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O emprego de nanossistemas magnéticos de óxido de ferro para repolarização pró-

inflamatória de macrófagos é uma das estratégias emergentes para o tratamento de câncer 

de pulmão. Tal abordagem revelou efeito antitumoral e redução de fenômenos adversos 

comumente relatados para terapias convencionais. Com esta perspectiva, o presente 

trabalho desenvolveu nanossistemas magnéticos de óxido de ferro com diferentes 

potenciais eletrocinéticos (positivo ou negativo), visando avaliação do potencial dos 

nanomateriais na repolarização pró-inflamatória de macrófagos. Os nanomateriais de 

partida foram nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (NPM), as quais foram 

preparadas pelo método químico de co-precipitação e apresentaram diâmetro médio de 

cristalito de 20,8 nm, diâmetro de partícula (DMET) de 22,66 nm, estrutura cristalina 

compatível com a da magnetita, valor de magnetização de saturação de 70,5 emug-1 e 

potencial eletrocinético negativo (-17,35 mV) no pH correspondente ao tumoral (6,8). 

Para o desenvolvimento dos nanossistemas com potencial eletrocinético positivo, as NPM 

foram modificadas por recobrimento com sílica e/ou funcionalização com aminossilano. 

Dentre os nanomateriais com carga positiva, as NPM funcionalizadas duas vezes com 

aminossilano (NPM_NH2_50%H2O_R) exibiram diâmetro de partícula (DMET) de 24,05 

nm, deslocamento do ponto isoelétrico para maiores valores de pH e potencial 

eletrocinético de + 14,86 mV (pH 6,8). Portanto, as NPM_NH2_50%H2O_R foram 

selecionadas, juntamente com as NPM, para os ensaios biológicos. Ambos os 

nanossistemas provocaram a manutenção dos macrófagos M1 e a conversão do fenótipo 

M2 para M1, comprovando o potencial destes na repolarização pró-inflamatória de 

macrófagos.  
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The use of magnetic iron oxide nanosystems for pro-inflammatory repolarization of 

macrophages is one of the emerging strategies for lung cancer treatment. This approach 

has demonstrated antitumor effects and a reduction in adverse phenomena commonly 

reported in conventional therapies. With this perspective, the present work developed 

magnetic iron oxide nanosystems with different electrokinetic potentials (positive or 

negative), aiming to evaluate the potential of these nanomaterials in the pro-inflammatory 

repolarization of macrophages. The starting nanomaterials were magnetic iron oxide 

nanoparticles (MNPs), which were prepared by the chemical co-precipitation method. 

These nanoparticles exhibited an average crystallite diameter of 20.8 nm, a particle 

diameter (DMET) of 22.66 nm, a crystalline structure compatible with magnetite, a 

saturation magnetization value of 70.5 emug⁻¹, and a negative electrokinetic potential (-

17.35 mV) at a pH corresponding to the tumor microenvironment (6.8). To develop 

nanosystems with a positive electrokinetic potential, the MNPs were modified by coating 

with silica and/or functionalization with aminosilane. Among the positively charged 

nanomaterials, the MNPs functionalized twice with aminosilane 

(NPM_NH2_50%H2O_R) exhibited a particle diameter (DMET) of 24.05 nm, an 

isoelectric point shift to higher pH values, an electrokinetic potential of +14.86 mV (pH 

6.8). Therefore, NPM_NH2_50%H2O_R was selected, along with the MNPs, for 

biological assays. Both nanosystems induced the maintenance of M1 macrophages and 

the shift of the M2 phenotype to M1, confirming their potential in the pro-inflammatory 

repolarization of macrophages. 
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I. Introdução 

 

1.1. Estrutura da dissertação  

A estrutura do presente trabalho está organizada em 6 capítulos: (I) introdução; 

(II) fundamentação teórica e revisão da literatura; (III) materiais e métodos; (IV) 

resultados e discussões; (V) conclusões e (VI) propostas futuras. 

No Capítulo I, o estado da arte do estudo em questão é apresentado, sendo 

evidenciada a problemática em torno do câncer de pulmão e a transição das formas de 

tratamento atualmente empregadas. Neste sentido, aborda rapidamente o destaque da 

imunoterapia via repolarização de macrófagos frente às demais técnicas e a relevância 

das nanopartículas de magnetita com diferentes potenciais eletrocinéticos como agentes 

de repolarização. Ao final, traz a proposta do trabalho e elenca os objetivos a serem 

atingidos.   

O Capítulo II tem por finalidade apresentar um panorama atualizado do câncer de 

pulmão, subclassificações, conceitos pertinentes e as principais estratégias terapêuticas 

empregadas atualmente. Além disso, pretende revelar os desafios, lacunas e 

oportunidades para desenvolvimento de novas tecnologias no campo da imunoterapia. 

Neste sentido, introduz a repolarização de macrófagos no elenco de terapias emergentes, 

destacando o potencial do fenômeno no combate ao câncer de pulmão. Dentro deste 

campo, apresenta os principais nanossistemas recentemente desenvolvidos e pontua a 

associação e relevância do potencial eletrocinético de nanopartículas de magnetita sobre 

a repolarização destas células.  

No Capítulo III, são apresentados os nanossistemas magnéticos de óxido de ferro 

desenvolvidos e as técnicas de síntese e modificação de superfície adotadas. Além disso 

são apresentadas as metodologias de caracterização físico-química quanto às 

propriedades morfológicas, estruturais, de tamanho, magnéticas, elétricas e relativas à 

composição química dos diferentes nanomaterais obtidos. Ademais, apresenta os ensaios 

biológicos de obtenção de monócitos e diferenciação destes em macrófagos; exposição 

dos macrófagos com os nanossistemas pré-selecionados e, por fim, é feita a análise de 

imunofluorescência para investigar o potencial das nanopartículas magnéticas de óxido 
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de ferro, com diferentes potenciais eletrocinético, como agentes repolarizadores de 

macrófagos. 

No Capítulo IV, são apresentados os resultados obtidos, bem como as discussões 

a respeito das análises físico-químicas e biológicas anteriormente descritas para as NPM 

pura e com superfície modificada.  

Ao final do documento, nos Capítulos V e VI, são elucidadas as conclusões do 

presente estudo e apontadas as propostas para trabalhos futuros com base nos avanços 

realizados e oportunidades aqui identificadas.
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1.2. Estado da Arte 

O câncer se configura como uma das principais causas de morte prematura em 

nível global. Nas últimas décadas, dentre os tipos de câncer, o de pulmão apresentou as 

maiores taxas de incidência e mortalidade, representando, aproximadamente, 18% do 

total de mortes causadas por câncer. Além disso, a sobrevida média de pacientes, cinco 

anos após o diagnóstico, é estimada em apenas 21% (WHO, 2020).  

A elevada letalidade da doença e o prognóstico desanimador não implicam 

investimentos expressivos. O número de óbitos atribuídos ao câncer de pulmão é superior 

aos decorrentes de câncer de mama, pâncreas e próstata juntos. No entanto, o 

financiamento em pesquisa por vida perdida e a quantidade de protocolos de diagnóstico 

e tratamento bem definidos são inferiores aos destinados para os outros três tipos de 

câncer (WHO, 2020). 

A evolução das formas de tratamento ao longo dos anos demonstra uma 

substituição das terapias convencionais por estratégias terapêuticas mais eficazes 

baseadas em maior seletividade e minimização dos efeitos adversos (LCRF, 2021). Neste 

contexto, a imunoterapia via repolarização de macrófagos se destaca pela eficácia 

antitumoral aliada à minimização dos efeitos sistêmicos nocivos que comumente 

acompanham abordagens menos específicas (HAGEMANN et al., 2008; BONAPACE et 

al., 2014; NAM et al, 2013). 

A repolarização de macrófagos consiste na conversão do fenótipo de macrófagos 

M2 (forma anti-inflamatória) para M1 (forma pró-inflamatória). No contexto do câncer 

de pulmão, estima-se que 70% da população de macrófagos tumorais é atribuída à forma 

M2, sendo comprovada a forte correlação entre este tipo de macrófago e o pequeno tempo 

de sobrevida de pacientes diagnosticados (GENARD et al., 2017). 

Recentemente, foi evidenciado o potencial de nanopartículas magnéticas de óxido 

de ferro (NPM) sobre a repolarização pró-inflamatória de macrófagos tumorais, sendo 

revelada a forte correlação deste fenômeno com a composição e potencial de superfície 

dos nanomateriais (ZHANG et al., 2020). 

Com esta perspectiva, o presente trabalho tem a proposta de desenvolver 

nanossistemas magnéticos imunoterapêuticos voltados para a repolarização de 

macrófagos. Para tal, foram desenvolvidos nanomateriais compostos por nanopartículas 
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magnéticas de óxido de ferro modificados com sílica e/ou funcionalizadas com 

aminossilano, de forma que apresentassem diferentes potenciais eletrocinéticos (positivo 

ou negativo) em pH correspondente ao do ambiente biológico tumoral (6,8) 

(HOSONUMA et al., 2023). Então, foi investigado o efeito dos diferentes nanossistemas 

sobre a resposta imunológica de macrófagos, visando possível aplicação futura como 

imunoterapia de câncer de pulmão.  
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1.3. Objetivos 

 

1.3.1. Objetivo Geral 

Desenvolvimento de nanossistemas magnéticos de óxido de ferro com potenciais 

eletrocinéticos de polarizações opostas (negativo ou positivo) e validação como 

repolarizadores pró-inflamatórios de macrófagos, visando imunoterapia oncológica.  

 

1.3.2. Objetivos Específicos 

 

 

1) Obtenção de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro com potencial eletrocinético 

negativo (em pH 6,8 – similar ao de ambiente tumoral), empregando o método de 

coprecipitação química; 

2) Obtenção de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro com potencial eletrocinético 

positivo (em pH 6,8 – similar ao de ambiente tumoral), utilizando estratégias de 

modificação de superfície (funcionalização e/ou recobrimento); 

3) Avaliação das propriedades estruturais, morfológicas, magnéticas e eletrocinéticas dos 

nanossistemas obtidos; 

4) Seleção dos nanossistemas que exibem, em pH correspondente ao tumoral (6,8), 

maiores potenciais eletrocinéticos em módulo; 

5) Avaliação do efeito dos nanossistemas selecionados sobre a repolarização de 

macrófagos em ensaios in vitro.
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II. Fundamentação Teórica e Revisão da 

Literatura 

 

2.1. Câncer de pulmão e abordagens terapêuticas 

 

2.1.1. Câncer de pulmão 

O câncer de pulmão apresenta, atualmente, a maior porcentagem (18%) do total 

de mortes causadas por câncer no mundo, segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde. Frente aos novos casos diagnosticados, a doença corresponde a 11,4% do total de 

ocorrências, sendo inferior apenas ao câncer de mama (11,7%). No Brasil, houve 28.620 

mortes ocasionadas pela doença em 2020 e estima-se 32.560 novos casos brasileiros para 

cada ano do triênio 2023-2025 (IARC, 2020; INCA, 2023). Os principais fatores de risco 

para o desenvolvimento da doença são o hábito de fumar e a exposição passiva ao fumo, 

o que aumenta o risco em 11 vezes e apresenta associação com 85% dos casos 

diagnosticados. O consumo de carnes processadas e bebidas alcoólicas, o sedentarismo, 

o contato com substâncias cancerígenas e a presença da doença no histórico familiar 

também constituem elementos que aumentam a probabilidade de um indivíduo 

desenvolver a doença (WCRF, 2023). 

A exposição frequente e prolongada a diferentes tipos de agentes cancerígenos 

pode provocar alterações ou mutações no material genético das células, conduzindo ao 

processo de formação do câncer, oncogênese. A origem da doença está ligada à ocorrência 

de três etapas fundamentais: iniciação, promoção e progressão das células (SIDDIQUI et 

al., 2015). Na iniciação, as células sofrem modificações genéticas irreversíveis causadas 

pela exposição a agentes cancerígenos químicos, físicos ou biológicos. Uma vez 

iniciadas, as células podem permanecer neste estágio pela ausência de estímulos de 

divisão ou serem convertidas em células pré-neoplásicas mediante o contato com agentes 

promotores, os quais podem ser exógenos, como infecções virais, ou endógenos, como 

hormônios sexuais (GALE, 2022). O processo de promoção não se caracteriza pela 

mudança na estrutura genética das células iniciadas, mas pela proliferação anormal e 
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seletiva destas, gerando o acúmulo de células pré-cancerígenas no organismo. 

Diferentemente das células saudáveis, as células iniciadas respondem de forma muito 

maior aos estímulos de proliferação, o que gera o aumento pronunciado de seus clones 

(SIDDIQUI et al., 2015). Na última etapa, a de progressão, ocorre a conversão maligna 

das células pré-cancerosas por ocasião de mudanças genéticas e fenotípicas. Além disso, 

há a elevação do potencial de disseminação para outros tecidos, o desenvolvimento de 

tumor maligno e metástase da doença (INCA, 2022).  

Com relação à classificação, o câncer de pulmão pode ser dividido em dois 

principais tipos: câncer de pulmão de células pequenas (CPCP) e câncer de células não 

pequenas (CPCNP), sendo este último o tipo predominante, ocorrendo em 85% dos casos 

(Figura II.1). A distinção é feita com base no tipo de célula de origem, perfil de 

crescimento e espalhamento e estratégia de tratamento empregada (WANG, W. et al., 

2020).  

Figura II.1 Classificação do câncer de pulmão. 

 

Fonte: Adaptado de Gridelli et al., 2015. 
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Para o tipo CPCNP, ainda existem 2 subclassificações histológicas1 mais comuns, 

câncer escamoso e não escamoso, sendo este último subdividido em adenocarcinoma e 

câncer de células grandes.  A origem do câncer escamoso se dá nas células achatadas dos 

pulmões, ao passo que no adenocarcinoma e no câncer de células grandes ocorre nos 

alvéolos e nas células grandes, respectivamente. Embora sejam originados em células 

distintas, pertencem ao mesmo subgrupo devido à semelhança de tratamento e tempo de 

vida após o diagnóstico (LARIONOVA et al., 2020; ACS, 2019 a). O tipo CPCP 

representa, aproximadamente, 15% do total de casos diagnosticados e possui dois 

subtipos reconhecidos pela OMS, carcinoma de células tipo grão de areia e de células 

combinadas. É a forma de câncer de pulmão mais agressiva, apresentando alta taxa de 

crescimento e espalhamento em outros sítios do corpo (NCI, 2023 a).  

O câncer de pulmão pode ser originado não apenas nas próprias células residentes 

(câncer primário), mas também pode receber metástase de tumores de outros órgãos 

(câncer secundário), por meio da corrente sanguínea ou sistema linfático. Diversos locais 

de câncer primário podem desenvolver metástase no pulmão. Estima-se que, do total de 

tumores malignos investigados, de 20 a 54% apresenta disseminação pulmonar, tornando 

o órgão o segundo alvo mais comum de metástase à distância (JAMIL et al., 2023).   

Além do conhecimento da origem e do tipo de câncer, a determinação da fase da 

doença, ou seja, do estadiamento, é de suma importância para a definição da estratégia 

terapêutica a ser empregada. Dependendo do estágio, o câncer pode estar restrito à região 

pulmonar ou ter se disseminado para outros locais do corpo (A. C. CAMARGO, 2023). 

No caso do tipo CPCP, o estágio pode ser limitado, quando o câncer acomete apenas um 

dos pulmões e pode afetar os gânglios linfáticos do mesmo lado do tórax, ou extenso, 

quando o câncer atinge, além do outro pulmão, os gânglios linfáticos do outro lado do 

tórax, o fluido ao redor dos pulmões e outros órgãos (A. C. CAMARGO, 2023). Para o 

tipo CPCNP, o estadiamento clínico é determinado de acordo com o sistema de 

estadiamento internacional TNM estabelecido pelo AJCC (do inglês, American Joint 

Committee on Cancer). O sistema TNM consiste em determinar a dimensão do tumor 

principal (T), o grau de disseminação para os linfonodos próximos (N) e da existência, 

ou não, de metástase (M) da doença (ACS, 2023 a). Para cada categoria determinada é 

feito o detalhamento da progressão da doença em níveis que variam de T0 a TIV, N0 a 

 
1 Histológica: relativa aos tecidos biológicos 
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NIII e M0 a MI nas categorias T, N e M, respectivamente, sendo que quanto maior o 

nível, maior a disseminação da doença. Com base nas categorias são definidos os 

diferentes estágios, como demonstra a Tabela II.1 (CRUK, 2023).  

Tabela II.1 Estadiamento clínico do câncer de pulmão com base no sistema internacional 

TNM. 

Estágio Categoria TMN 

0 Tis, N0, M0 

I T1-T2, N0, M0 

II T1-T3, N0-N1, M0 

III T1-T4, N0-N3, M0 

IV T1-T4, N0-N3, M1 

Fonte: Autoria própria. 

 

No estágio 0, a dimensão do tumor é menor ou igual a 3 cm e o desenvolvimento 

das células cancerígenas ocorre apenas na superfície do tecido. Neste caso, o câncer é dito 

como in situ (is), ou seja, está limitado ao local inicial de desenvolvimento e, por isso, T 

é Tis. N0 representa que os linfonodos não foram afetados e M0 indica ausência de 

metástase. Os demais estágios refletem níveis maiores de T e N, o que é coerente com o 

aumento do tumor e disseminação para os linfonodos. Contudo, apenas o último estágio, 

IV, indica a existência de metástase (NCI, 2023 b).   

 Informações similares de estadiamento definem critérios e perspectivas 

semelhantes de tratamento, embora a definição da melhor terapia e a indicação de 

prognóstico sejam dependentes de muitos fatores e relativos a cada organismo.  Por isso, 

a compreensão da origem e do estágio clínico da doença aliadas aos exames 

complementares adequados para cada paciente são os pilares para a seleção da terapia 

ideal (ACS, 2019 b). 
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2.1.2. Terapias convencionais 

Como visto no tópico anterior, o tratamento correto para o câncer de pulmão está 

intimamente relacionado com o estágio da doença. Para pacientes com câncer em fases 

iniciais, o objetivo do tratamento é alcançar a cura da doença. Por outro lado, se a doença 

está avançada, a terapia é pensada no sentido de melhora de sobrevida e alívio dos 

sintomas. A Tabela II.2 resume as principais terapias atualmente empregadas para o tipo 

CPCNP, forma predominante, de acordo com o estágio da doença (GADGEEL et al. 

2012; NCI, 2023 b).  

Tabela II.2. Terapias mais empregadas em cada estágio clínico do câncer de pulmão. 

Estágio de CPCNP Terapias convencionais 

Estágio 0 Cirurgia e Terapias Endobrônquicas 

Estágio I Cirurgia, Radioterapia e Terapias 

Adjuvantes (pós-cirurgia) 

Estágio II Cirurgia, Radioterapia, Terapias 

Adjuvantes e Neoadjuvantes (pré-

cirurgia) 

Estágio III Cirurgia, Radioterapia, Quimioterapia, 

Terapias Adjuvantes e Neoadjuvantes  

Estágio IV Quimioterapia e Terapias avançadas 

Fonte: Adaptado de NCI, 2023 b 

No início da doença, Estágio 0, o câncer ainda está limitado em extensão e, 

geralmente, a cirurgia de remoção é suficiente e a opção primária de tratamento. Existem 

4 tipos de procedimento cirúrgico atualmente aplicados, a depender da região afetada pelo 

tumor e operabilidade do paciente, ou seja, da capacidade de tolerar a cirurgia: 

segmentectomia, ressecção em cunha, lobectomia e pneumonectomia (NCI, 2023 b). Na 

segmentectomia é feita a retirada parcial do lobo pulmonar. Este caso é recomendado para 

pacientes com tumores pequenos e condições de saúde não viáveis para o procedimento 

de remoção completa. Se o indivíduo tiver maior tolerância, o lobo inteiro de um pulmão 

é retirado (lobectomia), o que aumenta a probabilidade de cura. Em algumas situações é 

necessária a remoção do tecido pulmonar que contém o tumor e uma parte do tecido 

saudável (ressecção em cunha) ou até mesmo a retirada de um pulmão inteiro 

(pneumonectomia) (ACS, 2023 a.). 
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Quando o tratamento cirúrgico não é possível em estágio inicial, comumente são 

realizadas terapias endobrônquicas com o objetivo de desbloquear as vias aéreas afetadas 

pela doença e prevenir o surgimento de problemas respiratórios. Dentre as opções 

utilizadas, destacam-se a cirurgia a laser e a terapia fotodinâmica por apresentarem rápida 

remoção do bloqueio e redução da possibilidade de danos às células normais, 

respectivamente (CCS, 2023). 

 Na cirurgia a laser, ocorre a destruição das células cancerígenas por meio da 

aplicação de um feixe intenso de luz direcionado ao tumor. Na terapia fotodinâmica é 

empregado um medicamento que aumenta de forma seletiva a sensibilidade das células 

cancerígenas à luz. Neste caso, é feita a exposição das células a um laser de baixa 

intensidade com o auxílio de um broncoscópio, provocando uma reação química que 

causa a morte das células (SCARLATTA et al., 2017).  

As taxas de cura associadas às terapias endobrônquicas variam entre 43% e 97%. 

No entanto, o alto grau de recorrência do câncer, além dos efeitos colaterais, como 

infecção, dor, sangramento e colapso pulmonar, constituem empecilhos à implementação 

efetiva desse tipo de tratamento (CCS, 2023). 

Nos estágios I e II, são exploradas as terapias adjuvantes para coibir a permanência 

de células cancerígenas no corpo e evitar, ao máximo, a reincidência do câncer após a 

realização de cirurgia. A radioterapia (RT) e quimioterapia (QT) são as principais formas 

de tratamento pós-cirúrgico atualmente aplicadas, bem como as primeiras opções para 

pacientes não aptos para as cirurgias de remoção (ZAPPA et al, 2016; NCI, 2023 b). 

A radioterapia consiste na aplicação de radiação de alta energia (raios X) na área 

a ser tratada para danificar ou destruir as células cancerígenas. É utilizada no tratamento 

de tumores não ressecáveis - que não podem ser removidos por cirurgia – e na prevenção 

da recidiva2 do câncer, principalmente, quando, após a cirurgia, é observada a existência 

de tumor residual ou de outras partes ainda comprometidas pela doença (CARVALHO et 

al., 2002). A RT é empregada no intuito de aumentar o controle sobre a região afetada e 

prevenir a recorrência e metástase do câncer, sendo utilizada, em alguns casos, de forma 

conjunta com a QT como terapia auxiliar de tratamento. Além disso, também é aplicada 

para alívio de sintomas que surgem em decorrência do avanço da doença (ACS, 2023 b). 

 
2 Recidiva: retorno de atividade detectável da doença.  
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Dentre as técnicas convencionais de RT, as principais são a radioterapia por feixe externo, 

na qual uma radiação externa em alta dosagem é incidida sobre o corpo, e a braquiterapia, 

quando são inseridos pellets de material radioativo no local de interesse ou bem próximo 

por tempo definido (NCI, 2023 c). Apesar dos benefícios mencionados da RT, são 

conhecidos os efeitos nocivos desse tipo de tratamento sobre qualidade de vida do 

paciente. Problemas de precisão de dose, direcionamento e distribuição da radiação são 

alguns dos ônus relatados para a radioterapia, os quais podem culminar em efeitos 

colaterais cardíacos e pulmonares a longo prazo, perda de cabelo e peso, dentre outros 

malefícios que podem ser pronunciados por ação da QT, geralmente, associada (NCI, 

2023 c). 

A quimioterapia enquadra-se como um tratamento sistêmico geralmente 

empregado como terapia adjuvante (pós-cirurgia) em pacientes em estágio I; como opção 

neoadjuvante (antes da cirurgia) para estágio II com tumores de diâmetro maior que 4 cm 

e associada à radioterapia, imunoterapia e terapia direcionada para os estágios III e IV 

mais avançados (GADGEEL et al. 2012; ACS 2023 a). A QT baseia-se na utilização de 

fármacos com atividade citotóxica para o câncer, administradas por via oral ou 

intravenosa. O tratamento ocorre em ciclos com período determinado e pausas para 

recuperação do paciente. O número de ciclos é relativo às condições de saúde do paciente, 

ao estágio do câncer, ao fármaco utilizado e ao método de tratamento (QT adjuvante, 

neoadjuvante ou associada a outras terapias) (MAYO CLINIC, 2024; SOCINSKI, 2004). 

A Tabela II.3 apresenta alguns dos agentes quimioterápicos mais empregados no 

tratamento de CPCNP metastático e não metastático e de CPCP. 

Tabela II.3. Principais Quimioterápicos aplicados no tratamento de câncer de pulmão. 

Quimioterápico 

(CPCNP não metastático) 

Quimioterápico 

(CPCNP metastático) 

Quimioterápico 

(CPCP) 

Cisplatina  Cisplatina  Cisplatina  

Carboplatina  Carboplatina  Carboplatina  

Pemetrexede Paclitaxel Etoposídeo 

Vinorelbina  Docetaxel Doxorrubicina 

Fonte: Autoria própria. 
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Ao longo dos últimos anos, diversos ensaios clínicos realizados apontaram a 

efetividade dos agentes à base de platina no tratamento de câncer de pulmão, tornando 

estes compostos fundamentais nas abordagens quimioterapêuticas de primeira linha 

(KOSMIDIS, 2002). Em geral, o CPCP apresenta uma boa resposta à combinação de 

cisplatina ou carboplatina com etoposídeo e o CPCNP não metastático é comumente 

tratado pela união de cisplatina ou carboplatina com compostos como pemetrexede e 

vinorelbina. Em estágio metastático, o CPCNP revelou bons resultados ao tratamento 

com as seguintes duplas de quimioterápicos: cisplatina + vinorelbina e carboplatina + 

paclitaxel (CRUK, 2023; INOUE, 2001). No entanto, apesar do aumento substancial de 

sobrevida quando comparada aos outros métodos convencionais, a quimioterapia 

apresenta elevada resistência aos medicamentos e toxicidade sistêmica e cumulativa para 

as células saudáveis, principalmente, quando empregada após cirurgia de remoção. 

Dentre os efeitos mais comuns estão a anemia, neutropenia e fadiga, que comprometem 

a execução completa do tratamento, estando aptos para tal, em média, de 60% a 70% dos 

pacientes iniciados pós-cirurgia (SOCINSKI, 2004; GADGEEL, 2012).  

Como visto inicialmente, em estágios mais avançados, quando ocorre elevada 

disseminação e a doença não é curável pelos métodos convencionais, o principal objetivo 

do tratamento é aumento da sobrevida e alívio dos sintomas. Neste cenário, é essencial o 

estudo da terapia mais adequada e o ajuste da duração do tratamento a fim promover o 

melhor resultado a curto e longo prazo (SOCINSKI, 2004). 

Uma vez conhecidos os efeitos adversos das formas de tratamento mais difundidas 

atualmente, bem como o alto grau de intrusividade associado e baixo prognóstico em 

estágios mais avançados, tornaram-se fundamentais a pesquisa e o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas mais seletivas e cada vez menos nocivas à saúde do indivíduo 

acometido da doença (SOCINSKI, 2004). 
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2.1.3. Terapias emergentes 

As duas últimas décadas marcaram a transição dos métodos de tratamento de 

câncer de pulmão (Figura II.2). Na tentativa de superar os principais entraves associados 

às terapias convencionais, surgiram novas formas de tratamento baseadas em 

direcionamento específico, biodistribuição controlada de medicamentos e emprego do 

sistema imunológico no combate à doença (LCRF, 2023). 

         

Figura II.2 Evolução das terapias para o câncer de pulmão ao longo do tempo. 

 

Fonte: Adaptado de Lung Cancer Research Foundation (LCRF), 2023.         

 

 

A terapia dirigida integra o quadro de terapias emergentes no combate ao câncer 

e caracteriza-se pela entrega direcionada e controlada de medicamentos no alvo de 

interesse a partir de um sistema constituído de um suporte transportador ou ligante e o 

próprio agente terapêutico (LIN et al., 2022). De forma geral, os ligantes mais utilizados 

são compostos que interagem especificamente com as células tumorais por meio de 

receptores de membrana, uma vez já conhecida a super expressão de tais receptores nas 

células cancerígenas em relação às células saudáveis (EZHILARASAN et al., 2022). Em 

células de câncer de pulmão, é relatada a super expressão de receptores de ácido fólico 

(FAR, do inglês folic acid receptor); de fator de crescimento epidérmico (EGFR, do 

inglês epidermal growth factor receptor); de transferrina (TfR, do inglês transferrin 

receptor) e de uroquinase (uPAR, do inglês urokinase plasminogen activator surface 

receptor). Dessa forma, tais receptores são os mais visados nas estratégias de 

funcionalização dos sistemas de entrega para o câncer de pulmão (EZHILARASAN et 

al., 2022). 
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Além da especificidade, o controle da dosagem e tempo de liberação do fármaco 

é fundamental na terapia dirigida a fim de promover a eficácia terapêutica do agente 

administrado. Tal eficácia pode ser representada pela razão ou índice terapêutico (IT), o 

qual expressa quantitativamente o nível de segurança do medicamento empregado 

(ADEPU et al., 2023). Numericamente, o IT corresponde à razão entre a concentração 

tóxica mínima de medicamento (CTM50) e a concentração eficaz mínima (CEM50), ambas 

em 50% do grupo de indivíduos analisados em determinado estudo, ou seja, IT = CTM50/ 

CEM50 (Figura II.3). Dessa forma, a janela terapêutica refere-se à faixa de concentração 

situada entre a CTM50 e a CEM50. Quanto mais ampla for a janela, menor a chance de o 

fármaco provocar toxicidade e, portanto, mais seguro é o uso deste (WEN et al., 2015).  

 

Figura II.3 Esquema ilustrativo do índice terapêutico obtido pela razão entre a 

concentração eficaz mínima (CEM50) e a concentração tóxica mínima (CTM50). 

 

Fonte: Adaptado de ADEPU et al., 2023.         

 

Neste sentido, o design específico e biocompatível do sistema de entrega contribui 

para a ampliação da janela terapêutica e redução dos efeitos colaterais à medida que 

promove o aumento da concentração do fármaco no alvo tumoral ao mesmo tempo que 

reduz a exposição às células saudáveis. Além disso, favorece o aumento do tempo de 

circulação do fármaco na corrente sanguínea, uma vez que o transportador pode ser 

projetado para evitar a degradação e depuração do agente terapêutico pelo sistema 

imunológico (EZHILARASAN et al., 2022; WANG, X. et al., 2020). Na Tabela II.4 estão 
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relatados os principais sistemas de administração desenvolvidos em terapia dirigida, os 

quimioterápicos comumente associados e as implicações no tratamento de câncer de 

pulmão.  

No contexto do câncer de pulmão, o Docetaxel é uma das moléculas mais 

promissoras no tratamento de primeira e segunda linha de CPCNP metastático, sendo, 

portanto, um dos principais quimioterápicos visados para entrega direcionada (RAWAL 

et al., 2021). 

Transportadores lipídicos nanoestruturados anexados a folato foram 

desenvolvidos para a entrega conjunta de docetaxel e curcumina. Os resultados dos 

ensaios in vivo revelaram o aumento da biodisponibilidade em cerca de 24,85 vezes em 

relação ao docetaxel (Taxotere ®) empregado sem o sistema de entrega. Além disso, 

pode-se observar a regressão tumoral e aumento do potencial apoptótico e antimetastático 

do fármaco. (RAWAL et al., 2021). 

Lipossomas sensíveis ao pH direcionados ao receptor beta de folato foram 

projetados para o transporte de docetaxel e doxiciclin, uma vez que tal receptor é 

superexpresso em células tumorais de CPCNP. O pH mais ácido do microambiente 

tumoral (MAT) promoveu a liberação controlada e direcionada dos fármacos, 

ocasionando o aumento da seletividade e eficácia do tratamento. Ademais, pode-se 

confirmar in vitro e in vivo o efeito combinado dos fármacos sobre o tumor, a inibição do 

crescimento deste e a redução da toxicidade nos tecidos normais (PARK et al., 2021). 
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Tabela II.4 Principais sistemas empregados como transportadores em terapia dirigida, exemplos, quimioterápicos comumente associados e 

efeitos observados com o uso de terapia dirigida. 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

Sistema de administração Exemplo Quimioterápico 

associado 

Efeitos com Terapia Dirigida Referência 

Nanopartículas metálicas, poliméricas 

e lipídicas 

Transportadores lipídicos 

nanoestruturados 

Docetaxel e 

Curcumina 

Aumento da biodisponibilidade 

do Docetaxel (24,85 vezes 

maior)   

Rawal et al., 

2021. 

Lipossomas Lipossomas sensíveis ao pH  Docetaxel e 

Doxiciclina 

Liberação do fármaco em pH 

ácido em células de CPCNP e 

aumento da especificidade  

Park et al., 2021. 

Conjugados de fármacos Conjugado Ramucirumabe - 

fármaco 

Docetaxel Liberação direcionada e redução 

da toxicidade sistêmica 

Garon et al., 

2014. 

Dendrímeros Complexo Poli(amidoamina) - 

fármaco 

Camptotecina  Liberação controlada e aumento 

de solubilidade  

Cheng et al., 2008 
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O efeito de conjugação do docetaxel com o anticorpo monoclonal ramucirumabe 

foi investigado em pacientes com CPCNP em estágio IV. O anticorpo em questão destaca-

se por provocar a inibição da angiogênese3 tumoral e é comumente aplicado para aumento 

de sobrevida em CPCNP pré-tratado. Os resultados revelaram que não houve aumento da 

toxicidade com a conjugação dos fármacos e melhoria estatisticamente significativa da 

sobrevida global dos pacientes em relação ao emprego de docetaxel junto com placebo 

(GARON et al., 2014). 

A atividade antitumoral da camptotecina é descrita na literatura para diversos tipos 

de câncer. No entanto, a baixa hidrofilicidade e elevada toxicidade comprometem a 

eficácia e tratamento desse quimioterápico. Para contornar tais problemas, foi analisado 

o potencial da camptotecina encapsulada em dendrímeros de poli(amidoamina) 

(PAMAM). Após a utilização do sistema, foi relatado o aumento da solubilidade do 

composto em água, maior estabilidade no meio biológico e redução da degradação do 

fármaco, além da liberação controlada deste no ambiente tumoral (CHENG et al., 2008) 

 Apesar da ampla gama de benefícios adquiridos com a terapia dirigida, ainda são 

enfrentados grandes desafios no tratamento do câncer de pulmão por meio dessa técnica. 

Alguns dos impactos negativos mais comuns descritos na literatura incluem: a 

possibilidade de o organismo desenvolver resistência ao tratamento ao longo do tempo, 

assim como nas terapias convencionais; a baixa previsibilidade das propriedades 

farmacocinéticas, dentre elas a absorção, distribuição e excreção dos sistemas de entrega 

no organismo receptor, e a heterogeneidade genética entre as subpopulações de células 

tumorais, as quais podem possuir diferentes perfis de expressão de receptores alvo, 

comprometendo a eficácia do tratamento (EZHILARASAN et al., 2022) 

Com o intuito de resolver tal problemática, foram desenvolvidas abordagens 

terapêuticas imunoestimulantes, ou seja, focadas na ativação do sistema imunológico para 

o combate ao câncer. Em contraste às demais formas de tratamento, a imunoterapia tem 

revelado: ampla atividade antitumoral, uma vez que pode atingir populações múltiplas e 

heterogêneas de células cancerígenas; desenvolvimento de memória imunológica, o que 

implica respostas prolongadas após a conclusão do tratamento; toxicidade reduzida 

 
3 Angiogênese: processo de formação de novos vasos sanguíneos responsáveis pela oxigenação e 
nutrição do tumor. 
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devido à maior especificidade de atuação; menor resistência e elevado potencial de cura 

em estágios mais avançados da doença (ZHANG et al., 2022). 

As abordagens imunoterapêuticas mais exploradas atualmente incluem inibidores 

de checkpoint imunológico (ICIs), terapia celular e vacinas anticâncer. Os ICIs se 

baseiam no mecanismo de verificação ou checkpoint do sistema imunológico responsável 

por regular, por meio de proteínas específicas, a ativação ou desativação de respostas 

imunológicas (ACS, 2024). A terapia celular, a rigor, terapia de transferência celular 

adotiva (TCA) consiste na infusão de células imunológicas geneticamente modificadas 

para expressão de características antitumorais. Já as vacinas contra o câncer destacam-se, 

principalmente, como ferramentas de ativação de memória imunológica prolongada e 

como adjuvantes ao sistema imune contra as células cancerígenas, contribuindo para a 

efetividade da resposta imunológica, regressão tumoral e redução das possibilidades de 

recorrência do câncer (BUONAGURO et al., 2020) 

A fim de evitar o reconhecimento e destruição, em muitos casos, as células 

cancerígenas desenvolvem estratégias de manipulação e controle do mecanismo de 

checkpoint e, desta forma, conseguem suprimir o ataque do corpo contra elas. Os ICIs 

atuam, justamente, bloqueando a influência das proteínas das células anormais 

responsáveis pela desativação da resposta imune, o que permite a restauração do combate 

ao câncer (ACS, 2024). Uma das vias de checkpoint mais visadas para o desenvolvimento 

de ICIs resulta da interação entre as proteínas PD-1 (do inglês programmed cell death 

protein-1) e PD-L1 (do inglês programmed cell death ligand-1). A PD-1 está presente na 

superfície dos linfócitos T, os quais, em condições normais, identificam e atacam células 

estranhas ao organismo. A expressão de PDL-1 em células tumorais já foi comprovada 

para câncer de pulmão (KIM et al., 2019). A ligação entre as proteínas PD-1 e PD-L1 

estimula a via de checkpoint que suprime a ativação das células T, o que promove a 

progressão do câncer. Em contrapartida, os ICIs bloqueiam a interação entre tais proteínas 

e, portanto, impedem a inativação das células T, como ilustrado na Figura II.4 (KIM et 

al., 2019). 
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Figura II.4 (a) Ligação entre as proteínas PD-1 e PD-L1 e consequente supressão da 

ativação imunológica (b) Bloqueio da via de checkpoint e restauração da resposta imune 

por meio da ligação das proteínas PD-1 e PD-L1 com seus respectivos ICIs específicos. 

 

Fonte: Adaptado de KIM et al., 2019. 

 

As principais formas de aplicação da TCA são a terapia com receptores de células 

T (TCR, do inglês T- cell receptor) e terapia com células T com receptores de antígeno 

quimérico (CAR-T, do inglês chimeric antigen receptor T cells). Na TCR ocorre a 

modificação genética dos linfócitos T do próprio paciente para que haja a expressão de 

receptores de linfócitos T com alta capacidade de identificação e afinidade com 

fragmentos de antígenos tumorais apresentados pelo complexo MHC do corpo4, 

desencadeando a ativação da resposta imunológica contra as células cancerígenas. Na 

terapia CAR-T é realizada a síntese de células geneticamente modificadas para expressão 

de receptores que reconhecem especificamente antígenos de superfície de células 

tumorais. Desta forma, provoca-se a ativação dos linfócitos T e ataque ao tumor 

independente da apresentação do antígeno pelo próprio organismo (ZHAO et al., 2021; 

OHTA et al., 2019; RAPOPORT et al., 2015) 

As vias de atuação das vacinas contra o câncer são a profilática e terapêutica. No 

primeiro caso, o objetivo é evitar a ocorrência de infecções por vírus oncogênicos, assim 

como ocorre na vacinação com antígenos contra os vírus da hepatite B (HBV) e papiloma 

vírus humano (HPV), ambos agentes de risco para o desenvolvimento de câncer 

 
4MHC = complexo principal de histocompatibilidade, o qual é responsável pelo reconhecimento e 

apresentação de antígenos ao sistema imunológico. 
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hepatocelular e cervical, respectivamente (GARCÍA-PARDO et al., 2022). A partir da 

provocação de uma resposta primária imunológica, as vacinas profiláticas possibilitam 

uma segunda resposta imune mais forte e intensa, caso ocorra outra exposição ao agente 

viral no futuro. Contudo, uma vez ainda não relatados vírus associados à causa e 

desenvolvimento do câncer de pulmão, a grande parcela de investimento em pesquisa 

concentra-se nas vacinas terapêuticas (HOLLINGSWORTH et al., 2019; GARCÍA-

PARDO et al., 2022). Diferentemente da profilática, a abordagem terapêutica é focada na 

ativação da resposta imunológica contra tumores ou células cancerígenas já existentes no 

organismo. O foco desse tipo de vacina é aprimorar a capacidade do sistema imune de 

reconhecer e reagir aos antígenos tumorais presentes nas células anormais a fim de 

destruí-las (LIU et al., 2022). Neste sentido, uma das principais estratégias das vacinas 

terapêuticas consiste na seleção e emprego de dois tipos de antígenos: os antígenos 

associados ao tumor (AATs), os quais são superexpressos em células tumorais, mas 

também estão presentes nas células saudáveis, e antígenos específicos do tumor (AETs), 

como, por exemplo, proteínas ou outras biomoléculas encontradas, exclusivamente, nas 

células cancerígenas. Esta última categoria de antígeno permite a indução de respostas 

direcionadas, intensificação de respostas existentes e ampliação da diversidade destas, 

sendo, portanto, a forma de antígeno mais visada (MOTZ et al., 2013). A indução da 

resposta imune antitumoral por meio das vacinas se dá mediante um complexo ciclo 

composto de etapas de apresentação e identificação de antígenos tumorais por células 

apresentadoras de antígeno (CAAs), recrutamento e ativação de células imunológicas, 

como as células B de memória e as células T efetoras e de memória. Ao final do ciclo 

imunológico, ocorre a infiltração das células imunológicas ativadas no ambiente tumoral, 

reconhecimento e morte das células neoplásicas, as quais liberam mais antígenos que são 

reconhecidos pelas CAAs, dando continuidade ao ciclo imune tumoral (CHEN et al., 

2013; CREWS et al., 2021). O principal desafio encontrado, atualmente, na pesquisa e 

desenvolvimento das vacinas terapêuticas é a dificuldade de identificação de antígenos 

que sejam específicos para células tumorais, expressos de forma mais homogênea 

possível e com alta imunogenicidade5. Além disso, o ambiente tumoral imunossupressor 

e a elevada carga de doença na maioria dos casos comprometem ainda mais o emprego 

das vacinas terapêuticas, sendo necessária a utilização das vacinas de forma adicional no 

combate ao câncer (HOLLINGSWORTH et al., 2019).  

 
5 Imunogenicidade: capacidade de estimular uma resposta imunológica. 
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De forma geral, a terapia dirigida e a imunoterapia via inibidores de checkpoint 

imunológico, terapia celular e vacinas anticâncer configuram o campo disruptivo de 

abordagens clínicas para o tratamento do câncer de pulmão. Por outro lado, as limitações 

associadas a cada uma destas formas de tratamento revelam a forte dependência de 

critérios complexos para a efetividade de aplicação destas, como por exemplo a 

necessidade de identificação de AETs no caso da terapia anticâncer (SHIELDS et al., 

2020). Neste contexto, foi revelado mais recentemente o potencial dos macrófagos para 

destruição de células tumorais (BINNEMARS-POSTMA et al., 2017). Uma vez 

conhecida a predominância dos macrófagos no MAT, bem como a capacidade destes de 

exibirem diversas atividades funcionais, foi desenvolvida a estratégia de repolarização de 

macrófagos. Diferentemente da terapia dirigida, vertente na qual os macrófagos 

configuram-se como grandes barreiras devido à fagocitose de nanossistemas, a 

repolarização de macrófagos faz uso de uma propriedade inerente ao agente terapêutico, 

aliando biocompatibilidade e eficácia no tratamento. Tal abordagem tem adquirido 

proeminência dentro da imunoterapia devido aos resultados promissores, principalmente, 

pela superação das limitações associadas às demais formas de tratamento, mas carece de 

compreensão em diversos níveis dentro de um campo multidisciplinar, o que justifica a 

necessidade de investimento em pesquisa e desenvolvimento desta tecnologia 

(BINNEMARS-POSTMA et al., 2017).  

 

2.1.4. Terapia com Macrófagos 

Macrófagos são algumas das principais células que compõem o sistema 

mononuclear fagocítico6 e estão amplamente distribuídos nos tecidos do corpo. Embora 

ainda não haja consenso estabelecido quanto à origem, a teoria mais aceita é a de que os 

macrófagos residentes nos tecidos são originados a partir de células do saco vitelino 

durante o desenvolvimento embrionário e podem ser derivados de monócitos circulantes 

na corrente sanguínea em resposta a um processo inflamatório (ANDRADE et al., 2021) 

A atuação dos macrófagos no sistema imune é diversa e tem estreita relação com 

seu estado de polarização. Tais estados são provocados mediante estímulos ambientais 

recebidos e compõem um amplo espectro de polarização, cujos extremos são 

 
6 Sistema mononuclear fagocítico: sistema responsável pela defesa e remoção de células mortas e corpos  
estranhos por meio do processo de fagocitose, dentre outras funções.  
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denominados fenótipos M1 e M2 (Figura II.5). Os macrófagos M1 são classificados como 

classicamente ativados e expressam propriedades pró-inflamatórias e antitumorais. Já os 

macrófagos M2, ou alternativamente ativados, possuem atividades anti-inflamatórias e 

pró-tumorais (BINNEMARS-POSTMA et al., 2017). 

             

Figura II.5 Polarização do macrófago nos fenótipos M1 e M2. 

 

Fonte: Adaptado de LEE, 2019.  

  

Macrófagos M1 são células cruciais do sistema imune para o combate de infecções 

e tumores e estão diretamente envolvidos com as células T auxiliares tipos 1 (Th-1), o 

que justifica sua nomenclatura. Macrófagos não diferenciados (M0) podem ser 

polarizados em M1 por meio de ligantes e citocinas (LPS e IFN-γ) produzidos pelas 

células Th-1. O fenótipo M1 efetua expressiva produção de citocinas pró-inflamatórias, 

como TNFɑ, IL-1 e IL-6, óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio, dentre outros 

agentes fundamentais para a resposta inflamatória (GENARD et al., 2017; LEE, 2019).  
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 Por outro lado, macrófagos M2, ou, alternativamente ativados, são o estado 

polarizado por meio das citocinas IL-4 e IL-13 produzidas pelas células Th-2. Algumas 

das características deste subtipo são os altos níveis de IL-10 e arginase 1, a qual reduz, 

principalmente, a produção de células T e óxido nítrico. Macrófagos M2 estão 

intimamente ligados à supressão imunológica local, reparo e formação de novos tecidos, 

crescimento tumoral e promoção de metástase (GEERAERTS et al., 2017; LEE, 2019).  

No MAT, os macrófagos locais, denominados macrófagos associados ao tumor 

são derivados dos macrófagos residentes e dos monócitos circulantes da corrente 

sanguínea derivados da medula óssea. Estes monócitos representam 50% das células 

infiltrantes em um tumor e penetram localmente em resposta aos sinais inflamatórios 

emitidos pelo MAT (GEERAERTS et al., 2017; DALTON et al., 2014). A evolução das 

fases de resposta imunológica com o tempo e o padrão de citocinas presentes no MAT 

provoca a polarização dos macrófagos para o fenótipo M2, o que comprova a 

predominância deste fenótipo no ambiente tumoral e corrobora a associação entre o 

aumento da quantidade local de M2 e a redução da sobrevida em pacientes com câncer 

(GENARD et al., 2017). 

A plasticidade funcional exibida pelos macrófagos tornou-se um alvo atraente 

para o desenvolvimento de um novo ramo da imunoterapia. As principais abordagens 

atualmente propostas considerando essa propriedade são: (i) inibição do recrutamento de 

monócitos; (ii) depleção de macrófagos; (iii) bloqueio da polarização para fenótipo M2; 

(iv) polarização para o fenótipo M1 e (v) repolarização do estado M2 para o M1 (Figura 

II.6) (GENARD et al., 2017). 
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Figura II.6 Abordagens imunoterapêuticas focadas no controle sobre macrófagos. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A inibição do recrutamento dos monócitos para o MAT tem como meta inibir a 

progressão do tumor. Uma das principais vias exploradas neste campo é o bloqueio de 

CCL2, quimiocina sintetizada em células cancerígenas e responsável por regular o 

recrutamento de monócitos e retenção de macrófagos M2 na região tumoral. A inibição 

da CCL2 é comumente realizada por meio de compostos que bloqueiam a própria 

quimiocina - como por exemplo os anticorpos monoclonais anti-CCL2 - ou impedem a 

síntese desta, como o caso do inibidor seletivo Bindarit (SORIA et al., 2008; ZHANG et 

al., 2010). Por meio da inibição do recrutamento de monócitos no ambiente tumoral é 

relatada a redução da população do fenótipo M2, o que implica em redução da 

imunossupressão e da angiogênese e consequente minimização dos efeitos pró-tumorais. 

Por outro lado, é verificado que a interrupção do bloqueio do recrutamento dos 

macrófagos pode causar resultados reversos, como promoção de metástases em excesso 

e redução do tempo de vida do paciente (BONAPACE et al., 2014). 

A depleção de macrófagos é a destruição destas células com o objetivo de esgotar 

uma das principais fontes de promoção tumoral. O método consiste no emprego de 

compostos tóxicos que são fagocitados pelos macrófagos e provocam a morte celular. Os 

três sistemas mais empregados atualmente com esse propósito são os lipossomas 
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contendo compostos bifosfonados, anticorpos monoclonais conjugados com toxinas, 

microorganismos atenuados e linfócitos T ativados (LEHENKARI et al., 2002; BAK et 

al., 2007; SHEN et al., 2016). As estratégias de esgotamento dos macrófagos revelaram 

resultados promissores quanto à regressão tumoral, mas, uma vez não específico o 

tratamento via depleção, são constatados efeitos sistêmicos graves como supressão da 

imunidade inata e consequente diminuição da resistência do organismo a infecções e 

outras injúrias, além de prejuízo à regeneração de tecidos e processos de cicatrização, 

sendo de vital importância o aprimoramento do controle e da precisão desta forma de 

tratamento no local de interesse (GENARD et al., 2017).  

O bloqueio da polarização para M2 é outra vertente relevante no combate ao 

câncer. Um dos fármacos investigados para este fim é o resveratrol (RES), composto com 

propriedades anticancerígenas presente nas uvas e seus derivados. Estudos recentes 

sugeriram a atenuação da ativação dos macrófagos M2 pelo uso de RES, uma vez 

constatado menor nível de citocinas pró-tumorais após o tratamento com o composto, 

dentre outros benefícios (SUN et a., 2017). 

A indução da polarização dos macrófagos não diferenciados (M0) para o fenótipo 

M1 é uma das abordagens visadas para o tratamento de câncer. Estudes recentes 

revelaram que nanopartículas à base de ferro promoveram o fenótipo pró-inflamatório de 

macrófagos M0 in vitro e in vivo e a inibição do crescimento tumoral, sendo constatada a 

expressão de genes associados ao M1, como CD-80 e TNF-α após o tratamento com os 

nanomateriais (ARIAS et al., 2015; JIN et al., 2019) 

A repolarização dos macrófagos M2 para M1 destaca-se como uma das 

imunoterapias mais promissoras no tratamento de câncer. Diferentemente das demais 

terapias com macrófagos, a repolarização contribui com um efeito sinérgico anticâncer 

baseado em eficácia antitumoral - a partir do aumento da atividade tumoricida e elevação 

da reposta inflamatória local - e de prevenção de efeitos sistêmicos nocivos ocasionados 

por abordagens menos específicas, como a inibição de recrutamento e depleção de 

macrófagos (HAGEMANN et al., 2008; BONAPACE et al., 2014). Além disso, em 

comparação ao tratamento por indução da polarização de M0 em M1, promove um 

ambiente com maior impacto antitumoral, uma vez já constatado o predomínio de 

macrófagos M2 no MAT (GENARD et al., 2017) 
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2.1.5. Repolarização de Macrófagos 

A repolarização de macrófagos consiste na reversão do fenótipo anti-

inflamatório/pró-tumoral, M2, destas células para o estado M1, que promove uma 

resposta anti-tumoral no MAT. Ao invés de buscar o extermínio da fonte associada à 

promoção do tumor, a estratégia de repolarização foca no aproveitamento e reeducação 

dos macrófagos M2, os quais constituem, aproximadamente, 50% da massa tumoral. A 

Figura II.7 ilustra as principais moléculas e vias de sinalização envolvidas no fenômeno 

de polarização dos macrófagos e, portanto, visadas como alvo no desenvolvimento de 

sistemas de repolarização. Ao receberem estímulos do ambiente externo, os receptores de 

LPS, INF-γ, TNF-ɑ, IL-1 e IL-6 presentes na superfície das células M1 ativam os fatores 

de transcrição NF-kB, AP-1, IRF-5 e STAT-1 associados à expressão de proteínas pró-

inflamatórias. Os macrófagos M2 possuem receptores de LPS, ácidos graxos, IL-4 e IL-

13 responsáveis pela ativação dos fatores STAT-6, IRF-4, PPAR-γ e CREB 

característicos para imunossupressão. A conversão mútua entre os fenótipos M1 e M2 é 

possível por meio da interação estabelecida entre os fatores de transcrição que regulam a 

polarização em um mecanismo de feedback (LEE et al., 2019). 

Figura II.7 Interconversão entre macrófagos M1 e M2. Receptores de membrana, fatores 

de transcrição e vias de sinalização envolvidos na polarização de macrófagos. 

 

Fonte: Adaptado de LEE et al., 2019. 



 

28 
 

 

Uma vez elucidado o fundamento molecular por trás da polarização, os métodos 

desenvolvidos atualmente neste campo focam em duas principais frentes: (i) ativação dos 

fatores de transcrição responsáveis pela expressão do fenótipo M1 e/ou (ii) desativação 

das vias de sinalização específicas ao M2. Para exemplificar o primeiro caso existe a 

estimulação com agonistas dos receptores TLR e administração direta de citocinas pró-

inflamatrórias e, para o segundo, a utilização de anticorpos antagonistas e microRNAs 

(DALEN et al., 2019). 

Na fronteira do conhecimento dos agentes de repolarização estão os sistemas 

nanoestruturados. Nanopartículas sintéticas com diferentes materiais, tamanhos, formatos 

e propriedades de superfície constituem uma grade plataforma para o desenvolvimento 

de sistemas que potencializam a modulação imunológica no combate ao câncer de pulmão 

(FENG et al., 2019). 
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2.2. Nanossistemas para repolarização de macrófagos 

 

2.2.1. Revisão de nanossistemas repolarizadores de macrófagos 

Na última década, cresceu o número de estudos envolvendo a aplicação de 

nanopartículas na repolarização de macrófagos. A Figura II.8 ilustra o aumento da 

quantidade de documentos publicados no período de 2013 até 2023. A análise não foi 

expandida para 2024, para não agregar viés de ano não concluído. As pesquisas foram 

realizadas com o auxílio das plataformas SCOPUS e ESPACENET.  

A busca de artigos no banco de dados da SCOPUS foi realizada empregando os 

seguintes termos e operadores booleanos: cancer AND macrophag* AND (polari* OR 

modulat*) AND nanoparticle*. Vale ressaltar que o símbolo * se refere a qualquer palavra 

que contenha o radical anterior a ele. Além disso, os boleanos AND e OR são 

empregados, respectivamente, com o sentido de restrição (obrigatoriedade da busca 

retornar todos os termos separados por AND) e possibilidade (a busca pode retornar 

apenas um dos termos separados por OR). A busca foi referente ao conteúdo presente no 

título, resumo ou palavras-chave dos documentos. No período analisado, foram 

publicados 760 artigos, dos quais a maioria (407) é de origem chinesa, 184 pertencem aos 

Estados Unidos e 11 são de contribuição brasileira. Restringindo a pesquisa ao câncer de 

pulmão, o número total de documentos é de 137, sendo apenas 1 publicado no Brasil no 

ano de 2023.  

Com relação às patentes depositadas no mesmo período (2013 a 2023) e em escala 

global, empregando os mesmos buscadores e termos truncados para pesquisa na 

plataforma ESPACENET, foram obtidos 123 resultados. Realizando a análise a nível 

nacional com as mesmas palavras-chave, em português, no banco de dados 

disponibilizado no site do INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial), observa-

se a inexistência de documentos de patente depositados no Brasil.  
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Figura II.8 Número de documentos publicados em nível global referentes às 

nanopartículas repolarizadoras de macrófagos para tratamento de câncer. 

 

Fonte: Scopus e Espacenet. Acesso em: 02 de julho de 2024 às 09:06 h.  

 

As análises ressaltam a incipiência no desenvolvimento da vertente 

imunoterapêutica abordada no presente trabalho, bem como a modesta participação do 

Brasil nesse cenário. No entanto, também reflete o terreno fértil para avanço do 

conhecimento e criação de soluções inovadoras. O mecanismo de busca da presente seção 

está detalhado no Apêndice A.  

  Por meio da revisão de documentos efetuada, foi estruturada a Tabela II.5, que 

sintetiza alguns dos principais sistemas nanoparticulados desenvolvidos atualmente para 

repolarização de macrófagos, dentre os quais, destacam-se as nanopartículas poliméricas, 

metálicas e magnéticas de óxido de ferro.    
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Tabela II.5 Nanossistemas empregados na imunomodulação de macrófagos. 

Nanossistema Aplicação / Modelo Efeito observado Referência 

Np de PS revestidas com glicopolímeros  Macrófagos de camundongo / in vitro M2 → M1 SU et al., 2015 

Np de Ag e Au Macrófagos de camundongo/ in vitro M2 → M1 PAL et al., 2015 

Nanopartículas de PS-NH2 e PS-COOH Macrófagos humanos / in vitro   M2  FUCHS et al., 2016 

Np de Fe3O4 revestidas com 

carboximetildextrano 

Tumor de camundongo /in vivo M0 → M1 

M2 → M1  

ZANGANEH et al., 2016 

Np polimérica com IL-12 Macrófagos de camundongo / in vitro M2 → M1 WANG et al., 2017 

Np poliméricas com mRNA Tumores de camundongo / in vivo M2 → M1 ZHANG et al., 2019 

Np de Fe3O4 modificadas com potenciais de 

superfície positivo e negativo 

Macrófagos tumorais de camundongo /  

in vitro e in vivo 

M2 → M1            ZHANG et al.,2020   

 Np de Fe3O4 modificadas com lactato 

oxidase 

Macrófagos tumorais de camundongo / in vitro M2 → M1 LIAO et al., 2021 

Np de γ-Fe2O3 revestidas com polialinina  Macrófagos humanos (2D) e modelos de 

esferoides tumorais multicelulares (3D) / in vitro 
M2 → M1 NASCIMENTO et al., 2023 

Np de γ-Fe2O3 contendo micelas poliméricas Macrófagos humanos e células de carcinoma de 

pulmão de Lewis / in vitro 
M2 → M1 BAUER et al., 2021; 

HORVAT et al. 2024 

Fonte: Autoria própria.
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Fuchs e colaboradores (2016) investigaram os efeitos de nanopartículas de 

poliestireno (PS) modificadas com grupos catiônicos NH2 e aniônicos COOH na 

polarização de macrófagos humanos in vitro. A exposição dos macrófagos aos dois 

nanossistemas inibiu a liberação de IL-10 e reduziu a expressão de CD163 e CD220R, 

marcadores associados ao fenótipo M2, mas não comprometeram a expressão de 

marcadores M1. O trabalho evidenciou o potencial das nanopartículas poliméricas sobre 

a repolarização dos macrófagos M2 e manutenção do fenótipo M1.  

Com o mesmo propósito Su e colaboradores (2015) sintetizaram nanopartículas 

de PS recobertas com glicopolímericos de monossacarídeos (glicocálix artificial) e 

avaliaram o comportamento in vitro de macrófagos M2 peritoneais primários de 

camundongo após o contato com os nanomateriais. Como resultado, foram observados a 

diminuição da expressão dos receptores CD206 e CD23 e aumento da sinalização de 

CD86, evidenciando a mudança no estado de polarização dos macrófagos de M2 para 

M1. 

Zhang e colaboradores (2019) desenvolveram nanocarreadores poliméricos de 

poli(β-amino éster) contendo mRNA e testaram a influência dos nanossistemas em três 

modelos pré-clínicos in vivo de tumores sólidos ovarianos, de melanoma e gliblastoma. 

Após a infusão da formulação de nanopartículas, foi identificada a reversão do fenótipo 

imunossupressor para o inflamatório e, consequentemente, a regressão dos tumores. 

 Para promover a repolarização dos macrófagos M2, Wang e colaboradores (2017) 

projetaram nanopartículas poliméricas de poli(β-amino éster) responsivas ao pH do meio 

carregadas com citocinas IL-12. Os autores utilizaram os nanossistemas para tratar 

macrófagos M2 de camundongo e constataram, ao final do experimento, a ocorrência da 

repolarização das células para a forma M1. 

 Nanopartículas de prata e ouro foram empregadas por Pal e colaboradores (2015) 

para tratar macrófagos isolados de fibrosarcoma de camundongo. Por meio da exposição 

aos nanomateriais, pode-se observar a regulação negativa do fator de necrose TNF-ɑ e de 

IL-10 e a regulação positiva de IL-12, pró-inflamatória, nas células, o que resultou na 

repolarização destas de M2 para M1.  

 Zanganeh e colaboradores (2016) investigaram o efeito in vivo de nanopartículas 

de óxido de ferro funcionalizadas com carboximetildextrano sobre um modelo de 
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camundongo contendo metástases pulmonares de câncer de pulmão de células pequenas. 

Após a administração intravenosa do nanocomposto, foi observada a manutenção das 

células pulmonares pró-inflamatórias, a redução do marcador CD206 referente ao M2 e 

a regressão das metástases pulmonares 14 dias pós o tratamento, evidenciando o 

predomínio da polarização M1. Além disso, os autores avaliaram o efeito preventivo de 

formação de metástases hepáticas no mesmo modelo por meio do pré-tratamento com os 

nanossistemas. Ao final, constataram que os monócitos infiltrantes sofreram polarização 

M1, os macrófagos residentes foram repolarizados de M2 para M1 e observaram a queda 

da carga tumoral para uma quantidade seis vezes menor que a inicial, revelando o 

diferencial das nanopartículas de óxido de ferro como agentes de imunomodulação.  

Nascimento e colaboradores analisaram a reposta de macrófagos humanos ao 

tratamento in vitro com nanopartículas de óxido de ferro (maghemita) recobertas com 

polianilina. Os resultados revelaram a diminuição dos marcadores CD163+ de 

macrófagos M2 e aumento dos marcadores CD86+ M1. Nos modelos de esferoides 

tumorais aplicados, os nanossistemas também provocaram o aumento da expressão de 

CD86+, evidenciando a eficácia dos nanomateriais na repolarização da resposta imune. 

Nanopartículas de óxido de ferro (maghemita) incorporadas em micelas de poli(S-

etilsulfonil-l-cisteína) funcionalizadas com ácido diidrolipoico foram desenvolvidas por 

Bauer e colaboradores (2021) e testadas em macrófagos humanos derivados da medula 

óssea. O tratamento com as nanopartículas induziu a conversão do fenótipo M2 para M1, 

que foi evidenciado pelo aumento da expressão dos marcadores de superfície 

característicos de M1 e secreção de citocinas pró-inflamatórias. Após tal descoberta, 

Horvat e colaboradores (2024) avaliaram a capacidade antitumoral dos macrófagos 

repolarizados pelos nanossistemas obtidos contra células de câncer de pulmão. O trabalho 

revelou a remodelação do microambiente tumoral pulmonar para um perfil pró-

inflamatório e citotóxico marcado pelo recrutamento de células T CD8 e secreção de 

espécies reativas de oxigênio e citocinas pró-inflamatórias por parte dos macrófagos. 

Também foi comprovada a redução da viabilidade das células tumorais, de acordo com o 

marcador de proliferação ki67, e a interrupção do crescimento de tumores. 

Nanopartículas de óxido de ferro (magnetita) combinadas com lactato oxidase 

(LOX) foram desenvolvidas por Liao e colaboradores (2021) e testadas em macrófagos 

tumorais de camundongo (RAW 264.7). Após o contato com os nanossistemas, pode-se 
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observar a inibição da proliferação das células cancerígenas acompanhada da conversão 

dos macrófagos de M2 para M1. 

Zhang e colaboradores (2020) estudaram o efeito de nanopartículas de óxido de 

ferro (magnetita) com diferentes potenciais eletrocinéticos em meio biológico sobre a 

repolarização de células RAW 264.7. Após o tratamento in vivo, os pesquisadores 

observaram que os nanossistemas carregados positivamente ou negativamente possuíram 

maior captação celular e efeito de repolarização dos macrófagos de M2 para M1 em 

comparação aos nanossistemas com carga neutra. Ademais, ao injetarem os macrófagos 

repolarizados em um xenoenxerto tumoral, constataram a regressão significativa do 

tumor (p < 0,01) 14 dias após o contato, enquanto os macrófagos pré-tratados com as 

nanopartículas de potencial eletrocinético nulo não provocaram retardo tumoral 

apreciável. Os resultados revelaram o impacto da modificação da carga de superfície da 

magnetita nanométrica sobre repolarização in vitro e in vivo de macrófagos associados ao 

tumor. 

 Considerando a revisão apresentada, no presente trabalho, foram desenvolvidos 

nanossistemas magnéticos de óxido de ferro com potenciais eletrocinéticos positivo e 

negativo, visando a repolarização de macrófagos. Neste contexto, é essencial a 

compreensão das propriedades físico-químicas das nanopartículas de magnetita, bem 

como dos métodos de modificação da superfície destes materiais para o ajuste do 

potencial de superfície e o papel deste no fenômeno de repolarização de macrófagos, o 

que será apresentado nas próximas seções.    

 

2.2.2. Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro  

Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (NPM) possuem diferentes 

propriedades a depender do tamanho, forma e estrutura. Na natureza, são encontrados 

óxidos de ferro com diferentes estequiometrias e fases cristalinas, como a wustita (FeO), 

goetita (FeO(OH)), hematita (α-Fe2O3), maghemita (γ-Fe2O3) e magnetita (Fe3O4). 

Dentre eles, a magnetita é o tipo mais explorado na área biotecnológica devido à 

versatilidade de aplicações, facilidade de funcionalização, comportamento 

superparamagnético mediante o ajuste de tamanho e obtenção em baixo custo (SEABRA 

et al., 2017; GANAPATHE et al., 2020).  
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A magnetita possui fórmula química Fe3O4 e contém íons férricos (Fe3+), ferrosos 

(Fe2+) e O2- em sua composição. A estrutura cristalina é classificada como cúbica de 

espinélio invertido e possui sítios octaédricos e tetraédricos. A célula unitária da 

magnetita pode ser descrita como (𝐹𝑒3+)8[𝐹𝑒1

2

2+. 𝐹𝑒1

2

3+ ]16 𝑂32
2− , onde os parêntesis 

representam os 8 sítios tetraédricos ocupados pelos íons Fe3+ e os colchetes representam 

16 sítios octaédricos ocupados pelos íons Fe3+ e Fe2+ (Figura II.9) (VANGIJZEGEM et al., 

2023). 

 

Figura II.9 Estrutura cristalina da magnetita. 

 

Fonte: Adaptado de FRIÁK et al., 2007 

 

Acima de 100 nm, a magnetita apresenta comportamento ferrimagnétco (Figura 

II.10 (a)), que se caracteriza pela divisão do material em regiões ou domínios de 

orientações magnéticas distintas e opostas. Quando submetidos a um campo magnético 

externo, tais domínios sofrem alinhamento progressivo até alcançarem a magnetização de 

saturação (Msat) (WALLYN et al., 2019; PUCCI et al., 2022). Após a remoção do 

campo, não ocorre a reversão completa da magnetização ao valor inicial devido à 

resistência de desalinhamento dos domínios, mas sobra uma quantidade de magnetização 

conhecida como magnetização remanescente (Mr). O déficit da magnetização com 

relação ao campo é representado pela histerese na curva de magnetização de materiais 

ferrimagnéticos. Para o retorno ao valor inicial, faz-se necessária a aplicação de um 

campo magnético inverso denominado campo coercivo (Hc) (CALLISTER, 2011). 
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Diferentemente da fase bulk, nanopartículas de magnetita com diâmetro abaixo de 

30 nm (diâmetro crítico) possuem propriedades superparamagnéticas (Figura II.10 (b)). 

Neste caso, na presença de um campo magnético externo, há a formação de um domínio 

único de orientação magnética e, por isso, a retirada de um campo magnético externo após 

a aplicação não implica na ocorrência de magnetização residual, mas, ao contrário, na 

desmagnetização total do material. Portanto, na curva de magnetização de materiais 

superparamagnéticos não é observado o loop de histerese (PUCCI et al., 2022).  

 

Figura II.10 Ilustração da formação de (a) multidomínios magnéticos e histerese no caso 

dos materiais ferrimagnéticos e (b) região monodomínio e ausência de histerese nos 

materiais superparamagnético. 

 

Fonte: Adaptado de VANGIJZEGEM et al., 2023. 

 

 

As propriedades superparamagnéticas das nanopartículas de magnetita promovem 

ainda mais a aplicação destes materiais na área biomédica, uma vez que a magnetização 

residual desprezível minimiza o risco de entupimento de vasos sanguíneos ocasionado 

pela agregação dos nanomateriais (VANGIJZEGEM et al., 2023). Além disso, a elevada 

suscetibilidade magnética, que quantifica o grau de magnetização do material em resposta 

a um campo magnético externo aplicado, promove maior eficiência de liberação de calor 

quando submetidas a um campo magnético alternado (GANAPATHE et al., 2020).  
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Dentre os métodos químicos de produção de nanoestruturas de magnetita, a 

técnica de coprecipitação química é tida como a mais empregada e citada até o presente 

momento devido à maior simplicidade, baixo custo e elevado rendimento em curto tempo. 

O procedimento é baseado na reação de sais precursores de Fe3+ e Fe2+, geralmente 

cloretos férrico e ferroso, em meio básico, sendo comumente empregadas soluções 

aquosas de NH4OH e NaOH em atmosfera livre de oxigênio (NICULESCU et al., 2021). 

Por outro lado, também é relatada distribuição de tamanho menos estreita para as 

partículas obtidas por esta via.  

No método de coprecipitação química, o mecanismo de formação das 

nanopartículas pode ser descrito pelo modelo proposto por LaMer (Figura II.11) que 

resume o fenômeno em 3 principais etapas: supersaturação, nucleação e crescimento. No 

início, com a dissolução dos sais precursores, ocorre o aumento da concentração dos íons 

metálicos Fe3+ e Fe2+ em solução. Em meio fortemente básico, os íons de ferro reagem 

com as hidroxilas fornecidas pela base, formando as espécies Fe(OH)2 e Fe(OH)3 

insolúveis (JANA, 2015). Quando a concentração dos hidróxidos formados é 

supersaturada o suficiente para superar a barreira energética de nucleação (Cmin) ocorre 

a aglomeração espontânea destes íons, provocando a formação de núcleos estáveis e 

cristalinos de óxido de ferro, os quais atuam como sementes para o crescimento das 

partículas (JANA, 2015). Na última etapa, a de crescimento, os íons remanescentes na 

solução (Fe3+, Fe2+ e OH-) se difundem e reagem na superfície dos núcleos formados, 

sendo incorporados à estrutura cristalina e promovendo o aumento de tamanho destes. O 

crescimento das partículas é interrompido quando a concentração dos íons de ferro em 

solução diminui abaixo do nível da supersaturação (Cs) (ANSARI et al., 2022; 

VANGIJZEGEM et al., 2023). 

 

 

 

 

. 
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Figura II.11 Diagrama de LaMer para o modelo de nucleação e crescimento de 

nanopartículas. 

 

Fonte: Adaptado de KHAN et al., 2019. 

 

A concentração e proporção molar dos sais precursores; o tipo, concentração e 

velocidade de adição da base empregada; o uso de agentes estabilizantes; o valor de pH 

do meio, taxa de agitação e a temperatura de reação são as principais variáveis da síntese 

por coprecipitação que exercem influência sobre o tamanho, formato e propriedades 

magnéticas das nanopartículas e, portanto, são as principais estratégias na busca por 

nanopartículas uniformes, estáveis e com maior cristalinidade (SAMRAT et al., 2021). 

 Em quaisquer métodos empregados, são atestadas a elevada energia e reatividade 

superficial das partículas de magnetita em escala nanométrica, bem como a tendência dos 

nanomateriais à oxidação e aglomeração. Neste sentido, torna-se crucial o 

desenvolvimento de estratégias de modificação da superfície dos nanomateriais a fim de 

promover maior estabilidade e dispersão e potencializar a aplicação destes, sobretudo no 

campo biotecnológico (LIU et al., 2020). 

O potencial eletrocinético é uma das propriedades exploradas no design de 

nanossistemas para imunoterapia do câncer. Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

com superfície eletricamente carregada em meio biológico revelaram resultados 

promissores de captação celular e repolarização de macrófagos em comparação aos 
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nanomateriais com potencial eletrocinético nulo. Desta forma, para o presente estudo, é 

essencial a compreensão aprofundada dessa variável.  

 

2.2.3. Potencial eletrocinético 

O potencial eletrocinético, ou potencial zeta, é o potencial estabelecido na 

interface hidrodinâmica, ou seja, no plano de cisalhamento, de um sistema coloidal em 

decorrência do contato de partículas carregadas com um meio dispersante. Na interface 

sólido-líquido, a superfície carregada atrai íons provenientes do líquido, provocando o 

acúmulo espontâneo dessas espécies ao redor da partícula que origina a camada elétrica 

dupla (CED). A estrutura da CED é composta por uma camada mais interna (Stern) 

originada por contra-íons fortemente ligados à superfície e por uma segunda camada 

(difusa) de íons livres (Figura II.12) (ZHANG et al., 2009; BUTT et al., 2011). 

 

Figura II.12 Diagrama representativo das camadas elétricas ao redor da partícula 

negativamente carregada e os respectivos potenciais elétricos. 

 

Fonte: Adaptado de PARK et al., 2011. 
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De acordo com o modelo de Gouy-Chapman para a CED, próximo à interface 

sólido-líquido, a concentração de contra-íons é maior devido ao predomínio das forças 

atrativas sobre o processo térmico, o que provoca a queda do potencial elétrico. Já em 

regiões mais afastadas da interface, onde há maior dispersão dos contra-íons, as forças 

repulsivas exercem maior influência e o potencial elétrico cai gradualmente (BARD et 

al., 2002). Com relação aos íons de mesma carga da superfície, os co-íons, presentes na 

dupla camada elétrica, estes possuem perfil de concentração oposto. Quanto maior a 

distância da superfície, maior a concentração dessas espécies, uma vez que tendem a ser 

repelidos pela superfície de carga oposta. No equilíbrio, fica estabelecido o perfil de 

concentração dos contra-íons, e consequentemente de co-íons, constituindo a camada 

difusa. O potencial elétrico não varia linearmente com a distância da superfície sólida, 

mas decai exponencialmente (MEUNIER et al., 2010; HUNTER, 2001). 

A distribuição de potencial elétrico na CED pelo modelo de Gouy-Chapman pode 

ser formulada a partir da equação de Poisson-Boltzmann que relaciona o potencial com a 

densidade volumétrica de cargas (BUTT et al., 2011). Para baixos valores de potencial 

de superfície, considerando uma geometria plana unidimensional, a relação entre o 

potencial 𝛹 a uma distância x da superfície da partícula tem a seguinte forma, conhecida 

como simplificação de Debye-Huckel (HUNTER, 2001): 

    𝛹 = 𝛹0𝑒−𝜎𝑥          (Equação II.1) 

Ψ0 é o potencial elétrico na superfície da partícula. O parâmetro 𝞼 pode ser 

calculado a partir da Equação 2.2 e equivale a 
1

D
, onde D é denominada espessura de 

Debye e tem dimensão de distância. Para uma distância x igual ou maior ao da espessura 

de Debye, o potencial sofre a queda por um fator exponencial (𝛹 = Ψ0/e), o que se traduz 

em efeitos muito baixos de campo elétrico (BARD et al., 2002).  

𝜎 =  (
2𝑛∞𝑧2𝑒2

𝛿𝜀0𝑘𝐵𝑇
)

1

2
   (Equação II.2) 

Sendo, 

n ∞: concentração iônica na fase bulk; 

z: valência do íon; 
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e: carga elementar; 

δ: constante dielétrica do meio no interior da CED; 

Ꜫ0: a permissividade no vácuo; 

kB: constante de Boltzman; 

T: temperatura absoluta. 

Da expressão 2.2, nota-se que, além da constantes e da temperatura, 𝞼 depende da 

concentração e da valência dos eletrólitos presentes no sistema. Dessa forma, com o 

aumento da concentração (n) e/ou da valência (z), espera-se a redução do parâmetro D 

e, portanto, a contração da CED (BARD et al., 2002). 

A teoria de Gouy-Chapman é capaz de descrever com precisão sistemas com 

potencial de superfície de até 25 mV à temperatura ambiente, além de fornecer boas 

estimativas para soluções com concentração inferior a 0.2 M contendo íons monovalentes 

e submetidas a potenciais maiores que 80 mV (BUTT et al., 2011). Fora dessas condições, 

o modelo apresenta falhas, como valores superestimados de capacitância, uma vez que 

trata dos íons como cargas pontuais que se aproximam da superfície a uma distância irreal 

(menor que seu raio iônico). Desse modo, permite o aumento infinito da capacitância com 

o potencial. Além disso, desconsidera o efeito do solvente na interface sólido-líquido e as 

interações íon-íon. Outros modelos têm sido desenvolvidos visando contornar essas 

limitações, porém o modelo de Gouy-Chapman continua sendo muito empregado e é útil 

para entender o efeito das variáveis sobre o potencial elétrico num meio com partículas 

carregadas (BARD et al., 2002; MEUNIER et al., 2010). 

Como visto inicialmente, o potencial no plano de cisalhamento é conhecido como 

potencial eletrocinético ou potencial zeta. O método mais empregado na determinação do 

potencial zeta se dá por meio da medida de mobilidade eletroforética, que caracteriza a 

velocidade das partículas do sistema mediante a aplicação de um campo elétrico. A 

medida de potencial zeta é amplamente utilizada para o estudo de diversos processos 

interfaciais, atuando como parâmetro de estabilidade de sistemas coloidais; como critério 

de modificação de uma superfície e, mais recentemente, como ferramenta de prova de 

ativação celular e interação entre biomoléculas e nanossistemas (ZHANG, 2015). Por ser 

uma propriedade interfacial, o valor de potencial zeta é também governado pelas 
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condições do meio. O pH e a natureza do meio; o tipo de eletrólito; a concentração iônica 

e a temperatura do sistema são algumas das principais variáveis que exercem influência 

sobre o valor de potencial zeta (LU et al., 2010) 

O pH do meio aquoso pode afetar o potencial zeta de uma partícula à medida que 

atua sobre o equilíbrio de protonação dos grupos da superfície e na adsorção dos íons H+ 

ou OH-. Considerando a superfície anfotérica de um óxido metálico, em meio ácido ocorre 

a protonação dos grupos hidroxila, gerando uma densidade de cargas positivas na 

superfície e, consequentemente, um potencial zeta positivo. Por outro lado, se o pH da 

solução for aumentado, o excesso de íons OH- provocará a desprotonação dos grupos 

hidroxila, a superfície assumirá uma densidade de cargas negativas e o potencial zeta será 

negativo (ZHANG et al., 2020) (Figura II.13) 

 

Figura II.13 Perfil de potencial zeta de um óxido metálico em função do pH do meio. 

 

Fonte: Adaptado de Matter et al., 2020 

 

Em determinado valor de pH, a densidade superficial de cargas positivas equivale 

à de cargas negativas, ou seja, ocorre o equilíbrio entre o número de grupos OH 

protonados (OH2
+) e desprotonados (O-) na superfície. Nesta condição, o sistema atingiu 

o ponto de carga zero (PCZ) e a superfície se torna neutra (potencial de superfície nulo). 

Já no plano de cisalhamento, o valor de pH correspondente ao potencial zeta nulo é 

conhecido como ponto isoelétrico (PI). Se não houver adsorção específica na camada 
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Stern, PCZ = PI. Se houver efeitos de adsorção específica, a CED pode sofrer expansão 

e o potencial zeta pode não ser nulo, mesmo a superfície possuindo carga líquida nula 

(GULICOVSKI et al., 2008).  

A adição de um eletrólito na suspensão influencia diretamente o potencial zeta. 

Pode haver uma redução na sua magnitude, quando os contra-íons provocam a contração 

da CED, uma vez que exercem um efeito de blindagem eletrostática, atenuando o alcance 

do potencial de superfície. Contrariamente, o potencial zeta pode aumentar quando a força 

de adsorção dos íons na superfície é predominante sobre as forças eletrostáticas 

repulsivas, ocasionando um aumento na concentração de co-íons próximo a superfície e, 

consequentemente, elevando a magnitude do potencial zeta (WNEK et al., 1977). 

Da mesma forma, o aumento da temperatura pode provocar o aumento do 

potencial zeta por promover o aumento de energia e mobilidade dos íons e expandir a 

CED. Em contrapartida, o aumento significativo da temperatura pode ocasionar a 

dessorção dos íons da camada de Stern, gerando a contração da CED e redução do 

potencial zeta. Com relação ao meio dispersante do sistema, quanto maior a constante 

dielétrica, maior a polaridade e intensidade dos fenômenos eletrocinéticos, o que resulta 

em maior valor de potencial zeta (DAS, 2017). 

A estabilidade de uma dispersão coloidal é resultado do balanço entre as forças de 

atração e repulsão eletrostáticas existentes entre as partículas. De modo que, quando o 

potencial zeta é elevado, em módulo, as forças de repulsão são predominantes e as 

partículas permanecem separadas. Se os valores de potencial zeta são baixos, as forças de 

atração tornam-se relevantes e as partículas ficam mais próximas, conduzindo à 

instabilidade coloidal. Como visto anteriormente, no ponto isoelétrico, a carga líquida no 

plano de cisalhamento é nula. Logo, em regiões de pH próximas ao valor do ponto 

isoelétrico, as partículas possuem repulsão eletrostática mínima e tendem a se aglomerar, 

ocasionando grande instabilidade da dispersão (Figura II.14) (SHARMA et al., 2014). 
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Figura II.14 Diagrama de perfil de potencial zeta em função do pH do meio. 

 

Fonte: Adaptado de PATE et al., 2016. 

 

Para promover o deslocamento do ponto isoelétrico, a natureza do potencial 

eletrocinético (positivo ou negativo) e a estabilidade da dispersão em determinado valor 

de pH, uma das principais estratégias é a modificação de superfície, como, por exemplo, 

a funcionalização química com grupos que aumentem a densidade de cargas de interesse, 

a magnitude do potencial de superfície e, consequentemente, do potencial zeta. No caso 

específico de NPM pode ser feito, além da funcionalização, o recobrimento da superfície 

com sílica e outros compostos que reduzam a atração magnética que também pode 

conduzir a dispersão à instabilidade (LIU et al., 2024).   

 

2.2.3. Modificação de superfície de nanopartículas  

A funcionalização de superfícies em nanoescala integra a geração emergente de 

estratégias empregadas no desenvolvimento de nanossistemas multifuncionais. O estudo 

da natureza, da forma, do tamanho e das propriedades de superfície é elemento base para 

a engenharia de materiais no combate ao câncer. O uso de técnicas de funcionalização é 

fundamental para o ajuste do potencial de superfície de nanopartículas magnéticas de 

óxido de ferro, propriedade que tem despertado o interesse, especialmente, em 

abordagens imunoterapêuticas. A Figura II.15 ilustra a variedade de materiais aplicados 

em nanomedicina, os quais podem ser obtidos a partir de compostos inorgânicos, 

orgânicos ou poliméricos, com tamanho e forma controlados.  
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Figura II.15 Principais nanossistemas empregados em terapia e diagnóstico de câncer. 

 

Fonte: Adaptado de SUN et al., 2014. 

 

De forma mais geral, os métodos de funcionalização podem ser classificados 

como covalentes e não covalentes, dependendo do tipo de conjugação feita entre a 

superfície da nanoestrutura e a molécula incorporada. A primeira abordagem, covalente, 

se baseia na ligação química dos grupos reativos da superfície com os ligantes de interesse 

e se destaca pela estabilidade diante de condições ambientais, como pH, temperatura e 

força iônica, e por possibilitar a formação de estruturas multifuncionais complexas por 

meio de funcionalização sequencial (SANITÀ et al., 2020). O mecanismo não-covalente 

de modificação envolve diferentes tipos de interação de menor força, como ligação de 

hidrogênio, interações eletrostáticas, hidrofóbicas e de Van der Waals. Por ser um 

fenômeno físico, possui técnicas de modificação bem mais simples que as do tipo 

covalente, além da possibilidade de conservar a estrutura e as propriedades originais do 

ligante. Por outro lado, devido à natureza dessas interações, a funcionalização é mais 

facilmente afetada pelas condições do meio (SANITÀ et al., 2020).  

No contexto das aplicações biomédicas, a funcionalização da superfície de NPM 

é tida como essencial. A elevada energia superficial decorrente do aumento da área 

específica nessa escala, instabilidade, oxidação, bem como a formação de radicais livres 

e ligações não específicas no ambiente biológico configuram algumas das razões para o 

desenvolvimento de estratégias de funcionalização do material (PROPECSU et al., 2019). 
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A Figura II.16 ilustra as principais modificações feitas em nanopartículas de magnetita 

com o objetivo de contornar os problemas enfrentados na terapia de câncer. 

Figura II.16 Ilustração esquemática das principais modificações feitas na superfície das 

NPM. 

         

Fonte: Adaptado de MYLKIE et al., 2021. 

 

Polímeros são amplamente utilizados para recobrimento da superfície de 

nanopartículas. Dentre as principais vantagens conferidas pelo material, destaca-se a 

elevação de biocompatibilidade, prevenção da oxidação das partículas, possibilidade de 

posterior funcionalização e liberação controlada dos nanossistemas (MITRA et al., 2011; 

MYLKIE et al., 2021). Quanto à natureza dos polímeros, estes podem ser sintéticos, como 

polietilenoglicol (PEG), poli(vinilpirrolidona) (PVP), álcool polivinílico (PVA) e 

polimetilmetacrilato (PMMA); e naturais, como a quitosana e a dextrana. A 

funcionalização pode ser feita durante ou após a síntese das partículas. No primeiro caso, 

são empregadas técnicas como polimerização em mini ou microemulsão e processo sol-

gel. No segundo caso, os polímeros formados podem formar ligação química ou interagir 

fisicamente com o núcleo magnético (WU et al., 2015).  

Compostos orgânicos são comumente empregados por promoverem estabilidade 

às NPM, bem como contribuírem para o aumento da interação e penetração em 

importantes barreiras biológicas para o tratamento de câncer. Assim como os polímeros, 

os surfactantes, lipídios e outras pequenas moléculas integram a classe de compostos 

orgânicos aplicados na funcionalização, a qual também pode ser feita durante ou após a 

síntese dos nanomateriais (PROPECSU et al., 2019). 

Os compostos inorgânicos ampliam o escopo de aplicações biomédicas para as 

NPM. Dentre os materiais mais testados estão: os metais nobres, como ouro e prata, uma 

Surfactantes e 

outros compostos 

orgânicos 
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vez que atribuem maior resistência química e biocompatibilidade no meio biológico; os 

sulfetos e óxido, como CdS, ZnS, TiO2 e ZnO, este último com propriedades anticâncer 

e, em especial, os derivados de sílica, que conferem maior dispersão, durabilidade e 

resistência ao nanossistema em meio ácido (MYLKIE et al., 2021). 

Dentre os grupos funcionais mais visados para funcionalização das NPM, os 

grupos amino se destacam pela promoção de biocompatibilidade, bioconjugação 

específica, aumento da captação celular das partículas, baixa toxicidade ao sistema e, em 

especial, como ferramentas de modificação de potencial de superfície dos nanomateriais. 

Nanopartículas de magnetita modificadas com grupos amino podem desenvolver 

potencial eletrocinético positivo em pH tumoral (MUGICA et al., 2016; WU et al., 2008). 

 

2.2.4. Estratégias para conferir potencial eletrocinético positivo por adição de 

silanos 

A principal metodologia pós-síntese de inserção de grupos amino na superfície 

das NPM se dá via ligação covalente em meio aquoso por meio do ancoramento de 

agentes de silanização, usualmente um alcoxisilano devido aos grupos amino terminais. 

O processo está representado na Figura II.17. Tomando como referência a superfície da 

magnetita, a funcionalização pode ser resumida em 4 etapas: (i) inicialmente, ocorre a 

hidrólise dos grupos alcóxi presentes no agente silanizante acompanhada da liberação de 

moléculas de álcool; (ii)  em seguida, há a condensação das hidroxilas presentes nos 

grupos silanois (Si-OH) formados com os grupos OH da superfície metálica (Fe-OH) via 

ligação de hidrogênio; (iii)  como resultado, ocorre a formação das ligações Fe-O-Si e a 

perda de água; (iv) dessa forma, os grupos NH2 presentes no radical (R) do organosilano 

original passam a integrar a superfície da magnetita (WU et al., 2008). 
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Figura II.17 Resumo das etapas de funcionalização das NPM com grupos amino pelo 

procedimento de silanização em meio aquoso. 

 

Fonte: Adaptado de AHANGARAN et al., 2020. 

 

É importante frisar que, após a reação inicial de hidrólise, as etapas de 

condensação e formação de ligação não necessariamente ocorrem de forma sequencial, 

mas podem acontecer simultaneamente na superfície da partícula. Além disso, 

dependendo das condições experimentais, o processo pode se desenvolver por meio de 

outras rotas reacionais, levando à formação de estruturas de ligantes em monocamada, 

multicamada ou policondensada com alto nível de ramificação (LIU et al., 2013) 

Alternativamente, a Figura II.18 ilustra algumas das possíveis rotas reacionais de 

silanização em nanopartículas de magnetita, empregando APTES como agente 

silanizante. A primeira rota está de acordo com o mecanismo anteriormente descrito, em 

que os grupos silanois formados, após a hidrólise, reagem com as hidroxilas da superfície 

da magnetita e condensam, formando uma monocamada de aminoligantes. Na segunda 

rota, acontece a autocondensação descontrolada do agente silanizante, provocando a 

construção de um arranjo em multicamadas linkado pelos novos grupos siloxanos (Si-O-

Si) formados. Já na terceira rota, acontece a reação dos grupos Si-OH com os grupos Fe-

OH superficiais, mas, paralelamente, ocorre a interação dos grupos sinalois com os 

grupos amino terminais via ligação de hidrogênio, potencializando a ramificação da 

estrutura (LIU et al., 2013).  
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Figura II.18 Possíveis rotas de sinalização das NPM em meio aquoso contendo (3-

Aminopropil)trietoxisilano (APTES). 

 

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2013. 

 

A funcionalização por silanização também pode ser feita em meio anidro, de 

acordo com o mecanismo representado na Figura II.19. Em sistema não aquoso, ocorre a 

condensação direta do agente silanizante na superfície do óxido metálico. Tal fenômeno 

se dá por meio dos grupos hidroxila presentes na superfície, os quais atuam como 

nucleófilos, atacando o centro positivo do organossilano utilizado (RAHMAN; 

PADAVETTAN, 2012). 
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Figura II.19 Representação do mecanismo de reação das NPM com o aminossilano em 

meio anidro, sendo R = CH3 ou CH2CH3. 

 

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2018. 

 

A metodologia em meio anidro é frequentemente adotada para funcionalização de 

superfícies recobertas com sílica, uma vez que, em meio aquoso, a hidrólise descontrolada 

do agente silanizante pode provocar a policondensação deste na superfície e, portanto, o 

descontrole sobre o processo de funcionalização (MUGICA et al., 2016). Contudo, 

devido à baixa quantidade de grupos OH na superfície da magnetita comparada à de sílica, 

fica escassa a hidrólise do agente silanizante e, consequentemente, o ancoramento deste 

na superfície dos óxidos metálicos. Portanto, opta-se, preferencialmente, pelo 

procedimento em meio aquoso (KIM et al., 2009) 

A escolha do solvente também revelou forte influência sobre a eficiência de 

funcionalização. As principais características responsáveis pelo efeito do solvente no 

sistema são a polaridade e habilidade de dissolução do aminossilano no meio reacional. 

Solventes polares, como álcoois, são comumente empregados em procedimentos de 

silanização de NPM, uma vez que a polaridade tende a promover o rompimento das 

ligações de hidrogênio realizadas entre as moléculas de água, favorecendo a forma livre 

e movimentação destas espécies para a reação de hidrólise. Além de aumentarem a 

solubilidade do aminossilano no meio reacional, os álcoois possuem caráter prótico, ou 

seja, capacidade de formar ligações de hidrogênio. Apesar desta propriedade gerar a 

possibilidade de competição pelas hidroxilas presentes nas nanopartículas, é relatado que 

a solvólise promovida pelo álcool permite maior controle da funcionalização e evita a 

policondensação desordenada na superfície (JAKŠA et al., 2014). 
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A temperatura configura-se como um fator determinante para a velocidade da 

reação de hidrólise e grau de funcionalização. É estabelecido que quanto maior a 

temperatura maior a taxa de hidrólise e, em temperaturas mais altas, são favorecidas as 

interações do silanois com a superfície da partícula. (BRUCE et al., 2005). As 

temperaturas de referência para preparação de uma monocamada de aminossilnano na 

superfície das NPM (rota 1 da Figura 2.18) empregando etanol como solvente ficam em 

torno de 70° C. Em temperaturas mais altas, a silanização torna-se menos dependente da 

concentração inicial de silano. Quanto ao tempo de reação, em 70 °C, apesar de a 

silanização ser alcançada dentro da primeira hora de reação, a saturação de equilíbrio 

pode demorar até 24 h para acontecer. (LIU et al., 2013).  

O recobrimento das NPM com sílica é uma das estratégias visadas para aumento 

da quantidade de hidroxilas na superfície dos nanomateriais, podendo impactar no grau 

de funcionalização. O principal método de recobrimento atualmente utilizado é o de 

Stöber modificado, empregando tetraetilortosilicato (TEOS) como reagente e etanol 

como solvente (SANTOS et al. 2017). O processo de recobrimento é similar ao de 

silanização e pode ser simplificado em 2 etapas: (i) inicialmente ocorre a hidrólise do 

reagente de sílica (TEOS) e formação de monômeros, os quais sofrem condensação e 

formam as partículas primárias de sílica; (ii) no segundo estágio, ocorre o crescimento, 

agregação e deposição das partículas primárias na superfície da magnetita, formando uma 

nanoestrutura núcleo-casca com núcleo de magnetita e casca de sílica (LIU et al., 2007) 

(Figura II.20). 
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Figura II.20 Representação das etapas do mecanismo de recobrimento da superfície das 

nanopartículas de magnetita com sílica. 

  

Fonte: LIU et al., 2007.  

 

A adição da camada de sílica na superfície das NPM pode promover maior grau 

de ancoramento de grupos amina e, consequentemente, maior deslocamento do ponto 

isoelétrico dos nanomateriais. Neste sentido, o presente trabalho visa empregar tais 

abordagens de modificação de superfície (recobrimento com sílica e/ou funcionalização 

com aminossilano) para conferir potencial eletrocinético positivo aos nanossistemas em 

pH correspondente ao do ambiente biológico tumoral (6,8).   
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III. Materiais e Métodos 

3.1. Obtenção dos nanossistemas 

Visando o desenvolvimento de nanocompostos repolarizadores de macrófagos, foi 

planejada a produção de 13 tipos de nanossistemas magnéticos de óxido de ferro, como 

ilustrado na Figura III.1.  

 

Figura III.1 Esquema dos 13 nanossistemas magnéticos de óxido de ferro a serem 

desenvolvidos. 

 
 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

Os nanomateriais de partida são as nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

(NPM). Estas são submetidas a funcionalização com aminossilano e/ou recobrimento 

com sílica. 

As NPM foram funcionalizadas com aminossilano em condições reacionais 

distintas quanto à proporção de água/etanol: (i) 2%/98% (NPM_NH2 2% H2O) e (ii) 

50%/50% (NPM_NH2 50% H2O). Sendo esta última refuncionalizada na mesma condição 

(NPM_NH2 50% H2O R). 
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O recobrimento com sílica, para formação de nanoestruturas núcleo-casca, foi 

realizado variando o teor de precursor de sílica, resultando em nanossistemas que se 

diferenciam pelo aumento da espessura da camada de sílica (NPM@SiO2_100; 

NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500). Após o recobrimento com sílica, as nanopartículas 

foram submetidas a uma primeira funcionalização com aminossilano 

(NPM@SiO2_100_NH2; NPM@SiO2_300_NH2 e NPM@SiO2_500_NH2) e, 

posteriormente, foram novamente funcionalizadas (NPM@SiO2 refuncionalizadas: 

NPM@SiO2_100_NH2R, NPM@SiO2_300_NH2R e NPM@SiO2_500_NH2R).  

As metodologias envolvidas para obtenção destes nanossistemas estão detalhadas 

a seguir. 

 

3.1.1.  Síntese das nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (NPM) 

As NPM foram preparadas pelo método de co-precipitação, de acordo com o 

procedimento descrito por Bedê e colaboradores (2017). 

Para realizar a síntese das nanopartículas foi empregado o aparato experimental 

ilustrado na Figura III. 2. A unidade experimental é composta de um reator de vidro 

borossilicato encamisado com capacidade de 500 mL e com tampa contendo cinco 

entradas. Na boca central foi inserido um agitador mecânico com haste e impelidor tipo 

pá vertical, por uma boca lateral foi acoplado um condensador de refluxo e os reagentes 

foram adicionados por intermédio das demais bocas laterais. Além disso, foi utilizado um 

suporte universal com garra para sustentar e alinhar o conjunto reator-agitador, e um 

banho termostático de recirculação, garantindo a temperatura constante ao longo da 

reação. 

Todos os reagentes utilizados na síntese estão listados na Tabela III. 1 e o 

procedimento via método de co-precipitação está ilustrado na Figura III.3. A metodologia 

consiste, inicialmente, da obtenção das soluções aquosas dos sais precursores (FeCl2 e 

FeCl3) da magnetita (Fe3O4). As soluções precursoras de Fe2+ e Fe3+ são misturadas em 

proporção equimolar e não estequiométrica a 60 ºC. Por fim, a precipitação das 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro é induzida pela adição de base, até alcançar 

a faixa de pH 9-11 no meio reacional. 
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Figura III. 2 Aparato experimental utilizado na síntese das nanopartículas. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela III. 1 Reagentes empregados na síntese das NPM. 

Reagente Fórmula Química Fornecedor Grau de 

Pureza / % 

Massa Molar 

(g.mol-1) 

Cloreto de cálcio 

dihidratado 

CaCl2.2H2O Vetec Química 

Fina (Brasil) 

> 97% 147,01 

Sulfato ferroso 

heptahidratado 

FeSO4.7H2O Vetec Química 

Fina (Brasil) 

> 99% 

 

277,00 

Cloreto férrico 

hexahidratado 

FeCl3.6H2O Vetec Química 

Fina (Brasil) 
≥ 97% 270,30 

Solução de amônia NH4OH Merck (Brasil) - 35,05 

Água Deionizada H2O - - 18 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura III.3 Resumo esquemático da síntese das nanopartículas magnéticas de óxido de 

ferro (NPM) por co-precipitação química. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A solução de FeCl2 0,5 mol.L-1 foi preparada a partir da mistura de uma solução 

de CaCl2.2H2O (7,25 g) em água (40 mL) com outra solução contendo 13,90 g de 

FeSO4.7H2O em 40 mL de água. A mistura foi homogeneizada, utilizando um bastão de 

vidro, e pode-se observar a formação de um precipitado esbranquiçado (CaSO4). A reação 

pode ser descrita pela Equação 3.1. Fez-se a filtração a vácuo da mistura e a lavagem do 

sólido com 20 mL de água deionizada, obtendo um volume final de 100 mL de solução. 

O precipitado foi descartado e o filtrado (FeCl2 0,5 M) foi reservado para ser utilizado na 

síntese das NPM. 

           FeSO4. 7H2O + CaCl2. 2H2O → CaSO4 + FeCl2 + 9H2O        Equação 3.1 

O sulfato ferroso utilizado na obtenção da solução de FeCl2 foi previamente 

purificado por recristalização, a fim de garantir a pureza dos íons Fe2+. Para tal, o sulfato 

ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O) foi solubilizado em uma solução de H2SO4:H2O 

1:3 (p/v), sob aquecimento e agitação, com o auxílio de um bastão de vidro. Ao atingir a 

temperatura de 60°C, foram adicionadas pequenas quantidades de ferro metálico à 

mistura, até se obter uma solução saturada. No momento da adição, pode-se observar a 

efervescência do meio, indicando a ocorrência da reação (Equação 3.2) e formação de H2 

gasoso. A adição de Fe° foi interrompida quando não houve mais evolução de gases. A 
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presença do ferro metálico na mistura reacional provoca o deslocamento do equilíbrio da 

reação redox para a direita, gerando uma abundância dos íons Fe2+ em solução. Além 

disso, ao se oxidar, o ferro metálico evita a oxidação dos íons Fe2+ presentes no sólido, 

garantindo que este permaneça no estado de oxidação mais reduzido. 

        FeSO4. 7H2O + 2H2SO4 +  2Fe → 3FeSO4 + 2H2 + 7H2O      Equação 3.2 

Em seguida, a mistura reacional foi filtrada a vácuo, a quente, para remoção das 

impurezas formadas. O filtrado, de coloração azul-esverdeada, foi resfriado em banho de 

gelo e submetido à recristalização induzida por atrito entre o recipiente e o bastão de 

vidro.  

Os cristais azul-esverdeados obtidos foram filtrados a vácuo, lavados com água 

gelada durante a filtração para a remoção do excesso de ácido e, posteriormente, 

armazenados em um recipiente na geladeira    

A solução de FeCl3 0,5 M foi preparada por meio da dissolução de 13,52 g de 

FeCl3.6H2O em 100 mL de água deionizada. Após o preparo das soluções de FeCl3 e 

FeCl2, ambas foram misturadas em um reator encamisado previamente aquecido a uma 

temperatura de 60 °C. Após a homogeneização completa, fez-se a adição de 25 mL de 

uma solução de NH4OH (28-30% p/v), tornando o meio básico (pH entre 9 e 10). Neste 

momento, pode-se observar a formação do precipitado preto característico da magnetita. 

A equação 3.3 descreve a reação dos precursores FeCl3 e FeCl2 empregados em 

proporção equimolar em meio básico para obtenção da magnetita 

          2FeCl3 + FeCl2 + 8NH4OH → Fe3O4 + 8NH4Cl + 4H2O         Equação 3.3 

O sistema reacional foi mantido sob aquecimento e agitação durante 30 min. 

Posteriormente, fez-se o resfriamento da mistura até a temperatura ambiente e a 

sedimentação da fase sólida com o auxílio de um imã. O sobrenadante apresentou aspecto 

límpido e foi descartado. O precipitado composto prioritariamente pelas NPM foi lavado 

com água deionizada até que fosse atingida a neutralidade do pH do meio. Finalmente, as 

nanopartículas foram ressuspendidas em água e armazenadas. 
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3.1.2.  Recobrimento das NPM com sílica 

O recobrimento das NPM com sílica foi realizado segundo o método de Stober 

modificado relatado por Santos e colaboradores (2017). O aparato experimental utilizado 

no procedimento de recobrimento com sílica é formado por uma incubadora shaker (NL-

343-01, New Lab) com agitação orbital e aquecimento controlado, contendo garras, nas 

quais foram fixados os recipientes empregados como reatores. Todos os reagentes 

utilizados no recobrimento das NPM com sílica estão listados na Tabela III.2 e as etapas 

do procedimento estão ilustradas na Figura III. 4. 

Tabela III.2 Reagentes empregados no recobrimento das NPM. 

Reagente Fórmula Química Fornecedor Grau de 

Pureza 

(%) 

Massa 

Molar 

(g.mol-1) 

Tetraetilortossilicato 

(TEOS) 

Si(OC2H5)4 Merck 

(Brasil) 

99 208.33 

Etanol Absoluto PA C2H6O Merck 

(Brasil) 

99,95 46,07 

Solução de amônia NH4OH Merck 

(Brasil) 

- 35,05 

Água Deionizada H2O - - 18 

 

Figura III. 4 Etapas do procedimento de recobrimento das NPM pelo método de Stober 

modificado. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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A metodologia de recobrimento consistiu inicialmente da ressuspensão de 500 mg 

de NPM em 100 mL de uma mistura de água e etanol na proporção 1:9 v/v em triplicata 

(considerando a variação posterior do teor do precursor de sílica). Cada suspensão obtida 

foi dispersa durante 5 min com o auxílio de uma sonda de ultrassom (Branson Digital 

Sonifier®, modelo 450, com 120 W de potência em frequência constante de 20 KHz). 

Após homogeneização, os sistemas foram submetidos à agitação na incubadora shaker 

descrita na seção 3.2 e foi feita a adição de 3 mL de solução de NH4OH para ajustar o pH 

de cada meio para 10. Após a alcalinização, os sistemas foram submetidos a aquecimento 

(60 °C) e mantidos sob agitação. Após 10 min de estabilização da temperatura, foi feita a 

adição de TEOS em três diferentes volumes e proporções mássicas (SiO2:Fe3O4): 100 

µL (1:18,52); 300 µL (1:6,21) e 500 µL (1:3,73) em cada um dos sistemas. Após a adição 

do precursor de sílica, os sistemas foram vedados e mantidos sob agitação e aquecimento 

durante 12 h. Após o término do procedimento, o sólido obtido foi lavado 3 vezes com 

etanol, ressuspendido em água e armazenado.    

 

3.1.3.  Funcionalização das NPM com grupo amino  

A funcionalização das NPM com grupo amino foi feita pelo método pós-síntese 

de silanização, segundo o procedimento descrito por Santos et al. (2018). 

O aparato experimental utilizado a incubadora shaker descrita na seção anterior. 

Os reagentes empregados no procedimento estão dispostos na Tabela III. 3 e as etapas do 

procedimento estão ilustradas na Figura III.5. 

Tabela III. 3 Reagentes empregados na funcionalização das NPM. 

Reagente Fórmula 

Química 

Fornecedor Grau de 

Pureza / % 

Massa 

Molar 

(g.mol-1) 

(3-aminopropil) 

trimetoxisilano (APTMS) 

C6H17NO3Si MERCK 97 179.29 

Etanol Absoluto PA C2H6O MERCK 99,95 46,07 

Água Deionizada H2O - - 18 
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Figura III.5 Etapas do procedimento de funcionalização das NPM pelo método de 

silanização. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A metodologia de silanização empregada no presente trabalho utilizou o reagente 

3-aminopropil-trimetoxisilano (APTMS) como agente silanizante em meio aquoso e 

etanol como solvente.   

No procedimento, inicialmente, foram ressuspendidos 500 mg das nanopartículas 

de magnetita em 100 mL de uma mistura de água deionizada e etanol, em duplicata, nas 

proporções volumétricas de 1:1 (50% H2O / 50% etanol) e 1:49 (2% H2O / 98% etanol).  

As suspensões foram dispersas com o auxílio da mesma sonda de ultrassom descrita na 

seção anterior durante 30 min e, após este tempo, o sistema foi submetido à agitação e 

aquecimento à 60 °C. Após a estabilização da temperatura, fez-se a adição de APTMS na 

proporção mássica de 0,016:1 APTMS:NPM à suspensão final do material magnético. O 

sistema foi vedado e mantido sob agitação e temperatura 60°C durante 24 h. Ao final do 

experimento, o precipitado contendo as nanopartículas funcionalizadas (NPM-NH2) foi 

sedimentado com o auxílio de um imã e o sobrenadante descartado. Ao final do 

procedimento, o material foi lavado três vezes com etanol, ressuspendido em água e 

armazenado.   
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3.2.  Caracterizações 

 Os nanossistemas desenvolvidos foram caracterizados por diferentes técnicas 

físico-químicas. Cada técnica foi empregada com um objetivo específico, portanto, nem 

todos os sistemas foram submetidos a todas as caracterizações.  A Tabela III.4 

correlaciona as técnicas adotadas para cada nanosssitema. 

Tabela III.4 Técnicas de caracterização físico-química empregadas para os 

nanossistemas e objetivos da caracterização. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Foi feita a avaliação estrutural dos nanossistemas NPM e NPM@SiO2 pela técnica 

de difração de raios X (DRX) a fim de avaliar a influência do recobrimento com sílica 

Técnica de 

Caracterização 

Nanossistema Objetivo da 

caracterização 

Difração de raios X (DRX) NPM 

NPM@SiO2_100 

NPM@SiO2_300 

NPM@SiO2_500 

 

Avaliação estrutural 

Microscopia Eletrônica de 

Transmissão (MET) 

NPM 

NPM@SiO2_100 

NPM@SiO2_300 

NPM@SiO2_500 

NPM_NH2_50%H2O_R 

 

Avaliação morfológica 

Espectroscopia de 

Infravermelho com 

Transformada de Fourier 

(FTIR) 

Análise Elementar (CHN) 

Potencial Zeta (PZ) 

NPM 

NPM_NH2_2%H2O 

NPM_NH2_50%H2O 

NPM_NH2_50%H2O_R 

NPM@SiO2_100 

NPM@SiO2_300 

NPM@SiO2_500 

NPM@SiO2_100_NH2 

NPM@SiO2_300_NH2 

NPM@SiO2_500_NH2 

NPM@SiO2_100_NH2_R 

NPM@SiO2_300_NH2_R 

NPM@SiO2_500_NH2_R 

 

Identificação de grupos 

funcionais 

Análise de composição 

elementar 

Identificação de potencial 

isoelétrico 

Magnetometria (MxH) 

Espalhamento Dinâmico 

de Luz (DLS) 

NPM 

NPM_NH2_50%H2O_R 

Magnetização 

Diâmetro hidrodinâmico 



 

62 
 

sobre a estrutura cristalina dos nanomateriais. Os nanossistemas funcionalizados não 

foram analisados neste aspecto, uma vez que não se espera alterações na estrutura 

cristalina por meio da adição de aminossilano (KRISTL et al., 2024). 

A análise da morfologia dos nanossistemas NPM e NPM@SiO2 foi avaliada por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) com objetivo de identificar, 

principalmente, a camada de sílica ao redor das partículas e o impacto sobre o formato e 

tamanho dos nanomateriais. A morfologia do nanossistema NPM_NH2_50%H2O_R 

também foi investigada, pois este foi selecionado para ensaios biológicos (conforme 

seção 4.4). Complementarmente, foi realizada a avaliação das composições elementares 

(EDS, do inglês Energy-dispersive X-ray Spectroscopy) dos nanossistemas contendo 

sílica. 

A identificação de grupos funcionais, composição elementar e potencial zeta 

foram realizadas para todos os nanossistemas, empregando as técnicas de espectroscopia 

na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglês Fourier-

transform Infrared Spectroscopy), análise elementar de CHN e dispersão de luz 

eletroforética (DLE), respectivamente.  

As medidas de magnetização e de diâmetro hidrodinâmico foram realizadas 

apenas para os nanossistemas selecionados para os ensaios biológicos (NPM e 

NPM_NH2_50%H2O_R), empregando as técnicas de Magnetometria (MxH) e 

Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS, do inglês Dynamic Light Scattering) 

 

3.2.1. Difração de raios X (DRX) 

A análise da estrutura cristalina dos nanomateriais foi realizada por meio da 

técnica de DRX. Os difratogramas das amostras dos nanossistemas foram obtidos 

utilizando o equipamento Empyrean 3ª geração da Panalytical, disponível no Laboratório 

Multiusuário de Raios X do CBPF (LabX), operando na geometria Bragg-Brentano. Este 

equipamento utiliza uma fonte de raios X proveniente de um tubo de cobre com 

comprimento de onda Kα = 1,54184 Å e conta com um detector 2D híbrido de estado 

sólido, segmentado em pixels, modelo PIXcel3D. As amostras, todas na forma de pó, 

foram preparadas sobre substrato de silício de baixo ruído (background zero) e as medidas 

foram realizadas varrendo 2θ de 10° a 90°, com passo de 0,0263°. As fases cristalinas 
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foram identificadas através de padrões da base de dados de estrutura cristalina inorgânica 

(ICSD). 

 

3.2.2. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As características morfológicas, estruturais e de tamanho dos nanossistemas foram 

obtidas por análises de imagens geradas por MET. Para tal, as amostras foram dispersas 

em álcool etílico e submetidas a banho ultrassônico a 40 kHz por 15 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, foram depositadas em grades de cobre recobertas com 

carbono e resina polimérica. As imagens foram obtidas com magnificação de 80.000x e 

100.000x no microscópio eletrônico de transmissão de alta resolução JEOL 2100F com 

voltagem de aceleração igual a 200kV e sistema de espectroscopia por dispersão de 

energia de raios-X (EDS) Noran Seven do Laboratório Multiusuário de Nanociência e 

Nanotecnologia do Centro Brasileiro de Pesquisas Físicas (LABNANO). 

 

3.2.3. Espalhamento dinâmico de luz e dispersão de luz eletroforética 

Para analisar a distribuição de tamanho dos nanossistemas em suspensão foi 

empregada a técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS). Os valores de diâmetro 

hidrodinâmico foram obtidos no equipamento Zeta Sizer da Malvern Instruments, Nano 

series, modelo Nano-ZS do Laboratório de Engenharia de Polimerização (Engepol – 

UFRJ). As medidas foram realizadas nas amostras dos nanossistemas ressuspendidos em 

água deionizada, em meio de cultura contendo soro fetal bovino e em meio de cultura 

sem soro fetal bovino, estando todas as amostras na concentração de 0,1 mg/mL. 

As medidas de potencial eletrocinético foram realizadas no mesmo equipamento 

utilizado para as medições de diâmetro hidrodinâmico, empregando a técnica de dispersão 

de luz eletroforética (DLE). Para o preparo das amostras, todos os nanossistemas foram 

ressuspendidos em uma solução de KCl 1 mM, de modo a obter as amostras na 

concentração de 0,1 mg/mL. Nos casos em que foram geradas curvas para determinação 

do ponto isoelétrico, o pH do meio foi ajustado para valores ácidos com adição de HCl 

em solução aquosa e para valores alcalinos com a adição de NaOH em solução aquosa. 
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3.2.4. Magnetometria (MxH) 

As medidas de magnetização das amostras foram realizadas no aparelho Physical 

Property Measurement System (PPMS) DynaCool da Quantum Design do Laboratório de 

Magnetometria da Infraestrutura de Pesquisa Multiusuária para Materiais Avançados do 

CBPF - RJ, utilizando a opção Vibrating Sample Magnetometer (VSM) sob campo 

variável de 30.000 a -30.000 Oe, em temperatura fixa de 300 K. Para a preparação das 

amostras, as massas foram determinadas utilizando uma balança analítica Mettler Toledo 

modelo AB204 antes do início da caracterização magnética. Em seguida, as amostras 

foram envolvidas por uma fita de teflon e posicionadas no porta amostras de 

latão do equipamento. 

 

3.2.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

Para caracterizar a composição química das NPM, bem como o recobrimento 

destas com sílica e a presença dos grupos funcionais amina foi utilizada a técnica de FTIR. 

As análises foram realizadas pelo Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano 

(IMA – UFRJ) no equipamento Perkin Elmer Spectrum versão 10.4.2 e modelo Frontier 

FTIR/FI. Para o preparo das amostras, os nanomateriais foram secos em estufa a 37 °C, 

o sólido foi diluído em KBr e então prensado como pastilha. Os espectros de FTIR foram 

obtidos em uma faixa de 500 a 4000 cm-1 com passo de 1 cm-1. 

 

3.2.6. Análise elementar (CHN)  

A análise das porcentagens de carbono, hidrogênio e nitrogênio presentes nas 

amostras de cada nanossistema foi realizada pelo Instituto SENAI de Inovação em 

Biossintéticos e Fibras do SENAI CETIQT no analisador elementar Flashmart da Thermo 

Scientific. Para o procedimento, as amostras foram submetidas à combustão em atmosfera 

de oxigênio puro e foi feita a detecção da condutividade térmica dos gases liberados na 

reação.  
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3.3. Ensaios biológicos  

Para a realização dos ensaios biológicos, foi realizada uma seleção prévia dos 

melhores nanossistemas em termos de potencial de superfície (um sistema carregado 

positivamente e outro carregado negativamente) e magnitude de potencial eletrocinético 

no pH de interesse, tendo como objetivo a validação destes nanossistemas na 

repolarização de macrófagos, foco do presente estudo.  

 

3.3.1. Obtenção dos monócitos 

Os monócitos precursores dos osteoclastos foram isolados de sangue humano por 

gradiente de densidade (CAAE: 1612481960000528, número do parecer de aprovação do 

Comitê de ética: 3.525.362). Sangue humano de doadores voluntários foi coletado, 

diluído com uma solução salina de Hanks' Balanced Salt solution (HANKs) 1:1 e 

estratificado ainda na proporção 1:1, delicadamente em uma solução de Ficoll-Paque. As 

amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 400 rcf sem freios e sem aceleração 

e o anel na interface (buffy coat), contendo monócitos, linfócitos e plaquetas, foi coletado 

e lavado com PBS 1X e centrifugado a 570 rcf durante 10 minutos. O plaqueamento foi 

realizado em DMEM high glicose (Thermo Fisher) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Gibco) em garrafas de 75 cm2. 

 

3.3.2. Diferenciação dos macrófagos em M1 e M2 

Para purificação dos monócitos obtidos na etapa anterior foi feito o plaqueamento 

destes em uma densidade de 150.000 células/cm2 e, após 24 h, fez-se a adição de 50 

ng/mL de fator estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF) nos poços contendo as 

células. Após a adesão dos monócitos, foram feitas duas trocas do meio de cultivo para 

remoção das impurezas (células não aderentes), sendo a primeira troca após 3 dias e a 

segunda após 6 dias. Após a purificação dos monócitos, estes foram diferenciados em 

macrófagos M0, M1 e M2. Para diferenciação em macrófagos M0, foi realizada a adição 

de 5 ng/ml de PMA (Phorbol Myristate Acetate, PEPROTECH) durante 24 h. Em 

seguida, o meio foi substituído e as células cultivadas durante 72 h sem a presença de 

PMA. Após este tempo, para diferenciação dos macrófagos em M1, foram adicionadas 

20 ng/ml de Interferon-γ e 250 ng/ml de LPS (lipopolissacarídeo de E.Coli, SIGMA) 
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durante 48 h; alternativamente, para diferenciação em macrófagos M2 foram adicionadas 

30 ng/ml de IL-4 e IL-13 durante 48h. 

 

3.3.3. Exposição dos macrófagos aos nanossistemas 

 As células de macrófagos M0, M1 e M2 foram plaqueadas durante 24h em uma 

densidade de 43000 células por poço de 96 (ensaio de MTT) e 4,8 x 106 células/ poço de 

24 contendo lamínulas de vidro (LV). Em seguida, as células foram ressuspendidas em 

100 μl de volume de meio completo para cada poço e plaqueadas em forma de gota em 

cima das LV. Após uma incubação das células por 4h, foram adicionadas 300 μl de meio 

adicional. Posteriormente, as células foram incubadas em atmosfera umidificada, com 5% 

CO2 e 37ºC durante 24h. Foi feita a ressupensão das partículas dos nanossistemas 

selecionados em meio DMEM high glicose 10% SFB e 1% PS na concentração de 1 

mg/ml. Após sonicação em banho de ultrassom para dispersão do conteúdo, as células 

previamente plaqueadas foram expostas a 20, 90 e 200 μg/ml de cada sistema durante 

24h. 

 

3.3.4. Imunofluorescência 

As células dos macrófagos M1 e M2 foram fixadas com paraformaldeido 4% 

durante 10 minutos e, em seguida, incubadas durante 30 minutos com NH4Cl 20 mM, 

lavadas 3x com PBS e permeabilizadas por 30 minutos com Tritox X-100 0,1%. Antes 

da marcação com anticorpos, foi realizada uma incubação de 30 min com 3% de albumina 

para diminuir a interação inespecífica. As marcações foram realizadas por anticorpos 

primários goat anti ITGAM, marcador de M1 reconhecido pelo anticorpo secundário 

donkey anti-goat 488 (A11055) com marcação em verde e em seguida anticorpos 

secundários mouse anti MRC1, marcador de M2, reconhecido pelo anticorpo secundário 

donkey anti-mouse 568 (A10037) com marcação em vermelho. Cada anticorpo primário 

foi incubado overnight enquanto a marcação com anticorpo secundário foi realizada 

durante 2h à temperatura ambiente. Ademais, os macrófagos foram marcados com 

faloidina 675 (marcação em branco do citoesqueleto celular, que delimita o contorno da 

célula) e selada com o DAPI-fluorshield, contendo o corante nuclear DAPI para 

visualização no microscópio de fluorescência confocal Leica TCS SPE da Unidade 

Multiusuária de Microscopia Confocal do Instituto de Ciências Biomédicas. 
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 IV. Resultados e Discussões 

 

4.1. Nanopartículas magnéticas (NPM) 

4.1.1. Caracterização estrutural, morfológica e magnética  

As NPM sintetizadas foram caracterizadas quanto à estrutura cristalina pela 

técnica de difração de raios X. A Figura IV.1 ilustra o difratograma obtido para a amostra 

de NPM e o padrão de picos de difração da magnetita (JCPDS N° 89-4319). O 

difratograma das NPM é compatível com a estrutura cristalina da magnetita, uma vez que 

as posições dos picos de difração obtidos para a amostra em 2Θ: 30.32°, 35.72°, 43.40°, 

53.77°, 57.32° e 62,99° refletem a presença dos respectivos planos cristalográficos (220), 

(311), (400), (422), (511) e (440) característicos da magnetita.  

Figura IV.1 Difratograma obtido para a amostra de nanopartículas magnéticas de óxido 

de ferro sintetizadas e o padrão de picos de difração da magnetita identificados com os 

respectivos planos cristalográficos (JCPDS N° 89-4319). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

É conhecida a similaridade entre as estruturas cristalinas e, consequentemente, os 

padrões de difração da magnetita (Fe3O4) e maghemita, (γ-Fe2O3) (KIM et al., 2012). 

Neste sentido, a técnica de difração de raios X é insuficiente para a diferenciação das 
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fases, sendo necessárias outras técnicas de caracterização que serão discutidas ao longo 

desta seção. Por outro lado, o pH básico do meio reacional empregado na síntese e a 

coloração preta do sólido final sugerem fortemente o predomínio da fase da magnetita na 

composição das NPM, uma vez que a maghemita possui coloração marrom avermelhada 

(WINSET et al., 2019; SAATCI et al., 2022). A Figura IV.2 ilustra a mudança da 

coloração do meio reacional de ocre para preto após a alteração do pH. 

     

Figura IV.2 Transição da coloração do meio reacional após o ajuste do pH para 10. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O diâmetro médio do cristalito (Lc) da amostra de NPM pode ser calculado, com 

base no difratograma da amostra, pela Equação de Scherrer (Equação 4.1), que estabelece 

a relação desta grandeza com: a largura à meia altura do pico de difração de maior 

intensidade (β); o ângulo de difração (θ) referente a tal pico; a constante de 

proporcionalidade (k = 0,94 para partículas esféricas de simetria cúbica) e o comprimento 

de onda de radiação para CuKα (λ = 0,1542 nm) (SCHERRER, 1918; LANGFORD et 

al., 1978). 

Lc =
k.λ 

β.cos (θ)
                   (Equação 4.1) 

A partir do difratograma da amostra de NPM, foi obtido o valor de β = 0,42° 

referente a 2Θ = 35,72°. Aplicando a Equação 4.1, o valor de diâmetro médio de cristalito 
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calculado para NPM sintetizadas foi de 20 nm. A partir das imagens de microscopia 

eletrônica de transmissão obtidas (Figura IV.3), foi possível estimar o diâmetro de 

partícula (DMET) de 22,6 nm para as NPM. Este resultado revela que o tamanho do 

cristalito estimado por DRX é compatível com o tamanho das partículas de NPM, 

evidenciando a dimensão nanométrica destas e sugerindo a propriedade 

superparamagnética dos nanomateriais, uma vez que o diâmetro está abaixo do diâmetro 

crítico para nanopartículas de magnetita (PUCCI et al., 2022).  

Figura IV.3 Imagens de MET obtidas com menor (A) e maior (B) magnificação para a 

amostra de NPM. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Além da dimensão das partículas, as imagens demonstram o formato esférico 

destas e indicam a formação de aglomerados e/ou agregados. Aglomerados podem ser 

resultado de atração magnética e outras interações atrativas mais fracas, como forças de 

Van der Waals, entre os nanomateriais durante a dispersão da amostra para a análise 

(FADLI et al., 2019; GUTIÉRREZ et al., 2019). Agregados são formados pela interação 

permanente (coalescência cristalina) e espontânea entre os nanocristais primários de NPM 

vizinhos durante a síntese e pode ocorrer em virtude da não utilização de agentes 

estabilizantes. Tais observações são comumente relatadas para nanopartículas de óxido 

de ferro sintetizadas via método de co-precipitação (BUI et al., 2018). 

 As propriedades magnéticas das NPM foram investigadas por meio das medidas 

de magnetização em função do campo magnético aplicado em temperatura fixa de 300 K, 

obtendo-se o gráfico ilustrado na Figura IV.4. 
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Figura IV.4 Curva de magnetização em função do campo magnético aplicado na 

temperatura fixa de 300 K para a amostra de NPM.  

  

Fonte: Autoria própria. 

  

 Os valores de magnetização de saturação (Ms), magnetização remanescente (Mr) 

e campo coercivo (Hc) obtidos através do gráfico de magnetização foram de, 

respectivamente, 70,5 emu/g, 7,2 emu/g e 0,05 KOe e corroboram com os relatados na 

literatura para nanopartículas de magnetita (ANDRADE et al., 2012; DAOUSH et al. 

2017). A razão entre os valores de Mr e Ms foi de 0,1, o que indica que a histerese da 

curva de magnetização é desprezível. A ausência de histerese na curva caracteriza e 

confirma o comportamento superparamagnético esperado para as nanopartículas 

sintetizadas (PUCCI et al., 2022). 

 Daoush e colaboradores (2017) estudaram as propriedades magnéticas de 

nanopartículas de magnetita sintetizadas pelo método de co-precipitação. Foram obtidas 

partículas de 30 nm que exibiram valores de Ms de 88,1 emu/g, Mr de 12,65 emu/g e Hc 

de 0,2 KOe quando submetidas a um campo magnético variando de -20.000 Oe e 20.000 

Oe à temperatura ambiente. A curva de magnetização revelou histerese praticamente 

desprezível e condizente com o baixo valor de campo coercivo, apesar da retentividade 

de 12,65 emu/g. A partir dos resultados, os autores concluíram o comportamento 

superparamagnético dos materiais e atribuíram a pequena retentividade de magnetização 

à possíveis defeitos de rede no limite dos cristais, o que pode interferir na propagação da 

ordem magnética.  
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4.1.2. Composição química  

A composição química das NPM foi analisada por espectroscopia na região do 

infravermelho. O espectro obtido para a amostra de NPM está ilustrado na Figura IV.5. 

  

Figura IV.5 Espectro de FTIR obtido para a amostra de NPM. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A formação da partícula magnética de óxido de ferro é confirmada pela intensa 

banda de absorção na faixa de comprimento de onda de 570 a 630 cm-1, acompanhada 

pela banda na faixa de 570 a 1300 cm-1, uma vez que representam, respectivamente, a 

deformação axial da ligação Fe-O e a deformação angular da ligação Fe-O-Fe nos sítios 

tetraédricos do material (NASRAZADANI; RAMAN, 1993). Já as bandas localizadas 

nas faixas de comprimento de onda de 1500 a 1800 cm-1 e 2500 a 3750 cm-1 são atribuídas 

aos modos vibracionais da água, possivelmente, adsorvida na superfície das NPM. No 

menor comprimento de onda é caracterizada a deformação angular (flexão em tesoura) 

da molécula de água e no maior pode-se notar uma banda mais larga referente à 

sobreposição dos dois tipos de deformação axial, simétrica e assimétrica, da ligação O-H 

(ELDERDERI, 2020).  
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4.1.3. Propriedades coloidais 

O diâmetro hidrodinâmico (DH) representa o diâmetro das partículas estimado por 

MET (DMET) acrescido da camada de solvatação ou dupla camada elétrica de moléculas 

de solvente ao redor da partícula (Figura IV.6), a qual pode ser estimada pela técnica de 

DLS (MAGUIRE et al., 2018). 

Figura IV.6 Representação do diâmetro hidrodinâmico de uma partícula dispersa em um 

meio qualquer. 

 

Fonte: Adaptado de Maguire et al., 2018. 

 

 Por ser uma propriedade coloidal, O DH não é fixo e depende do meio de dispersão 

e da força das interações feitas entre a superfície da partícula e as moléculas do solvente. 

A estimativa do DH por DLS utiliza como aproximação a partícula sendo uma esfera rígida 

com mesmo coeficiente de difusão e, portanto, representa o tamanho aparente da partícula 

solvatada (MAGUIRE et al., 2018).  

Além disso, o DH corresponde à média ponderada dos tamanhos estimados para 

as partículas em suspensão e, por isso, vem acompanhado de um valor de desvio padrão 

e de um índice de polidispersão, o qual representa a amplitude da distribuição de 

tamanhos e, em termos práticos, o grau de não homogeneidade da dispersão. Valores de 

PDI inferiores a 0.1 expressam que a amostra é monodispersa ou perfeitamente uniforme; 

entre 0.1 e 0.4 indicam polidispersão moderada e superiores a 0.4 indicam que a amostra 

possui larga distribuição de tamanho (GALEANO et al., 2021). 

 Em virtude da elevada energia superficial e atração magnética, nanopartículas 

magnéticas frequentemente tendem a se aglomerar em dispersão aquosa. Desta forma, 
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para este caso, é esperado um índice de polidispersão de moderado a amplo 

(ENGELMANN et al., 2017).  

A análise de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das NPM dispersas em água 

foi investigada (Figura IV.7), empregando a técnica de DLS. A distribuição é dada pela 

intensidade de espalhamento da luz em função do diâmetro das partículas. 

 

Figura IV.7 Curvas de distribuição de tamanho hidrodinâmico da amostra de NPM 

dispersa em água deionizada. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

As curvas obtidas para as medidas 1, 2 e 3 realizadas nas NPM revelam uma 

distribuição bimodal de tamanhos, com o predomínio da população de partículas com 

diâmetro hidrodinâmico centrado em 500 nm. A existência de uma segunda população 

(com baixa intensidade) com DH na ordem de micrômetros, pode representar a formação 

de grandes aglomerados, mas em princípio não deve ser considerada, uma vez que 

extrapola a sensibilidade da medida, que apresenta confiabilidade apenas até 1000 nm. 

Portanto as NPM dispersas em meios aquoso, com auxílio de ultrassom, mas sem adição 

de qualquer agente de suspensão ou estabilizante, apresentaram DH centrado em 500 nm, 

considerando uma distribuição de 50 a 2000 nm. Considerando toda a faixa de 

distribuição e o diâmetro médio de 20 nm medido por MET, pode-se inferir que as 

partículas se apresentam em solução de maneira tanto monodispersa quanto dispersas na 

forma de aglomerados formados por diferentes quantidades de partículas 

(ENGELMANN et al., 2017). 
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O incremento de tamanho da partícula apresentado pelo perfil de distribuição 

obtido por DLS (Figura IV.7), comparado ao histograma obtido para as imagens geradas 

por MET, é coerente, dada a tendência de aglomeração das nanopartículas em meio 

aquoso e ao incremento de tamanho que pode ser atribuído à camada de solvatação nas 

partículas e/ou aglomerados. O valor de PDI estimado foi de 0,33 e confirma a 

polidispersão moderada esperada para as NPM sintetizadas (GALEANO et al., 2021).  

Para complementar as caracterizações de dispersão coloidal das NPM em meio 

aquoso, foi avaliado o potencial eletrocinético das NPM dispersas em solução aquosa de 

KCl 1,0 mM. Para tal, foram realizadas medidas de potencial zeta em função do pH do 

meio, que variou entre 2 e 10, como demonstrado na Figura IV.8.  

Figura IV.8 Curva de potencial zeta em função do pH do meio obtida para as NPM 

dispersas em solução aquosa de KCl 1mM. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A variação do potencial zeta de acordo com a mudança do pH do meio reflete a 

concentração das espécies iônicas H+ e OH- em solução, que influenciam no equilíbrio de 

cargas na superfície das NPM. Em valores de pH menores (meio ácido), ou seja, com o 

aumento da concentração dos íons H+, foi provocada a protonação das hidroxilas 

superficiais em OH2+. Neste caso, houve o aumento da densidade de cargas positivas que 

se refletiu em valores positivos de potencial zeta (MATTER et al., 2020). Em valores 

maiores de potencial zeta (meio alcalino), o aumento da concentração de OH- causou a 
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desprotonação das hidroxilas superficiais e conversão destas espécies em O-, o que 

aumenta a densidade de cargas negativas na superfície das NPM e proporciona valores de 

potencial zeta negativos em dispersão (ZHANG, J. et al, 2020). Além disso, pode-se notar 

a ocorrência do ponto isoelétrico em valor de pH próximo a 4,5, o qual corrobora com 

valores descritos na literatura para nanopartículas de magnetita obtidas por co-

precipitação (SOARES et al., 2019; SHARMA et al., 2018). Cabe ressaltar que no valor 

de pH correspondente ao tumoral (pH 6,8), as NPM exibiram potencial eletrocinético de 

carga negativa e módulo em torno de 20 mV. 

A estabilidade coloidal das NPM também pode ser avaliada pelas medidas de 

potencial zeta, uma vez que é estabelecido que nanodispersões com potencial maior ou 

igual a ± 30 mV geralmente exibem considerável estabilidade (SOUZA et al., 2023).  

Neste sentido, a curva de potencial das NPM revela que o nanossistema tem baixa 

estabilidade em água em grande parte da faixa de pH avaliada, com predomínio das forças 

atrativas de Van der Walls e consequente aglomeração.  

Em pH a partir de 10, o sistema adquiriu valor de potencial zeta próximo a - 30 

mV e, portanto, maior estabilidade. Neste caso, a elevada concentração de íons OH-, 

possivelmente, promoveu a adsorção destas espécies na superfície das partículas, 

expandindo a dupla camada elétrica e aumentando o valor de potencial zeta. Com esta 

magnitude, as forças de repulsão superam as de atração, evitando a aglomeração das 

nanopartículas (MONTES et al., 2019). No entanto, este valor de pH não é compatível 

com aplicações biológicas. Portanto as NPM em meio biológico tendem a aglomerar.  

Para considerações relativas a condições biológicas, a abordagem aqui 

apresentada é simplista. Portanto, uma análise mais aprofundada será feita na seção 4.5.1, 

levando em consideração a influência de outros analitos comumente presentes em fluidos 

biológicos. 
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4.2. Recobrimento com sílica (NPM@SiO2) 

As NPM foram recobertas com sílica com a finalidade de promover o aumento da 

quantidade de hidroxilas na superfície dos nanossistemas e, assim, aumentar a densidade 

de grupos amino adicionados, posteriormente, na etapa de funcionalização (KIM et al., 

2009; NASEH et al.,2024). Para este cenário, foram obtidos 3 tipos de nanossistemas com 

núcleo magnético e casca de sílica com espessuras distintas em cada caso: 

NPM@SiO2_100 com menor espessura; NPM@SiO2_300 com espessura intermediária e 

NPM@SiO2_500 com maior espessura. 

As estruturas cristalinas das NPM@SiO2 foram investigadas pela técnica de 

difração de raios X e os respectivos difratogramas estão apresentados na Figura IV.9. 

Nota-se que todos os nanossistemas apresentam o padrão de difração característico da 

NPM, sugerindo a magnetita como fase predominante, mesmo após o recobrimento com 

sílica.  

Figura IV.9 Difratogramas obtidos para as amostras de NPM@SiO2_100, 

NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Considerando que a sílica pura apresenta um halo amorfo no intervalo de 2θ entre 

20° e 30°, há um leve indício deste padrão nas amostras recobertas com sílica, sobretudo 

na nanoestrutura recoberta com maior teor de sílica, evidenciando a modificação da 
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superfície dos nanomateriais (MENDONÇA et al., 2019). Para analisar de forma mais 

minuciosa este incremento de sílica nos nanossistemas, os difratogramas foram 

comprimidos na região do halo característico da sílica (2θ entre 20° e 30°), para que o 

sinal fosse potencializado nessa região (destaque à direita na Figura IV.9). Assim, 

confirma-se o incremento do sinal amorfo, correlacionado ao incremento do teor de sílica 

no nanossistema. 

A partir dos difratogramas (Figura IV.9) foram estimados, pela equação de 

Scherrer, os diâmetros médios dos cristalitos de óxido de ferro contidos nas NPM@SiO2 

(Tabela IV.1). Vale ressaltar que apesar do recobrimento ter sido feito com sílica, o 

tamanho de cristalito estimado a partir dos difratogramas é referente ao óxido de ferro, 

uma vez que o pico analisado é o correspondente ao plano cristalográfico (311) da NPM. 

É possível observar que o diâmetro médio dos cristalitos de óxido de ferro (NPM) não 

sofreu variação significativa após o recobrimento com sílica, confirmando que o 

procedimento de recobrimento em meio aquoso não é agressivo à estrutura de óxido de 

ferro obtida previamente, não induzindo solubilização parcial dos cristalitos originais. 

 

Tabela IV.1 Diâmetros médios de cristalito de NPM estimados para as amostras de 

NPM@SiO2. 

Amostra 2θ (°) β (°) d (nm) 

NPM 35,72 0,42 20 

NPM@SiO2_100 35,63 0,42 21 

NPM@SiO2_300 35,64 0,42 21 

NPM@SiO2_500 35,63 0,43 20 

Fonte: Autoria própria. 

 

A morfologia e a composição química das NPM@SiO2 foram analisadas por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) e espectroscopia de raios X de energia 

dispersiva (EDS). As imagens de MET e os mapas de composições elementares de EDS 

obtidos estão ilustrados nas Figura IV.10 e Figura IV.11, respectivamente.  
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Nas imagens de MET (Figura IV.10), as NPM são identificadas pelas regiões 

escuras, consequência da maior densidade eletrônica do óxido de ferro em relação à sílica. 

O recobrimento com sílica pode ser indicado pelo contorno acinzentado nas partículas, 

uma vez que a casca de sílica apresenta menor eletrodensidade (TORRES et al. 2022). 

Neste sentido, é possível observar nas micrografias que o aumento do teor do precursor 

de sílica promoveu o aumento da espessura da camada de sílica sobre as partículas de 

óxido de ferro.  

Figura IV.10 Imagens de MET das amostras de NPM@SiO2. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Para analisar a composição elementar das amostras, foram obtidos os mapas de 

EDS (Figura IV.11) A partir das intensidades de energia Kɑ1 características dos 

elementos Fe, O e Si, foram definidos empiricamente os percentuais mássicos de tais 

elementos nas amostras, como disposto na Tabela IV.2. Confrontando tais composições 

empíricas, e assumindo que a casca de sílica (SiO2) apresenta uma composição mássica 

teórica de 47% de Si e 53% de O, foi possível estimar teoricamente o teor de SiO2 em 

cada nanossistemas magnético. Assim, pode-se constatar que o teor de SiO2 em relação à 

NPM varia de 7,6% a 36,1%, na composição do sistema NPM@SiO2_100 para o sistema 

NPM@SiO2_500, confirmando o incremento da casca dos nanossistemas com o aumento 

do teor de precursor de sílica empregado no procedimento de recobrimento das NPM. 

Este resultado de análise elementar corrobora o observado nas micrografias de 

transmissão. Além disso, o percentual de ferro em relação à NPM varia de 79,3% a 55,9% 

do sistema NPM@SiO2_100 para o sistema NPM@SiO2_500, sendo um indício da 

oxidação da partícula magnética com o incremento do teor de precursor de sílica no meio 

reacional (SANTOS et al., 2021).  
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Figura IV.11 Mapas elementares obtidos por EDS para as amostras de NPM@SiO2. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela IV.2 Percentual mássico de Fe, O e Si presentes nas amostras de NPM@SiO2 estimados por EDS. 

Amostra Fe 

(% p/p) 

empírico 

O 

(% p/p) 

empírico 

Si 

(% p/p) 

empírico 

%SiO2 em 

NPM@SiO2 

estimado 

%SiO2 referente 

à NPM 

estimado 

%NPM em 

NPM@SiO2 

estimado 

%Fe referente à 

NPM 

estimado 

NPM@SiO2_100 73,7 23,0 3,3 7,1 7,6 92,9 79,3 

NPM@SiO2_300 55,7 34,9 9,4 20,1 25,2 79,9 69,7 

NPM@SiO2_500 41,1 46,5 12,4 26,5 36,1 73,5 55,9 

Fonte: Autoria própria 
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A composição química dos nanossistemas recobertos por sílica (NPM@SiO2) 

também foi avaliada por espectroscopia na região do infravermelho (Figura IV.12). 

Assim como no caso das NPM, apresentado na seção anterior, os espectros das amostras 

de NPM@SiO2 revelaram a presença das bandas características de deformação angular 

(1630 cm-1) e axial (3200 a 3600 cm-1) de água, provavelmente adsorvida, e de 

estiramento da ligação Fe-O (570 a 630 cm-1) e deformação angular Fe-O-Fe (1130 cm-

1), esta última indicando a presença do óxido de ferro na composição do nanossistema.  

 

Figura IV.12 Espectros de FTIR das amostras de NPM@SiO2. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Após o recobrimento das NPM, nota-se o surgimento da banda de absorção na 

faixa de comprimento de 850 cm-1 e 1250 cm-1 (com máxima intensidade em 1080 cm-1), 

que pode ser atribuída à deformação axial da ligação Si-O-Si (NASEH et al., 2024). 

Embora o comprimento de onda típico dessa deformação seja 1100 cm-1, é relatado que 

o recobrimento de nanopartículas de óxido de ferro com sílica provoca o deslocamento 

desta banda para menores comprimentos devido à formação das ligações Fe-O-Si que 

interferem na ponte de siloxano (Si-O-Si) (MENDONÇA et al., 2019). Além disso, 

observa-se o aumento da intensidade desta banda com o aumento do teor de sílica, 

confirmando a formação da camada de sílica ao redor das partículas. Em particular, na 

amostra de NPM@SiO2_500 é perceptível uma banda na região de 2930 cm-1 que pode 
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ser atribuída à deformação axial de grupos etóxi não hidrolisados (proveniente do 

precursor de sílica, TEOS) na superfície do nanomaterial (MARIÑO et al., 2023).  

Os potenciais eletrocinéticos das amostras de NPM@SiO2, dispersas em solução 

aquosa de KCl 1,0 mM, foram investigados e comparados com os potenciais das NPM 

nas mesmas condições. As curvas de potencial zeta em função do pH do meio, variando 

de 2 a 10, estão dispostas na Figura IV.13. Comparando as curvas de potencial zeta, é 

possível notar o deslocamento do ponto isoelétrico das NPM para menores valores de pH 

após o recobrimento com sílica. Tal fenômeno era esperado, uma vez conhecido que o 

ponto isoelétrico da sílica se aproxima de 2 (WU et al., 2013), corroborando ao fato de 

que quanto maior o teor de sílica do nanossistema, menor o PI do sistema. 

Além disso, para as amostras de NPM@SiO2 foram obtidas magnitudes de 

potencial zeta acima de 30 mV, em módulo, em pH a partir de 6, e, portanto, pode-se 

concluir que o recobrimento aumentou a estabilidade coloidal das nanopartículas em água 

(SOUZA et al., 2023). Contudo, no valor de pH correspondente ao tumoral (pH 6,8), 

todos os nanossistemas core-shell, possuíram potencial eletrocinético de carga negativa. 

 

Figura IV.13 Curvas de potencial zeta em função do pH do meio obtidas para as amostras 

de NPM e NPM@SiO2 dispersas em solução aquosa de KCl 1mM. 

 

Fonte: Autoria própria.    
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4.3. Funcionalização da NPM (NPM_NH2) 

As NPM puras (discutidas na seção 4.1) foram submetidas à funcionalização com 

grupos NH2, de acordo com o método de silanização. Inicialmente foi avaliada a 

influência da proporção de água/etanol no meio reacional no processo de funcionalização. 

Foram escolhidas duas proporções para estudo: (i) 2%/98% (NPM_NH2_2%H2O) e (ii) 

50%/50% (NPM_NH2_50%H2O). A primeira proporção de solventes foi baseada em 

metodologia descrita na literatura (SANTOS et al., 2018) enquanto a segunda consistiu 

de uma modificação do procedimento para avaliar se o aumento da quantidade de água 

no meio reacional favoreceria a etapa de hidrólise e, consequentemente, maior 

ancoramento de grupos amina (LIU et al., 2013). É importante ressaltar que o maior grau 

de funcionalização foi visado com o objetivo de promover maior deslocamento do PI das 

NPM para maiores valores de pH e potencial eletrocinético positivo no pH 

correspondente ao tumoral. 

Foi investigado o efeito da funcionalização sobre a composição química dos 

nanossistemas. Para tal, a identificação dos grupos funcionais após a funcionalização das 

NPM (NPM_NH2) foi realizada a partir de análises por FTIR (Figura IV.14). 

Figura IV.14 Espectros de FTIR das amostras de NPM_NH2_2%H2O e NPM_NH2_ 

50%H2O comparados com o de NPM. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Após a funcionalização com grupos amina, o espectro de FTIR das NPM 

apresentou aumento na intensidade da banda de absorção na faixa de 850 cm-1 a 1250 cm-

1 e novas bandas nos comprimentos 1330 cm-1, 1500 cm-1 e 2930 cm-1. A banda de 860 

cm-1 a 1260 cm-1 pode ser atribuída à deformação axial das ligações Fe-O-Si e Si-O-Si  

na superfície da partícula, assim como observado nos nanossistemas recobertos com 

sílica, sugerindo assim a formação de uma monocamada de sílica promovida pelo 

procedimento de silanização  (NASEH et al., 2024).  A diferença de intensidade de tal 

banda nos espectros sugere maior grau de funcionalização para o nanomaterial obtido 

com menor proporção de água. As bandas referentes a 1330 cm-1 e 1500 cm-1 diferem os 

nanossistemas funcionalizados dos recobertos com sílica e podem ser atribuídas, 

respectivamente, à deformação axial assimétrica da ligação C-H e à deformação angular 

da ligação N-H, oriundos do aminossilano (MARIÑO et al., 2023). Em 2930 cm-1, a banda 

pode ser atribuída a vibrações de estiramento simétrico da ligação C-H presentes nos 

grupos propila (proveniente do agente silanizante, APTMS) ancorados na superfície do 

nanomaterial (GEMEAY et al., 2020). Tais observações são evidências da 

funcionalização dos nanomateriais. 

O potencial eletrocinético das partículas amino-funcionalizadas dispersas em 

solução aquosa de KCl 1,0 mM foi avaliado em relação ao pH do meio (Figura IV.15). 

As curvas de potencial zeta confirmam a ocorrência da funcionalização, haja vista o 

deslocamento do PI das NPM para maiores valores de pH. O deslocamento apresentado 

é condizente com o ancoramento de grupos amino, uma vez que estes são básicos e 

possuem forte tendência à protonação em meio aquoso, aumentando a densidade de 

cargas positivas na superfície das partículas (KRISTL et al., 2024) Este aumento de cargas 

positivas na superfície das NPM eleva o ponto isoelétrico, pois, neste caso, é necessário 

um pH mais alto para a neutralização da carga líquida superficial (GEMEAY et al., 2020; 

YAKASAI et al., 2023). 
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Figura IV.15 Curva de potencial zeta das amostras de NPM, NPM_NH2_2%H2O e 

NPM_NH2_50%H2O dispersas em solução de KCl 1 mM. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Em suma, o maior grau de funcionalização foi atribuído ao procedimento com 

menor teor de água (maior intensidade da banda N-H em 1500 cm-1, Figura IV.14). No 

entanto, é necessária a análise do potencial eletrocinético do nanossistema para 

confirmação de que a funcionalização com menor proporção de água favoreceu o 

ancoramento de grupos amino disponíveis para protonação, haja vista a complexidade de 

interações possíveis envolvendo estes grupos durante a silanização, como apresentado na 

seção 2.2.4 (ZHU et al., 2012). Observa-se que o desvio de PI (Figura IV.15) na amostra 

de NPM_NH2_50%H2O foi levemente maior do que na amostra de NPM_NH2_2%H2O, 

sugerindo maior presença de grupos amino disponíveis para protonação na superfície do 

nanossistema funcionalizado com maior proporção de água. Uma outra explicação 

relatada na literatura para este fenômeno é a de que o excesso de água no sistema favorece 

o aumento da quantidade relativa de grupos amino protonados (CARVAJAL et al., 1988). 

Portanto, pode-se concluir que maior grau de funcionalização não garante o maior 

deslocamento do ponto isoelétrico, uma vez que este depende da quantidade de grupos 

amino protonados ou disponíveis para protonação.  
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Uma vez que o ponto isoelétrico das amostras funcionalizadas se situou próximo 

à região de pH de interesse (tumoral) e, considerando a elevada instabilidade coloidal 

neste ponto, foi realizada mais uma etapa de funcionalização dos nanossistemas, 

empregando a maior proporção de água (NPM_NH2_50%H2O). A nova curva de 

potencial zeta da amostra depois da segunda etapa de funcionalização está ilustrada na 

Figura IV.16, bem como a Figura IV.17 ilustra o espectro de FTIR obtido para análise 

dos grupos funcionais presentes na amostra de NP_NH2_50% H2O_R, em comparação 

com as amostras da qual foi derivada. 

Figura IV.16 Curva de potencial zeta em função do pH do meio obtida para a amostra 

de NPM_NH2_50%H2O_R dispersas em solução de KCl 1 mM e comparação com as 

curvas de potencial zeta das amostras de NPM e NPM_NH2_50%H2O. 

        

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura IV.17 Espectro de FTIR da amostra de NPM_NH2 50% H2OR comparado com 

os de NPM e NPM_NH2 50% H2O. 

    

Fonte: Autoria própria. 
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Como esperado, nota-se (análise Figura IV.16) o aumento do desvio do PI para 

maiores valores de pH das nanopartículas com a repetição da etapa de funcionalização. 

Isto, sugere o aumento da disponibilidade de grupos NH2 protonados e/ou protonáveis na 

superfície dos nanomateriais. Vale destacar, que o valor do ponto isoelétrico do 

nanossistemas refuncionalizado (NPM_NH2_50%H2O_R) foi 8,6 e o potencial 

eletrocinético revelou natureza positiva (+14,86 mV) em pH correspondente ao tumoral 

(6,8), diferentemente dos outros dois nanossistemas comparados (-2,29, para 

NPM_NH2_50%H2O e -17,35 mV, para NPM).  

Apesar do apreciável desvio positivo do PI, associado a (re)funcionalização, nota-

se pouca diferença entre os espectros de FTIR (Figura IV.17) obtidos para a amostra de 

NPM após a primeira e segunda funcionalização, utilizando a mesma proporção de água. 

Como diferencial, o espectro da amostra de NPM_NH2_50%H2O revelou intensidade 

levemente maior da banda característica das ligações Fe-O-Si ou Si-O-Si, N-H e C-H. 

Porém, como visto, anteriormente, a maior intensidade não implica no predomínio de 

grupos NH2 livres ou protonados, os quais são fundamentais para o aumento da densidade 

de cargas positivas na superfície do nanossistema (CARVAJAL et al., 1988, LIU et al., 

2013).  

Os teores de nitrogênio, carbono e hidrogênio foram analisados após a 

funcionalização dos nanossistemas. A Tabela IV.3 reúne os valores obtidos para as 

amostras de NPM, NPM_NH2_2%H2O, NPM_NH2_50%H2O e NPM_NH2_50%H2O_R. 

Tabela IV.3 Análise elementar de HCN das amostras de NPM antes e após a primeira e 

segunda etapa de funcionalização. 

Nanossistema 

Elemento (% em massa) 

N C H 

NPM 0,01 0,14 0,30 

NPM_NH2 2% H2O 1,17 3,39 0,99 

NPM_NH2 50% H2O 0,49 1,49 0,49 

NPM_NH2 50% H2OR 0,32 1,07 0,37 
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Os resultados da análise elementar corroboram com os de espectroscopia da região 

do infravermelho. Como previsto, antes da funcionalização, foram obtidos valores 

desprezíveis de teor de N, C e H para a amostra de NPM. Na funcionalização com menor 

proporção de água, obteve-se o maior percentual mássico dos elementos analisados na 

composição dos nanomateriais e, na modificação com maior percentual de água, observa-

se o decréscimo do percentual dos elementos após a segunda etapa de funcionalização. 

Uma possível explicação para este fenômeno é a de que o aumento da quantidade de água 

no sistema pode provocar a polimerização descontrolada dos grupos silanois formados 

pela hidrólise, o que reduz a extensão de ligações Fe-O-Si na superfície das NPM e, 

consequentemente, o ancoramento dos grupos amino (MARIÑO et al., 2023).  

 

4.4. Funcionalização da NPM recoberta com sílica (NPM@SiO2_NH2) 

As NPM recobertas com sílica (discutidas na seção 4.2) também foram submetidas 

a duas etapas de funcionalização com grupos NH2, de acordo com o método de 

silanização, utilizando a maior proporção de água (50%). Os nanossistemas formados 

foram caracterizados quanto à composição química e ao potencial eletrocinético em meio 

aquoso.  Os espectros de FTIR e as curvas de potencial zeta obtidos para os nanossistemas 

NPM@SiO2_100, NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500 após as duas funcionalizações estão 

ilustrados nas Figura IV.18, Figura IV.19 e Figura IV.20, respectivamente. 
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Figura IV.18 Espectros de FTIR (a) e curvas de potencial zeta em função do pH do meio 

(b) obtidos para as amostras de NPM@SiO2_100, NPM@SiO2_100_NH2 e 

NPM@SiO2_100_NH2_R. 

 

                      

Fonte: Autoria própria.  

 

Os espectros de FTIR das NPM@SiO2_100 funcionalizadas (Figura IV.18 (a)) 

revelam a permanência das bandas características dos modos vibracionais das ligações 

Fe-O (570 a 630 cm-1), Si-O-Si e Si-O-Fe (850 cm-1 a 1250 cm-1) e O-H (1630 cm-1 e 

3427 cm-1), respectivamente. Isto sugere a preservação do material magnético e do 

revestimento de sílica e a presença de água no sistema. Por outro lado, pode-se notar o 

aparecimento da banda no comprimento de onda de 2930 cm-1, a qual pode ser atribuída 

à ligação C-H devido à introdução do aminossilano, não sendo esta observada na amostra 

antes da funcionalização (apenas encapsulada em sílica). Além disso, é perceptível a 

baixa intensidade das bandas referentes às ligações C-H (1330 cm-1) e N-H (1500 cm-1) 

 (a) 

(b) 
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depois das duas funcionalizações em comparação aos nanossistemas não recobertos com 

sílica e funcionalizados (NPM_NH2), podendo sugerir menor densidade de grupos amino 

ancorados (KRALJ et al. 2011).  

As curvas de potencial zeta (Figura IV.18 (b)) evidenciam o deslocamento do PI 

do nanossistema recoberto com sílica para maiores valores de pH, confirmando a 

funcionalização dos materiais. Além disso, pode-se notar a redução da magnitude do 

potencial zeta após as funcionalizações, o que provoca a queda de estabilidade coloidal 

do nanossistema. Quanto à natureza da carga no pH de interesse (6,8), esta se apresentou 

negativa após a primeira funcionalização e positiva após a segunda, com módulo 

aproximado de 9,4 mV ao final dos processos de funcionalização.  

Para as amostras dos nanossistemas com maior teor de sílica (Figura IV.19(a) e 

Figura IV.20(a)), são observadas as mesmas bandas de absorção na região do 

infravermelho. Em particular, a banda em 2930 cm-1 também aparece para as amostras 

recoberta com sílica sem funcionalização (NPM@SiO2), podendo ser indicativa de 

grupos siloxanos não hidrolisados durante o recobrimento com sílica. Assim como nos 

nanossistemas com menor camada de sílica funcionalizados (NPM@SiO2_100_NH2 e 

NPM@SiO2_100_NH2R), são observadas as baixas intensidades das bandas em 1330 cm-

1 e 1500 cm-1 referentes às respectivas ligações C-H e N-H, sugerindo menor grau de 

funcionalização em relação às NPM_NH2.  

A análise de potencial zeta (Figura IV.19(b) e Figura IV.20(b)) revela, 

aproximadamente, o mesmo desvio positivo global do PI dos nanossistemas 

NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500. Isto pode indicar que o aumento do teor de sílica 

não favoreceu o incremento de grupos amino disponíveis para protonação na superfície 

das partículas. Cabe ressaltar que, assim como observado para os nanossistemas com 

menor quantidade de sílica, ocorreu a redução do valor absoluto de potencial zeta e da 

estabilidade coloidal após a funcionalização. Além disso, os nanossistemas apresentaram 

potenciais eletrocinéticos negativos no pH 6,8 (correspondente ao tumoral). 
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Figura IV.19 Espectros de FTIR (a) e curvas de potencial zeta em função do pH do meio 

(b) obtidos para a amostra de NPM@SiO2_300, NPM@SiO2_300_NH2 e 

NPM@SiO2_300_NH2_R. 

 

                                        

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

 (a) 

(b) 
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Figura IV.20 Espectros de FTIR (a) e curvas de potencial zeta em função do pH do meio 

(b) obtidos para a amostra de NPM@SiO2_500, NPM@SiO2_500_NH2 e 

NPM@SiO2_500_NH2_R. 

 

                    

Fonte: Autoria própria. 

 

A Tabela IV.4 demonstra os teores dos elementos nitrogênio, carbono e 

hidrogênio presentes nas amostras de NPM@SiO2 funcionalizadas. A análise elementar 

revelou o aumento do percentual de N após a silanização de todos os nanossistemas 

encapsulados, o que corrobora com a análise de FTIR e indica a ocorrência do 

ancoramento de grupos amino nos materiais. 

 

 (b) 

 (a) 
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Tabela IV.4 Análise elementar de CHN das amostras de NPM@SiO2 antes e após a 

primeira e segunda etapa de funcionalização 

Nanossistema 
Elemento (% em massa) 

N C H 

NPM@SiO2_100 0,14 0,10 0,28 

NPM@SiO2_100_NH2 0,27 0,67 0,38 

NPM@SiO2_100_ NH2_R 0,36 1,04 0,43 

NPM@SiO2_300 0,08 0,05 0,28 

NPM@SiO2_300_ NH2 0,24 0,60 0,44 

NPM@SiO2_300_ NH2_R 0,29 0,89 0,47 

NPM@SiO2_500 0,19 0,18 0,42 

NPM@SiO2_500_NH2 0,27 0,87 0,56 

NPM@SiO2_500_ NH2_R 0,24 0,89 0,54 

 

No caso do nanossistemas NPM@SiO2_100 nota-se que o incremento de N já é 

expressivo na primeira etapa de funcionalização, confirmando a eficiência de silanização 

das partículas e ancoragem dos grupos amino na superfície destas. A segunda etapa de 

funcionalização, ainda resulta em incremento de funcionalização, demonstrando que a 

área de superfície das partículas ainda não havia sido saturada na primeira etapa. Estes 

resultados corroboram os deslocamentos de PI (apresentados na Figura IV.18 (b)), que 

foi mais expressivo na segunda etapa de funcionalização. 

Em contrapartida, os nanossistemas NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500 

apresentaram um incremento de N na primeira etapa de funcionalização, confirmando a 

ancoragem dos grupamentos amina, no entanto este teor se manteve praticamente 

constante na segunda etapa de funcionalização. Tal comportamento, também corrobora 

os deslocamentos de PI (apresentados na Figura IV.19(b) e Figura IV.20(b)), que 

apresentaram um deslocamento expressivo referente a primeira etapa de funcionalização, 

mas se mantiveram praticamente inalterados na segunda etapa.  

Este comportamento do sistema NPM@SiO2_100 diferente ao dos 

NPM@SiO2_300 e NPM@SiO2_500, se justifica pela análise elementar ser em 

proporções mássicas e as últimas amostras apresentarem uma contribuição significativa 

da massa relacionada a capa de sílica, como visto nas micrografias de transmissão (Figura 
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IV.10 da seção 4.2). Portanto, o número de partículas, para uma mesma massa de 

nanossistemas é maior para o primeiro nanossistema. Assim, este apresenta maior área 

superficial, podendo ancorar mais moléculas (grupamentos amino) na superfície, 

justificando o maior teor de funcionalização para o primeiro nanossistema na segunda 

etapa de funcionalização e a saturação da funcionalização das demais amostras já na 

primeira funcionalização (LIU et al., 2013). 

Kralj e colaboradores estudaram a funcionalização com grupos amino de 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro revestidas com sílica. Os pesquisadores 

testaram a influência da concentração de aminossilano sobre o potencial eletrocinético 

dos nanossistemas. Para concentrações de até 5μmol.m−2 foi observado o deslocamento 

do PI para maiores valores de pH e o PI mais alto exibido foi de 6.4, assim como ocorreu 

com as amostras com maior teor de sílica no presente trabalho. Após essa concentração, 

foi constatado o desvio de PI para menores valores de pH. Os autores justificaram este 

fenômeno pela provável aglomeração estérica do silano após a saturação da superfície das 

partículas, o que favorece a policondensação descontrolada e homonucleação do silano 

(KRALJ et al., 2011).  

Após esta análise, fica evidente a natureza complexa das interações de superfície 

envolvendo a funcionalização via silanização das NPM. Como visto nos resultados, 

embora as análises químicas por FTIR e teor de HCN corroborem e indiquem que a 

funcionalização ocorreu, não são preditivos absolutos sobre os valores de potencial 

eletrocinético, uma vez que, não basta os grupos amino integrarem a composição do 

nanossistemas, eles precisam estar disponíveis para protonação na superfície dos 

nanomateriais. 

 Neste sentido, para a aplicação almejada no presente trabalho, o potencial 

eletrocinético foi escolhido como variável crítica e, por isso, foi utilizado como principal 

critério para seleção dos nanossistemas a serem empregados nos ensaios biológicos.  
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4.5. Seleção dos nanossistemas 

 Os nanossistemas mais relevantes para a aplicação de interesse foram 

selecionados com base nos maiores valores absolutos de potencial eletrocinético positivo 

e negativo exibidos em pH correspondente ao tumoral (6,8), sendo ponderada também a 

simplicidade de obtenção do nanossistema. A Tabela IV.5 reúne os resultados desta 

variável para todos os 13 nanossistemas obtidos no presente trabalho. 

 

Tabela IV.5 Potencial eletrocinético dos nanossistemas obtidos em pH 6,8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nanossistema Potencial Eletrocinético (mV) em pH 6,8 

NPM - 17,35 

NPM_NH2_2%H2O - 6,81 

NPM_NH2_50%H2O - 2,29 

NPM_NH2_50%H2O_R + 14,86 

NPM@SiO2_100 - 39,89 

NPM@SiO2_100_NH2 - 17,25 

NPM@SiO2_100_NH2_R + 9,40 

NPM@SiO2_300 - 30,92 

NPM@SiO2_300_NH2 - 21,39 

NPM@SiO2_300_NH2_R - 11,20 

NPM@SiO2_500 - 39,18 

NPM@SiO2_500_NH2 - 12,53 

NPM@SiO2_500_NH2_R - 12,17 
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Aplicando os critérios anteriormente explicitados, foram selecionados os 

nanossistemas NPM e NPM_NH2_50%H2O_R. O primeiro foi escolhido devido à 

exibição do potencial eletrocinético negativo e à simplicidade da forma de obtenção, uma 

vez que não foi aplicado nenhum procedimento de modificação do material. Já o segundo 

foi selecionado, pois apresentou maior magnitude de potencial eletrocinético dentre os de 

carga positiva. A fim de facilitar a identificação, os nanossistemas NPM e 

NPM_NH2_50%H2O_R serão referidos a partir deste ponto como NPM (-) e NPM_NH2 

(+), respectivamente.  

A morfologia do nanossistema NPM_NH2 (+) foi analisada e o diâmetro das 

partículas foi estimado por microscopia eletrônica de transmissão (MET), sendo ambos 

os resultados comparados com os apresentados na seção 4.1.1 para o nanossistema NPM 

(-) (Figura IV.21), 

Figura IV.21 Imagens de MET com menor (A) e maior magnificação (B) obtidas para as 

amostras de NPM (-) e NPM_NH2 (+). 

                           

 

Fonte: Autoria própria.  

 

As imagens de microscopia indicam que os nanomateriais mantiveram o formato 

esférico e a dimensão nanométrica após a funcionalização, sendo estimado o DMET de 

26,6 nm, compatível com o obtido para as NPM não modificadas (NPM (-)). Além disso, 
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comparando com as imagens de MET das NPM (-), é perceptível a redução da agregação 

e/ou aglomeração das partículas, o que pode ser ocasionado pela formação da fina 

monocamada de aminossilano ao redor das partículas (LIU et al., 2013). 

A distribuição de tamanho das partículas de NPM_NH2 (+) dispersas em água foi 

obtida pela técnica de DLS e comparada com a apresentada na seção 4.1.3 para o 

nanossistema NPM (Figura IV.22).  

Figura IV.22 Curvas de distribuição de diâmetro hidrodinâmico das amostras de NPM (-

) e NPM_NH2 (+) dispersas em água deionizada. 

 

Fonte: Autoria própria.  

 

Os gráficos das 3 medições para a amostra de NPM_NH2 (+) demonstram um pico 

principal em torno de 100 a 200 nm, o que significa que a maioria das partículas apresenta 

diâmetro hidrodinâmico centrado nesta faixa, e com largura similar nos 3 momentos de 

medição, evidenciando variações semelhantes e consistentes de tamanho. Além disso, a 
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medida 1 revela um segundo pico de menor intensidade situado na região de micrômetros, 

o que indica a existência de uma pequena parcela de partículas maiores ou aglomerados, 

assim como observado para o nanossistema NPM (-). O índice de polidispersão (PDI) 

estimado para a amostra de NPM_NH2 (+) foi de 0,2 e o diâmetro hidrodinâmico (DH) 

obtido foi de 184 nm, os quais corroboram com a distribuição observada na Figura IV.22. 

Ambos os valores de DH e PDI são menores que os exibidos pelas partículas de NPM (-), 

bem como a distribuição de tamanho mais estreita. Tais resultados convergem com o leve 

aumento de estabilidade e diminuição da aglomeração esperados após a funcionalização, 

sendo esta última constatada nas imagens de microscopia (WU et al., 2008; KRISTL et 

al., 2024).  

A Figura IV.23. ilustra a curva de magnetização obtida para os nanossistemas 

NPM_NH2 (+) e NPM (-), sendo este último detalhado na seção 4.1.1. 

Figura IV.23 Gráfico de magnetização em função do campo magnético aplicado na 

temperatura fixa de 300 K para as amostras de NPM (-) e NPM_NH2 (+). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

As medidas de magnetização confirmaram o comportamento superparamagnético 

das NPM_NH2(+), uma vez que os valores de Mr e Hc obtidos foram, respectivamente, 

3,08 emu.g-1 e 0,02 kOe, ou seja, desprezíveis, e a curva de magnetização não apresentou 

histerese (RODRIGUEZ et al., 2017). A magnetização de saturação (Ms), para este 
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sistema positivamente carregado, foi de 81,6 emu.g-1 e é coerente com os valores 

apresentados para nanopartículas de magnetita (NGUYEN et al., 2021).  

Embora não seja esperado o aumento do valor de Ms e a redução de Hc após as 

funcionalizações devido ao acréscimo de conteúdo não magnético no volume do 

nanossistema (YAMAURA et al., 2004), a distribuição de tamanho mais estreita 

observada para as partículas de NPM_NH2 (+) em comparação às partículas de NPM (-) 

depõe a favor do efeito observado. A distribuição mais estreita de tamanho pode provocar 

maior uniformidade de comportamento magnético, ou seja, menor anisotropia magnética, 

que favorece a elevação da magnetização de saturação média da amostra analisada 

(AGUIRRE et al., 2024) 

Para investigar a influência da modificação de superfície sobre as propriedades 

magnéticas de nanopartículas, Vestal e colaboradores estudaram a superfície de 

nanopartículas de MnFe2O4 antes e após a introdução de uma série de ligantes orgânicos. 

Os resultados revelaram a queda de Hc em, aproximadamente, 50% e o aumento de Ms 

em todos os casos. Os autores concluíram que o revestimento dos nanomateriais reduziu 

a anisotropia de superfície, a qual representa o grau de desordem dos spins desta região 

e, desta forma, produziu um efeito de liberação dos spins, que faz com que estes se 

alinhem mais facilmente durante a magnetização (VESTAL et al., 2003). 
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4.5. Ensaios biológicos 

4.5.1. Comparação dos nanossistemas em meio biológico 

Foi analisada a distribuição de diâmetro hidrodinâmico dos nanossistemas 

selecionados (de NPM (-) e NPM_NH2 (+)) em meio de cultura com e sem soro fetal 

bovino (SFB) a fim de simular o tamanho dos sistemas nas condições mais próximas às 

empregadas nos ensaios biológicos. As curvas de distribuição de tamanho estão ilustradas 

na Figura IV.24 e os valores de DH e PDI estão dispostos na Tabela IV.6. 

Figura IV.24 Curvas de distribuição de tamanho hidrodinâmico das amostras de NPM (-

) e NPM_NH2 (+) dispersas em meio sem SFB (A) e em meio contendo SFB (B). 

 

Fonte: Autoria própria.  

. 

Tabela IV.6 Diâmetro hidrodinâmico e PDI obtidos para as amostras de NPM (-) e 

NPM_NH2 (+) dispersas em água e meio de cultura sem e com SFB. 

Nanossistema 
Diâmetro hidrodinâmico (nm) / PDI 

Em água  Em meio S/SFB Em meio C/SFB 

NPM (-) 362 ± 12,43 / 0,33 1658 ± 39,58 / 0,31 838 ± 43,13 / 0,36 

NPM_NH2 (+) 183 ± 2,85 / 0,20 1735 ± 59,35 / 0,36 1588 ± 78,40 / 0,33 
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No primeiro cenário, as 3 medidas feitas para os dois nanossistemas dispersos em 

meio sem SFB demonstram uma distribuição monomodal de tamanhos, ou seja, apenas 

um pico de intensidade, sugerindo que o a maior parte das partículas apresenta dimensão 

na ordem de micrômetro (acima da sensibilidade da técnica). Além disso, para a amostra 

de NPM (-), observa-se a quase sobreposição dos picos de intensidade, indicando pouca 

variação de distribuição de tamanho ao longo do tempo de medição. Para a amostra 

funcionalizada (NPM(+)), é perceptível uma leve diferença entre a posição do pico de 

intensidade da primeira medida para as outras duas, o que pode ser explicado pela 

tendência de aglomeração das partículas que conduziu ao aumento aparente de tamanho 

nas duas últimas medições. O incremento na ordem de tamanho observada pode ser 

resultado da adsorção de componentes do meio de cultura, como aminoácidos, sais 

inorgânicos e a glicose presente em grande quantidade (LLANOS et al., 2021). Além 

disso, a presença de íons em solução resulta em uma contração da dupla camada elétrica 

das nanopartículas, com redução da magnitude do potencial zeta e consequente 

aglomeração. 

No meio contendo SFB, a distribuição de tamanhos de ambos os nanossistemas é 

bimodal, caracterizada por um pico de maior intensidade na região próxima a 1 

micrômetro e outro de menor intensidade referente a 5 micrômetros. Como na primeira 

medida é indicada a existência de uma população de partículas de maior diâmetro, pode 

ser incluída como causa a formação de corona proteica nas partículas em decorrência da 

inclusão de SFB no meio. Além disso, nota-se a redução do diâmetro hidrodinâmico dos 

dois nanossistemas dispersos no meio com SFB em relação ao sem SFB. É relatada como 

explicação para isto a redução da aglomeração das partículas em virtude do impedimento 

estérico promovido pelas proteínas séricas do SFB aderidas na superfície (LLANOS et 

al., 2021). 
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4.5.2. Viabilidade celular 

A citotoxicidade dos nanossistemas selecionados aos macrófagos M0 foi 

investigada pelo ensaio de MTT, que se baseia na conversão do reagente MTT (de 

coloração amarela) a formazan (de coloração roxa). A viabilidade é avaliada pela 

capacidade da célula de fazer essa conversão, de modo que quanto maior a medida de 

absorbância do reagente convertido no comprimento de onda 590 nm maior a viabilidade 

da célula. 

No presente trabalho, o ensaio de citotoxicidade foi realizado em triplicata para 

os dois nanossistemas, sendo empregado um controle positivo para mostrar a resposta de 

morte apropriada; um controle negativo, atóxico, como referência de vida, contendo 

apenas as células não expostas às partículas e um branco contendo apenas as 

nanopartículas a fim de avaliar a influência do nanomaterial sobre os valores de 

absorbância. 

Foram realizados 3 experimentos independentes, nos quais as células foram 

analisadas após a exposição aos dois nanossistemas selecionados em 6 diferentes 

concentrações variando de 6,25 a 200 µg/mL. A Figura IV.25 exibe os resultados de 

viabilidade celular média e a Figura IV.26 ilustra as micrografias obtidas para os dois 

casos. 

Figura IV.25 Viabilidade celular dos macrófagos M0 após exposição aos nanossistemas 

puro e funcionalizado. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura IV.26 Micrografias dos macrófagos M0 após o ensaio de citotoxicidade dos 

nanossistemas selecionados (NPM(-) e NPM_NH2 (+)). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O ensaio de viabilidade revelou pouca viabilidade confirmando a toxicidade da 

substância usada como referência, o dodecil sulfato de sódio. A viabilidade integral das 

células na ausência das partículas foi demostrada pelo controle negativo, que apresentou 

viabilidade de 100%, com a qual foram comparados os demais resultados. Pode-se 

observar que em todas as concentrações testadas, ambos os nanossistemas, puro e 

funcionalizado, não apresentaram citotoxicidade apreciável, uma vez que a viabilidade 

celular permaneceu próxima a 100%. Cabe ressaltar que todos os valores obtidos, 

comparados com os dos controles e apresentaram diferença estatística significativa (p < 

0.05). As imagens de microscopia óptica (Figura IV.26) confirmam tais resultados, pois 

revelam a alta densidade de células viáveis para todas as concentrações dos 

nanossistemas, assim como observado no controle negativo.  

 

4.5.3. Repolarização de macrófagos 

Para avaliar o efeito dos nanossistemas selecionados sobre os fenótipos dos 

macrófagos M1 e M2, foi realizado o ensaio de imunofluorescência, empregando os 

marcadores específicos para M1 (ITGAM) e M2 (MRC1), nuclear (DAPI) e de 

citoplasma (FALOIDINA). A Figura IV.27 ilustra as micrografias obtidas após a 
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exposição das células aos nanossistemas selecionados com potenciais eletrocinéticos 

positivo e negativo na concentração de 200 µg/mL. 

 

Figura IV.27 Imagens de microscopia de fluorescência obtidas para os macrófagos M1 

(em verde) e M2 (em vermelho) expostos aos dois nanossistemas (NPM(-) e 

NPM_NH2(+)) na concentração de 200 µg/mL. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

As imagens demonstram a marcação dos macrófagos M1 (em verde) e M2 (em 

vermelho), do núcleo (em azul) e citoplasma (em branco) das células na coluna dos 

controles negativos de ambas as células, indicando a integridade das células utilizadas no 

experimento.  

Após o contato dos macrófagos M1 com os dois nanossistemas, puro e 

funcionalizado, (NPM-NH2 (+)) observam-se as mesmas marcações presentes nas células 

do controle negativo, sugerindo que os nanomateriais não interferiram no fenótipo M1 

dos macrófagos. Por outro lado, nos macrófagos M2, a interação com os nanossistemas 

provocou a conversão do fenótipo das células de M2 (pró-tumoral) para M1 (anti-

tumoral), uma vez que foi observada a marcação específca para M1 e não foi observada 

a mesma marcação específica de M2 (em vermelho) presente no controle negativo. 
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Com o objetivo de investigar se o efeito de repolarização dos macrófagos se 

mantém em menores doses dos nanossistemas, o ensaio de imunofluorescência foi 

realizado em 3 diferentes concentrações: 20 µg/mL, 90 µg/mL e 200 µg/mL, revelando 

as imagens de microscopia que estão dispostas na Figura IV.28.  

Figura IV.28 Imagens de microscopia de fluorescência obtidas para os macrófagos M1 

(em verde) e M2 (em vermelho) expostos aos dois nanossistemas (NPM(-) e 

NPM_NH2(+)) na concentrações de 20 µg/mL., 90 µg/mL. e 200 µg/mL. 

 

Fonte: Autoria própria. 

As imagens de fluorescência obtidas demonstram, para todas as concentrações 

testadas, a preservação do fenótipo para os macrófagos M1 e a ocorrência da 

repolarização dos macrófagos de M2 para M1 após a exposição das células aos 

nanossistemas. Portanto, os dois ensaios de imunofluorescência evidenciam o potencial 

das NPM com potenciais eletrocinéticos positivo e negativo como agentes 

repolarizadores de macrófagos do fenótipo anti-inflamatório para o pró-inflamatório 
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V. Conclusões  

Nesta pesquisa, foi possível demonstrar o efeito esperado de repolarização de 

macrófagos na presença de nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro (NPM). 

Para tanto, foram inicialmente obtidas nanopartículas superparamagnéticas de óxido de 

ferro (NPM) com diâmetro médio de 20,8 nm, formato esférico, moderada estabilidade 

coloidal e potencial eletrocinético negativo. A modificação da superfície dos 

nanomateriais foi realizada por recobrimento com diferentes cargas de sílica e 

funcionalização com grupos amino com diferentes proporções de água. Na primeira 

abordagem, foi constatada a formação das nanoestruturas core-shell com diferentes 

espessuras de sílica, formato esférico e diâmetros médios e estruturas cristalinas similares 

às das NPM. Após o recobrimento, os nanossistemas exibiram menores valores de ponto 

isoelétrico (PI) e maior estabilidade coloidal em relação às NPM. Na segunda abordagem, 

foi confirmado o ancoramento dos nanossistemas com grupos amino e evidenciado o 

deslocamento do ponto isoelétrico para maiores valores de pH, bem como o maior desvio 

de PI para os nanomateriais funcionalizados com maior proporção de água no meio 

reacional.  

Dentre os nanossistemas obtidos, selecionou-se a nanopartícula magnética sem 

modificação, denominada NPM, como fonte de potencial eletrocinético negativo (- 17,35 

mV) em pH correspondente ao ambiente tumoral e por ter condições mais simples de 

produção. E como fonte de potencial eletrocinético positivo, empregou-se a nanopartícula 

magnética funcionalizada em duas etapas com grupos aminos, denominada NPM_NH2 

50%H2O_R, a qual exibiu potencial eletrocinético de + 14,86 mV. 

A avaliação do potencial dos nanossistemas selecionados na repolarização pró-

inflamatória de macrófagos foi bem sucedida e revelou a habilidade dos nanossistemas 

desenvolvidos na preservação do fenótipo M1 e na conversão dos macrófagos M2 (pró-

tumorais) em M1 (anti-tumorais). Desta forma, os nanossistemas produzidos têm 

potencial para uso em terapias emergentes para tratamento de câncer de pulmão. 
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VI. Propostas Futuras 

 

• Avaliação do grau de internalização celular dos nanossistemas com diferentes 

potenciais eletrocinéticos; 

• Avaliação do efeito de outras variáveis associadas ao nanossistema sobre o grau 

de repolarização, como tamanho, formato e concentração;  

• Realização de ensaios com cultivos de células 3D (esferoides celulares), para 

investigar a repolarização de macrófagos pelos nanossistemas em condições 

representativas do microambiente tumoral pulmonar; 

• Realização de ensaios biológicos 3D, empregando macrófagos repolarizados 

pelos nanossistemas no tratamento de células tumorais de câncer de pulmão; 

• Desenvolvimento de nanocarreadores terapêuticos contendo macrófagos 

associados ao tumor repolarizados por nanopartículas magnéticas e estudo da 

eficiência de entrega via migração preferencial (homing). 
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Apêndice 

 

Busca de anterioridade 

Na plataforma SCOPUS, a busca foi feita com base no título, resumo e palavras-

chave presentes nos artigos. 

 

 

No espacenet, a busca foi feita com base no título, resumo e reivindicações 

presentes nos documentos de patente 
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No INPI, a busca foi feita com base no título e resumo (opções disponíveis para a 

busca) 
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