em seguida,
foram adicionados 6,5 uL de cada uma das amostras em seus respectivos pocos de amplificacdo.
Para o controle positivo, foi adicionado 1 uL de uma amostra contendo 10 ng uL~! de m e
5,5 uL de dgua mili-Q. Por fim as amostras foram amplificadas e analisadas em um Step One

Plus, marca Thermo Fischer.

5 Resultados e Discussao

5.1 Sintese e Caracterizacao das MNPS

Por meio do método de coprecipitacdo, foi possivel sintetizar , que apresentam colo-
racdo preta e resposta ao campo magnético. Durante a sintese, a coloracao da soluciao contendo
os precursores de ferro passou da coloracdo marrom claro para o preto caracteristico das disper-
soes de . Através da Figura E, observa-se que apos a aproximacdo de um {ma, as
precipitam em resposta ao campo magnético aplicado, o que indica a presenca de caracteristicas

magnéticas nesses coloides.

i SR NI

Figura 9 — Exposi¢ao das ao campo magnético. a em dispersdo, antes de serem
expostas ao campo magnético do ima. b) m precipitadas apds a exposi¢ao ao
campo magnético do ima.



5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura ()

Com o intuito de avaliar a morfologia das nanoparticulas foram realizadas anélises por
e as imagens obtidas estdo apresentadas na Figura . Foram analisadas trés amostras de
sintetizadas em dias distintos, correspondendo as Figuras a, @b e c.

EHT= 1500 kV Signal A= SE1 IProbe=  8pA
WD = 9.0 mm Mag= 30.00 KX OptiBeam = Resolution

Figura 10 — ISEMI das |MNPs| sintetizadas em dias diferentes.

Através das imagens de microscopia, observa-se a presenga de na forma de de aglo-
merados de coloides, caracteristica recorrente das nanoparticulas magnéticas. A observacdo de
agregados em andlises microscopicas € atribuida a existéncia de interagdes magnéticas entre as
particulas, que, apds a secagem da amostra, tendem a se agregar a fim de diminuir sua energia
superficial. []

Por outro lado, a técnica ndo permitiu caracterizar as nanoparticulas quanto a sua mor-
fologia e tamanho, uma vez que o microscopio eletronico de varredura nao possui resolu¢ao
compativel com o tamanho das obtidas neste trabalho, o que impossibilita a visualizacdo
detalhada. Para contornar essa limita¢do, foram realizadas andlises de microscopia eletronica

de transmissao.

5.1.2 Microscopia Eletronica de Transmissao ()

A fim de caracterizar a morfologia das foram realizadas analises de . Através
das microscopias (Figura ) € possivel verificar a sobreposicdo e a formacdo de aglomerados
de , que possivelmente tem relacdo com o preparo de amostra para a anélise. [] Durante
o preparo, uma gota de foi adicionada sobre a grade, permitindo que, apds a secagem das
, devido as suas propriedades magnéticas, houvesse a formacdo de aglomerados. Tam-
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bém ha indicativos na literatura que a utilizacdo de agentes funcionalizantes pode diminuir a
aglomeracao observada nas microscopias. []

Além disso, por meio da foi observado um sistema polidisperso com o didmetro dos
coloides variando de 10 a 30 nm, resultado que estd de acordo com o que j4 foi reportado na lite-
ratura para esse método de sintese. [] Tendo em vista essa caracteristica, o tamanho reduzido
das implica em um aumento significativo da sua razdo drea-volume, o que garante uma
maior 4rea superficial e, por consequéncia, favorece a adsorcao de biomoléculas como o
a sua superficie. []

Ademais, quanto a morfologia, percebe-se que a maioria das possuem um formato
assimétrico, o que pode estar relacionado as caracteristicas do proprio método de coprecipita-
¢do, no qual pequenas variagdes nos parametros reacionais influenciam no modo de crescimento
cristalino e podem induzir a formacao de estruturas anisotrépicas. Estudos apontam que varia-
coes no tipo de precursor de ferro, nas propor¢des estequiométricas entre os reagentes, no pH,

na temperatura ou no uso de determinados agentes estabilizantes afetam diretamente o processo
de nucleacdo e, por consequéncia, a morfologia das . [@,@]

.70

Figura 11 — ITEMI das |MNP§ nao funcionalizadas.

5.1.3 Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier ()

A técnica de foi utilizada para caracterizar o 6xido de ferro e avaliar se houve a
funcionalizacdo das nanoparticulas com os agentes estabilizantes PEGI, BDQ e |APTES|. A Fi-
gura E contém o espectro de infravermelho dos materiais |MNP5{, |MNPs-PEd, |MNPs-SD§ e

MNPs-APTES,
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Figura 12 — Espectro de infravermelho das dispersdes de nanoparticulas.

Através dos espectros de infravermelho obtidos, percebe-se que em todos os materiais ha
uma banda em aproximadamente 3400 cm~! que pode estar relacionada aos estiramentos O-
H tanto da dgua quanto da superficie da magnetita. Percebe-se também outra banda em 1630
cm~! que representa o estiramento H-O-H também referente a presenca de 4gua na amostra.
Outro estiramento comum entre todos os materiais é o estiramento em 2364 cm ™! relacionado
as vibragdes O-C-O do CO, do ar no ambiente, ndo relacionado a sintese das .

As bandas entre 547-590 cm~! presentes em todos os espectros das nanoparticulas corres-
pondem as vibragdes Fe-O caracteristicas dos compostos de magnetita. [[75] Essa banda também
foi fundamental para confirmar a formagao das . Além disso, estudos presentes na litera-
tura apontam também que as bandas que aparecem em 893 cm™! e 795 cm ™! estdo relacionadas
com os grupamentos hidroxila (6-OH e y-OH, respectivamente) da goethita, outra forma de
cristalizacdo do 6xido de ferro, o que sugere a obtencdo de uma mistura de 6xidos. [[76,77]

Em relagdo a funcionalizac¢do das , tanto para o quanto para o bDSi eo IAPTESI,

os espectros da Figura [l 2 ndo apresentam informagdes significativas que confirmem a presenca

dos estabilizantes na superficie da nanoparticula. Entretanto, observa-se um sinal fraco em
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2927 cm~! que pode representar os estiramentos assimétricos C-H dos agentes estabilizantes.
Contudo, essa banda € fraca e poderia ser resultado de uma contaminacdo dos reagentes de
sintese ou até mesmo de uma interferéncia na aquisicao dos espectros, possivelmente associada
a efeitos de linha de base ndo compensados, observados na forma de ruido. Além do mais, a
banda também estd presente no espectro relacionado as nao funcionalizadas, as quais
ndo possuem em sua estrutura quimica grupos C-H. Isso contribui para a hipotese de que os
dados devem ser interpretados com cautela, pois podem nao refletir adequadamente o resultado

do processo de funcionalizagdo.

5.1.4 Difracao de Raios X (@)

A fim de determinar a estrutura cristalina das nanoparticulas, foi empregada a técnica de
@, que permitiu a obtencao do difratograma apresentado na Figura . O perfil de difracdo
correspondente a amostra foi comparado com o padrao cristalografico da magnetita, tendo como
referéncia o arquivo do Joint Committee on Powder Diffraction Standards (), ficha n°
19.0629. [78]

100 u.a. Fe O
374
m— JCPDS n° 19.0629

Intensidade

20 (°)
Figura 13 — Perfil de difracdo da amostra de comparado ao padrao cristalografico do
da magnetita.

Ao analisar o difratograma, observa-se que as nanoparticulas da amostra correspondem a

fase magnetita, uma vez que as posicoes angulares (20) dos picos de difracdo apresentam con-
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cordincia com aquelas do padrdo de referéncia (, ficha n° 19-0629). [78] Além disso,
verifica-se que as intensidades relativas dos picos seguem a mesma propor¢ao observada no
padrao cristalografico, com a presenga de um pico de maior intensidade em aproximadamente
35,5° (20), caracteristica importante do perfil de difracdo da magnetita. Esses resultados confir-
mam a identificagdo da fase cristalina como sendo a magnetita.

Além disso, o difratograma permite verificar a predominéncia da fase magnetita em relagao
a fase goethita, mencionada anteriormente na Se¢ao , na qual foram observadas bandas
caracteristicas dessa fase no espectro de infravermelho (Figura ). O perfil de difragdo da
amostra nao apresenta picos adicionais de intensidade significativa que indiquem a presencga de
goethita ou de outras fases cristalinas na amostra de . Assim, pode-se confirmar que a
presenca da fase goethita € residual em relacdo a fase magnetita, o que evidencia a eficiéncia
da metodologia de sintese na forma¢ao majoritdria de nanoparticulas de magnetita, sendo essa

forma de cristalizacdo essencial para sua aplicacdo na extracao de .

5.1.5 Analise Termogravimétrica ()

Com o intuito de avaliar a ocorréncia de funcionaliza¢ao das , a foi empregada,
cujas curvas de perda de massa estio apresentadas na Figura . Através dos resultados, observa-
se que as perdas de massa que ocorrem até aproximadamente 150 °C estdo relacionadas a dgua
adsorvida a superficie ou também a solventes voldteis residuais advindos da sintese. Para todas

as amostras essa perda de massa correspondeu a menos do que 5,7% como observado na Tabela

il

Tabela 1 — Perda de massa das amostras em diferentes faixas de temperatura durante a , bem
como a perda de massa total e a porcentagem de massa referente aos componentes
organicos presente em cada amostra.

Perda de Massa (%) Massa Total Conteudo

Amostra Perdida(%) Organico (%)

35-150 °C 150-600 °C 600-900 °C

2,81 3,70 0,57 7,08 0,00

MNPs-APTES 3,74 7,05 0,83 11,62 3,61
MNPs-PE 4,86 4,09%* * 8,95% ox
MNPs-SDS 5,64 5,05 0,68 11,37 1,46

* A andlise termogravimétrica referente as MNPs-PEQ foi realizada somente até 342 °C devido a uma intercorréncia
instrumental.

** Nao foi possivel estimar a massa organica presente nas , uma vez que os dados de perda de massa
ndo estdo disponiveis para toda a faixa de temperatura analisada.
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Figura 14 — Perda de massa observada através da para cada uma das amostras de .

As perdas de massa totais foram comparadas com o objetivo de avaliar a funcionalizacdo das
amostras. Por meio da Tabela , € notdvel a diferenca de massa total perdida entre as fun-
cionalizadas e a amostra ndo funcionalizada, o que fortalece a hipétese de que a maior porcenta-
gem de perda de massa nas amostras IMNPS—SDSL lMNPs—PEGI e IMNPS—APTESI estd relacionada

a sua funcionalizacdo. Da mesma forma, outros autores também apontam uma diminui¢ao mais

significativa da massa total em amostras funcionalizadas com compostos organicos do que em
amostras de nanoparticulas nio funcionalizadas. [69,79]

A respeito da funcionalizagdo das , a porcentagem de componentes organicos foi esti-
mada a partir da diferenca de massa perdida acima de 150 °C entre as amostras funcionalizadas e
nao funcionalizadas (Tabela ). Para as amostras de lMNPs—APTESl e lMNPs—SDSj foi verificada

a presenca de conteido organico, uma vez que, acima de 150 °C, ambas possuem uma maior

queda de massa do que a amostra de nao funcionalizada. Dessa forma, considerando que
as ndo possuem grupos organicos em sua estrutura, a porcentagem de contetido organico
estimada pode estar relacionada a funcionalizagdo por e @

A fragdo organica correspondente as ndo pode ser estimada com exatiddo neste
estudo devido a uma intercorréncia instrumental que impediu a continuidade da andlise de perda

de massa para essa amostra acima de 342 °C. Contudo, mesmo sem a avaliacdo completa da
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faixa de temperatura, verifica-se através da Figura |14 que a amostra de MNPs-PEG apresenta
uma maior perda de massa do que as ndo funcionalizadas até aproximadamente 342 °C,

o que sugere também a sua funcionalizacao.

5.2 Extracao do ENA

As foram avaliadas quanto ao seu potencial de extracao de m e os extratos obtidos
apos as etapas de extragcdo foram amplificados e analisados pela , no qual gerou as curvas de
amplificacdo apresentadas na Figura . Além disso, foram avaliadas trés diferentes condigdes
de extracdo, que estdo descritas na Tabela .

Vale ressaltar que a curva de amplificacdo € construida baseada nos valores do sinal de fluo-
rescéncia (ARn) e do ciclo de amplificagdo da . Entende-se que o limiar do ciclo, do inglés
Cycle Threshold (@) estd relacionado com a quantidade minima de gene necessdria para que
seja detectada a fluorescéncia daquela amostra. Por isso, quanto menor for o @ para determi-
nada amostra, maior € a quantidade de gene alvo disponivel para a amplificacdo. Além disso,
diferengas nos valores de @ entre amostras permitem comparar a quantidade de presente,

sendo possivel identificar qual amostra possui maior ou menor quantidade do gene alvo. [8(]

Curva de Amplificagdo (BRAF)
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Figura 15 — Curva de amplificacdo para a Amostra 1, Amostra 2, Amostra 3 e controles.

Por meio da Figura |15 e também da Tabela [ € possivel confirmar a amplificacdo do gene
BRAF em todas as amostras de extracdo. As replicatas de extracdo da Amostra 2 foram as
primeiras a amplificar, com inicio da amplificacdo logo apds o ciclo 23. Asreplicatas da Amostra

1 amplificaram em ciclos mais tardios, ocorrendo apds o ciclo 25. Em relagdo a Amostra 3,
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Tabela 2 — Condig¢des de extragdo para cada amostra e os seus respectivos Ct

Amostra Volume de Extracao Final (uL) Tempo de Dessor¢ao (min) lC_t]

1 100 3 25
2 100 10 23
3 500 3 30e32

apenas duas das trés replicatas apresentaram amplifica¢do, ambas iniciando o processo em ciclos
ainda mais tardios, uma apds o ciclo 30 e a outra apds o ciclo 32.

A diferenca entre os valores de @ para a Amostra 1 e para a Amostra 2 pode ser atribuida aos
diferentes tempos de dessor¢do empregados para cada uma das amostras. Como observado na
Figura , 0 @ da Amostra 2 é menor do que o @ da Amostra 1, o que pode indicar uma maior
quantidade de gene BRAF disponivel e, consequentemente, uma maior concentragcdo de m na
Amostra 2. Estudos apontam que variacdes no tempo, no pH, na temperatura e na forca idnica
podem afetar diretamente a quantidade de dessorvido da superficie de nanoparticulas, uma
vez que essas sao condicdes que permitem um enfraquecimento das interacdes entre o m e
as nanoparticulas, necessdria para o processo de dessor¢ao do DNA. [81,82]

Além do mais, como foi observado na curva de amplificacdo, a Amostra 3, cujo volume de
reagente foi aumentado cinco vezes, teve um @ ainda menor do que as demais, com uma das
replicatas ndo amplificando. O aumento do volume ndo proporcionou um aumento na concen-
tragdo de apés a dessor¢do, mesmo que nesse caso, a quantidade inicial de e
era muito maior do que a usada para as amostras 1 e 2.

Por isso, da mesma forma que o tempo de dessor¢cdo foi determinante para observar uma
diferenca entre as amostras 1 e 2, o volume aumentado da Amostra 3 também se mostrou um
parimetro significativo. E encontrado na literatura que concentracdes excessivas de material
adsorvente podem diminuir os sitios capazes de promover a adsor¢do e, por isso, diminuir a
eficiéncia da adsor¢ao. [83]

Assim, um maior tempo de extracdo (10 min) e menor volume total de extragao (100 uL)
foram as condi¢cOes mais favordveis para o processo de extracdo neste estudo. Entretanto, é
importante destacar que condi¢cdes experimentais podem ainda ser otimizadas para melhorar a
eficiéncia de extra¢do, mesmo em volumes maiores ou tempos de dessorcao distintos.

Outra informacdo relevante que evidencia a efici€éncia do processo de extracdo envolve a
observacdo do comportamento dos controles negativos e positivos na curva de amplificacdo
(Figura ). Por meio da andlise da curva de amplificagdo, percebe-se que o (controle
negativo) ndo amplificou durante os ciclos da , indicando que nessa amostra ndo ha presenca
de material genético. Isso confirma que as sintetizadas ndo estdo contaminadas com
. Além disso, os controles thC;;] e prCA apresentaram resultados negativos e positivos,
respectivamente, o que, portanto, comprova o funcionamento adequado da .

Ao comparar os resultados observados, percebe-se que a miniaturizacdo do sistema de ex-

tracdo proporcionou maior eficiéncia na extracao do dcido nucleico em relacdo a amostra com
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volume aumentado. Tal desfecho € de extrema relevancia tendo em vista que a diminui¢ao do
consumo de reagentes e da geracao de residuos torna o método experimental mais sustentdvel
e econdomico. Além disso, a reduc¢do de volume favoreceu o contato entre as nanoparticulas e o
, promovendo o isolamento da biomolécula alvo.

Outro resultado que deve ser considerado € a andlise da curva de melting, que complementa
os dados obtidos na curva de amplificacdo. A andlise da curva de melting permite avaliar se
a amplificacdo observada durante os ciclos da corresponde ao gene alvo. Em uma
em tempo real que utiliza fluoréforos intercalantes (como o SYBRM green, por exemplo), a
curva de melting é gerada apds todos os ciclos de amplificacdo, quando o equipamento aumenta
gradualmente a temperatura para promover a dissociagao do fita dupla. Essa andlise avalia
a variacdo da fluorescéncia em funcdo do aumento da temperatura (Figura ). A temperatura

de melting (@) ¢ atingida quando aproximadamente 50% do fita dupla € dissociado em

fita simples. [@]

Curva cle Melting
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Figura 16 — Curva de melting para as amostras de extragcao e controles.

Além disso, cada sequéncia amplificada terd um valor de @ especifico de acordo com a
composi¢ao de nucleotideos e também com o tamanho do fragmento. Assim, cada gene apre-
senta um pico caracteristico, e a presenca de picos adicionais pode indicar a amplificagao nao
especifica ou a formacgdo de dimeros de primers. [@] Dessa forma, ao observar a curva de mel-

ting ilustrada na Figura , pode-se concluir que a amplificagdo do gene BRAF ocorreu de forma
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especifica, uma vez que cada amostra apresenta um unico pico de dissociacdo. Caso fossem ob-
servados picos adicionais, isso indicaria apenas a ocorréncia de amplificacao ndo especifica, sem
invalidar os resultados de extracdo, mas apontando para a necessidade de ajustes nas condicoes
da para confirmar a especificidade do gene alvo.

Quanto ao estudo que visava avaliar a influéncia dos agentes estabilizantes , @ e
no processo de extragao do , o procedimento experimental foi conduzido conforme
descrito na Secao @ No entanto, durante a andlise dos extratos por , notou-se uma am-
plificacdo nos controles negativos da extracdo, indicando possivel contaminacdo por material
genético em etapas anteriores a . Essa ocorréncia impossibilitou a obtencdo de resultados
confidveis quanto ao desempenho das lMNPs—PEd, lMNPs—SDSl e IMN Ps—APTESl na extragao do

. Assim, a investigacdo da influéncia desses agentes estabilizantes permanece como uma

perspectiva para estudos futuros, buscando a otimiza¢do do protocolo experimental e o controle

mais rigoroso de contaminagoes.

6 Conclusao e Perspectivas

6.1 Conclusao

Com base nos resultados e anélises obtidos ao longo desse trabalho, conclui-se que o método
de coprecipita¢do permitiu a obtengado de polidispersas, com diametro variando de 10 a 30
nm, com morfologia assimétrica e também apresentando resposta magnética a0 campo magné-
tico externo. Tais caracteristicas foram constatadas através das técnicas de caracteriza¢do
e . Além disso, a caracterizagdo estrutural por @, através da comparagdo com o padrdao
cristalografico do , confirmou a formag¢do predominante da fase magnetita, demonstrando
o sucesso do método de coprecipitacdo na sintese de nanoparticulas de magnetita.

Em relacdo a funcionalizacio das , foi observada a presenca dos agentes estabilizan-
tes @ e nas amostras analisadas por , com 1,46% e 3,61% da massa total, cor-
respondendo as porcdes organicas das amostras IMNPS—SDSI e IMNPS—APTESI, respectivamente.

Portanto, a indicou a funcionaliza¢do de ambos os sistemas, e, ainda que a andlise tenha

sido limitada por uma intercorréncia instrumental, os resultados também sugerem a modificacao

superficial das MNPs-PEG.
A eficiéncia das como material extrator de foi comprovada por meio da

em tempo real. Diferentes parametros de extracdo, como volume total e tempo de dessorcao,
foram avaliados. Observou-se que a dessor¢do por 10 min e um volume total de 100 uL de
extracdo favoreceram a eficiéncia de extracdo do . Além disso, o resultado negativo do
bNNangl na IPCRI em tempo real descarta a possibilidade de contaminagdo das IMNP4 com [DNA]
durante o processo de sintese. Em contrapartida, a influéncia dos funcionalizantes na captura do
acido nucleico nao podde ser avaliada devido a uma contaminag¢ao das amostras de ,




lMNPs-SDﬂ e lMNPs-APTEﬂ nas etapas anteriores a , inviabilizando a coleta de dados con-
fidveis apds a amplificagdo.

Contudo, o emprego das na extracao de representa um avanco significativo na
area da biologia molecular, tendo em vista que esse nanomaterial apresenta beneficios relaciona-

dos a baixa toxicidade de reagentes. A miniaturizagdo do sistema de extracao também contribui
para a reducao do consumo de reagentes e da geracdo de residuos. Além disso, devido a facili-
dade sintética, a resposta magnética e ao aumento da razdo drea-volume das estudadas,
o nanomaterial torna o processo de extracdo menos laborioso e mais eficiente no isolamento da
biomolécula, quando comparado as técnicas convencionais. Dessa forma, este estudo evidencia
o potencial das como uma alternativa promissora para o isolamento de , reunindo
caracteristicas que as tornam relevantes tanto na ciéncia dos materiais quanto em aplicacdes

biotecnoldgicas.

6.2 Perspectivas

Em trabalhos futuros, pretende-se otimizar tanto os parametros de sintese quanto os de extra-
cdo. Entende-se que condicdes diferenciadas na sintese, como escolha dos precursores dos fons
metalicos, da base, da temperatura e da atmosfera reacional, influenciam diretamente o tamanho
e amorfologia dos coloides afetando, consequentemente, suas propriedades fisico-quimicas. Por
iss0, otimiza-los seria de extrema importancia para manter a estabilidade coloidal e também mi-
nimizar variacdes nas propriedades intrinsecas do nanomaterial.

Da mesma forma, como visto nos resultados deste trabalho, as condi¢des utilizadas durante a
etapa de extragdo do material genético também influenciam a eficiéncia das como material
extrator, devendo, portanto, ser otimizadas. Uma vez que o impacto do uso dos agentes estabi-
lizantes nao pdde ser avaliado neste trabalho, tem-se também como objetivo futuro aprimorar o
processo de isolamento do aumentando a especificidade das com a utilizagdo des-
ses agentes. Além disso, seria de grande relevancia validar o método experimental de extracao
quanto a sua confiabilidade e reprodutibilidade.

Outro ponto de interesse para estudos futuros seria o isolamento do m de amostras mais
complexas, como a urina e o sangue, para assim, avaliar a seletividade do método. Além disso,
o uso de agentes estabilizantes e funcionalizantes, pode ser uma alternativa promissora para
aumentar a seletividade das nesse tipo de matriz, uma vez que esses agentes controlam
o tipo de interacdo intermolecular que acontecerd na superficie da nanoparticula. Portanto, a
avaliacdo do papel dos agentes estabilizantes seguird sendo um dos principais focos de pesquisa

para esse trabalho.
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