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 RESUMO 

RAMOS CALONI, Matheus. Avaliação da distribuição elementar em larvas de 
peixe-zebra expostas a nanopartículas de óxido de ferro. Porto Alegre - Brasil. 
2020. Dissertação. Programa de Pós-Graduação em Engenharia e Tecnologia de 
Materiais, PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL. 
 

 

Neste trabalho, foi realizada a avaliação de concentração e biodistribuição de 

ferro em larvas de peixes-zebra (Danio rerio) expostas a nanopartículas 

superparamagnéticas de óxido de ferro revestidas com dextrana (SPION-DX) através 

da técnica de micro-PIXE. Foram comparados resultados de mapas elementares 

bidimensionais e quantificação de ferro de amostras obtidas por dois procedimentos 

diferentes de preparação de amostras: cortes sagitais realizados por criomicrotomia; 

e amostras inteiras de larvas desidratadas, sem seccionamento. Independentemente 

do método de preparação de amostras utilizado, a concentração de ferro nos tecidos 

das larvas expostas a SPION-DX é significativamente superior (até 140 ppm de ferro) 

do que larvas controle (inferior a 10 ppm), isto é, que não sofreram exposição às NPs. 

Contudo, o aumento da dose de SPION-DX não provocou aumento proporcional na 

quantidade de ferro medida nas larvas: as larvas expostas a 2 mM e 8 mM possuíam 

concentração semelhante. Além disso, os mapas bidimensionais demonstraram que 

a distribuição de ferro em larvas tratadas é homogênea, e somente algumas amostras 

apresentam sutil incremento do elemento na região abdominal. Através dos espectros 

de contagens elementares obtidos por micro-PIXE foi possível estabelecer uma curva 

de correlação entre dose de exposição (concentração de SPION-DX na água dos 

peixes) e concentração de ferro efetivamente incorporada nos animais, o que sugere 

saturação de ferro para doses altas. Essa informação foi sustentada por medidas 

complementares por ICP-MS, nas quais a tendência de pico para doses intermediárias 

e saturação para doses altas foi observada. 

 

 

 

 

Palavras-Chaves: PIXE, nanotoxicologia, peixe-zebra, nanopartículas de óxido de 

ferro. 



 ABSTRACT 

RAMOS CALONI, Matheus. Elemental distribution evaluation of zebrafish larvae 
exposed to iron oxide nanoparticles. Porto Alegre - Brasil.  2020. Master. 
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL 
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL. 
 

 

 We report on the evaluation of iron content and biodistribution in zebrafish 

larvae (Danio rerio) exposed to dextran-coated superparamagnetic iron oxide 

nanoparticles (SPION-DX) using the micro-PIXE technique. We compare results of 

elemental 2D maps and Fe quantification obtained from two different sample 

preparation procedures: one using sagittal slices prepared by cryo-sectioning and 

another using entire dehydrated larvae. Independently of the preparation method used, 

the Fe content in the tissues of exposed animals is significantly higher (up to 140 ppm 

of iron) than in the controls (less than 10 ppm), but the increase is not proportional to 

the exposure level. In addition, 2D elemental maps show a somewhat homogeneous 

Fe distribution in the larvae, with some samples showing a slight enhancement in Fe 

content near the gut. From the PIXE data a curve correlating the exposure 

(nanoparticle concentration in the fish water) to the iron content in the body was 

obtained, which suggests a trend of saturation at high exposure doses. Such data was 

supported by complementary measurements using ICP-MS technique, in which the 

peak concentration in the intermediate dose and saturation tendency for the maximum 

dose was also observed. 

 

Keywords: PIXE, Nanotoxicology, Zebrafish, Iron oxide nanoparticles 

 

 



 LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 3.1. Representação de domínios magnéticos antes e após magnetização 
devido a campo externo. Imagem adaptada de 
https://www.electrical4u.com/ferromagnetic-materials/, em 01/08/2020 

 

Figura 3.2. Nanopartícula com núcleo de óxido de ferro revestido com dextran, b) 
estrutura química do dextran. Imagem adaptada de Oliveira (2019), em 
01/08/2020. 

 

Figura 3.3. Peixe-zebra (Danio rerio) adulto. Fonte 
https://en.wikipedia.org/wiki/Zebrafish, acessado em 20/07/2020 

 

Figura 3.4. Espectro de uma larva de peixe-zebra, adquirido em 12/2019, no 
Laboratório de Implantação Iônica da UFRGS. 

 

Figura 3.5. a) etapas de aceleração e modulação do feixe no Tandem 3 MV; b) 
fotografia do acelerador, com as diferentes linhas de análise em evidência 

 

Figura 4.3. Placa de poços usada no tratamento. As cores laranja e bordô das 
soluções de SPION-DX correspondem a, respectivamente, 2 e 8 mM de 
Fe. 

 

Figura 4.4. representação do protocolo de tratamento das larvas. As exposições 
iniciam-se 2 horas após a fertilização, quando o animal se encontra em 
estágio embrionário, e é encerrado no quinto dia (5 dpf ou 120 hpf), 
quando é feita crio-eutanáasia e as preparações de amostra são iniciadas. 

 



 
9 

Figura 4.5. vista sagital de uma larva. Esta foi a direção ao longo da qual os cortes 
foram realizados.. 

 

Figura 4.6. espessura de uma larva de peixe-zebra em 5 dpf 

 

Figura 5.1. massa de ferro do pool de larvas (𝜇g de Fe/pool), e massa de ferro por 
larva (ng de Fe/larva), em função da dose de tratamento, em mM 

 

Figura 5.2. comparação de concentração de ferro soluções de tratamento, em mM, 
medidas por UV-VIS e ICP-MS  

 

Figura 5.3. massa de ferro do pool de larvas, em 𝜇g, em função da dose de tratamento, 
em mM. Neste gráfico, a dose de tratamento foi medida por ICP-MS, 
posterior à exposição. 

 

 

 

 

 

 

. 



 LISTA DE SÍMBOLOS 

CLIO cross-linked iron oxide  

Ca cálcio 

Cl             cloro 

dE/dx poder de freamento 

DLS   do inglês Dynamic light scattering  

DRX difração de raios-X 

dpf dias pós-fertilização  

Fe ferro 

Fe3O4 magnetita 

ɣ-Fe2O3 maguemita 

SiO2 sílica/dióxido de silício 

PEG polietileno glicol 

hpf horas pós-fertilização  

K potássio  

ICP-MS inductively coupled plasma mass spectroscopy 

LII Laboratório de Implantação Iônica 

MRI magnetic ressonance imaging 

NP nanopartícula  

NPOFe nanopartícula de óxido de ferro 

nm nanômetro 

P fósforo 

PIXE particle induced x-ray emission 

pH potencial hidrogeniônico 

RBS do inglês, Rutherford backscattering spectrometry 

SEM scanning electronic microscopy 

SIMS secondary ion mass spectrometry 

S enxofre 

Si(Li) silício dopado com lítio 

HP-Ge germânio hiperpuro 

SPION superparamagnetic iron oxide nanoparticles 

TEM transmission electronic microscopy 



 
11 

UV-VIS ultraviolet-visible light spectroscopy 

VSM vibrating sample magnetometer 

UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

µm micrômetro 

XRF x-ray fluorescence 

°C graus Celsius 

�⃗⃗�  magnetização 

�⃗⃗�  campo magnético 

𝜒 susceptibilidade magnética 

 

 



 SUMÁRIO 

APROVAÇÃO DA BANCA EXAMINADORA ........................................... 3 

AGRADECIMENTOS ....................................................................................... 5 

RESUMO ................................................................................................... 6 

ABSTRACT ............................................................................................... 7 

LISTA DE FIGURAS ........................................................................................ 8 

LISTA DE SÍMBOLOS ................................................................................... 10 

SUMÁRIO ................................................................................................... 12 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................... 14 

2. OBJETIVOS ......................................................................................... 17 

2.1. Objetivos específicos ....................................................................................... 17 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ............................................................... 18 

3.1. Nanopartículas de óxido de ferro – aplicações ............................................. 18 

3.2. Nanopartículas do tipo SPION – características fundamentais ................... 20 

3.3. Dextrana como revestimento de SPIONs ....................................................... 22 

3.4. Interação de nanopartículas com sistemas biológicos ................................ 23 

3.5. Peixe zebra como animal modelo em estudos toxicológicos ...................... 26 

3.6. Técnicas de caracterização da biodistribuição em sistemas biológicos .... 27 

3.7. Emissão de raios-X estimulada por partículas (PIXE) ................................... 29 

3.7.1. Interação de íons carregados com a matéria ....................................... 29 

3.7.2. Fundamentos da técnica ........................................................................ 30 

3.7.3. Instrumentação básica ........................................................................... 32 

3.7.4. Aspectos experimentais ......................................................................... 33 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................... 35 

4.1. Síntese das SPION-DX ..................................................................................... 35 

4.2. Técnicas de caracterização das SPION-DX .................................................... 36 

4.2.1. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) ..................................... 36 

4.2.2. Espalhamento de luz dinâmico e potencial zeta (DLS e ELS) ............. 37 

4.2.3. Espectroscopia ultravioleta (UV-VIS) .................................................... 38 



 
13 

4.2.4. Espectroscopia de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-

MS) ............................................................................................................................ 39 

4.3. Tratamento das larvas com SPION-DX ........................................................... 40 

4.4. Preparação de amostras de peixe zebra ........................................................ 42 

4.4.1. Protocolo A – obtenção de cortes micrométricos sagitais através de 

ultramicrotomia para análise por micro-PIXE ....................................................... 43 

4.4.2. Protocolo B – amostras de larvas inteiras para análise por micro-PIXE

 .................................................................................................................................. 44 

4.4.3. Protocolo de preparação de amostras para ICP-MS ............................ 44 

4.5. Procedimentos de caracterização dos peixes-zebra..................................... 45 

4.5.1. Caracterização por micro-PIXE .............................................................. 45 

4.5.1.1. Quantificação elementar através do GUPIXWIN® ........................... 46 

4.5.2. Análise de peixes-zebra por micro-PIXE ............................................... 46 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES......................................................... 49 

5.1. Publicação da pesquisa em periódico ............................................................ 49 

5.2. Dados complementares – quantificação do ferro das larvas por ICP-MS ... 56 

5.2.1. Massa de ferro dos pools de larvas em função da dose de tratamento

 .................................................................................................................................. 56 

5.2.2. Concentração de ferro nas soluções de tratamento ............................ 58 

6. CONCLUSÕES .................................................................................... 60 

7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS ................................. 61 

7.1. Preparação de amostras para micro-PIXE ..................................................... 61 

7.2. Aspectos de instrumentação do micro-PIXE e uso de técnicas 

complementares ...................................................................................................... 62 

8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................... 64 

 



 14 

1.   INTRODUÇÃO  

 

O uso de nanopartículas  magnéticas (NPMs) no contexto biológico tem 

aumentado progressivamente, devido a suas características físico-químicas únicas 

permitirem uma vasta gama de aplicações terapêuticas e diagnósticas 1,2. Dentre as 

diferentes variedades de NPMs, as nanopartículas superparamagnéticas de óxido de 

ferro (do inglês, superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs) são uma das 

mais prevalentes no contexto biomédico 3,4. Elas são amplamente utilizadas em 

diagnóstico por imagem como agente de contraste em ressonância magnética 5,6 e 

são aplicáveis no tratamento de tumores como centros de aquecimento em terapia 

por hipertermia magnética 7,8. As  SPIONs consistem em um núcleo composto por 

magnetita ou maguemita, com superfície recoberta por camada estabilizante, 

geralmente um material  biocompatível, que pode ser alterado para adicionar 

diferentes funcionalidades ao sistema 9. Apesar de nanopartículas de óxido de ferro 

serem absorvíveis pelo corpo humano e, de serem com frequência apontadas como 

tendo baixa toxicidade, a segurança relativa à administração desses materiais em 

seres humanos ainda é tema de investigação 10–13.  

O peixe-zebra (Danio rerio) é um modelo animal empregado de forma 

abundante na investigação de toxicidade in vivo de nanomateriais, pois substâncias 

químicas adicionadas ao seu meio aquoso são rapidamente incorporadas nos tecidos 

e no sistema nervoso central desses animais.14–21. Sua taxa de fecundação é alta e o 

rápido desenvolvimento permite aquisição de grande volume de dados em pouco 

tempo. Além disso, o desenvolvimento embrionário e a similaridade genômica 

(aproximadamente 70%)22 entre seres humanos e  o peixe-zebra os tornam, em 

princípio, suficientemente relacionáveis aos humanos 23,24.  

Em estudos toxicológicos um importante parâmetro de investigação é a 

acumulação do princípio ativo em tecidos após exposição. No entanto, limitações de 

caráter experimental restringem muitas pesquisas a somente correlacionar a 
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concentração da substância no meio aquoso com os efeitos toxicológicos resultantes, 

sem explorar concentrações elementares ou biodistribuição. O crescente uso de 

nanomateriais exige dados mais consistentes acerca de processos de absorção, 

distribuição e eliminação de NPs por seres vivos. O presente trabalho é focado em 

avaliar a absorção e a biodistribuição de ferro em larvas de peixe-zebra expostas a 

nanopartículas de óxido de ferro do tipo SPION. Diversas técnicas de caracterização 

analítica têm sido aplicadas dentro de tal contexto de pesquisa 25–29, e a técnica de 

emissão de raios-X estimulada por micro-feixe de prótons (micro-PIXE) 30–33 foi 

utilizada para o mapeamento bidimensional de amostras das larvas. Essa técnica é 

interessante para o contexto de nanotoxicidade, pois além da caracterização do ferro 

em larvas tratadas e controle, é possível, simultaneamente, analisar a distribuição e a 

concentração de elementos com Z>11. Isso permite uma avaliação mais profunda dos 

mecanismos de absorção das nanopartículas, isto é, como as concentrações de 

elementos endógenos como o fósforo, o sódio, cloro e o cálcio variam em função da 

incorporação do ferro no organismo das larvas.  

O presente trabalho integra o grupo de projetos desenvolvidos no Centro 

Intedisciplinar de Nanociências e Micro-Nanotecnologia em colaboração com o 

Laboratório de Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso (PUCRS), utilizando 

o peixe-zebra para ensaios de nanotoxicidade in vivo de SPIONs 14 com enfoque em 

alterações comportamentais e morfológicas em larvas. Este projeto visa à 

complementação desses ensaios com dados relativos à absorção e à biodistribuição 

das NPs no modelo animal descrito. Esta pesquisa foi publicada no periódico Nuclear 

Instruments and Material Section B, sob título “Use of micro-PIXE for elemental 

characterization and iron uptake evaluation in zebrafish larvae exposed to iron oxide 

nanoparticles” (M.R. Caloni et al, 2019). A pesquisa foi uma colaboração entre Centro 

Interdisciplinar de Nanociências e Micro-Nanotecnologia da PUCRS, o Laboratório de 

Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso da PUCRS e o Laboratório de 

Implantação Iônica (Instituto de Física da UFRGS). O trabalho publicado contemplou 

a análise por micro-PIXE de amostras de peixe-zebra expostas a diferentes 

concentrações de SPION, em dois protocolos de preparação de amostras: larvas 

inteiras e cortadas por ultra-microtomia. Para ambos os protocolos, obtiveram-se 

mapas multielementares bidimensionais e quantificação do ferro presente nas larvas 
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controle e tratadas. Complementarmente, a técnica ICP-MS foi utilizada em medidas 

de quantificação de ferro das soluções de tratamento e das larvas. 

 

 



 17 

2.   OBJETIVOS 

 

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a concentração e biodistribuição de 

ferro em larvas de peixe-zebra expostas a diferentes concentrações de nanopartículas 

de óxido de ferro do tipo SPION-DX através da técnica de caracterização elementar 

micro-PIXE.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

• Medir a concentração elementar em larvas de peixe-zebra através da técnica 

de micro-PIXE;  

 

• Comparar medidas de concentração elementar de Fe obtidas por micro-PIXE 

com técnicas auxiliares como ICP-MS e EDS; 

 

• Obter uma curva de concentração de ferro endógeno em função de diferentes 

doses de exposição às SPIONs;  

 

• Verificar se a exposição às SPIONs altera as concentrações e biodistribuições 

em elementos naturalmente presentes nas larvas, como Ca, S, P e Cl;  

 

• Avaliar o impacto de diferentes técnicas de preparação de amostra das larvas 

tratadas e controle para análise com micro-PIXE da composição e distribuição 

elementar dos animais. 
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3.   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Este capítulo é divido em cinco assuntos fundamentais: (1) nanopartículas de 

óxido de ferro do tipo SPION: aplicações e fundamentos teóricos; (2) interação de 

SPIONs com o meio biológico; (3) peixe-zebra como modelo animal em estudos de 

nanotoxicidade; (4) micro-PIXE como técnica de caracterização de sistemas ex vivo; 

e (5) impacto da preparação de amostras na análise. No primeiro tema, são 

introduzidos aspectos essenciais de nanopartículas de óxido de ferro e sua aplicação 

no contexto de ciências biomédicas, com foco em nanopartículas do tipo SPION. No 

segundo assunto, discorre-se sobre como SPIONs interagem com sistemas biológicos 

e os aspectos toxicológicos associados a tal interação. No terceiro tópico é justificado 

o uso de larvas de peixes-zebra como animal modelo. No quarto, a técnica de micro-

PIXE é introduzida, apresentando suas vantagens e desvantagens como método de 

análise proposto neste trabalho. Por fim, no quinto tópico, são discutidos os impactos 

que técnicas de preparação de amostras podem provocar nos dados obtidos. 

 

3.1. Nanopartículas de óxido de ferro – aplicações  

 

Uma nanopartícula (NP) pode ser classificada como qualquer grão com uma 

de suas dimensões inferior a 100 nm 34. Atualmente é mais comum trabalhar com 

nanopartículas projetadas em laboratório (engineered nanoparticles), as quais com 

frequência possuem, além do núcleo central de um composto determinado, outros 

elementos estabilizantes ou funcionais acoplados à sua estrutura, como polímeros, 

óxidos metálicos e fármacos, o que permite uma vasta gama de aplicações em 

ciências biomédicas e engenharias 35,36. As nanopartículas de óxido de ferro (NPOFe) 

são constituídas principalmente por núcleos cristalinos de magnetita, Fe3O4, ou 

maguemita, ɣ-Fe2O3, e apresentam comportamento magnético dependente do 
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tamanho e da composição do material. O ferro, por sua vez, é um metal pesado que 

participa de importantes processos metabólicos dos seres vivos, estando presente em 

hemoglobinas – metaloproteínas que atuam no transporte de oxigênio através de 

hemácias- sendo um elemento fundamental na respiração dos seres vivos37. Isso 

torna as NPOFe consideravelmente biocompatíveis, o que, aliado às propriedades 

magnéticas dessa classe de nanomateriais, resulta em diferentes aplicações no 

contexto biomédico. Uma dessas áreas é o diagnóstico por imagem, onde podem 

atuar, por exemplo, na ressonância magnética (MRI, do inglês magnetic ressonance 

imaging) como agentes de contraste aumentando a diferenciação radiológica entre 

estruturas internas de um organismo) 36, ou como fonte  do sinal de imagem, como na 

técnica de Magnetic Particle Imaging (MPI) 38.  Essa modalidade de agentes de 

contraste para MRI possui alguns exemplares aprovados para uso clínico, podendo-

se citar o Feridex ® e o Resovist ®. Tais agentes são especialmente eficazes para o 

imageamento do fígado, pois esse órgão é um dos principais metabolizadores do ferro.  

NPOFe também são aplicáveis em terapias para tratamento complementar do 

câncer, através do fenômeno de hipertermia magnética 35,39–44, que ocorre quando as 

NPMs são expostas a um campo magnético alternado gerado por bobinas de 

radiofrequência. As altas frequências do campo magnético gerado pelas bobinas 

provoca rápida variação de direção dos momentos de dipolo magnético das NPOFe, 

através de processos de excitação e relaxação dos spins eletrônicos. Isso provoca 

liberação de energia térmica na região onde se acumulam, o que as tornam centros 

de aquecimento localizado. A partir desse efeito, a denominada magneto-hipertermia 

pode ser utilizada para o tratamento de tumores, uma vez que a temperatura 

terapêutica de 43 °C é fatal somente para o tecido não sadio, o que garante 

preservação de tecidos que não foram acometidos pela doença.  

É também proposto e investigado o uso de NPOFe na área farmacêutica, na 

qual suas características magnéticas são exploradas para a entrega de fármacos em 

tecidos específicos (aplicação também denominada de targeted drug delivery). 

Fundamentalmente, a carga de fármaco é inserida na superfície das NPOFe, 

principalmente através de ligações covalentes ou estruturas porosas. A partir de 

gradientes localizados de campo magnético gerados por bobinas de radiofrequência 

é possível guiar as NPOFe com fármacos acoplados a si até determinado alvo 

biológico. O guiamento também pode ser obtido adicionando algum ligante específico 
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à estrutura patológica no revestimento das NPs. Dessa forma, o uso de nanopartículas 

magnéticas marcadas com fármacos pode propiciar alta especificidade na entrega da 

droga, e consequente redução da dose administrada e otimização de tratamentos 

farmacológicos. 

 

3.2.  Nanopartículas do tipo SPION – características fundamentais 

 

  As propriedades magnéticas de um material relacionam-se com os 

momentos de dipolo magnético dos átomos que o compõem, que, por sua vez, são 

determinados pelos momentos angulares orbitais e de spin do núcleo e dos elétrons45. 

Na maioria dos materiais, os momentos magnéticos de elétrons orbitando o núcleo 

são anulados por momentos magnéticos de elétrons que orbitem na direção oposta. 

Essa é a situação de momento magnético líquido nulo, ou baixo o suficiente para que 

efeitos magnéticos não sejam observados. Em átomos com níveis de energia não 

ocupados, os spins desemparelhados resultam em momento magnético líquido não 

nulo, característico de determinadas classes de materiais magnéticos. Quando um 

material é exposto a um campo magnético externo �⃗⃗� , seus momentos de dipolo 

magnético tendem a orientar-se conforme direção e sentido do campo; nesse cenário, 

o somatório dos momentos de dipolo magnético resulta na magnetização �⃗⃗� , que 

corresponde ao momento magnético líquido por volume do material. A relação entre 

a magnetização e o campo magnético externo obedece à equação 3.1: 

 

�⃗⃗� = 𝜒�⃗⃗�      Eq. 3.1 

 

onde 𝜒 é a susceptibilidade magnética do material. Valores positivos de 𝜒 indicam 

alinhamento do campo induzido na mesma direção do campo externo, enquanto 

valores negativos indicam oposição ao campo (que configura um material 

diamagnético). Dessa forma, pode-se identificar a natureza magnética do material a 

partir desse parâmetro. Materiais ferromagnéticos, por exemplo, possuem momento 

magnético líquido não nulo (intrínseco); ao serem expostos a campo magnético 

externo, os momentos de dipolo magnéticos alinham-se na direção do campo, por 

conseguinte, sua suscetibilidade magnética é positiva e elevada.  
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 Usualmente, materiais ferromagnéticos massivos possuem diversas regiões de 

volume micrométrico de magnetização não nula denominadas domínios magnéticos 

(figura 3.1). Esses domínios são separados por paredes cujo equilíbrio, isto é, a 

estabilidade das barreiras, depende da energia de domínio de parede (dependente da 

área da interface entre domínios) e da energia magnetoestática (proporcional ao 

volume do material).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais de dimensões pequenas possuem um número reduzido de domínios 

magnéticos; a partir de um diâmetro crítico, que pode ter até dezenas de nm, a energia 

de domínio de parede é menor do que a energia magnetoestática, o que torna a 

permanência das paredes energeticamente desfavorável e possibilita a formação de 

monodomínios magnéticos46.  

 No contexto de materiais nanoestruturados, as NPMs podem possuir pequenos 

domínios magnéticos ou um monodomínio, a depender de suas dimensões e 

composição. No caso de superparamagnetismo, as NPMs possuem monodomínio e 

os momentos magnéticos dos átomos mantêm-se ordenados entre si, ainda que, 

devido a flutuações térmicas, a magnetização líquida da SPION seja nula. Quando 

expostas a um campo externo, os momentos de dipolo da partícula orientam-se rápida 

e coerentemente em relação ao campo, e os momentos magnéticos apontam para 

uma mesma direção, atingindo a magnetização de saturação. Cessado o campo, a 

magnetização líquida rapidamente retorna a zero, não apresentando magnetização 

residual e consequente histerese. 

Figura 3.1. Representação de domínios magnéticos antes e após magnetização devido a campo 

externo. Imagem adaptada de https://www.electrical4u.com/ferromagnetic-materials/, em 01/08/2020. 
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 A estrutura molecular das SPION integra-a no grupo de materiais denominados 

ferritas cúbicas, que são compostas por óxidos metálicos magnéticos como a 

magnetita e a maguemita, e possuem estrutura cristalina cúbica do tipo espinélio. No 

contexto biomédico, as NPs de núcleo composto por óxido superparamagnético 

(SPION) são classificadas de acordo com o seu diâmetro hidrodinâmico em meio 

aquoso, e recebem as seguintes nomenclaturas: SPION oral, entre 300 nm e 3,5 um; 

SPIO polidispersa (PSPION), entre 50 e 150 nm; e SPIO ultra-pequena (USPION), de 

diâmetros hidrodinâmicos inferiores a 40 nm. Quando o núcleo é revestido com 

polissacarídeo reticulado aminado, passa a ser classificado como crosslinked iron 

oxide, ou CLIO-NH2 
72, que é a classificação do material nanoestruturado utilizado nest 

trabalho.   

 

3.3. Dextrana como revestimento de SPIONs 

 

A aglomeração de NPs é particularmente crítica em suspensões aquosas. A 

consequente formação de estruturas de escala micrométrica, isto é, agrupamentos de 

centenas de NPOFe individuais, faz com que a solução perca as propriedades 

inerentes à escala nanométrica, o que compromete a eficácia proposta do 

nanomaterial. Além disso, a estabilização da solução é fundamental para que, uma 

vez dentro do organismo, a sua toxicidade mantenha-se dentro do limite esperado. 

Esse obstáculo é contornável através do uso de revestimentos (coatings) na superfície 

das NPs, que podem ser compostos por materiais biocompatíveis, como a sílica e o 

óxido de titânio, polissacarídeos como a dextrana (C6H12O6)n, polietileno glicol (PEG) 

11,14,43,47–49, além de outras biomoléculas. Além de melhorarem a biocompatibilidade 

da NP, os revestimentos auxiliam na manutenção da estabilidade das NPs em 

suspensões. Ademais, os coatings possibilitam alto grau de especificidade biológica, 

sendo um elemento essencial na área de drug delivery. Se a molécula que constitui o 

coating possuir afinidade química com um tecido em particular, a nanopartícula tende 

a se acumular nesse tecido em maior quantidade.  Através da marcação de agentes 

de contraste com moléculas de glicose, por exemplo, é possível visualizar regiões do 

organismo com processos metabólicos mais intensos, que possuem grande demanda 
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de energia, como tumores e inflamações. Esse tipo de agente de contraste marcado 

é particularmente útil na detecção de malignidades e processos metastáticos.  

Tal mecanismo de marcação e acumulação em tecidos específicos é aplicável 

a nanopartículas de óxido de ferro através do uso de coatings, e a dextrana é um dos 

exemplos mais comuns de revestimentos utilizados em NPOFe no contexto de MRI. 

A dextrana é um biopolímero composto por cadeias de moléculas de glicose com 

massa molar entre 10 e 50 kDa de modo a manter o revestimento hidrossolúvel, uma 

vez que se tornam insolúveis em dimensões acima do limite citado anteriormente 

(acima de 50 kDa). Portanto, essencialmente, a dextrana é uma cadeia polimérica 

com unidades de glicose. Além disso, o corpo humano possui mecanismos de 

excreção da dextrana, o que impede meias-vidas biológicas elevadas e, 

consequentemente, reduz sua toxicidade. Tais fatores justificam o uso comum desse 

material como revestimento de NPs no contexto biomédico. 

 

 

 

Figura 3.2. Nanopartícula com núcleo de óxido de ferro revestido com dextran, b) estrutura química 

do dextran. Imagem adaptada de Oliveira (2018), em 01/08/2020. 

 

  

 

3.4. Interação de nanopartículas com sistemas biológicos 

 

As propriedades físico-químicas únicas de nanomateriais (propriedades dependentes 

de tamanho e forma, elevada razão superfície-volume e possibilidade de combinação 
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com outros materiais) em relação a materiais massivos são exploradas em diversos 

campos de ciência e engenharia dos materiais, além de serem amplamente 

empregados no contexto biomédico. Em medicina, são úteis tanto em diagnóstico por 

imagem quanto em terapia 9,26,50–54. Tal versatilidade de aplicações em múltiplos 

setores da sociedade fazem com que nanomateriais estejam presentes em diversos 

produtos de consumo, como cosméticos, brinquedos, equipamentos esportivos, 

alimentos, entre outros 55. Nesse cenário, os nanomateriais podem ser liberados em 

sistemas de esgoto e no meio ambiente e eventualmente são ingeridos por seres vivos 

através da ingestão de água e de alimentos, pela inalação de aerossóis (aglomerados 

micrométricos de partículas em suspensão no ar), ou pela absorção via tecido 

epitelial29,55. Por isso, apesar dos benefícios proporcionados pela nanotecnologia, 

deve-se atentar a possíveis efeitos deletérios causados pela exposição ambiental a 

nanomateriais. Técnicas de imageamento e expressão gênica realizadas em ensaios 

in vitro de exposição a NPs demonstram que a endocitose é um importante 

mecanismo de absorção desses materiais por tecidos biológicos26,27,55. Também é 

possível que NPs atravessem membranas celulares por difusão simples ou por danos 

causados a canais iônicos e proteínas transmembrana25,55,56. Uma vez dentro da 

célula, os efeitos variam de acordo com o tamanho, a forma e o revestimento do 

nanomaterial. As interações entre NPs e células podem ser inertes, ou podem gerar 

espécies reativas de oxigênio (ROS, que surgem principalmente pela quebra de 

moléculas de água, liberando íons reativos no meio), que em grandes concentrações 

podem levar a processos apoptóticos (morte celular autoinduzida) 55,57. O tamanho e 

a funcionalização são propriedades que influenciam a distribuição e a eliminação das 

nanopartículas de organismos que as absorvem 1,3,35,43,55.  

 Estudos de absorção e biodistribuição de SPIONs realizados em humanos 

indicaram que, uma vez na corrente sanguínea, as SPIONs acessam o fígado através 

da veia porta ou artéria hepática, e seguem através de capilares a células endoteliais 

sinusoidais (integrantes do sistema reticuloendotelial, ou RES), cujo meio intersticial 

é habitado por células de Kupffer 37. Essas células são macrófagos, que, dentre outras 

funções, fagocitam eritrócitos (hemácias) envelhecidos e reciclam a hetesemoglobina 

37, que é uma metaloproteína com ferro em sua estrutura e é responsável pelo 

transporte de oxigênio na corrente sanguínea de quase todos os vertebrados, 

incluindo seres humanos e peixes-zebra. Além do papel fisiológico que 
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desempenham, as células de Kupffer são eficientes em fagocitar nanopartículas em 

circulação 28,37,55. Por esse motivo, sistemas ricos em macrófagos são acumuladores 

de SPIONs, o que torna agentes de contraste baseados em nanopartículas de ferro 

ou óxido de ferro eficazes para o imageamento do fígado e do baço por MRI.  

No fígado, além da presença de células que fagocitam as SPIONs, um outro 

aspecto facilitador para o seu acúmulo são fenestrações (fendas) da ordem de 150 a 

200 nm presentes no RES hepático, através dos quais ocorre o trânsito de qualquer 

NP de tamanho inferior a esse intervalo. Tais fenestrações costumam ser menores 

em RES de outros tecidos 28. No meio intracelular das células do RES hepático, as 

SPIONs são absorvidas por lisossomos, dentro dos quais ficam retidas em um 

intervalo de tempo dependente das propriedades físico-químicas da NP (tamanho, 

carga superficial, revestimento etc.), enquanto são degradadas em íons de ferro (ferro 

livre). Isso faz das SPIONs um agente de contraste intracelular. Os íons de ferro 

acumulam-se no interior dos lisossomos, que em situações de concentrações 

elevadas do metal podem sofrer degradação 37,55. Isso induz a produção de ferritina, 

uma proteína armazenadora de ferro que serve como marcador biológico de 

concentração e acúmulo de ferro em tecidos. Quando secretada em grande 

quantidade, a ferritina induz a produção de enzimas que desencadeiam resposta anti-

inflamatória à sobrecarga de ferro no meio intracelular. Em alguns casos, essa 

resposta pode levar a processo apoptótico (morte celular) 37,55,58.  

As SPIONs que não são metabolizadas pelo sistema hepático ou fagocitadas 

por macrófagos de outros sistemas são eliminadas gradualmente pelos rins, cuja 

eficiência de absorção e filtração são dependentes de tamanho e peso molecular do 

revestimento das NPs. Quando menores do que 5,5 nm, SPIONs são facilmente 

eliminadas pelos rins; até aproximadamente 9 nm, a filtração renal ocorre de forma 

lenta, podendo chegar a uma meia-vida biológica de até 20 h 35. Quando recobertas 

com dextrana, se forem partículas menores de 80 nm com revestimento de baixa 

massa molar (menor que 10 kDa), os RES hepático e esplênico assimilam-nas. Caso 

possuam maior massa molar, a enzima dextranase, sintetizada por órgãos como 

fígado, baço, cólon e rins, deve ser produzida em maior quantidade para que auxilie 

na degradação e posterior eliminação.  

Portanto, dados provenientes principalmente de investigações em humanos 

apontam que a biodistribuição de SPIONs ocorre preferencialmente nos sistemas 

hepático e esplênico, o que pode ser o caso para peixes-zebra. 
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3.5. Peixe zebra como animal modelo em estudos toxicológicos 

 

Apesar de fornecerem dados importantes sobre os mecanismos de interação 

entre NPs e tecidos biológicos, é sabido que a resposta toxicológica em culturas 

celulares pode ser muito distinta da obtida em um organismo intacto 26–28. Além disso, 

a falta de padronização de procedimentos experimentais de síntese e caracterização 

das NPs pode ser causa importante de disparidades observadas   entre dados obtidos 

in vitro e in vivo 27. Não obstante, dados referentes a vias de absorção e incorporação, 

biodistribuição (acumulação, órgãos e tecidos alvos) e eliminação de NPs, além de 

parâmetros de nanotoxicidade como taxa de mortalidade e alterações de 

comportamento, requerem estudos em sistemas in vivo para compreensão mais 

ampla de efeitos deletérios da exposição a nanomateriais.  

O peixe-zebra (Danio rerio, Fig. 3.3) é um teleósteo de água doce, da família 

Cyprinidae, naturalmente encontrado no sul e no sudeste da Ásia. Seu uso como 

modelo animal em estudos embriológicos foi amplamente utilizado a partir da década 

de 1930, facilitado pelos fatos de esse animal ser transparente em estágios 

embrionário e larval, e de sua fecundação ser externa. Tais características permitem 

a observação e acompanhamento de eventos de desenvolvimento embrionário por 

microscopia ótica do animal em vida. Possuindo entre 3 e 4 cm, seu tamanho o torna 

facilmente adaptável a aquários, conferindo-lhe baixo custo de manutenção se 

comparado a outros modelos animais, como roedores, além de permitir o estudo de 

um número maior de animais sujeitos a um mesmo experimento, que é também 

facilitado pela alta taxa de fecundação do peixe-zebra. Outra propriedade interessante 

é o rápido desenvolvimento: a embriogênese completa-se em 72 horas pós-

fertilização, estágio no qual a larva já eclodiu e a maioria de seus órgãos internos está 

formada; a partir de cinco dias pós-fertilização (5 dpf), a larva passa a alimentar-se 

pela boca, e entre 3 e 6 meses sua maturação sexual está completa. A similaridade 

genética, o desenvolvimento dos sistemas nervoso, excretor e cardíaco, e respostas 

toxicológicas entre esses animais e seres humanos, aliadas às vantagens logísticas 

de seu uso, o tornam um modelo animal interessante em diversas áreas do 

conhecimento, dentre as quais inserem-se a farmacologia e a toxicologia. A pesquisa 

nessas áreas faz amplo uso de peixes-zebra pela sua rápida incorporação e 
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acumulação em diferentes tecidos de compostos dissolvidos na água em que vivem 

(em ambientes controlados de pesquisa, é denominada água do sistema).  

O peixe-zebra em fase embrionária, larval e adulta tem sido bastante utilizado 

como modelo animal para estudo de diferentes nanopartículas metálicas 18,28,40,59–62. 

Em relação à classe das SPIONs, há evidência de que SPIONs puras (sem 

revestimentos) em concentrações maiores que 10 mg/L estão associadas a 

malformações, atrasos na taxa de eclosão e até mortalidade elevada 14,63. No entanto, 

o potencial toxicológico de SPIONs com diferentes revestimentos é ainda pouco 

explorado nesse modelo animal.  

 

 

Figura. 3.3. Peixe-zebra (Danio rerio) adulto. Fonte https://en.wikipedia.org/wiki/Zebrafish, acessado 

em 20/07/2020 

 

3.6. Técnicas de caracterização da biodistribuição em sistemas biológicos 

 

 A avaliação de vias de absorção, eliminação, biodistribuição e parâmetros de 

toxicidade em sistemas in vitro, in vivo e ex vivo pode ser realizada a partir de 

diferentes abordagens. Características inerentes a técnicas de caracterização como 

custo, complexidade da preparação de amostra, resolução espacial ou energética e 

tempo de aquisição de dados exigem que várias técnicas sejam utilizadas 

complementarmente para um mesmo problema de pesquisa. Dentre as técnicas que 

possibilitam a visualização de vias de absorção, acumulação e eliminação das NPs, 

destacam-se as que apresentam a melhor relação entre resolução espacial 

(capacidade de distinguir estruturas próximas) e sensibilidade (parâmetro associado 

ao limite de detecção)25. Análises de pontos fixos na amostra não fornecem 

informações espaciais, pois são geralmente realizadas em amostras homogeneizadas 
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e isotrópicas, isto é, a composição e a distribuição elementar não variam ao longo das 

dimensões da amostra. Esse tipo de análise pode ser representada por técnicas como 

PIXE (emissão de raios-X estimulada por partícula), ICP-MS (espectroscopia de 

massa por indução de plasma acoplado), espectroscopia Raman, DRX (difração de 

raios-X) e XRF (espectroscopia por fluorescência de raios-X) 30–32,62,64,65. Essas 

técnicas permitem a quantificação multielementar de amostras orgânicas e 

inorgânicas, mas não fornecem dados sobre a biodistribuição desses elementos, isto 

é, não é possível extrair a localização dos elementos na amostra analisada. Além 

disso, a informação obtida através dessas técnicas não distingue NP de elemento 

livre, e as técnicas não possuem resolução suficiente para que se determine se o 

elemento (ou NP) está ligado a arranjos moleculares mais complexos – essa limitação 

é contornada por técnicas de espectroscopia de massa por íons secundários (SIMS), 

que possibilita a diferenciação entre elemento ligado e elemento livre66. Contudo, 

aquelas técnicas de análise de ponto fixo possuem baixos tempos de aquisição e o 

preparo de amostras é relativamente simples, e por isso são empregadas em 

avaliações iniciais para verificar se houve incorporação do nanomaterial no modelo 

investigado.  

 O uso complementar de diferentes técnicas é necessário para uma avaliação 

mais completa da biodistribuição elementar. Por exemplo, a microscopia confocal 

possibilita a visualização in vivo da interação do nanomaterial com o organismo, mas 

o limite de resolução espacial e ampliação não permite o detalhamento de estruturas 

internas em escala sub-micrométrica, além de que necessita a adição de um 

componente fluorescente. Por outro lado, microscopias eletrônicas de varredura 

(SEM) e transmissão (TEM) possuem resoluções espaciais que permitem a 

identificação de nanopartículas em meios extra e intracelulares ex vivo, mas a custo 

de preparação de amostra mais complexa, potencialmente danosa à integridade 

morfológica e química do material biológico67.  

 A aquisição de imagens em alta resolução espacial e sensibilidade na detecção 

de elementos-traço geralmente exigem técnicas de alto custo de aquisição e 

manutenção, de protocolos de preparação de amostra mais complexos e de maiores 

tempos de aquisição, o que muitas vezes inviabiliza a análise 25,26. Nesse grupo pode-

se citar espectroscopia Raman, micro-XRF (micro fluorescência de raios-X) e LA-ICP-

MS (ICP-MS por ablação de laser), que possibilitam o mapeamento multielementar 

em boa resolução espacial e a quantificação elementar em baixos limites de detecção 
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(na faixa de ppm a ppb), ainda que não distingam se o sinal é proveniente de NPs ou 

de elementos livres. Esse grupo também engloba a técnica de micro-PIXE, que possui 

alta sensibilidade para elementos de Z>11, mas resolução espacial inferior a micro-

XRF ou LA-ICP-MS. A espectroscopia por dispersão de energia (EDS), por ser 

acoplada a sistemas SEM e TEM, possibilitam a caracterização elementar da amostra, 

ainda que usualmente seja utilizada qualitativamente.     

 Neste trabalho, a técnica micro-PIXE foi utilizada para avaliação da 

biodistribuição de SPION-DX no corpo das larvas e para quantificação de ferro em 

larvas de peixes-zebra. Complementarmente, a técnica de ICP-MS foi utilizada para 

quantificação do ferro presente nas larvas. 

 

3.7. Emissão de raios-X estimulada por partículas (PIXE) 

  

3.7.1. Interação de íons carregados com a matéria  

 Quando um feixe primário de carga elétrica não nula é incidido sobre uma 

amostra, podem ocorrer diversos processos de interação de íons com a matéria, cujas 

seções de choque (proporcional às probabilidades de ocorrência de determinada 

interação) dependem de parâmetros de feixe, como energia e carga, e do material, 

como o número atômico, a densidade e a distribuição de matriz elementar (os 

elementos principais que constituem o material em certa proporção; o somatório de 

massa atômica  de cada elemento da matriz representa aproximadamente toda a 

massa da amostra). Um feixe iônico que incide sobre determinado material deposita 

nele parte de sua energia e a perda média de energia por unidade de comprimento ao 

longo de sua trajetória (dE/dx) é definida como poder de freamento. Essa grandeza é 

diretamente associada à distância que o feixe consegue penetrar no material: quanto 

maior o poder de freamento, mais energia o feixe deposita no meio ao longo de sua 

trajetória, e, consequentemente, menor é a distância percorrida, definida como 

alcance. No contexto da técnica PIXE, a perda média de energia do feixe primário 

ocorre via colisões inelásticas com os átomos do material. Quando uma colisão 

provoca ionização dos átomos em orbitais mais próximos ao núcleo (camadas K, L e 

M), a vacância gerada pode ser ocupada por outro elétron de uma camada mais 

exterior, e a diferença de energia entre os orbitais pode se manifestar na forma de 
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raios X característicos, de distribuição discreta de energia. Como a energia do raio X 

característico é igual à diferença de energia de ligação dos elétrons nas camadas 

envolvidas na transição e essa energia é característica de cada átomo da tabela 

periódica, pode-se associar a energia da radiação a um elemento químico particular, 

e por isso são denominados raios X característicos. Essa radiação é o componente 

fundamental de técnicas como o PIXE, que permitem a caracterização e quantificação 

multielementar em limites de detecção na faixa de ppm. 68Outro fenômeno decorrente 

dessa interação é a emissão de radiação de freamento (bremmstrahlung), de 

distribuição de energia contínua, que ocorre quando elétrons ejetados dos átomos 

ionizados são desacelerados pela interação dos elétrons com a matéria. A intensidade 

de emissão é proporcional ao inverso do quadrado da massa do íon frenado, e por 

esse motivo a contribuição da radiação de freamento por prótons é desprezível no 

sinal detectado. Ambas as radiações (característica e freamento) compõem um 

espectro típico de PIXE, que pode ser observado na Figura 3.4. 

 

 

Figura. 3.4. Espectro de uma larva de peixe-zebra, adquirido em 12/2019, no Laboratório de 

Implantação Iônica da UFRGS. 

 

3.7.2. Fundamentos da técnica 
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 Na primeira metade da década de 1970, Johansson69 demonstrou o uso de 

um detector de estado sólido de Si(Li) para detecção de raios-X característicos 

gerados da interação entre um material alvo e um feixe de prótons de 2 MeV. A partir 

de então a técnica de PIXE passou a ser explorada ativamente em física experimental, 

ciência dos materiais e ciências biológicas, tornando-se importante técnica de 

caracterização elementar. A instrumentação utilizada nos primeiros trabalhos de 

Johansson configura as técnicas PIXE até hoje, ainda que sejam exploradas 

alternativas em detectores, geometria e energias de feixe. Johansson também foi 

pioneiro em explorar a técnica de PIXE para mapeamento multielementar de 

amostras. Enquanto o PIXE convencional consiste na irradiação de amostras com um 

feixe estático de alguns milímetros quadrados, a técnica de “micro-PIXE” varre 

amostras com um feixe colimado em diâmetros micrométricos. Além de gerar um 

espectro multielementar, o software associado ao sistema micro-PIXE é programado 

para gerar mapas bidimensionais dos elementos detectados, e a aquisição de mapas 

contendo diferentes canais de energia é possível em pós-processamento dos dados. 

Além disso, por ser uma adaptação da técnica PIXE, é possível realizar a 

quantificação elementar a partir dos espectros multielementares de raios-X 

característicos. Sendo assim, a técnica de micro-PIXE é uma opção interessante no 

estudo de toxicidade de materiais. Podem ser listadas aplicações como: retenção de 

NPs metálicas em modelos animais invertebrados 70,71 e caracterização 

multielementar de órgãos de animais31; absorção e distribuição de metais pesados 

como Pb, Cd e Zn em plantas (mapeamento de sementes, folhas, caules e raízes 72–

74. 
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3.7.3. Instrumentação básica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 3.5. a) etapas de aceleração e modulação do feixe no Tandem 3 MV; b) fotografia do 

acelerador, com as diferentes linhas de análise em evidência 

 

A Figura 3.5 ilustra a instrumentação básica do acelerador Tandem 3 MV do 

Laboratório de Implantação Iônica da UFRGS, onde se deram as análises por micro-

PIXE. Íons de carga elétrica negativa, extraídos de uma fonte gasosa do tipo 

duoplasmatron, são acelerados através de campo elétrico e filtrados por massa, 

através de campo magnético, cuja aceleração por ele induzida seleciona os íons que 

deverão compor o feixe.  Em seguida, os íons negativos são acelerados em trajetória 

linear através do acelerador até o terminal de potencial positivo do acelerador e 

atravessam um stripper gasoso composto por N2, onde sua carga elétrica se torna 
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positiva. O feixe é novamente acelerado e defletido para a linha de interesse, que, no 

caso deste trabalho, é a linha de micro-feixe. Já na linha de micro-feixe, o feixe é 

colimado por sistema de fendas, e então focalizado por um sistema de quadrupolos 

magnéticos operantes em modo tripleto com intensidade de campo ajustável. 

Finalmente, o feixe é direcionado ao alvo, onde a amostra é posicionada. O sistema 

de varredura localiza-se antes do sistema de focalização. Durante a varredura, a 

posição é atualizada e associada a cada medição, o que, após o processamento, 

produz uma imagem bidimensional de contagens de diferentes energias. Os raios-X 

gerados da interação entre o feixe e o alvo são detectados por detectores de estado 

sólido, comumente de silício dopado com lítio ou germânio hiperpuro – Si(Li) ou HPGe, 

respectivamente, sendo o último mais sensível para energias mais altas. Esses 

detectores fazem parte da instrumentação da linha de PIXE do LII; o detector utilizado 

na linha de micro-feixe é do tipo silicon drift, também empregado em MEV-EDS e 

outras técnicas de imageamento envolvendo raios-X. 

 

3.7.4. Aspectos experimentais 

 

 Como a técnica depende da detecção de raios-X característicos para a 

caracterização e quantificação elementar de uma amostra, a produção elevada de 

bremmstrahlung é indesejada, pois esse sinal é tratado como ruído e pode prejudicar 

a detecção de elementos traços. Se a espessura da amostra for da ordem de grandeza 

do alcance do feixe de íons, a energia média depositada pelo feixe gerará um sinal 

elevado de ruído, e por esse motivo é preferível irradiar amostras finas que permitam 

alta transmitância do feixe, isto é, um baixo número de interações com a amostra75. 

Esse é um aspecto desafiador em micro-PIXE aplicado a amostras biológicas, uma 

vez que a obtenção de cortes da ordem entre centenas de nm e dezenas de um é 

consideravelmente complexa. Outro obstáculo associado à espessura da amostra é 

relacionado aos tempos de aquisição de dados. Como a massa de tecido presente em 

uma amostra de tais espessuras é bastante pequena, são necessários altos tempos 

de irradiação para que os picos de contagem de elementos traços se sobressaiam em 

relação ao ruído. O tempo médio de irradiação de uma amostra em fatia fina 

(micrométrica) é de 1h a 3h, e as dificuldades de preparo de amostras fatiadas 
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restringem o número amostral de larvas adquirido por bateria de medição. Isso pode 

ser contornado ao irradiar-se amostras espessas, mas o elevado ruído e os efeitos de 

matriz devem ser corrigidos para que se possa realizar a quantificação. 
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4.   MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este capítulo é dedicado à descrição dos materiais, equipamentos, 

procedimentos e análises realizados ao longo do desenvolvimento do trabalho. Serão 

descritos os procedimentos de síntese e caracterização das SPION-DX, o preparo e 

a exposição dos peixes-zebra às SPION-DX, os protocolos de preparação de amostra 

utilizados e a caracterização das amostras via micro-PIXE. 

 

4.1. Síntese das SPION-DX 

 

As SPION-DX foram sintetizadas no Centro Interdisciplinar de Nanociências 

e Micro-Nanotecnologia da PUCRS (NanoPUC), pelo protocolo de coprecipitação na 

presença de dextrana T-10 (Pharmacosmos). 76 No método de coprecipitação, o óxido 

de ferro presente em uma solução é precipitado através da mistura com sais ferrosos 

e férricos, cuja razão estequiométrica utilizada é um dos fatores determinantes para o 

tamanho, a forma e a composição das NPs produzidas. Tais características também 

são dependentes do pH, do tipo de sal de ferro, da base utilizada e da temperatura de 

mistura.  

O protocolo é iniciado a partir da dissolução de 9 g de dextrana em 30 mL de 

água Mill-Q ®, mantida em agitação magnética por 12h à temperatura ambiente. 

Sequencialmente, 0,65g de FeCl3.6H2O são adicionados à solução de dextrana em 

banho de gelo, que ficam em agitação por 30 minutos. Passado o tempo, a solução 

em banho de gelo é exposta a fluxo de N2, para que 0,40g de FeCl2.4H2O sejam 

adicionados à mistura. Por último, 10 mL de hidróxido de 25% são vagarosamente 

gotejados na solução, que foi mantida em agitação magnética por 24 h. A purificação 

da dispersão é realizada em duas etapas. O hidróxido de amônio, potencialmente 

tóxico para os peixes-zebra a serem expostos, é eliminado através de diálise (MWCO 

12-14 kDa, Millipore). Por fim, a dispersão de NPs é lavada com água Mill-Q® através 

de centrifugação a aproximadamente 4000 rpm em tubos Amicon (50 kDa, Millipore), 

durante 30 minutos, para remover resíduos de hidróxido de amônio, dextrana 

excedente (não ligada) e outras impurezas provenientes da síntese que não tenham 

sido retiradas via diálise. Encerrada a purificação, realiza-se a estabilização do pH a 

7 e a reticulação da dextrana, sob agitação magnética, por 15 min, através da adição 
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de 35 mL de solução de hidróxido de sódio 5 M (Merck) a resfriado em banho de gelo 

e 14 mL de epicloridrina (Sigma-Aldrich) à dispersão. O produto (dispersão 

concentrada de NP de Fe3O4 revestidas com dextrana) é então mantido a 4 °C e 

rotulado “SPION-DX”. As diluições às quais as larvas foram expostas serão chamadas 

de “solução de tratamento”. 

 

 

4.2. Técnicas de caracterização das SPION-DX 

 A síntese de SPION-DX utilizada neste trabalho foi caracterizada por algumas 

técnicas cujos procedimentos e resultados estão descritos detalhadamente em 

Oliveira (2018)77, realizadas antes do início deste projeto: a estrutura cristalina foi 

caracterizada por  difração de raios-X (DRX), em equipamento modelo 7000, 

fabricante Shimadzu, e D8 Advanced, fabricante Bruker, no Centro Interdisciplinar de 

Nanociências e Micro-Nanotecnologia (NanoPUC); o comportamento 

superparamagnético foi demonstrado via magnetômetro de amostra vibrante (VSM), 

equipamento modelo EZ9 do fabricante Microsense, localizado no Laboratório de 

Magnetismo da UFRGS; a análise de grupos funcionais acoplados às NPs foi 

verificada por espectroscopia na região do infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR), modelo Spectrum One, fabricante Perkin-Elmer, localizado na Escola de 

Ciências da PUCRS; relaxometria magnética nuclear (RN) foi utilizada para mensurar 

as taxas de relaxação magnética nuclear longitudinal (R1) e transversal (R2) em 0,47 

e 1,41 T, em relaxômetro modelo Minispec mq, fabricante Bruker, localizado na 

Universidade de Mons – Bélgica. As técnicas e procedimentos de caracterização 

executados no decorrer deste projeto serão descritos a seguir. 

4.2.1. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) 

 

 A técnica de microscopia eletrônica de transmissão possibilita a aquisição 

de micrografias em alta resolução espacial e visualização de padrões de difração de 

estruturas cristalográficas. Ela consiste na irradiação da amostra por um feixe de 
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elétrons de energia suficiente para ele que seja transmitido através da amostra, 

oscilando entre 80 e 300 keV. Na câmara do microscópio eletrônico, o feixe passa por 

conjunto óptico de lentes eletromagnéticas de focalização e magnificação A imagem 

é formada pelos elétrons transmitidos através da amostra, mais comumente 

detectados por um detector tipo CCD (dispositivo de carga acoplada, em inglês).67 

  

 Morfologia e tamanho das SPION-DX foram obtidos através de TEM (JEM-

2010 200 kV, JEL, no LABCEMM-PUCRS). A preparação de amostras foi realizada a 

partir da solução concentrada. A solução passa por banho de ultrassom (40 kHz) por 

10 min e é agitada em vórtex. Na sequência, ela é diluída 300 vezes em água Milli-Q 

®, e 10 𝜇L são pingados em grades de cobre/carbono. As grades são mantidas em 

dessecadora por pelo menos 24h, para que evaporem completamente e estejam 

adequadas à análise. As medidas de diâmetro médio foram obtidas realizadas através 

do software ImageJ ®, com contagem mínima de 100 partículas por imagem. 

 

4.2.2. Espalhamento de luz dinâmico e potencial zeta (DLS e ELS) 

 

 Através dessa técnica, é possível mapear o comportamento de 

macromoléculas, nanopartículas e micropartículas em suspensão. Pode-se 

determinar o diâmetro hidrodinâmico de partículas com tamanhos que variam entre 

0,6 e 6 𝜇m, bem como a distribuição de tamanhos dessas partículas analisadas. O 

fundamento teórico da técnica consiste na detecção de radiação espalhada pela 

interação entre um laser de frequência característica e as partículas em suspensão 

da amostra.78 Nessa solução há partículas de diferentes tamanhos movendo-se em 

movimento browniano pelo meio líquido que as mantêm em suspensão, colidindo 

aleatoriamente entre si e com outras partículas do meio. Nesse contexto, as partículas 

de maior massa terão velocidade média menor do que as partículas de menor massa. 

Quando o laser interage com as partículas, a intensidade de radiação espalhada varia 

com o tempo de medida devido ao movimento browniano, e a intensidade da radiação 
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que chega ao detector flutua com o movimento das partículas. Essa incerteza pode 

ser quantificada e exibida como um histograma de distribuição de tamanhos. 

 O mesmo equipamento utilizado para medição do diâmetro hidrodinâmico 

das SPION-DX foi utilizado para medição do potencial zeta, parâmetro que reflete a 

estabilidade coloidal do sistema em suspensão, como tendência a aglomeração, e que 

consiste na carga superficial da partícula.  A técnica de caracterização do potencial 

zeta é o espalhamento de luz eletroforético (ELS), fundamentado na medição da 

mobilidade eletroforética através de velocimetria de laser doppler (LVV) velocidade de 

partículas em suspensão sujeitas a um campo elétrico. Essa medida de velocidade 

das partículas em suspensão, considerando o campo elétrico aplicado, a constante 

dielétrica do meio e a viscosidade do líquido, é relacionável à carga superficial das 

partículas79.  

 Propriedades coloidais foram aferidas por DLS e ELS através do 

equipamento Zetasizer (Malvern). As amostras foram preparadas a partir da diluição 

em Milli-Q de 100x do volume da solução original de SPION-DX. Na sequência, a 

solução passou por banho ultrassônico e agitação em vortex por 10 min.  

   

 

4.2.3. Espectroscopia ultravioleta (UV-VIS) 

 A técnica de UV-VIS permite a análise de espectros de absorção de 

radiação na faixa do ultravioleta e do visível (100 a 800 nm). O espectrofotômetro 

consiste em duas fontes de radiação, uma lâmpada de tungstênio, para emissão na 

faixa do visível, e uma de deutério, para emissão na faixa do UV. A radiação passa 

por um monocromador, que dispersa os comprimentos de onda do feixe, e por um 

sistema de fendas, que seleciona o comprimento de onda desejável para a amostra. 

O detector recebe o sinal da intensidade de radiação transmitida pela amostra, e o 

sistema exibe o espectro de absorção. Nesse espectro, os vales correspondem aos 

comprimentos de onda que foram absorvidos pelos elétrons de átomos da amostra, 

possibilitando a quantificação do elemento presente na amostra, aplicável a análises 

de materiais orgânicos e inorgânicos em solução80. 
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 O espectrofotômetro UV-VIS modelo Lambda 35 (Perkin Elmer) foi utilizado 

para determinação teor de ferro da solução de tratamento, isto é, sua concentração 

molar, para o comprimento de onda de 410 nm. A partir de uma curva de calibração 

obtida por soluções padrão de ferro de concentrações entre 0,1 e 10 mg/mL 

determinou-se a concentração molar da solução de SPION-DX, que possibilitou a 

diluição em concentrações molares conhecidas.  

 

4.2.4. Espectroscopia de massa por plasma acoplado indutivamente 

(ICP-MS)  

Essa técnica de espectroscopia de massa possibilita a caracterização 

elementar da amostra com limite de detecção na faixa de partes por bilhão (ng/L). A 

amostra, que deve estar em estado líquido, é pulverizada e direcionada à câmara que 

contém plasma (comumente produzido a partir de gás argônio, podendo chegar a 

temperaturas de até 10000 K)81. O plasma ioniza e atomiza a amostra, cujas partículas 

resultantes são extraídas e focalizadas por sistema de lentes eletrostáticas, e então 

conduzidas através de um sistema de quadrupolo que separa os íons de acordo com 

a sua razão carga massa. Os íons selecionados são detectados por um detector 

eletromultiplicador, no qual o impacto do íon com o dinodo provoca emissão 

secundária de elétrons, que por sua vez provocam emissões secundárias em cascata 

e amplificam o sinal inicial, possibilitando altas sensibilidades na detecção de 

elementos traços. 

As águas do sistema onde estão contidas as larvas de peixe-zebra são 

retiradas diariamente ao longo do tratamento, e analisadas para controle da 

concentração de ferro em função do tempo. A quantificação do ferro presente nessas 

águas permite verificar se há flutuações observáveis na absorção do ferro ao longo 

do tratamento. A análise das águas por ICP-MS (Agilent ®) foi realizada no Instituto 

de Toxicologia da PUCRS. Para o preparo das amostras, realiza-se digestão ácida 

das águas em solução de 300 µL de HNO3 e 200 µL de H2O2, à temperatura ambiente. 

À solução resultante adiciona-se padrão interno de escândio a concentrações de 25 e 

500 ppm. A curva de calibração do ferro é feita a partir de um padrão de ferro (Merck) 

diluído em concentrações de 0,1 ppb até 500 ppb, com 25 ppb do padrão interno 

adicionado a cada diluição.  
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4.3. Tratamento das larvas com SPION-DX 

A figura 4.4 esquematiza o protocolo de exposição realizado, baseado Oliveira 

(2020)76. Peixes-zebra da linhagem AB selvagem foram obtidos e criados no biotério 

do Centro de Modelos Biológicos Experimentais da PUCRS (CeMBE). Esses animais 

são mantidos em água do sistema de recirculação por osmose reversa equilibrada 

com sal marinho (Instant Ocean ®), com ciclos de dia-noite de 14/10 horas e 

temperatura de 28 ± 2 ºC, e são alimentados três vezes ao dia com ração e paramécio. 

A primeira etapa de tratamento consiste na reprodução dos embriões. Para 

tanto, à noite, foram separados peixes-zebra adultos em proporção de 2 machos para 

1 fêmea. Eles foram alocados em recipiente com água do sistema com uma barreira 

divisória transparente, que separava machos e fêmeas. A barreira foi removida na 

manhã seguinte, e, após 30 minutos, os embriões fertilizados foram recolhidos e 

limpos em placas petri com água do sistema. Na segunda etapa, o tratamento é 

iniciado. 2 horas após a fertilização, os embriões foram distribuídos em placas de 24 

poços, com 4 embriões por poço mergulhados em 1 mL de solução de SPION-DX, 

onde foram expostos durante 5 dias. Os controles do tratamento são mantidos nas 

condições, porém em água do sistema pura sem SPION-DX. 
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Figura. 4.3. Placa de poços usada no tratamento. As cores laranja e bordô das soluções de SPION-

DX correspondem a, respectivamente, 2 e 8 mM de Fe. 

 

 

 

Figura. 4.4. visão geral do protocolo de tratamento das larvas. As exposições iniciam-se 2 horas após 

a fertilização, quando o animal se encontra em estágio embrionário, e são encerradas no quinto dia (5 

dpf ou 120 hpf), quando é feita crio-eutanásia e as preparações de amostra são iniciadas. 

  

 As soluções de SPION-DX foram diluídas em concentrações de 0,125 a 8 mM 

de ferro com a água do sistema. O conteúdo dos poços foi substituído diariamente ao 

longo do tratamento, para impedir que o acúmulo de toxinas e resíduos liberados pelas 

larvas aumente a taxa de mortalidade. O protocolo foi iniciado imediatamente após a 

lavagem e transferência dos embriões aos poços. As larvas foram mantidas com 

SPION-DX até o quinto dia pós-fertilização (5 dpf), período no qual elas se 

desenvolvem do estágio embrionário ao larval. Nessa idade, a maioria dos órgãos 

internos como rins, intestino e fígado estão completamente desenvolvidos. Terminado 

o tratamento de exposição, as larvas foram eutanasiadas por crioeutanásia. Todos os 

procedimentos realizados foram aprovados pela Comissão de ética para uso de 

animais (CEUA-PUCRS, número de licença 7127), e estão de acordo com a legislação 

brasileira (COBEA, N ° 11.794/08) e instruções do Conselho canadense de cuidados 
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com animais (CCAC). Um resumo do delineamento experimental é apresentado na 

figura 4.4. 

  

 

4.4. Preparação de amostras de peixe zebra 

 

 Métodos de imageamento in vivo, como microscopias ótica e eletrônica 

(varredura ou transmissão), visam primariamente à identificação adequada de 

estruturas como órgãos e organelas, e, para esse fim, deve-se assegurar que o 

protocolo de preparação de amostras mantenha a conformação e a localização das 

estruturas internas e externas fiéis às características morfológicas do animal em vida, 

para que dados adquiridos a partir de uma amostra sejam boas aproximações às 

condições reais de um organismo funcional. Além disso, a amostra deve ser 

preservada de forma que não se degrade por processos de autólise (autodestruição 

do tecido por enzimas e toxinas liberadas após a eutanásia do animal) e putrefação 

provocada por micro-organismos. Dentre outros exemplos, a fixação química é um 

procedimento de preservação de amostras amplamente utilizado em materiais 

biológicos, que, além de proteger o tecido contra degradação bioquímica e com isso 

aumentar a longevidade da amostra, confere-lhe maior resistência estrutural, 

conveniente para procedimentos de corte histológico. No contexto de peixes-zebra, 

Copper e colaboradores realizaram um comparativo de diversos protocolos de fixação 

desses animais em estágio larval (6 dpf), no qual a qualidade do protocolo foi 

classificada de acordo com parâmetros de preservação de integridade estrutural, 

como a presença ou a ausência de defeitos por rompimento após realização de cortes 

por microtomia 82. Constatou-se que a fixação em formalina tamponada 4% (NBF 4) 

por 24 h foi o método mais adequado para preparação de cortes, garantindo 

resultados ótimos referentes à preservação do tecido e à manutenção das 

características morfológicas originais do animal.  

 Imediatamente após a eutanásia, as larvas foram transferidas em pipetas 

pasteur para lavagem em placas petri contendo água Milli-Q ®, para remoção de 

elementos contaminantes na superfície dos animais. A lavagem foi realizada três 
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vezes, através de agitação manual das larvas no meio. A análise por micro-PIXE foi 

realizada em amostras preparadas através de dois protocolos de preparação: cortes 

de espessura micrométrica (aqui denominadas de protocolo A), e larvas inteiras 

desidratadas (protocolo B). Ambos os protocolos foram desenvolvidos de modo a se 

obter mapas elementares bidimensionais de larvas em orientação sagital, conforme 

Figura 4.5. 

 

 

Figura. 4.5. vista sagital de uma larva. Esta foi a direção ao longo da qual os cortes foram realizados. 

 

4.4.1. Protocolo A – obtenção de cortes micrométricos sagitais através 

de ultramicrotomia para análise por micro-PIXE 

 

 Após lavagem, as larvas foram mantidas durante 24h em uma solução de 

formalina tamponada (NBF 10) à temperatura ambiente. Na sequência, o fixador foi 

removido e as larvas foram embebidas em solução crioprotetora (EasyPath®, Killik), 

e o conjunto foi congelado em nitrogênio líquido e mantido à temperatura de -20 °C. 

O crioprotetor impede a formação de cristais de gelo na superfície da amostra, que 

provocam rupturas em tecidos da amostra e comprometem sua integridade estrutural. 

Em temperatura de criogenia, essa substância solidifica-se com consistência 

comparável a resinas como a parafina, de corte facilmente exequível. Os cortes de 

peixes-zebra foram realizados em um ultramicrótomo em criostato (Leica Biosystems 

®), presente no Laboratório de Histologia da PUCRS. As larvas foram seccionadas 
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em cortes de 60 µm e depositadas sobre substrato polimérico (Mylar ®, 100 µm). 

Finalmente, os cortes sobre os substratos foram mantidos em dessecadora a vácuo, 

à temperatura ambiente, até serem irradiadas na análise por micro-PIXE. 

 

4.4.2.  Protocolo B – amostras de larvas inteiras para análise por micro-

PIXE 

 

 O mapeamento das larvas por micro-PIXE permite visualizar se o sinal do 

ferro na superfície do animal é de fato mais intenso, o que apontaria a epiderme como 

importante meio de incorporação das SPIONs no estágio de desenvolvimento no qual 

se encontravam. A criosecção de 60 µm conserva uma porção muito pequena desse 

tecido, dificultando a avaliação do sinal de ferro na epiderme. Uma maneira simples 

de verificar a concentração e a distribuição do ferro na superfície das larvas é via 

análise de corpo inteiro, sem realização de procedimentos de corte. A contribuição de 

informação proveniente de estruturas mais internas pode ser desprezada devido ao 

pequeno perfil de profundidade da análise (~100 µm).  

 Após lavagem, as larvas foram mantidas overnight em solução de etanol 

70 a 4 °C. Sequencialmente, o etanol foi removido, as larvas foram depositadas em 

substrato de carbono e mantidas em dessecadora a vácuo, à temperatura ambiente, 

até o dia da análise. 

 

4.4.3. Protocolo de preparação de amostras para ICP-MS  

 Medidas mais recentes foram realizadas em amostras de peixes-zebra 

expostas a soluções em concentrações de 0,125, 0,5, 2,0, 4,0 e 8,0 mM. O 

procedimento é semelhante ao descrito na seção 4.2.4, sendo usadas as mesmas 

faixas de concentração de padrão interno de escândio e mesma proporção de solução 

para digestão ácida à temperatura ambiente (300 uL de HNO3 e 200 uL de H2O2).  

 Após eutanásia, as larvas destinadas à análise por ICP-MS foram 

separadas em eppendorfs de 2 mL, mantidas em 50 uL da água de lavagem (Milli-Q) 
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e conservadas a -20°C até o dia da preparação da amostra, que ocorre imediatamente 

antes da análise no equipamento. As amostras de cada dose correspondiam a 16 

larvas (que passaram por digestão ácida) em pools de 2 mL. As concentrações de 

ferro exibidas na seção 5.2 são referentes ao pool inteiro. 

 

4.5. Procedimentos de caracterização dos peixes-zebra 

4.5.1. Caracterização por micro-PIXE 

 

As amostras foram irradiadas na linha de micro-feixe do acelerador Tandem 3 

MV, localizado no Laboratório de implantação iônica da UFRGS. O feixe de prótons 

possuiu área aproximada de 6,25 μm², energia de 3 MeV, e 70 pA de corrente média. 

A varredura cobriu uma área de 2 mm², suficiente para enquadrar todas as regiões de 

maior interesse da larva (cabeça e abdômen). As medidas foram realizadas em 

animais controles e expostos a SPION-DX em doses de 2 e 8 mM de Fe. Analisaram-

se amostras de 3 animais diferentes por concentração, preparados pelo Protocolo A, 

e 2 animais por concentração preparados pelo Protocolo B. Os raios-X característicos 

gerados na amostra foram detectados por um detector do tipo silicon drift (Sirius-SD 

®), posicionado a 135° em relação à direção do feixe, com resolução em energia de 

140,5 eV para o pico correspondente a 5,9 keV.     

Mapas elementares adquiridos foram gerados automaticamente no software 

OMDAQ 2007 ® durante a irradiação, sem necessidade de pós-processamento 

(apesar de ser possível gerar mapas em diferentes intervalos de canais). 

Simultaneamente aos mapas 2D, no mesmo software, foram gerados espectros de 

contagem de raios X característicos em função do canal do detector. Esses espectros 

foram analisados no GUPIXWIN ®, no qual são aplicadas correções devidas à 

interação dos raios-X com a matriz da amostra, e os elementos de interesse são 

quantificados. 
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4.5.1.1.  Quantificação elementar através do GUPIXWIN® 

 

 Os espectros adquiridos são processados no software GUPIXWIN®, 

desenvolvido na Universidade de Guelph, Canadá 83<sup>84</sup>. Através de 

aproximação não-linear de mínimos quadrados, o programa realiza o cálculo da área 

dos picos dos espectros e a quantificação elementar da amostra irradiada. Na base 

de dados do programa, constam parâmetros de interação do feixe com a matéria como 

seções de choque de produção de raios-X, poder de freamento, peso atômico dos 

elementos e fatores de atenuação de diferentes materiais, que são utilizados para 

correção de efeitos como emissão secundária e autoabsorção de fótons pela amostra. 

Para o processamento do espectro e quantificação elementar, o usuário deve fornecer 

as seguintes informações para o programa: energia e tipo de íon utilizado na 

irradiação; energia de saída do feixe da amostra; carga integrada sob a amostra 

(considerada como o número de íons que a atingem); geometria do sistema, isto é, o 

ângulo entre a reta normal da amostra e a normal do detector; dados relacionados a 

matriz da amostra, como composição elementar, espessura e estrutura da amostra 

(homogênea, sedimentada etc). Informações relacionadas ao tipo de detector e 

padronização do sistema de micro-PIXE são fornecidas através de arquivos de 

formato .dat copiados na pasta do programa. Para padronização do sistema micro-

PIXE, irradiaram-se padrões de SiO, Mn, CuSx e GaP (Micrometer ®) 

       

4.5.2. Análise de peixes-zebra por micro-PIXE 

Um peixe-zebra com 5 dpf possui em torno de 550 µm entre os dois olhos 

(espessura máxima), e aproximadamente 300 µm entre as barbatanas, conforme 

figura 4.6. 
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* 

 

 

 

 

 

Figura 4.6. espessura de uma larva de peixe-zebra em 5 dpf. 

 

 

 O alcance médio de ~100 µm do feixe primário de 3 MeV de energia na amostra 

foi calculado no software SRIM 2003®, considerando um plástico simulador de tecidos 

(Tissue-equivalent plastic A-150, NIST). Portanto, a varredura realizada no peixe-

zebra em orientação sagital (larva deitada sobre o substrato) fornece informações 

superficiais da amostra, majoritariamente do tecido epitelial, sendo necessário um 

procedimento de corte para análise de estruturas mais internas. Em relação ao perfil 

real de profundidade (onde a informação é gerada no material), o raio-X característico 

do ferro gerado dentro da amostra possui energia de 6,38 keV, e o coeficiente de 

atenuação mássico do A-150 referente a essa energia é de aproximadamente 15 

g/cm². Através disso, é possível estimar que aproximadamente 84% dos raios-X 

gerados a uma profundidade de 100 um (alcance médio do próton na amostra) são 

transmitidos através da amostra.      

 As correções utilizadas no GUPIXWIN® para quantificação elementar dos 

cortes de peixes-zebra foram de energia de saída do feixe de 2,06 MeV, amostra 

homogênea de espessura intermediária (intermediate width sample approximation), e 

matriz elementar na proporção de 75% de carbono, 15% de oxigênio e 15% de 

nitrogênio. Essa matriz corresponde a amostras de atum enlatado, obtidas por 

retroespalhamento Rutherford (RBS) 32.  Não há contribuição do hidrogênio para os 

fenômenos de emissão secundária e autoabsorção de fótons na amostra. Portanto, 

ainda que seja um elemento fundamental na composição de tecidos biológicos, 
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desconsiderá-lo nos cálculos de correção de matriz não influencia nas concentrações 

absolutas de ferro calculadas pelo GUPIXWIN. A mesma matriz foi utilizada para 

quantificação de amostras preparadas pelo Protocolo B (larvas inteiras desidratadas), 

mas através da aproximação de espessura grossa (thick sample approximation).  
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5.   RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

5.1. Publicação da pesquisa em periódico 

 

Nesta seção está anexado o artigo publicado no periódico Nuclear Instruments 

and Materials Section B, cujo título e autoria são: 

 

“Use of micro-PIXE for elemental characterization and iron uptake evaluation in 

zebrafish larvae exposed to iron oxide nanoparticles” 

M. R. Calonia∗, E. M. N. Oliveiraa,b, D. de V. Bauerc, M. R. Viannab, J. F. Diasc, R. M. 

Papaléoa  

aInterdisciplinary Center of Nanoscience and Micro-Nanotechnology, bLaboratory of 

Developmental Biology of the Nervous System, School of Sciences, Pontifical Catholic 

University of Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga 6681, Porto Alegre, Brazil 
c.Ion Implantation Laboratory, Institute of Physics, Federal University of Rio Grande do Sul, 

Av. Bento Gonçalves 9500, Porto Alegre, Brazil 

https://doi.org/10.1016/j.nimb.2019.09.035. 

 

Esses dados são referentes à investigação de amostras de larvas cortadas (3 

controles, 3 expostas a 2,0 mM e 3 expostas a 8,0 mM), e de corpo inteiro (2 controles, 

2 expostas a 2,0 mM e 2 expostas a 8,0 mM). Além da publicação, esse trabalho foi 

apresentado pelo autor principal na 16th International Conference on Particle Induced 

X-ray Emission (PIXE2019), em Caldas da Rainha, Portugal (26 a 29 de março de 

2019).  

 No item 5.2, serão apresentados resultados complementares, realizados 

posteriormente aos dados a serem apresentados no item 5.1.  
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5.2. Dados complementares – quantificação do ferro das larvas por ICP-MS  

 

5.2.1. Massa de ferro dos pools de larvas em função da dose de 

tratamento Dose de tratamento (mM de Fe) 

 

 A partir do mesmo protocolo de exposição descrito no item 4.3, foi realizada 

uma nova exposição com número amostral mais significativo, visando à quantificação 

do ferro por ICP-MS. Os gráficos abaixo exibem a massa de Fe de cada pool de 16 

larvas, e a massa aproximada de ferro de cada larva (massa de ferro do pool dividida 

pelo número de larvas de cada pool) em função das doses de tratamento (mM de Fe).  
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Figura 5.1: massa de ferro do pool de larvas (𝜇g de Fe/pool), e massa de ferro por larva (ng de 

Fe/larva), em função da dose de tratamento, em mM 

 

 De maneira geral, os dados obtidos sustentam as conclusões preliminares 

extraídas das análises por micro-PIXE realizadas neste trabalho. Observa-se que o 

pico de concentração se encontra na faixa de doses intermediárias (entre 2,0 e 4,0 

mM), e que a concentração de Fe das larvas não cresce proporcionalmente com a 

dose de tratamento; isto fica evidente na dose máxima de 8,0 mM, que, apesar de ser 

o dobro da dose 4, possui valor próximo das doses 0,5 e 4,0 mM.  Portanto, as 

tendências de pico de absorção para a dose de 2,0 mM, e de crescimento não linear 

da concentração de ferro da larva em função da dose de tratamento, foram 

observadas pelas duas técnicas. 

 Esses dados sugerem que pode haver mecanismos de saturação na 

absorção de Fe pelas larvas. No contexto do protocolo realizado, no qual as SPION-

DX foram diluídas na água do sistema, a principal via de absorção de substâncias em 

peixes são as guelras, conforme já demonstrado em exposições de peixes-zebra a 

metais pesados85,86. Nesses casos, nos quais foram observados indícios de saturação 

para altas doses e altos tempos de exposição, saturação e possíveis danos às guelras 

devidos à alta concentração de metais na água poderia explicar a redução nas 

concentrações de metais absorvidos. Nesse caso, apesar de as guelras serem a 

principal via de absorção de nutrientes presentes na água, a alta sensibilidade desses 

órgãos a determinadas substâncias (ou concentrações elevadas) provocaria danos 

que resultariam em falhas em mecanismos como de osmorregulação entre a corrente 

sanguínea do peixe e o meio aquático. No contexto de exposições a NPs, elas podem 

ser incorporadas através das guelras, dos intestinos (absorção oral, principalmente) e 

da epiderme. A saturação é observada principalmente nas guelras e no intestino 86. A 

absorção oral é pouco relevante até aproximadamente 5 dpf, portanto, os principais 

acessos das SPION-DX ao organismo das larvas são as guelras e a epiderme – as 

micrografias de micro-PIXE exibidas no item 5.1 demonstram altas concentrações de 

SPION-DX na região abdominal e na epiderme. Contudo, os mecanismos de absorção 

são complexos e dependem de tamanho, carga superficial, concentração e tempo de 

exposição à NP86, o que exige uma investigação mais aprofundada das rotas de 

absorção das SPION-DX e sítios de acúmulo e saturação.  
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5.2.2. Concentração de ferro nas soluções de tratamento 

 

 As concentrações para exposição são determinadas por UV-VIS, conforme 

descrito no item 4.2.3. Foram separadas alíquotas das doses de tratamento utilizadas 

na exposição do item 5.2.1, e as concentrações de ferro, em mM, foram comparadas 

com as calculadas por UV-VIS, conforme gráfico a seguir. Para as doses de 1 a 5 

(0,125, 0,5, 2,0 4,0 e 8,0 mM), as medidas por ICP-MS corresponderam aos valores 

de 0,06, 0,46, 1,33, 2,70 e 6,40 mM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2: comparação de concentração de ferro nas soluções de tratamento, em mM, medidas por 

UV-VIS e ICP-MS 
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Observa-se que, a partir de 2,0 mM, a diferença entre a concentração de ferro medida 

por ICP-MS e UV-VIS torna-se significativa. Para doses mais baixas, o UV-VIS e ICP-

MS tiveram maior concordância. Esses desvios devem ser levados em consideração 

para futuras medidas, nas quais a curva de concentração de ferro das larvas em 

função da dose de tratamento seja medida por ICP-MS. Levando esses dados em 

consideração, o gráfico abaixo mostra a curva de concentração em função da dose 

de tratamento, considerando as concentrações das soluções medidas por ICP-MS. 

Apesar de a diferença entre as concentrações por ICP-MS e UV-VIS ser relevante, o 

desvio não alterou a curva de tendência de absorção de ferro das larvas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3: massa de ferro do pool de larvas (𝜇g de Fe/pool), em função da dose de tratamento, em 

mM. Neste gráfico, a dose de tratamento foi medida por ICP-MS, posterior à exposição. 
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6.   CONCLUSÕES 

 

A técnica de caracterização por feixe iônico micro-PIXE mostrou-se viável para 

avaliação da biodistribuição de ferro em larvas de peixes-zebra tratadas com SPION-

DX em diferentes concentrações. A quantidade de ferro presente em larvas tratadas 

está dentro dos limites de detecção da técnica, o que possibilitou a quantificação do 

ferro das larvas no software GUPIXWIN® através de diferentes correções de 

espessura e matriz. 

O sinal elevado de ferro presente em todas as 10 larvas de peixes-zebra 

tratadas demonstra que as exposições provocam retenção do metal no organismo dos 

animais, tendo as larvas controle (não tratadas) como parâmetro. Os mapas 

elementares bidimensionais demonstram que, para ambos os protocolos de 

preparação de amostra, o ferro distribui-se homogeneamente pelo corpo das larvas. 

Em 2 animais, notou-se sutil acúmulo na região abdominal das larvas, onde se 

localizam órgãos metabolizadores de SPION-DX, como o fígado. 

 Em relação a concentrações absolutas, observou-se que o aumento na dose 

de exposição a SPION-DX não provoca aumento proporcional do ferro presente nas 

larvas, o que pode sugerir saturação a partir de 2,0 mM. Houve diferenças 

significativas nas concentrações de ferro das larvas entre preparações de amostras 

diferentes. Uma vez que a massa de amostra irradiada em larvas cortadas é 

significativamente menor, um sinal menor de ferro detectado em tais amostras é 

esperado. Realizaram-se medidas complementares via ICP-MS, e a não 

proporcionalidade também foi observada por essa técnica.  

Finalmente, as variações observadas em elementos endógenos como P, S, K 

e Ca entre os espectros estão potencialmente associadas aos procedimentos de 

preparação de amostras, uma vez que não foi possível estabelecer um padrão de 

presença ou ausência de determinado elemento em função do procedimento de 

preparo utilizado. 
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7.   PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Até onde se sabe, este projeto é inédito e não há bibliografia científica que 

aborde um trabalho de caracterização multielementar de larvas de peixe-zebra 

expostas a NPs. Por isso, ao longo do projeto foram listados diversos aspectos que 

devem ser trabalhados a fim de se obter um protocolo final de como avaliar a absorção 

de ferro em larvas de peixes-zebra através da técnica micro-PIXE. Apesar de o 

protocolo de exposição ser bem consolidado e fundamentado em literatura científica 

atual, os procedimentos de preparação de amostras e instrumentação do micro-PIXE 

devem ser mais bem trabalhados.  

Será dado continuidade a tratamentos em estatística e número de doses 

semelhantes ao que consta no item 5.2, a fim de confirmar a tendência de saturação 

para doses altas observada nos resultados atuais.  

Além disso, pretende-se ampliar a comparação com outras de técnicas 

analíticas para que se possa realizar cruzamento de dados provenientes de diferentes 

aquisições. Por exemplo, a quantificação via micro-PIXE, PIXE convencional e ICP-

MS, o mapeamento via micro-PIXE e EDS. 

Por fim, poderiam ser explorados tratamentos com NPOFe com outros 

revestimentos, como quitosana, SiO2 e PEG, e avaliar os mesmos parâmetros de 

biodistribuição, retenção e saturação de ferro. 

 Nas próximas seções são detalhados os pontos que devem ser desenvolvidos 

para continuidade do projeto. 

 

7.1. Preparação de amostras para micro-PIXE 

 

 Pretende-se estabelecer um protocolo devidamente validado de 

preparação de amostras de larvas de peixes-zebra para irradiação em micro-PIXE. 

Além dos protocolos utilizados neste trabalho, serão adotados procedimentos que 

garantam uma maior preservação química da amostra. Poderia ser avaliada a eficácia 

do uso de isopentano ao invés de N2 para congelamento rápido das larvas, pois não 

sublima em contato com a amostra à temperatura ambiente e evita o efeito 

Leidenfrost, que pode induzir a formação de cristais de gelo e consequente vazamento 



 62 

de elementos presentes no meio intracelular33,87,88<sup>33</sup>. Para a secagem 

da amostra, em vez de em dessecadora à temperatura ambiente, será testada a 

técnica de liofilização, que consiste na sublimação controlada da água congelada da 

amostra através do aumento gradual de temperatura em uma câmara de alto vácuo. 

O controle de temperatura e pressão deve garantir uma taxa de sublimação pequena, 

para que danos estruturais como o enrugamento e quebra da amostra sejam evitados. 

Além disso, uma rápida sublimação, bem como um controle pouco sensível sobre a 

temperatura, que leve ao aquecimento indevido da amostra, podem provocar 

deslocamento de íons hidrossolúveis como o fósforo, o potássio, o sódio e o cloro. 

Feito adequadamente, o resfriamento rápido seguido da sublimação lenta conserva a 

integridade química de tecidos, tanto em relação à biodistribuição elementar, quanto 

à quantidade absoluta de elementos químicos. 

 

7.2. Aspectos de instrumentação do micro-PIXE e uso de técnicas 

complementares 

 

 Mencionaram-se obstáculos impostos pelo tempo de irradiação necessário 

para coleta de um volume estatisticamente significativo de dados, e para que os 

mapas possuam um sinal integrado de ferro visível. Para uma amostra das dimensões 

de uma larva de peixe-zebra cortada, já se chegou a mais de 3h de irradiação para 

que se obtivesse um mapa adequado. Isso pode ser contornado adaptando-se a 

geometria de detecção às características da amostra. Conforme observado nos 

resultados obtidos por ICP-MS, mesmo larvas tratadas com concentração elevada de 

SPION-DX retêm uma quantidade muito pequena de ferro, e esse elemento, apesar 

de presente em larvas controle, possui sinal indistinguível do ruído. Portanto, uma 

proposta futura é de reduzir a distância entre a amostra e o detector, para que se 

aumente a fluência de raios-X característicos que o atinjam e, possivelmente, reduzir 

os tempos de irradiação necessários para aquisição de mapas de elementos traço. 

Além disso, há a recente possibilidade de uso do software GUMAP, desenvolvido na 

Universidade Guelph (Canadá)84, que permite selecionar regiões de mapas obtidos 

via micro-PIXE para quantificação local da imagem. Uma vez adaptado à 

quantificação de amostras não homogêneas, essa ferramenta poderá fornecer 
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informações espaciais específicas de determinadas regiões do peixe, o que 

complementará os dados obtidos através da técnica. 

 Em tratamentos futuros, a massa das larvas deverá ser aferida após a 

eutanásia, para que os resultados de ICP-MS possam ser convertidos para ppm e o 

cruzamento de dados de quantificação de ferro por ICP-MS e micro-PIXE seja 

possível. Até então, ambas as curvas de concentração de ferro em função da dose de 

tratamento demonstraram coerência entre as técnicas. Além de ICP-MS, serão 

realizadas novas tentativas de preparo de amostras de larvas para irradiação na linha 

de PIXE convencional do Tandem 3 MV, visando a estabelecer um protocolo de 

preparação de amostras para essa técnica e comparação de dados de quantificação 

entre dados obtidos ia PIXE convencional e micro-PIXE. No âmbito das técnicas de 

mapeamento, serão realizadas medidas em MEV-EDS de amostras medidas 

previamente no micro-PIXE. Apesar de possuir limite de detecção inferior ao micro-

PIXE, o MEV-EDS fornece maior resolução espacial e será um importante 

complemento à pesquisa, sendo possível visualizar regiões de acúmulo em 

microestruturas não resolvidas pelo sistema de micro feixe. Até o momento, as 

tentativas de medidas por MEV-EDS não foram bem-sucedidas devido a dificuldades 

relacionadas ao preparo de amostras. 
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