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RESUMO

RAMOS CALONI, Matheus. Avaliagao da distribuicdo elementar em larvas de
peixe-zebra expostas a nanoparticulas de 6xido de ferro. Porto Alegre - Brasil.
2020. Dissertacdo. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Neste trabalho, foi realizada a avaliacdo de concentracdo e biodistribuicdo de
ferro em larvas de peixes-zebra (Danio rerio) expostas a nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro revestidas com dextrana (SPION-DX) através
da técnica de micro-PIXE. Foram comparados resultados de mapas elementares
bidimensionais e quantificacdo de ferro de amostras obtidas por dois procedimentos
diferentes de preparacdo de amostras: cortes sagitais realizados por criomicrotomia;
e amostras inteiras de larvas desidratadas, sem seccionamento. Independentemente
do método de preparacdo de amostras utilizado, a concentracéo 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 €, que nao sofreram exposi¢cado as NPs.
Contudo, o aumento da dose de SPION-DX nédo provocou aumento proporcional na
guantidade de ferro medida nas larvas: as larvas expostas a 2 mM e 8 mM possuiam
concentracdo semelhante. Além disso, os mapas bidimensionais demonstraram que
a distribuicao de ferro em larvas tratadas € homogénea, e somente algumas amostras
apresentam sutil incremento do elemento na regido abdominal. Através dos espectros
de contagens elementares obtidos por micro-PIXE foi possivel estabelecer uma curva
de correlacdo entre dose de exposicdo (concentracdo de SPION-DX na agua dos
peixes) e concentracao de ferro efetivamente incorporada nos animais, o que sugere
saturacdo de ferro para doses altas. Essa informacéo foi sustentada por medidas
complementares por ICP-MS, nas quais a tendéncia de pico para doses intermediarias

e saturacao para doses altas foi observada.

Palavras-Chaves: PIXE, nanotoxicologia, peixe-zebra, nanoparticulas de 6xido 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
(nanopatrticle 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
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1. INTRODUCAO

O uso de nanoparticulas magnéticas (NPMs) no contexto biolégico tem
aumentado progressivamente, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas Unicas
permitirem uma vasta gama de aplicacdes terapéuticas e diagndsticas 2. Dentre as
diferentes variedades de NPMs, as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de
ferro (do inglés, superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONSs) sdo uma das
mais prevalentes no contexto biomédico *%. Elas sdo amplamente utilizadas em
diagnéstico por imagem como agente de contraste em ressonancia magnética >6 e
sdo aplicaveis no tratamento de tumores como centros de aquecimento em terapia
por hipertermia magnética “8. As SPIONs consistem em um nlcleo composto por
magnetita ou maguemita, com superficie recoberta por camada estabilizante,
geralmente um material biocompativel, que pode ser alterado para adicionar
diferentes funcionalidades ao sistema °. Apesar de nanoparticulas de 6xido de ferro
serem absorviveis pelo corpo humano e, de serem com frequéncia apontadas como
tendo baixa toxicidade, a seguranca relativa a administracdo desses materiais em
seres humanos ainda é tema de investigagdo 013,

O peixe-zebra (Danio rerio) € um modelo animal empregado de forma
abundante na investigacdo de toxicidade in vivo de nanomateriais, pois substancias
guimicas adicionadas ao seu meio aquoso sao rapidamente incorporadas nos tecidos
e no sistema nervoso central desses animais.'*?. Sua taxa de fecundacéo é alta e o
rapido desenvolvimento permite aquisicdo de grande volume de dados em pouco
tempo. Além disso, o desenvolvimento embrionario e a similaridade genémica
(aproximadamente 70%)?%? entre seres humanos e o0 peixe-zebra os tornam, em
principio, suficientemente relacionaveis aos humanos 2324,

Em estudos toxicolégicos um importante parametro de investigagdo € a
acumulacao do principio ativo em tecidos apés exposi¢do. No entanto, limitacdes de

carater experimental restringem muitas pesquisas a somente correlacionar a
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concentracdo da substancia no meio aquoso com os efeitos toxicoldgicos resultantes,
sem explorar concentragdes elementares ou biodistribuicdo. O crescente uso de
nanomateriais exige dados mais consistentes acerca de processos de absorcéao,
distribuicdo e eliminagdo de NPs por seres vivos. O presente trabalho € focado em
avaliar a absorcao e a biodistribuicdo de ferro em larvas de peixe-zebra expostas a
nanoparticulas de éxido de ferro do tipo SPION. Diversas técnicas de caracterizacao
analitica tém sido aplicadas dentro de tal contexto de pesquisa 2>-2°, e a técnica de
emissdo de raios-X estimulada por micro-feixe de prétons (micro-PIXE) 3933 foi
utilizada para o mapeamento bidimensional de amostras das larvas. Essa técnica é
interessante para o contexto de nanotoxicidade, pois além da caracterizacéo do ferro
em larvas tratadas e controle, é possivel, simultaneamente, analisar a distribuicédo e a
concentracéo de elementos com Z>11. Isso permite uma avaliagdo mais profunda dos
mecanismos de absorcdo das nanoparticulas, isto €, como as concentracdes de
elementos endodgenos como o fésforo, o sodio, cloro e o céalcio variam em funcao da
incorporacao do ferro no organismo das larvas.

O presente trabalho integra o grupo de projetos desenvolvidos no Centro
Intedisciplinar de Nanociéncias e Micro-Nanotecnologia em colaboracdo com o
Laboratério de Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso (PUCRS), utilizando
0 peixe-zebra para ensaios de nanotoxicidade in vivo de SPIONs 4 com enfoque em
alteracdes comportamentais e morfologicas em larvas. Este projeto visa a
complementacdo desses ensaios com dados relativos a absorcao e a biodistribuicéo
das NPs no modelo animal descrito. Esta pesquisa foi publicada no periddico Nuclear
Instruments and Material Section B, sob titulo “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 colaboracao entre Centro
Interdisciplinar de Nanociéncias e Micro-Nanotecnologia da PUCRS, o Laboratério de
Biologia e Desenvolvimento do Sistema Nervoso da PUCRS e o Laboratério de
Implantacao l6nica (Instituto de Fisica da UFRGS). O trabalho publicado contemplou
a analise por micro-PIXE de amostras de peixe-zebra expostas a diferentes
concentracfes de SPION, em dois protocolos de preparacdo de amostras: larvas
inteiras e cortadas por ultra-microtomia. Para ambos o0s protocolos, obtiveram-se

mapas multielementares bidimensionais e quantificagdo do ferro presente nas larvas
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controle e tratadas. Complementarmente, a técnica ICP-MS foi utilizada em medidas
de quantificacéo de ferro das solu¢des de tratamento e das larvas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a concentracéo e biodistribuicéo de
ferro em larvas de peixe-zebra expostas a diferentes concentra¢cdes de nanoparticulas
de 6xido de ferro do tipo SPION-DX através da técnica de caracterizacao elementar
micro-PIXE.

2.1. Objetivos especificos

e Medir a concentracao elementar em larvas de peixe-zebra através da técnica
de micro-PIXE;

e Comparar medidas de concentracdo elementar de Fe obtidas por micro-PIXE

com técnicas auxiliares como ICP-MS e EDS;

e Obter uma curva de concentracéo de ferro endégeno em funcéo de diferentes

doses de exposicédo as SPIONSs;

e Verificar se a exposicao as SPIONs altera as concentracdes e biodistribuictes

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

e Avaliar o impacto de diferentes técnicas de preparacao de amostra das larvas
tratadas e controle para analise com micro-PIXE da composicéo e distribuicdo

elementar dos animais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo é divido em cinco assuntos fundamentais: (1) nanoparticulas de
oxido de ferro do tipo SPION: aplicacBes e fundamentos tedricos; (2) interacdo de
SPIONs com o meio biol6gico; (3) peixe-zebra como modelo animal em estudos de
nanotoxicidade; (4) micro-PIXE como técnica de caracteriza¢ao de sistemas ex vivo;
e (5) impacto da preparacdo de amostras na analise. No primeiro tema, sao
introduzidos aspectos essenciais de nanoparticulas de 6xido de ferro e sua aplicacéo
no contexto de ciéncias biomédicas, com foco em nanoparticulas do tipo SPION. No
segundo assunto, discorre-se sobre como SPIONs interagem com sistemas bioldgicos
e 0s aspectos toxicologicos associados a tal interacao. No terceiro topico é justificado
0 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
analise proposto neste trabalho. Por fim, no quinto topico, séo discutidos os impactos

gue técnicas de preparacdo de amostras podem provocar nos dados obtidos.

3.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro — aplicacdes

Uma nanoparticula (NP) pode ser classificada como qualquer grdo com uma
de suas dimensdes inferior a 100 nm 3 Atualmente é mais comum trabalhar com
nanoparticulas projetadas em laboratorio (engineered nanopatrticles), as quais com
frequéncia possuem, além do nucleo central de um composto determinado, outros
elementos estabilizantes ou funcionais acoplados a sua estrutura, como polimeros,
oxidos metalicos e farmacos, 0 que permite uma vasta gama de aplicagbes em
ciéncias biomédicas e engenharias 3°%6. As nanoparticulas de éxido de ferro (NPOFe)
sdo constituidas principalmente por ndcleos cristalinos de magnetita, Fez04, ou

maguemita, y-Fe>Osz, e apresentam comportamento magnético dependente do
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tamanho e da composi¢cao do material. O ferro, por sua vez, € um metal pesado que
participa de importantes processos metabolicos dos seres vivos, estando presente em
hemoglobinas — metaloproteinas que atuam no transporte de oxigénio através de
heméacias- sendo um elemento fundamental na respiracdo dos seres vivos®’. Isso
torna as NPOFe consideravelmente biocompativeis, o que, aliado as propriedades
magnéticas dessa classe de nanomateriais, resulta em diferentes aplicagbes no
contexto biomédico. Uma dessas areas é o diagnostico por imagem, onde podem
atuar, por exemplo, na ressonancia magnética (MRI, do inglés magnetic ressonance
imaging) como agentes de contraste aumentando a diferenciacdo radiolégica entre
estruturas internas de um organismo) 3¢, ou como fonte do sinal de imagem, como na
técnica de Magnetic Particle Imaging (MPI) 3. Essa modalidade de agentes de
contraste para MRI possui alguns exemplares aprovados para uso clinico, podendo-
se citar o Feridex ® e 0 Resovist ®. Tais agentes sdo especialmente eficazes para o

imageamento do figado, pois esse 6rgao € um dos principais metabolizadores do ferro.

NPOFe também séo aplicaveis em terapias para tratamento complementar do
cancer, através do fenébmeno de hipertermia magnética 3°3%-4, que ocorre quando as
NPMs sdo expostas a um campo magnético alternado gerado por bobinas de
radiofrequéncia. As altas frequéncias do campo magnético gerado pelas bobinas
provoca rapida variacao de direcdo dos momentos de dipolo magnético das NPOFe,
através de processos de excitacdo e relaxacdo dos spins eletronicos. Isso provoca
liberacdo de energia térmica na regido 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
terapéutica de 43 °C é fatal somente para o tecido ndo sadio, o que garante

preservacao de tecidos que ndo foram acometidos pela doenca.

E também proposto e investigado o uso de NPOFe na area farmacéutica, na
gual suas caracteristicas magnéticas sao exploradas para a entrega de farmacos em
tecidos especificos (aplicacdo também denominada de targeted drug delivery).
Fundamentalmente, a carga de farmaco é inserida na superficie das NPOFe,
principalmente através de ligacBes covalentes ou estruturas porosas. A partir de
gradientes localizados de campo magnético gerados por bobinas de radiofrequéncia
€ possivel guiar as NPOFe com farmacos acoplados a si até determinado alvo

bioldgico. O guiamento também pode ser obtido adicionando algum ligante especifico
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a estrutura patoldgica no revestimento das NPs. Dessa forma, o uso de nanoparticulas
magnéticas marcadas com farmacos pode propiciar alta especificidade na entrega da
droga, e consequente reducdo da dose administrada e otimizacdo de tratamentos

farmacolégicos.
3.2. Nanoparticulas do tipo SPION - caracteristicas fundamentais

As propriedades magnéticas de um material relacionam-se com o0s
momentos de dipolo magnético dos atomos que o compdem, que, por sua vez, sdo
determinados pelos momentos angulares orbitais e de spin do nlcleo e dos elétrons®.
Na maioria dos materiais, 0s momentos magnéticos de elétrons orbitando o nucleo
sédo anulados por momentos magnéticos de elétrons que orbitem na direcdo oposta.
Essa é a situacdo de momento magneético liquido nulo, ou baixo o suficiente para que
efeitos magnéticos ndo sejam observados. Em atomos com niveis de energia nao
ocupados, os spins desemparelhados resultam em momento magnético liquido néo

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

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

magneético tendem a orientar-se conforme direcdo e sentido do campo; nesse cenario,

0 somatorio dos momentos de dipolo magnético resulta na magnetizacdo M, que
corresponde ao momento magnético liquido por volume do material. A relacao entre

a magnetizacao e o campo magnético externo obedece a equacéo 3.1:

M = yH Eq. 3.1

onde y é a susceptibilidade magnética do material. Valores positivos de y indicam
alinhamento do campo induzido nha mesma direcdo do campo externo, enquanto
valores negativos indicam oposicdo ao campo (que configura um material
diamagnético). Dessa forma, pode-se identificar a natureza magnética do material a
partir desse parametro. Materiais ferromagnéticos, por exemplo, possuem momento
magnético liquido ndo nulo (intrinseco); ao serem expostos a campo magnético
externo, os momentos de dipolo magnéticos alinham-se na dire¢cdo do campo, por

conseguinte, sua suscetibilidade magnética é positiva e elevada.
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Usualmente, materiais ferromagnéticos massivos possuem diversas regides de
volume micrométrico de magnetizacdo ndo nula denominadas dominios magnéticos
(figura 3.1). Esses dominios sao separados por paredes cujo equilibrio, isto €, a
estabilidade das barreiras, depende da energia de dominio de parede (dependente da
area da interface entre dominios) e da energia magnetoestatica (proporcional ao

volume do material).

a) Dominios em orientagdo aleatdria b) Orienta¢3o cdos dominios apds magnetizagdo

Figura 3.1. Representacdo de dominios magnéticos antes e apdés magnetizacéo devido a campo

externo. Imagem adaptada de https://www.electrical4u.com/ferromagnetic-materials/, em 01/08/2020.

Materiais de dimensdes pequenas possuem um numero reduzido de dominios
magneéticos; a partir de um diametro critico, que pode ter até dezenas de nm, a energia
de dominio de parede é menor do que a energia magnetoestatica, o que torna a
permanéncia das paredes energeticamente desfavoravel e possibilita a formacéo de
monodominios magnéticos?®.

No contexto de materiais hanoestruturados, as NPMs podem possuir pequenos
dominios magnéticos ou um monodominio, a depender de suas dimensdes e
composicdo. No caso de superparamagnetismo, as NPMs possuem monodominio e
0S momentos magnéticos dos atomos mantém-se ordenados entre si, ainda que,
devido a flutuacdes térmicas, a magnetizacao liquida da SPION seja nula. Quando
expostas a um campo externo, os momentos de dipolo da particula orientam-se rapida
e coerentemente em relacdo ao campo, € 0S momentos magnéticos apontam para
uma mesma dire¢do, atingindo a magnetizacao de saturagcdo. Cessado o campo, a
magnetizacao liquida rapidamente retorna a zero, ndo apresentando magnetizagéo

residual e consequente histerese.
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A estrutura molecular das SPION integra-a no grupo de materiais denominados
ferritas cubicas, que sdo compostas por Oxidos metélicos magnéticos como a
magnetita e a maguemita, e possuem estrutura cristalina cubica do tipo espinélio. No
contexto biomédico, as NPs de ndcleo composto por 6xido superparamagnético
(SPION) séo classificadas de acordo com o seu diametro hidrodinamico 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
didmetros hidrodindmicos inferiores a 40 nm. Quando o nlcleo é revestido com
polissacarideo reticulado aminado, passa a ser classificado como crosslinked iron
oxide, ou CLIO-NH; "2, que é a classificacdo do material nanoestruturado utilizado nest

trabalho.

3.3. Dextrana como revestimento de SPIONs

A aglomeracdo de NPs € particularmente critica em suspensdes aquosas. A
consequente formacéao de estruturas de escala micrométrica, isto €, agrupamentos de
centenas de NPOFe individuais, faz com que a solucdo perca as propriedades
inerentes a escala nanométrica, o que compromete a eficacia proposta do
nanomaterial. Além disso, a estabilizacdo da solucdo é fundamental para que, uma
vez dentro do organismo, a sua toxicidade mantenha-se dentro do limite esperado.
Esse obstaculo é contornavel através do uso de revestimentos (coatings) na superficie
das NPs, que podem ser compostos por materiais biocompativeis, como a silica e 0
oxido de titanio, polissacarideos como a dextrana (CsH1206)n, polietileno glicol (PEG)
11,14,43,47-49  além de outras biomoléculas. Além de melhorarem a biocompatibilidade
da NP, os revestimentos auxiliam na manutencdo da estabilidade das NPs em
suspensdes. Ademais, 0s coatings possibilitam alto grau de especificidade biolégica,
sendo um elemento essencial na area de drug delivery. Se a molécula que constitui 0
coating possuir afinidade quimica com um tecido em particular, a nanoparticula tende
a se acumular nesse tecido em maior quantidade. Através da marcacéo de agentes
de contraste com moléculas de glicose, por exemplo, é possivel visualizar regides do

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

€ particularmente Gtil na deteccao de malignidades e processos metastéticos.

Tal mecanismo de marcacédo e acumulacdo em tecidos especificos € aplicavel
a nanoparticulas de 6xido 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 biopolimero composto por cadeias de moléculas de glicose com
massa molar entre 10 e 50 kDa de modo a manter o revestimento hidrossoltvel, uma
vez que se tornam insoluveis em dimensBes acima do limite citado anteriormente
(acima de 50 kDa). Portanto, essencialmente, a dextrana é uma cadeia polimérica
com unidades de glicose. Além disso, 0 corpo humano possui mecanismos de
excrecdo da dextrana, 0 que impede meias-vidas biologicas elevadas e,
consequentemente, reduz sua toxicidade. Tais fatores justificam o uso comum desse

material como revestimento de NPs no contexto biomédico.

0-CH,
o }—o0
4 OH N
L-t-1--0-CH,
e OH J}——0
@ oxido de ferro § dextran 2 o
OH
a) b) .

Figura 3.2. Nanoparticula com nucleo de 6xido de ferro revestido com dextran, b) estrutura quimica
do dextran. Imagem adaptada de Oliveira (2018), em 01/08/2020.

3.4. Interacdo de nanoparticulas com sistemas biolégicos

As propriedades fisico-quimicas Unicas de nanomateriais (propriedades dependentes

de tamanho e forma, elevada razdo superficie-volume e possibilidade de combinacao
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com outros materiais) em relacdo a materiais massivos séo exploradas em diversos
campos de ciéncia e engenharia dos materiais, além de serem amplamente
empregados no contexto biomédico. Em medicina, séo Uteis tanto em diagndstico por
imagem quanto em terapia 226:°0-54, Tal versatilidade de aplicacdes em mudltiplos
setores da sociedade fazem com que nanomateriais estejam presentes em diversos
produtos de consumo, como cosméticos, brinquedos, equipamentos esportivos,
alimentos, entre outros . Nesse cenario, 0s nanomateriais podem ser liberados em
sistemas de esgoto e no meio ambiente e eventualmente s&o ingeridos por seres vivos
através da ingestao de agua e de alimentos, pela inalacao de aerossois (aglomerados
micrométricos de particulas em suspensdao no ar), ou pela absor¢cdo via tecido
epitelial>®®®. Por isso, apesar dos beneficios proporcionados pela nanotecnologia,
deve-se atentar a possiveis efeitos deletérios causados pela exposicdo ambiental a
nanomateriais. Técnicas de imageamento e expressao génica realizadas em ensaios
in vitro de exposicdo a NPs demonstram que a endocitose é um importante
mecanismo de absorcdo desses materiais por tecidos bioldgicos?627:55, Também é
possivel que NPs atravessem membranas celulares por difusdo simples ou por danos
causados a canais i6nicos e proteinas transmembrana®>°556, Uma vez dentro da
célula, os efeitos variam de acordo com o tamanho, a forma e o revestimento do
nanomaterial. As interacdes entre NPs e células podem ser inertes, ou podem gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS, que surgem principalmente pela quebra de
moléculas de agua, liberando ions reativos no meio), que em grandes concentracdes
podem levar a processos apoptéticos (morte celular autoinduzida) >>°7. O tamanho e
a funcionalizacéo sao propriedades que influenciam a distribuicdo e a eliminacdo das

nanoparticulas de organismos que as absorvem 1:3:3543.55,

Estudos de absorcdo e biodistribuicdo de SPIONs realizados em humanos
indicaram que, uma vez na corrente sanguinea, as SPIONs acessam o figado através
da veia porta ou artéria hepatica, e seguem através de capilares a células endoteliais
sinusoidais (integrantes do sistema reticuloendotelial, ou RES), cujo meio intersticial
é habitado por células de Kupffer 7. Essas células sdo macréfagos, que, dentre outras
funcdes, fagocitam eritrécitos (heméacias) envelhecidos e reciclam a hetesemoglobina
37, que é uma metaloproteina com ferro em sua estrutura e é responsavel pelo
transporte de oxigénio na corrente sanguinea de quase todos os vertebrados,

incluindo seres humanos e peixes-zebra. Além do papel fisiolégico que
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desempenham, as células de Kupffer sdo eficientes em fagocitar nanoparticulas em
circulacéo 2837:55, Por esse motivo, sistemas ricos em macréfagos sdo acumuladores
de SPIONSs, o que torna agentes de contraste baseados em nanoparticulas de ferro
ou 6xido de ferro eficazes para o imageamento do figado e do bago por MRI.

No figado, além da presenca de células que fagocitam as SPIONs, um outro
aspecto facilitador para o seu acimulo séo fenestracdes (fendas) da ordem de 150 a
200 nm presentes no RES hepético, através dos quais ocorre o transito de qualquer
NP de tamanho inferior a esse intervalo. Tais fenestracdes costumam ser menores
em RES de outros tecidos 2. No meio intracelular das células do RES hepético, as
SPIONs sao absorvidas por lisossomos, dentro dos quais ficam retidas em um
intervalo de tempo dependente das propriedades fisico-quimicas da NP (tamanho,
carga superficial, revestimento etc.), enquanto sdo degradadas em ions de ferro (ferro
livre). Isso faz das SPIONs um agente de contraste intracelular. Os ions de ferro
acumulam-se no interior dos lisossomos, que em situacbes de concentracdes
elevadas do metal podem sofrer degradacéo 3"%°. Isso induz a producéao de ferritina,
uma proteina armazenadora de ferro que serve como marcador biolégico de
concentragcdo e acumulo de ferro em tecidos. Quando secretada em grande
guantidade, a ferritina induz a producéo de enzimas que desencadeiam resposta anti-
inflamatoria a sobrecarga de ferro no meio intracelular. Em alguns casos, essa
resposta pode levar a processo apoptético (morte celular) 375558,

As SPIONs que ndo sao metabolizadas pelo sistema hepatico ou fagocitadas
por macrofagos de outros sistemas séo eliminadas gradualmente pelos rins, cuja
eficiéncia de absorcéo e filtracdo sdo dependentes de tamanho e peso molecular do
revestimento das NPs. Quando menores do que 5,5 nm, SPIONs sdo facilmente
eliminadas pelos rins; até aproximadamente 9 nm, a filtracdo renal ocorre de forma
lenta, podendo chegar a uma meia-vida bioldgica de até 20 h . Quando recobertas
com dextrana, se forem particulas menores de 80 nm com revestimento de baixa
massa molar (menor que 10 kDa), os RES hepético e esplénico assimilam-nas. Caso
possuam maior massa molar, a enzima dextranase, sintetizada por 6rgdos como
figado, baco, colon e rins, deve ser produzida em maior quantidade para que auxilie
na degradacgao e posterior eliminacéo.

Portanto, dados provenientes principalmente de investigagbes em humanos
apontam que a biodistribuicdo de SPIONs ocorre preferencialmente nos sistemas

hepatico e esplénico, o que pode ser o caso para peixes-zebra.
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3.5. Peixe zebra como animal modelo em estudos toxicoldgicos

Apesar de fornecerem dados importantes sobre os mecanismos de interagéo
entre NPs e tecidos biologicos, é sabido que a resposta toxicolégica em culturas
celulares pode ser muito distinta da obtida em um organismo intacto 26-28, Além disso,
a falta de padronizacao de procedimentos experimentais de sintese e caracterizacao
das NPs pode ser causa importante de disparidades observadas entre dados obtidos
in vitro e in vivo 7. N&o obstante, dados referentes a vias de absorcdo e incorporacéo,
biodistribuicdo (acumulacéo, érgdos e tecidos alvos) e eliminacao de NPs, além de
parametros de nanotoxicidade como taxa de mortalidade e alteragbes de
comportamento, requerem estudos em sistemas in vivo para compreensao mais
ampla de efeitos deletérios da exposicdo a nanomateriais.

O peixe-zebra (Danio rerio, Fig. 3.3) é um teledsteo de agua doce, da familia
Cyprinidae, naturalmente encontrado no sul e no sudeste da Asia. Seu uso como
modelo animal em estudos embriologicos foi amplamente utilizado a partir da década
de 1930, facilitado pelos fatos de esse animal ser transparente em estagios
embrionario e larval, e de sua fecundacgéo ser externa. Tais caracteristicas permitem
a observacdo e acompanhamento de eventos de desenvolvimento embrionario por
microscopia o6tica do animal em vida. Possuindo entre 3 e 4 cm, seu tamanho o torna
facilmente adaptavel a aquarios, conferindo-lhe baixo custo de manutencdo se
comparado a outros modelos animais, como roedores, além de permitir o estudo de
um numero maior de animais sujeitos a um mesmo experimento, que é também
facilitado pela alta taxa de fecundacao do peixe-zebra. Outra propriedade interessante
€ o rapido desenvolvimento: a embriogénese completa-se em 72 horas poés-
fertilizac&o, estagio no qual a larva ja eclodiu e a maioria de seus 6rgaos internos esta
formada; a partir de cinco dias pos-fertilizacdo (5 dpf), a larva passa a alimentar-se
pela boca, e entre 3 e 6 meses sua maturacao sexual esta completa. A similaridade
genética, o desenvolvimento dos sistemas nervoso, excretor e cardiaco, e respostas
toxicolbgicas entre esses animais e seres humanos, aliadas as vantagens logisticas
de seu uso, o tornam um modelo animal interessante em diversas areas do
conhecimento, dentre as quais inserem-se a farmacologia e a toxicologia. A pesquisa

nessas areas faz amplo uso de peixes-zebra pela sua rapida incorporacdo e
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acumulacdo em diferentes tecidos de compostos dissolvidos na 4gua em que vivem
(em ambientes controlados de pesquisa, € denominada agua do sistema).

O peixe-zebra em fase embrionaria, larval e adulta tem sido bastante utilizado
como modelo animal para estudo de diferentes nanoparticulas metdlicas 182840.59-62,
Em relacdo a classe das SPIONs, ha evidéncia de que SPIONs puras (sem
revestimentos) em concentracbes maiores que 10 mg/L estdo associadas a
malformacdes, atrasos na taxa de eclosdo e até mortalidade elevada 42, No entanto,
o potencial toxicolégico 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 caracterizacao da biodistribuicdo em sistemas bioldgicos

A avaliacdo de vias de absorcéao, eliminacédo, biodistribuicdo e parametros de
toxicidade em sistemas in vitro, in vivo e ex vivo pode ser realizada a partir de
diferentes abordagens. Caracteristicas inerentes a técnicas de caracterizacdo como
custo, complexidade da preparacdo de amostra, resolucado espacial ou energética e
tempo de aquisicdo de dados exigem que varias técnicas sejam utilizadas
complementarmente para um mesmo problema de pesquisa. Dentre as técnicas que
possibilitam a visualizacédo de vias de absorcdo, acumulacéo e eliminacdo das NPs,
destacam-se as que apresentam a melhor relacdo entre resolucdo espacial
(capacidade de distinguir estruturas préximas) e sensibilidade (parametro associado
ao limite de deteccdo)®. Andlises de pontos fixos na amostra ndo fornecem

informacgdes espaciais, pois sao geralmente realizadas em amostras homogeneizadas
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e isotropicas, isto €, a composicdo e a distribuicdo elementar ndo variam ao longo das
dimensdes da amostra. Esse tipo de analise pode ser representada por técnicas como
PIXE (emissdo de raios-X estimulada por particula), ICP-MS (espectroscopia de
massa por inducédo de plasma acoplado), espectroscopia Raman, DRX (difracdo de
raios-X) e XRF (espectroscopia por fluorescéncia de raios-X) 30-32626465 Egsas
técnicas permitem a quantificacdo multielementar de amostras orgéanicas e
inorganicas, mas néo fornecem dados sobre a biodistribuicdo desses elementos, isto
€, ndo é possivel extrair a localizacdo dos elementos na amostra analisada. Além
disso, a informacao obtida através dessas técnicas nao distingue NP de elemento
livre, e as técnicas ndo possuem resolucdo suficiente para que se determine se o
elemento (ou NP) esta ligado a arranjos moleculares mais complexos — essa limitacéo
€ contornada por técnicas de espectroscopia de massa por ions secundarios (SIMS),
que possibilita a diferenciacdo entre elemento ligado e elemento livre®®. Contudo,
aquelas técnicas de analise de ponto fixo possuem baixos tempos de aquisi¢do e o
preparo de amostras € relativamente simples, e por isso sdo empregadas em
avaliacdes iniciais para verificar se houve incorporacdo do nanomaterial no modelo
investigado.

O uso complementar de diferentes técnicas € necessario para uma avaliacao
mais completa da biodistribuicdo elementar. Por exemplo, a microscopia confocal
possibilita a visualizacéo in vivo da interacdo do nanomaterial com o organismo, mas
o limite de resolucéo espacial e ampliacdo néo permite o detalhamento de estruturas
internas em escala sub-micrométrica, além de que necessita a adicdo de um
componente fluorescente. Por outro lado, microscopias eletrénicas de varredura
(SEM) e transmissdo (TEM) possuem resolucbes espaciais que permitem a
identificacdo de nanoparticulas em meios extra e intracelulares ex vivo, mas a custo
de preparacdo de amostra mais complexa, potencialmente danosa a integridade
morfolégica e quimica do material biol6gico®”.

A aquisicdo de imagens em alta resolucdo espacial e sensibilidade na deteccéo
de elementos-tragco geralmente exigem técnicas de alto custo de aquisicdo e
manutencao, de protocolos de preparacdo de amostra mais complexos e de maiores
tempos de aquisicdo, o que muitas vezes inviabiliza a analise 2>2¢. Nesse grupo pode-
se citar espectroscopia Raman, micro-XRF (micro fluorescéncia de raios-X) e LA-ICP-
MS (ICP-MS por ablacdo de laser), que possibilitam o mapeamento multielementar

em boa resolucéo espacial e a quantificacdo elementar em baixos limites de deteccao
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(na faixa de ppm a ppb), ainda que nao 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 resolugédo espacial inferior a micro-
XRF ou LA-ICP-MS. A espectroscopia por dispersdo de energia (EDS), por ser
acoplada a sistemas SEM e TEM, possibilitam a caracterizacdo elementar da amostra,
ainda que usualmente seja utilizada qualitativamente.

Neste trabalho, a técnica micro-PIXE foi utlizada para avaliagdo da
biodistribuicdo de SPION-DX no corpo das larvas e para quantificacdo de ferro em
larvas de peixes-zebra. Complementarmente, a técnica de ICP-MS foi utilizada para

guantificacédo do ferro presente nas larvas.

3.7. Emisséo de raios-X estimulada por particulas (PIXE)

3.7.1. Interacdo de ions carregados com a matéria

Quando um feixe primario de carga elétrica ndo nula € incidido sobre uma
amostra, podem ocorrer diversos processos de interacdo de ions com a matéria, cujas
secdes de choque (proporcional as probabilidades de ocorréncia de determinada
interacdo) dependem de parametros de feixe, como energia e carga, e do material,
como o numero atbmico, a densidade e a distribuicdo de matriz elementar (os
elementos principais que constituem o material em certa proporcdo; o somatorio de
massa atbmica de cada elemento da matriz representa aproximadamente toda a
massa da amostra). Um feixe ibnico 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 trajetéria (dE/dx) € definida como poder de freamento. Essa grandeza é
diretamente associada a distancia que o feixe consegue penetrar no material: quanto
maior o poder de freamento, mais energia o feixe deposita no meio ao longo de sua
trajetéria, e, consequentemente, menor é a distancia percorrida, definida como
alcance. No contexto da técnica PIXE, a perda média de energia do feixe primario
ocorre via colisbes inelasticas com os atomos do material. Quando uma coliséo
provoca ionizagdo dos atomos em orbitais mais proximos ao nucleo (camadas K, L e
M), a vacancia gerada pode ser ocupada por outro elétron de uma camada mais

exterior, e a diferenca de energia entre os orbitais pode se manifestar na forma de
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raios X caracteristicos, de distribuicdo discreta de energia. Como a energia do raio X
caracteristico € igual a diferenca de energia de ligagdo dos elétrons nas camadas
envolvidas na transicdo e essa energia € caracteristica de cada atomo da tabela
periddica, pode-se associar a energia da radiacdo a um elemento quimico particular,
e por isso sao denominados raios X caracteristicos. Essa radiacdo é o componente
fundamental de técnicas como o PIXE, que permitem a caracterizacao e quantificacdo
multielementar em limites de deteccédo na faixa de ppm. 8Outro fendmeno decorrente
dessa interacdo € a emissdo de radiacdo de freamento (bremmstrahlung), de
distribuicdo de energia continua, que ocorre quando elétrons ejetados dos atomos
ionizados sao desacelerados pela interacao dos elétrons com a matéria. A intensidade
de emissao é proporcional ao inverso do quadrado da massa do ion frenado, e por
esse motivo a contribuicdo da radiacdo de freamento por protons é desprezivel no
sinal detectado. Ambas as radiagdes (caracteristica e freamento) compdem um

espectro tipico de PIXE, que pode ser observado na Figura 3.4.
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Figura. 3.4. Espectro de uma larva de peixe-zebra, adquirido em 12/2019, no Laboratério de

Implantacao I6nica da UFRGS.

3.7.2. Fundamentos da técnica
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Na primeira metade da década de 1970, Johansson® demonstrou o uso de
um detector de estado sélido de Si(Li) para deteccdo de raios-X caracteristicos
gerados da interagdo entre um material alvo e um feixe de protons de 2 MeV. A partir
de entdo a técnica de PIXE passou a ser explorada ativamente em fisica experimental,
ciéncia dos materiais e ciéncias biologicas, tornando-se importante técnica de
caracterizacdo elementar. A instrumentacdo 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 irradiacdo de amostras com um
feixe estatico de alguns milimetros quadrados, a técnica de “micro-PIXE” varre
amostras com um feixe colimado em diametros micrométricos. Aléem de gerar um
espectro multielementar, o software associado ao sistema micro-PIXE € programado
para gerar mapas bidimensionais dos elementos detectados, e a aquisicao de mapas
contendo diferentes canais de energia € possivel em pos-processamento dos dados.
Aléem disso, por ser uma adaptacdo da técnica PIXE, € possivel realizar a
guantificacdo elementar a partir dos espectros multielementares de raios-X
caracteristicos. Sendo assim, a técnica de micro-PIXE é uma opc¢dao interessante no
estudo de toxicidade de materiais. Podem ser listadas aplicacbes como: retencéo de
NPs metdlicas em modelos animais invertebrados "%’ e caracterizacdo
multielementar de 6rgdos de animais®'; absorcdo e distribuicdo de metais pesados

como Pb, Cd e Zn em plantas (mapeamento de sementes, folhas, caules e raizes "%~
74



3.7.3. Instrumentacgéo basica

Aceleragdo I:b-—

Figura. 3.5. a) etapas de acelera¢@o e modulacdo do feixe no Tandem 3 MV; b) fotografia do

acelerador, com as diferentes linhas de analise em evidéncia

A Figura 3.5 ilustra a instrumentagdo béasica do acelerador Tandem 3 MV do
Laboratorio de Implantagéo I6nica da UFRGS, onde se deram as analises por micro-
PIXE. lons de carga elétrica negativa, extraidos de uma fonte gasosa do tipo
duoplasmatron, sdo acelerados através de campo elétrico e filtrados por massa,
através de campo magnético, cuja aceleracado por ele induzida seleciona os ions que
deverdo compor o feixe. Em seguida, os ions negativos sédo acelerados em trajetoria
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 € novamente acelerado e defletido para a linha de interesse, que, no
caso deste trabalho, é a linha de micro-feixe. J& na linha de micro-feixe, o feixe &
colimado por sistema de fendas, e entéo focalizado por um sistema de quadrupolos
magnéticos operantes em modo tripleto com intensidade de campo ajustavel.
Finalmente, o feixe é direcionado ao alvo, onde a amostra é posicionada. O sistema
de varredura localiza-se antes do sistema de focalizagdo. Durante a varredura, a
posicdo € atualizada e associada a cada medicdo, 0 que, ap06s 0 processamento,
produz uma imagem bidimensional de contagens de diferentes energias. Os raios-X
gerados da interacdo entre o feixe e o alvo sdo detectados por detectores de estado
sé6lido, comumente de silicio dopado com litio ou germanio hiperpuro — Si(Li) ou HPGe,
respectivamente, sendo o ultimo mais sensivel para energias mais altas. Esses
detectores fazem parte da instrumentacao 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 deteccdo de raios-X caracteristicos para a
caracterizacdo e quantificacdo elementar de uma amostra, a producdo elevada de
bremmstrahlung € indesejada, pois esse sinal € tratado como ruido e pode prejudicar
a deteccao de elementos tracos. Se a espessura da amostra for da ordem de grandeza
do alcance do feixe de ions, a energia média depositada pelo feixe gerara um sinal
elevado de ruido, e por esse motivo é preferivel irradiar amostras finas que permitam
alta transmitancia do feixe, isto €, um baixo nimero de interacdes com a amostra’®.
Esse é um aspecto desafiador em micro-PIXE aplicado a amostras biolégicas, uma
vez que a obtencdo de cortes da ordem entre centenas de nm e dezenas de um é
consideravelmente complexa. Outro obstaculo associado a espessura da amostra é
relacionado aos tempos de aquisi¢cado de dados. Como a massa de tecido presente em
uma amostra de tais espessuras € bastante pequena, sdo necessarios altos tempos
de irradiacao para que os picos de contagem de elementos tragos se sobressaiam em
relacdo ao ruido. O tempo médio de irradiacdo de uma amostra em fatia fina

(micrométrica) € de 1h a 3h, e as dificuldades de preparo de amostras fatiadas
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restringem o niumero amostral de larvas adquirido por bateria de medicdo. Isso pode
ser contornado ao irradiar-se amostras espessas, mas o elevado ruido e os efeitos de

matriz devem ser corrigidos para que se possa realizar a quantificacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo é dedicado a descricdo dos materiais, equipamentos,
procedimentos e andlises realizados ao longo do desenvolvimento do trabalho. Serdo
descritos os procedimentos de sintese e caracterizagdo das SPION-DX, o preparo e
a exposicao dos peixes-zebra as SPION-DX, os protocolos de preparacédo de amostra
utilizados e a caracterizagcédo das amostras via micro-PIXE.

4.1. Sintese das SPION-DX

As SPION-DX foram sintetizadas no Centro Interdisciplinar de Nanociéncias
e Micro-Nanotecnologia da PUCRS (NanoPUC), pelo protocolo de coprecipitacdo na
presenca de dextrana T-10 (Pharmacosmos). ’® No método de coprecipitacéo, o 6xido
de ferro presente em uma solucéo é precipitado através da mistura com sais ferrosos
e férricos, cuja razdo estequiométrica utilizada € um dos fatores determinantes para o
tamanho, a forma e a composicdo das NPs produzidas. Tais caracteristicas tambéem
séo dependentes do pH, do tipo de sal de ferro, da base utilizada e da temperatura de

mistura.

O protocolo € iniciado a partir da dissolucéo de 9 g de dextrana em 30 mL de
agua Mill-Q ®, mantida em agitacdo magnética por 12h a temperatura ambiente.
Sequencialmente, 0,65g de FeCl3.6H>O sdo adicionados a solugdo de dextrana em
banho de gelo, que ficam em agitacdo por 30 minutos. Passado o tempo, a solucéo
em banho de gelo é exposta a fluxo de N2, para que 0,40g de FeCl24H20 sejam
adicionados a mistura. Por ultimo, 10 mL de hidroxido de 25% s&o vagarosamente
gotejados na solucéo, que foi mantida em agitacdo magnética por 24 h. A purificacédo
da dispersédo é realizada em duas etapas. O hidroxido de aménio, potencialmente
toxico para os peixes-zebra a serem expostos, é eliminado através de dialise (MWCO
12-14 kDa, Millipore). Por fim, a dispersao de NPs é lavada com agua Mill-Q® através
de centrifugacéo a aproximadamente 4000 rpm em tubos Amicon (50 kDa, Millipore),
durante 30 minutos, para remover residuos de hidréxido de amonio, dextrana
excedente (ndo ligada) e outras impurezas provenientes da sintese que nao tenham
sido retiradas via didlise. Encerrada a purificacdo, realiza-se a estabilizacdo do pH a

7 e areticulacdo da dextrana, sob agitagdo magnética, por 15 min, através da adicédo
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de 35 mL de solugéo de hidroxido de sédio 5 M (Merck) a resfriado em banho de gelo
e 14 mL de epicloridrina (Sigma-Aldrich) a dispersdo. O produto (dispersao
concentrada de NP de Fez0as revestidas com dextrana) € entdo mantido a 4 °C e
rotulado “SPION-DX”. As dilui¢cdes as quais as larvas foram expostas serdo chamadas

de “solucéo de tratamento”.

4.2. Técnicas de caracterizagcdo das SPION-DX

A sintese de SPION-DX utilizada neste trabalho foi caracterizada por algumas
técnicas cujos procedimentos e resultados estdo descritos detalhadamente em
Oliveira (2018)"7, realizadas antes do inicio deste projeto: a estrutura cristalina foi
caracterizada por difracdo de raios-X (DRX), em equipamento modelo 7000,
fabricante Shimadzu, e D8 Advanced, fabricante Bruker, no Centro Interdisciplinar de
Nanociéncias e  Micro-Nanotecnologia  (NanoPUC); o0  comportamento
superparamagnético foi demonstrado via magnetémetro de amostra vibrante (VSM),
equipamento modelo EZ9 do fabricante Microsense, localizado no Laboratério de
Magnetismo da UFRGS; a analise de grupos funcionais acoplados as NPs foi
verificada por espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), modelo Spectrum One, fabricante Perkin-Elmer, localizado na Escola de
Ciéncias da PUCRS; relaxometria magnética nuclear (RN) foi utilizada para mensurar
as taxas de relaxacdo magnética nuclear longitudinal (R1) e transversal (R2) em 0,47
e 1,41 T, em relaxdmetro modelo Minispec mq, fabricante Bruker, localizado na
Universidade de Mons — Bélgica. As técnicas e procedimentos de caracterizagcao

executados no decorrer deste projeto serdo descritos a seguir.

4.2.1. Microscopia eletrénica de transmisséo (TEM)

A técnica de microscopia eletrénica de transmissdo possibilita a aquisi¢éo
de micrografias em alta resolucéo espacial e visualizagédo de padrdes de difracdo de

estruturas cristalograficas. Ela consiste na irradiacdo 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 camara do microscopio eletrénico, o feixe passa por
conjunto Optico de lentes eletromagnéticas de focalizacdo e magnificacdo A imagem
€ formada pelos elétrons transmitidos através da amostra, mais comumente

detectados por um detector tipo CCD (dispositivo de carga acoplada, em inglés).®’

Morfologia e tamanho das SPION-DX foram obtidos através de TEM (JEM-
2010 200 kV, JEL, no LABCEMM-PUCRS). A preparacao de amostras foi realizada a
partir da solugéo concentrada. A solucdo passa por banho de ultrassom (40 kHz) por
10 min e é agitada em vortex. Na sequéncia, ela é diluida 300 vezes em agua Milli-Q
®, e 10 uL séo pingados em grades de cobre/carbono. As grades sdo mantidas em
dessecadora por pelo menos 24h, para que evaporem completamente e estejam
adequadas a analise. As medidas de diametro medio foram obtidas realizadas através

do software ImageJ ®, com contagem minima de 100 particulas por imagem.

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

Através dessa técnica, € possivel mapear o comportamento de
macromoléculas, nanoparticulas e microparticulas em suspensdo. Pode-se
determinar o diametro hidrodinamico de particulas com tamanhos que variam entre
0,6 e 6 um, bem como a distribuicdo de tamanhos dessas particulas analisadas. O
fundamento tedrico da técnica consiste na deteccdo de radiacdo espalhada pela
interacdo entre um laser de frequéncia caracteristica e as particulas em suspenséao
da amostra.”® Nessa solucédo ha particulas de diferentes tamanhos movendo-se em
movimento browniano pelo meio liquido que as mantém em suspensao, colidindo
aleatoriamente entre si e com outras particulas do meio. Nesse contexto, as particulas
de maior massa terdo velocidade média menor do que as particulas de menor massa.
Quando o laser interage com as particulas, a intensidade de radiacdo espalhada varia

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

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

O mesmo equipamento utilizado para medigéo do diametro hidrodindmico
das SPION-DX foi utilizado para medi¢cédo do potencial zeta, parametro que reflete a
estabilidade coloidal do sistema em suspensao, como tendéncia a aglomeracéo, e que
consiste na carga superficial da particula. A técnica de caracterizacdo do potencial
zeta € o espalhamento de luz eletroforético (ELS), fundamentado na medicdo da
mobilidade eletroforética através de velocimetria de laser doppler (LVV) velocidade de
particulas em suspensao sujeitas a um campo elétrico. Essa medida de velocidade
das particulas em suspenséao, considerando o campo elétrico aplicado, a constante
dielétrica do meio e a viscosidade do liquido, é relacionavel a carga superficial das

particulas™.

Propriedades coloidais foram aferidas por DLS e ELS através do
equipamento Zetasizer (Malvern). As amostras foram preparadas a partir da diluicéo
em Milli-Q de 100x do volume da solucédo original de SPION-DX. Na sequéncia, a

solugéo passou por banho ultrassénico e agitacdo em vortex por 10 min.

4.2.3. Espectroscopia ultravioleta (UV-VIS)

A técnica de UV-VIS permite a andlise de espectros de absorcdo de
radiacdo na faixa do ultravioleta e do visivel (100 a 800 nm). O espectrofotdmetro
consiste em duas fontes de radiacdo, uma lampada de tungsténio, para emisséo na
faixa do visivel, e uma de deutério, para emissdo na faixa do UV. A radiacdo passa
por um monocromador, que dispersa os comprimentos de onda do feixe, e por um
sistema de fendas, que seleciona o comprimento de onda desejavel para a amostra.
O detector recebe o sinal da intensidade de radiacdo transmitida pela amostra, e o
sistema exibe o espectro de absorcdo. Nesse espectro, os vales correspondem aos
comprimentos de onda que foram absorvidos pelos elétrons de atomos da amostra,
possibilitando a quantificagdo do elemento presente na amostra, aplicavel a anélises

de materiais organicos e inorganicos em solucéo®.
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O espectrofotometro UV-VIS modelo Lambda 35 (Perkin Elmer) foi utilizado
para determinacgéo teor de ferro da solucéo de tratamento, isto é, sua concentracao
molar, para o comprimento de onda de 410 nm. A partir de uma curva de calibragao
obtida por solugbes padrdo de ferro de concentragbes entre 0,1 e 10 mg/mL
determinou-se a concentracdo molar da solucdo de SPION-DX, que possibilitou a

diluicdo em concentragdes molares conhecidas.

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

Essa técnica de espectroscopia de massa possibilita a caracterizacéo
elementar da amostra com limite de detec¢&o na faixa de partes por bilhdo (ng/L). A
amostra, que deve estar em estado liquido, é pulverizada e direcionada a camara que
contém plasma (comumente produzido a partir de gas argonio, podendo chegar a
temperaturas de até 10000 K)8. O plasma ioniza e atomiza a amostra, cujas particulas
resultantes sé@o extraidas e focalizadas por sistema de lentes eletrostaticas, e entao
conduzidas através de um sistema de quadrupolo que separa os ions de acordo com
a sua razao carga massa. Os ions selecionados sdo detectados por um detector
eletromultiplicador, no qual o impacto do ion com o dinodo provoca emissao
secundaria de elétrons, que por sua vez provocam emissdes secundarias em cascata
e amplificam o sinal inicial, possibilitando altas sensibilidades na deteccdo de

elementos tracos.

As aguas do sistema onde estdo contidas as larvas de peixe-zebra sao
retiradas diariamente ao longo do tratamento, e analisadas para controle da
concentracao de ferro em fungéo do tempo. A quantificacdo do ferro presente nessas
aguas permite verificar se ha flutuacdes observaveis na absorcédo do ferro ao longo
do tratamento. A analise das aguas por ICP-MS (Agilent ®) foi realizada no Instituto
de Toxicologia da PUCRS. Para o preparo das amostras, realiza-se digestdo acida
das aguas em solucéo de 300 pL de HNO3z e 200 pL de H>O2, a temperatura ambiente.
A soluc&o resultante adiciona-se padr&o interno de escandio a concentracdes de 25 e
500 ppm. A curva de calibracdo do ferro é feita a partir de um padrdo de ferro (Merck)
diluido em concentracdes de 0,1 ppb até 500 ppb, com 25 ppb do padréo interno

adicionado a cada diluig&o.
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4.3. Tratamento das larvas com SPION-DX

A figura 4.4 esquematiza o protocolo de exposicao realizado, baseado Oliveira
(2020)8. Peixes-zebra da linhagem AB selvagem foram obtidos e criados no biotério
do Centro de Modelos Biologicos Experimentais da PUCRS (CeMBE). Esses animais
sdo mantidos em agua do sistema de recirculacdo por osmose reversa equilibrada
com sal marinho (Instant Ocean ®), com ciclos de dia-noite de 14/10 horas e

temperatura de 28 + 2 °C, e sdo alimentados trés vezes ao dia com ragcao e paramecio.

A primeira etapa de tratamento consiste na reprodugéo dos embrides. Para
tanto, a noite, foram separados peixes-zebra adultos em proporcdo de 2 machos para
1 fémea. Eles foram alocados em recipiente com agua do sistema com uma barreira
divisoria transparente, que separava machos e fémeas. A barreira foi removida na
manha seguinte, e, apos 30 minutos, os embrides fertilizados foram recolhidos e
limpos em placas petri com agua do sistema. Na segunda etapa, o tratamento é
iniciado. 2 horas ap0s a fertilizacdo, os embrides foram distribuidos em placas de 24
pocos, com 4 embrides por poco mergulhados em 1 mL de solucdo de SPION-DX,
onde foram expostos durante 5 dias. Os controles do tratamento sdo mantidos nas

condi¢des, porém em agua do sistema pura sem SPION-DX.

 ESESSRiEsgseae
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Figura. 4.3. Placa de pogos usada no tratamento. As cores laranja e bordd das solu¢des de SPION-
DX correspondem a, respectivamente, 2 e 8 mM de Fe.

Grupos - controle e tratadas (até 8 mM)

0 hpf 2 hpf 24 hpf I 120 hpf

Tempo:. ..

Inicio do Eutanasia e preparagao
tratamento de amostras

|

Figura. 4.4. visdo geral do protocolo de tratamento das larvas. As exposic¢des iniciam-se 2 horas apdés
a fertilizacdo, quando o animal se encontra em estagio embrionario, e sdo encerradas no quinto dia (5

dpf ou 120 hpf), quando é feita crio-eutandsia e as preparacdes de amostra sao iniciadas.

As solucdes de SPION-DX foram diluidas em concentracdes de 0,125 a 8 mM
de ferro com a agua do sistema. O conteudo dos pocos foi substituido diariamente ao
longo do tratamento, para impedir que o acumulo de toxinas e residuos liberados pelas
larvas aumente a taxa de mortalidade. O protocolo foi iniciado imediatamente apds a
lavagem e transferéncia dos embrides aos pocos. As larvas foram mantidas com
SPION-DX até o quinto dia pos-fertilizacdo (5 dpf), periodo no qual elas se
desenvolvem do estagio embrionario ao larval. Nessa idade, a maioria dos 6rgaos
internos como rins, intestino e figado estdo completamente desenvolvidos. Terminado
o tratamento de exposicao, as larvas foram eutanasiadas por crioeutanasia. Todos 0s
procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de ética para uso de
animais (CEUA-PUCRS, numero de licenga 7127), e estdo de acordo com a legislacao

brasileira (COBEA, N ° 11.794/08) e instrucdes 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. Preparagcao de amostras de peixe zebra

Métodos de imageamento in vivo, como microscopias Otica e eletrdnica
(varredura ou transmisséo), visam primariamente a identificacdo adequada de
estruturas como 0Orgaos e organelas, e, para esse fim, deve-se assegurar que 0
protocolo de preparagdo de amostras mantenha a conformagéo e a localizagdo das
estruturas internas e externas fiéis as caracteristicas morfolégicas do animal em vida,
para que dados adquiridos a partir de uma amostra sejam boas aproximacoes as
condicbes reais de um organismo funcional. Além disso, a amostra deve ser
preservada de forma que nao se degrade por processos de autélise (autodestruicéo
do tecido por enzimas e toxinas liberadas apos a eutanasia do animal) e putrefacdo
provocada por micro-organismos. Dentre outros exemplos, a fixagcdo quimica é um
procedimento de preservacdo de amostras amplamente utilizado em materiais
biologicos, que, além de proteger o tecido contra degradacéo bioquimica e com isso
aumentar a longevidade da amostra, confere-lhe maior resisténcia estrutural,
conveniente para procedimentos de corte histolégico. No contexto de peixes-zebra,
Copper e colaboradores realizaram um comparativo de diversos protocolos de fixacao
desses animais em estagio larval (6 dpf), no qual a qualidade do protocolo foi
classificada de acordo com parametros de preservacdo de integridade estrutural,
como a presenca ou a auséncia de defeitos por rompimento apés realizacéo de cortes
por microtomia 82. Constatou-se que a fixacdo em formalina tamponada 4% (NBF 4)
por 24 h foi o método mais adequado para preparacdo de cortes, garantindo
resultados o6timos referentes a preservacdo do tecido e a manutencdo das

caracteristicas morfologicas originais do animal.

Imediatamente apds a eutandsia, as larvas foram transferidas em pipetas
pasteur para lavagem em placas petri contendo agua Milli-Q ®, para remocéo de

elementos contaminantes na superficie dos animais. A lavagem foi realizada trés
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vezes, através de agitacdo manual das larvas no meio. A analise por micro-PIXE foi
realizada em amostras preparadas através de dois protocolos de preparagéo: 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 orientagao sagital, conforme

Figura 4.5.

5022 um

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

4.4.1. Protocolo A — obtencédo de cortes micrométricos sagitais através

de ultramicrotomia para analise por micro-PIXE

Apés lavagem, as larvas foram mantidas durante 24h em uma solucdo de
formalina tamponada (NBF 10) a temperatura ambiente. Na sequéncia, o fixador foi
removido e as larvas foram embebidas em solucéo crioprotetora (EasyPath®, Killik),
e o conjunto foi congelado em nitrogénio liquido e mantido a temperatura de -20 °C.
O crioprotetor impede a formacéo de cristais de gelo na superficie da amostra, que
provocam rupturas em tecidos da amostra e comprometem sua integridade estrutural.
Em temperatura de criogenia, essa substancia solidifica-se com consisténcia
comparavel a resinas como a parafina, de corte facilmente exequivel. Os cortes de
peixes-zebra foram realizados em um ultramicrétomo em criostato (Leica Biosystems

®), presente no Laboratério de Histologia da PUCRS. As larvas foram seccionadas
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em cortes de 60 um e depositadas sobre substrato polimérico (Mylar ®, 100 pum).
Finalmente, os cortes sobre os substratos foram mantidos em dessecadora a vacuo,

a temperatura ambiente, até serem irradiadas na analise por micro-PIXE.

4.4.2. Protocolo B — amostras de larvas inteiras para analise por micro-
PIXE

O mapeamento das larvas por micro-PIXE permite visualizar se o sinal do
ferro na superficie do animal € de fato mais intenso, o que apontaria a epiderme como
importante meio de incorporacédo das SPIONs no estagio de desenvolvimento no qual
se encontravam. A crioseccao de 60 pm conserva uma por¢cao muito pequena desse
tecido, dificultando a avaliagdo do sinal de ferro na epiderme. Uma maneira simples
de verificar a concentracdo e a distribuicdo do ferro na superficie das larvas € via
analise de corpo inteiro, sem realizacao de procedimentos de corte. A contribuicdo de
informacao proveniente de estruturas mais internas pode ser desprezada devido ao

pequeno perfil de profundidade da analise (~100 pm).

Apés lavagem, as larvas foram mantidas overnight em solucéo de etanol
70 a 4 °C. Sequencialmente, o etanol foi removido, as larvas foram depositadas em
substrato de carbono e mantidas em dessecadora a vacuo, a temperatura ambiente,

até o dia da analise.

4.4.3. Protocolo de preparacéo de amostras para ICP-MS

Medidas mais recentes foram realizadas em amostras de peixes-zebra
expostas a solucdes em concentracbes de 0,125, 0,5, 2,0, 40 e 8,0 mM. O
procedimento € semelhante ao descrito na secédo 4.2.4, sendo usadas as mesmas
faixas de concentracéo de padrao interno de escandio e mesma proporcao de solucéo

para digestao acida a temperatura ambiente (300 uL de HNO3z e 200 uL de H20y).

Apés eutanasia, as larvas destinadas a andlise por ICP-MS foram

separadas em eppendorfs de 2 mL, mantidas em 50 uL da agua de lavagem (Milli-Q)
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e conservadas a -20°C até o dia da preparacdo da amostra, que ocorre imediatamente
antes da andlise no equipamento. As amostras de cada dose correspondiam a 16
larvas (que passaram por digestdo acida) em pools de 2 mL. As concentracfes de

ferro exibidas na secao 5.2 sao referentes ao pool inteiro.

4.5. Procedimentos de caracterizacao dos peixes-zebra

4.5.1. Caracterizagao por micro-PIXE

As amostras foram irradiadas na linha de micro-feixe do acelerador Tandem 3
MV, localizado no Laboratério de implantacdo i6nica da UFRGS. O feixe de protons
possuiu area aproximada de 6,25 um?, energia de 3 MeV, e 70 pA de corrente média.
A varredura cobriu uma area de 2 mmz, suficiente para enquadrar todas as regides de
maior interesse da larva (cabeca e abddémen). 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 concentracao, preparados pelo Protocolo A,
e 2 animais por concentracao preparados pelo Protocolo B. Os raios-X caracteristicos
gerados na amostra foram detectados por um detector do tipo silicon drift (Sirius-SD
®), posicionado a 135° em relacéo a direcédo do feixe, com resolucdo 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 irradiacdo, sem necessidade de pds-processamento
(apesar de ser possivel gerar mapas em diferentes intervalos de canais).
Simultaneamente aos mapas 2D, no mesmo software, foram gerados espectros de
contagem de raios X caracteristicos em funcéo do canal do detector. Esses espectros
foram analisados no GUPIXWIN ®, no qual sdo aplicadas correcbes devidas a
interacdo dos raios-X com a matriz da amostra, e os elementos de interesse sao

gquantificados.
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4.5.1.1. Quantificacdo elementar através do GUPIXWIN®

Os espectros adquiridos sé&o processados no software GUPIXWIN®,
desenvolvido na Universidade de Guelph, Canada #<sup>84</sup>. Através de
aproximacdo nao-linear de minimos quadrados, o programa realiza o calculo da area
dos picos dos espectros e a quantificacdo elementar da amostra irradiada. Na base
de dados do programa, constam parametros de interacéo do feixe com a matéria como
secdes de choque de producado de raios-X, poder de freamento, peso atdbmico dos
elementos e fatores de atenuacéo de diferentes materiais, que séo utilizados para
correcao de efeitos como emissao secundaria e autoabsorcédo de fétons pela amostra.
Para o processamento do espectro e quantificacdo elementar, o usuario deve fornecer
as seguintes informacdes para 0 programa: energia e tipo de ion utilizado na
irradiacdo; energia de saida do feixe da amostra; carga integrada sob a amostra
(considerada como o numero de ions que a atingem); geometria do sistema, isto €, o
angulo entre a reta normal da amostra e a normal do detector; dados relacionados a
matriz da amostra, como composi¢cado elementar, espessura e estrutura da amostra
(homogénea, sedimentada etc). Informacdes relacionadas ao tipo de detector e
padronizacdo do sistema de micro-PIXE sdo fornecidas através de arquivos de
formato .dat copiados na pasta do programa. Para padronizacdo do sistema micro-

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

4.5.2. Analise de peixes-zebra por micro-PIXE

Um peixe-zebra com 5 dpf possui em torno de 550 um entre os dois olhos
(espessura maxima), e aproximadamente 300 um 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 um do feixe primario de 3 MeV de energia na amostra
foi calculado no software SRIM 2003®, considerando um plastico simulador de tecidos
(Tissue-equivalent plastic A-150, NIST). Portanto, a varredura realizada no peixe-
zebra em orientacdo sagital (larva deitada sobre o substrato) fornece informacdes
superficiais da amostra, majoritariamente do tecido epitelial, sendo necessario um
procedimento de corte para andlise de estruturas mais internas. Em relacéo ao perfil
real de profundidade (onde a informacéo € gerada no material), o raio-X caracteristico
do ferro gerado dentro da amostra possui energia de 6,38 keV, e o coeficiente de
atenuacdo massico do A-150 referente a essa energia € de aproximadamente 15
g/cmz2, Através disso, é possivel estimar que aproximadamente 84% dos raios-X
gerados a uma profundidade de 100 um (alcance médio do proton na amostra) sdo

transmitidos através da amostra.

As corregbes utilizadas no GUPIXWIN® para quantificagdo elementar dos
cortes de peixes-zebra foram de energia de saida do feixe de 2,06 MeV, amostra
homogénea de espessura intermediéria (intermediate width sample approximation), e
matriz elementar na propor¢do de 75% de carbono, 15% de oxigénio e 15% de
nitrogénio. Essa matriz corresponde a amostras de atum enlatado, obtidas por
retroespalhamento Rutherford (RBS) 2. Ndo ha contribuicdo do hidrogénio para os
fenbmenos de emissdo secundaria e autoabsorcdo de fotons na amostra. Portanto,
ainda que seja um elemento fundamental na composicdo de tecidos biolégicos,



48

desconsidera-lo nos calculos de corre¢do de matriz ndo influencia nas concentracées
absolutas de ferro calculadas pelo GUPIXWIN. A mesma matriz foi utilizada para
guantificacdo de amostras preparadas pelo Protocolo B (larvas inteiras desidratadas),
mas através da aproximacdo de espessura grossa (thick sample approximation).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Publicacado da pesquisa em periédico

Nesta secdo esta anexado o artigo publicado no periédico Nuclear Instruments

and Materials Section B, cujo titulo e autoria sao:

“Use of micro-PIXE for elemental characterization and iron uptake evaluation in
zebrafish larvae exposed to iron oxide nanoparticles”

M. R. Caloni#+, E. M. N. Oliveira®®, D. de V. Bauer®, M. R. Vianna®, J. F. Dias¢, R. M.
Papaléo?

3Interdisciplinary Center of Nanoscience and Micro-Nanotechnology, "Laboratory of
Developmental Biology of the Nervous System, School of Sciences, Pontifical Catholic
University of Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga 6681, Porto Alegre, Brazil
“lon Implantation Laboratory, Institute of Physics, Federal University of Rio Grande do Sul,
Av. Bento Goncalves 9500, Porto Alegre, Brazil

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

Esses dados sédo referentes a investigacdo 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 publicacéo, 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 marco de
2019).

No item 5.2, serdo apresentados resultados complementares, realizados

posteriormente aos dados a serem apresentados no item 5.1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

We report on the evaluation of iron content and biodistribution in zebrafish larvae (Danio rerio) exposed to

PIXE dextran-coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION-DX) using the micro-PIXE technique. We

Nanotoxicology
Zebrafish
Iron oxide nanoparticles

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 than in the controls, 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 en-
hancement 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 shows a saturation trend

towards high exposure doses.

1. Introduction

Magnetic nanoparticles have been increasingly used in biological
contexts due to their unique physicochemical properties, which allow a
wide range of in vivo therapeutic and diagnostic applications [1,2].
Among the different magnetic nanoparticles, superparamagnetic iron
oxides (SPIONSs) are one of the most prevalent in biomedical applica-
tions [3,4]. For example, they are very useful contrast agents for
medical imaging [5,6], and may act as heating centers in magneto
hyperthermia of tumors [7,8]. SPIONs consist of a magnetite or ma-
ghemite core with the surface modified by a stabilizing coating layer
(usually biocompatible polymers), which may be further modified to
add different functionalities to the system [9]. In spite of the biode-
gradability in the body of iron oxide nanoparticles and the relatively
low levels of toxicity usually reported [10,11], there are still concerns
related to their safe use in humans [12,13].

Zebrafish (Danio rerio) has often been used as a model organism for
in vivo toxicological studies of nanomaterials [14-21].There are several
advantages of the model. Zebrafish rapidly incorporate chemical sub-
stances from the aqueous medium into tissues and the central nervous
system. They have a large fecundity and rapid external development,
which enable high throughput analysis. In addition, conserved

* Corresponding author.
E-mail address: matheus.caloni@acad.pucrs.br (M.R. Caloni).

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

developmental mechanisms and the significant genomic similarity
make experimental data, in principle, translational to humans [22,23].
One key element in toxicological studies is the actual accumulation in
the tissues of the active compound, following exposure to a given
amount in water. This is often an unknown parameter, and most in-
vestigations only take into consideration the amount of a given sub-
stance introduced in the water system to parameterize the toxicological
effects.

In this work, we show preliminary results on the application of the
micro-PIXE technique to investigate the effective iron incorporation
into zebrafish larvae after exposure to iron oxide nanoparticles at
concentrations up to 8 mM of Fe in water. The elemental distributions
(2D maps) and Fe quantification obtained from different sample pre-
paration procedures is compared and used to derive a curve correlating
the exposure (nanoparticle concentration in the fish water) to the iron
content in the body.

2. Materials and methods
2.1. Nanoparticle synthesis and characterization

Iron oxide nanoparticles were prepared by the coprecipitation
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Fig. 1. Physical characteristics of the iron oxide nanoparticles. TEM micro-
graphy of SPION-DX deposited on a formvar-coated Cu grid is shown in (A) and
the corresponding size distribution in (B). The distribution of the nanoparticles
hydrodynamic diameters in aqueous media (pH = 8.0) measured by light
scattering is given in (C).

method in the presence of dextran (T10 - Pharmacosmos) as described
in Ref. [24]. The remaining free dextran was removed from the nano-
particle dispersion by centrifugation at 3600 rpm for 30 min in Amicon
tubes (cut off at 50 kDa — Millipore). Next, the dextran coating was
crosslinked using 35 mL of 5 M sodium hydroxide (Merck) and 14 mL of
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epichlorohydrin (Sigma-Aldrich), added to the nanoparticles solution
and stirred overnight (approximately 14 h). In the final step, the dex-
tran layer was aminated by reacting the compound with 60 mL of 28%
ammonium hydroxide (Merck) under stirring for 24 h. Two additional
purification steps were employed at the end of the synthesis: one to
remove the excess of ammonium hydroxide by dialysis (MWCO
12-14kDa - Millipore) and a final purification by centrifugation in
Amicon tubes (MWCO 50 kDa — Millipore).

The morphology and size distribution of the nanoparticles were
analyzed by transmission electron microscopy (TEM, JEM-2010 200 kV,
JEOL) and by dynamic light scattering in a Zetasizer (Malverm). Before
collecting the samples for microscopy (or for the exposure assays), the
stock solution was sonicated at 40kHz for 10min and vortexed.
Samples were then prepared by dripping a diluted solution of the na-
noparticles on a TEM grid.

The resulting nanoparticles are of the CLIO-NH, family (aminated
crosslinked iron oxide nanoparticles) [25], with an iron oxide core of
about 6 nm (as measured by TEM) and hydrodynamic radius in aqueous
solutions of ~11 nm (see Fig. 1).

2.2. Zebrafish handling and exposure assay

Adult wild-type zebrafish animals (Danio rerio) of AB strain were
maintained in an automated recirculating system (Tecniplast, Italy)
under standard conditions for this species in the aqueous system
(28 + 2°C, conductivity of 500-800 uS, pH = 7.5 + 0.5 equilibrated
with Instant Ocean® salt, and photoperiod of 14:10 light/dark).
Embryos were obtained by crossing females and males at a 1:2 pro-
portion and viable embryos were selected 1-hour post-fertilization
under a stereomicroscope [26].

The animals were exposed for a period of five days in a solution of
SPION-DX, with iron concentrations of 2.0 and 8.0 mM, as measured by
UV spectroscopy and ICP-MS. Fig. 2 provides a timeline of the exposure
protocol. Embryos were kept in 24-well cell culture dishes with 4 em-
bryos per well in a BOD incubator with controlled temperature and
humidity. The water in which animals were kept (including the nano-
particles) was changed daily until the end of the experiment. The iron
concentration of the replaced volumes from each exposure day was
quantified by ICP-MS, and no significant variation was observed among
samples. All experiments and handling procedures were approved by
the Institutional Animal Care Committee (CEUA-PUCRS, number 7127),
following the guidelines of the Canadian Council on Animal Care
(CCAC) [27] for use of fish in research, and of the Brazilian legislation
(No. 11.794/08).

2.3. Sample preparation for micro-PIXE analysis

Samples for micro-PIXE analysis were prepared using either sliced
or whole-body larvae. Sliced samples were produced by cryo-sectioning
at a sagittal orientation. Compared to standard histological protocols
such as paraffin-embedding, cryo-sectioning does not require a series of
chemical dehydration and washings with strong solvents that could
introduce contaminants to the sample, and requires the least number of
steps for sample preparation. Following cryo-euthanasia, the larvae
were fixed in NBF 10 for 24 h, at room temperature, which was eval-
uated as the optimal fixation protocol for zebrafish larvae [28]. After
fixation, the larvae were rinsed three times in deionized water and cut
in a cryostat microtome (Leica Biosystems®). 60 um sections were laid
onto Mylar® substrates and dehydrated in an evacuated desiccator at
room temperature. To prepare whole-body samples, animals were also
sacrificed using cryo-euthanasia, and subsequently the larvae were
dehydrated overnight in ethanol 70% at room temperature. After that,
the whole bodies were laid onto a carbon substrate.
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Groups: control, 2.0 and 8.0 mM
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Fig. 2. Timeline of the exposure protocol. Zebrafish
embryos were exposed to nanoparticle dispersions
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containing 2.0 and 8.0 mM of Fe at 2h post-fertili-
zation. Each day the medium containing the nano-
particles was changed by a fresh aliquot of nano-
particle solution. The exposure ended 5days post-
fertilization, when the animals were euthanised and
fixed for micro-PIXE analysis.
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Fig. 3. Averaged PIXE spectra of zebrafish larvae exposed to 2.0 and 8.0 mM of
SPION-DX for 5 days and prepared as (a) whole-body or (b) 60 um-thick cryo-
sections. Spectra from control samples were also added in the figure.

2.4. micro-PIXE measurements and data analysis

Micro-beam Particle Induced X-ray Emission (micro-PIXE) analysis
was carried out at the 3-MV Tandem accelerator of the Ion Implantation
Laboratory (Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil) using a
3MeV proton beam with an average spot size of 6.25 ym? and mean
current of 70 pA. The charge was collected on the target holder which is
calibrated against a Faraday cup positioned behind the target in the

!
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Fig. 4. Iron concentration in zebrafish larvae treated with SPION-DX at dif-
ferent exposures. Squares are data obtained from cryo-sectioned and triangles
from whole-body samples. The interrogation depth of the proton beam
(~100pum) is larger than the slice thickness (~60pum), but smaller than the
thickness of the whole-body sample. The data is shown as the mean * the
standard error (estimated by GUPIXWIN®).

direction of the incident beam. The target holder is electrically in-
sulated from the rest of the reaction chamber. For thin samples where
the proton beam is transmitted through, the total charge is the sum of
both measurements. Micro-PIXE experiments were performed using the
Oxfod Microbeams® system, operating in the triplet mode. A scan size
of 1000 x 1000 um? was employed, which fitted the entire larvae’s
body. X-rays were recorded by a Sirius SDD (silicon drift detector) with
a 140.5 eV energy resolution at 5.9 keV. This detector was placed at
135° with respect to the beam direction. Since this detector has a thin
polymer window for the detection of light elements like carbon and
oxygen, the detector was placed relatively far from the sample, which
prevents most backscattered protons from reaching the silicon crystal
due to the small detection solid angle. In this geometry, the number of
backscattered particles reaching the detector is negligible. However,
the count rates are quite low, demanding long data acquisition times.
Measurements of iron content were performed in controls and ani-
mals exposed to 2 and 8 mM of SPIONs, keeping the same acquisition
time and scanning area size. In the case of cryo-sectioned samples, 3
different animals per concentration were analyzed (including the con-
trols). For the whole-body samples, 2 larvae per concentration were
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Fig. 5. Micro-PIXE elemental maps of phosphorus, calcium and iron obtained from dehydrated whole-body larvae: (A-C) control samples; (D-F) larvae exposed to
2.0 mM of SPION-DX for 5 days; and (G-I) larvae exposed to 8.0 mM of SPION-DX for five days. The color scale used in this figure is the same for all maps. Fig. 2

provides anatomical information for the zebrafish from a sagittal view.

analyzed.

X-ray spectra were analyzed by the GUPIXWIN software developed
in the University of Guelph (Canada) [29] in two different approaches.
Spectra from sectioned larvae were processed in an intermediate width
sample approximation, using a beam exit energy of 2.06 MeV, and
matrix correction of 0.75 C, 0.15 O and 0.15 N, extracted from a RBS
analysis of canned tuna fish [30]. We note that although the hydrogen
content is not explicitly included in the matrix, H does not contribute
neither to photon self-absorption nor to secondary fluorescence in the
target. Thus, neglecting hydrogen in the matrix corrections has no effect
in the absolute concentrations of iron calculated by GUPIXWIN. The
same matrix correction was performed for whole-body larvae but ap-
plying the thick sample approximation. In this case, 3 MeV protons
penetrate about 100 pm in the soft tissue. For 6.4 keV X-rays from Fe, it
is estimated that about 16% of the X-rays emitted from a depth of
100 um will be absorbed by the tissue. However, it is important to stress
that effects like secondary fluorescence and X-ray absorption in the
target are fully accounted for by the GUPIXWIN software. Finally, the
standardization of the micro-PIXE system was carried out with X-ray
standards from Micromatter® (SiO, Mn, CuSx and GaP).

3. Results and discussion

The main elements present in the untreated zebrafish larvae as seen

by PIXE are C, O, P, S, Ca, and Na. This is presented in Fig. 3 where
averaged micro-PIXE spectra obtained from both control and exposed
animals are shown. Although the spectra obtained from control samples
prepared by cryo-sectioning or by dehydration are similar, slight var-
iations in elemental composition were observed depending on the
sample preparation procedure. For example, whole-body control sam-
ples did not exhibit a chlorine peak (which is very clear on the cryo-
sectioned samples), but the calcium signal, on the other hand, was more
intense than in cryo-sectioned samples. In addition, a few weak peaks
appeared in the spectral region between 1 and 2keV (associated to
trace amounts of Mg, Al, and Si), which are not seen in cryo-sections.

It is well known that sample preparation is critical for the chemical
integrity of biological samples. For example, formalin fixation of bio-
logical tissues can alter the elemental composition balance, especially
of water-soluble ions such as P, S, Cl, and K [31]. Indeed, changes on
the permeability of cell membrane may facilitate the leaching of ele-
ments [32]. In our case, an overall reduction of such peaks is observed
in cryo-sectioned samples (which involves the use of formalin), con-
sistent with the aforementioned observations. Also, Turnau et al [33]
reported dislocation and major removal of K in chemically fixed my-
corrhiza samples, when compared to freeze-dried specimens. This effect
seems to be present also in the zebrafish larvae as potassium, an im-
portant trace element that actively participates in ionic homeostasis
processes in zebrafish [34], was not observed in any of the controls. A
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Fig. 6. Micro-PIXE elemental maps of phosphorus, sulfur, and iron present in zebrafish sagittal slices of (A-C) control samples and (D-F) samples exposed to 8.0 mM of

SPION-DX.

more detailed investigation on the optimum sample preparation pro-
cedure for zebrafish larvae is currently being evaluated in our labora-
tory and will be reported elsewhere.

The endogenous iron signal of control animals is very weak and
close to the background in the micro-PIXE spectra (Fig. 3). Quantifi-
cation of the absolute iron content in the samples indicates that less
than 10 ppm of iron is present in the untreated larvae for both sample
preparation procedures (Fig. 4). On the other hand, the iron signal is
clearly detectable in the spectra of larvae exposed to the nanoparticles
(Fig. 3). Thus, exposure to both concentrations of SPION-DX causes iron
accumulation in the body and are detectable for both sample prepara-
tion procedures. The iron concentration of treated larvae reaches up to
~140 ppm in the whole-body samples, and only ~ 40 ppm in the slices.
Interestingly, there is no important difference of iron uptake between
larvae exposed to 2.0 and 8.0 mM of Fe, despite the fourfold increase in
the exposure dose between the two cases (Fig. 4). For example, in
whole-body samples, 139 ppm of iron was detected in a larva treated
with 2.0 mM of Fe and 135 ppm in the 8.0 mM case exposure. In cryo-
sectioned samples, the iron content of larvae exposed to a dose of
8.0mM is slightly higher (40 ppm) compared to the ones exposed to
2.0 mM (30 ppm), although the variability lies within the uncertainty of
the measurements. In any of the cases, a higher exposure dose does not
cause an increase in the iron concentration of the larvae in the same
proportion, suggesting a saturation of the physiological mechanisms of
iron uptake at exposure levels beyond 2.0 mM. It is important to note
that the substrates used in both sample preparations do not contribute
significantly to the iron signal.

The differences observed in the total iron content seen in whole-
body versus cryo-sectioned samples seem to arise from the contribution
of the superficial layers, which are absent in the cryo-sectioned samples
(apart from the slice edges). Since the larvae developed in water with
suspended nanoparticles, the absorption of SPION-DX occurs necessa-
rily through the epidermis and the gills. The mouth at such early stages
is still undeveloped, and possibly do not work as a relevant pathway
into the organism. Thus, although the interrogation depth of the proton
beam is close to ~100 um, the passive absorption through the surface
of the animal may have a strong contribution to the signal in the case of

the whole-body samples.

In the 2D elemental maps of whole-body samples (Fig. 5), iron is
present in the entire extension of the larvae. However, in the case of
cryo-section maps (Fig. 6), iron is distributed mostly around the gut
region and to a smaller extent at the borders of the slice. This ob-
servation also supports nanoparticle uptake through the epidermis of
the larva as an important pathway of Fe accumulation. Although the
gills could be another mean to internalize nanoparticles, no important
enhancement of the signal in this region was observed in any iron map.
A slight enhancement of Fe accumulation was seen in the gut region of
an animal exposed to 2.0 mM of Fe (Fig. 5f). Preferential Fe accumu-
lation in the gut region was also detected in cryo-sections of exposed
larvae (Fig. 6). This region contains structures such as the liver,
swimming bladder and yolk sac. In humans, SPIONs are mainly ab-
sorbed by the reticuloendothelial system and the liver is considered as
the main organ of accumulation [35], which may also be the case for
zebrafish larvae.

Figs. 5 and 6 also show the spatial distribution of endogenous ele-
ments such as P, S, and Ca. Most of the endogenous elements are
homogeneously distributed throughout the larvae, as seen in the P and
S maps. However, calcium maps of whole-body specimens (exposed or
controls) exhibit an enhancement near the head (Figs. 5b, e, and h). The
source of such signal is yet unclear.

4. Conclusion

Micro-PIXE was applied to investigate uptake and biodistribution of
Fe in developing zebrafish exposed to iron oxide nanoparticles dis-
persed in the aqueous system. Although some variations were seen in
the spectra (and thus in the elemental composition) obtained from cryo-
sectioned or whole-body samples, the data from the two methods of
sample preparation were consistent, with an overall reduction in signal
intensity observed in the cryo-sectioned samples. The Fe concentration
in the tissues of exposed animals is higher when compared to those
from control animals, but with an indication of uptake saturation at
exposures close to 2 mM of Fe. Elemental maps of whole-body samples
show that Fe is distributed throughout the entire larvae's superficial
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layers, demonstrating that the exposures provoke retention of SPION-
DX in the epidermal tissue. A slight enhancement in the gut region of a
cryo-sectioned sample may be related to preferential accumulation sites
of SPION-DX in internal structures such as liver and yolk sac.

Here we show preliminary data on elemental maps of zebrafish
larvae exposed to nanoparticles investigated in a yet limited number of
animals by micro-PIXE. The successful use of the technique to obtain
information of accumulation and spatial distribution of elements loca-
lized to specific organs and tissues at exposure conditions typical of
toxicological investigations calls for additional systematic measure-
ments. Work is currently in progress in our laboratory to produce an
expanded set of data, aiming to identify the most suitable and reliable
sample preparation protocol, and to establish a complete curve corre-
lating a broad range of exposure doses with the iron accumulation and
distribution in the larvae.
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5.2.1. Massa de ferro dos pools de larvas em funcdo da dose de

tratamento Dose de tratamento (mM de Fe)

A partir do mesmo protocolo de exposi¢ao descrito no item 4.3, foi realizada

uma nova exposi¢cao com numero amostral mais significativo, visando a quantificacéo

do ferro por ICP-MS. Os graficos 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 numero de larvas de cada pool) em funcédo das doses de tratamento (mM de Fe).
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Figura 5.1: massa de ferro do pool de larvas (ug de Fe/pool), e massa de ferro por larva (ng de
Fe/larva), em funcéo da dose de tratamento, em mM

De maneira geral, os dados obtidos sustentam as conclusdes preliminares
extraidas das andlises por micro-PIXE realizadas neste trabalho. Observa-se que o
pico de concentracdo se encontra na faixa de doses intermediarias (entre 2,0 e 4,0
mM), e que a concentracdo de Fe das larvas nao cresce proporcionalmente com a
dose de tratamento; isto fica evidente na dose maxima de 8,0 mM, que, apesar de ser
o dobro da dose 4, possui valor préximo das doses 0,5 e 4,0 mM. Portanto, as
tendéncias de pico de absorcao para a dose de 2,0 mM, e de crescimento nao linear
da concentracdo de ferro da larva em funcdo da dose de tratamento, foram
observadas pelas duas técnicas.

Esses dados sugerem que pode haver mecanismos de saturacdo na
absorcao de Fe pelas larvas. No contexto do protocolo realizado, no qual as SPION-
DX foram diluidas na agua do sistema, a principal via de absorcao de substancias em
peixes sdo as guelras, conforme ja demonstrado em exposi¢cOes de peixes-zebra a
metais pesados® 8. Nesses casos, nos quais foram observados indicios de saturacéo
para altas doses e altos tempos de exposicéo, saturacao e possiveis danos as guelras
devidos a alta concentracdo de metais na agua poderia explicar a reducdo nas
concentracfes de metais absorvidos. Nesse caso, apesar de as guelras serem a
principal via de absorcéo de nutrientes presentes na agua, a alta sensibilidade desses
orgaos a determinadas substancias (ou concentracdes elevadas) provocaria danos
gue resultariam em falhas em mecanismos como de osmorregulacéo entre a corrente
sanguinea do peixe e 0 meio aquatico. No contexto de exposi¢cdes a NPs, elas podem
ser incorporadas atraves das guelras, dos intestinos (absorcao oral, principalmente) e
da epiderme. A saturacéo é observada principalmente nas guelras e no intestino 8. A
absorcao oral é pouco relevante até aproximadamente 5 dpf, portanto, os principais
acessos das SPION-DX ao organismo das larvas séo as guelras e a epiderme — as
micrografias de micro-PIXE exibidas no item 5.1 demonstram altas concentracdes de
SPION-DX na regido abdominal e na epiderme. Contudo, os mecanismos de absorcéo
sdo complexos e dependem de tamanho, carga superficial, concentracéo e tempo de
exposicdo a NP®, o que exige uma investigacdo mais aprofundada das rotas de

absorcéo das SPION-DX e sitios de acumulo e saturagéo.
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5.2.2. Concentracgao de ferro nas solugdes de tratamento

As concentracdes para exposicao sdo determinadas por UV-VIS, conforme
descrito no item 4.2.3. Foram separadas aliquotas das doses de tratamento utilizadas
na exposicdo do item 5.2.1, e as concentrac¢des de ferro, em mM, foram comparadas
com as calculadas por UV-VIS, conforme grafico 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.
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Figura 5.2: comparacado de concentracdo de ferro nas solugées 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 diferenca entre a concentragcao de ferro medida
por ICP-MS e UV-VIS torna-se significativa. Para doses mais baixas, o UV-VIS e ICP-
MS tiveram maior concordancia. Esses desvios devem ser levados em consideragao
para futuras medidas, nas quais a curva de concentracdo de ferro das larvas em
funcdo da dose de tratamento seja medida por ICP-MS. Levando esses dados em
consideracao, o grafico abaixo mostra a curva de concentragdo em fungdo da dose
de tratamento, considerando as concentra¢gfes das solu¢cdes medidas por ICP-MS.
Apesar de a diferenga entre as concentragdes por ICP-MS e UV-VIS ser relevante, o

desvio ndo alterou a curva de tendéncia de absorcéo de ferro das larvas.

Concentragdo de ferro das larvas x dose de tratamento medida por ICP-MS

1 1 1 I I I 1
0,7 A ugFelpool
- ‘ g
06
05 [ - i
F 3
= 04 I 7]
o A
o
QO
(8
g o3 |- .
02 | T
A
0.1 B -
0 A 1 1 | 1 | 1 1 1

0 08 1,6 24 32 - 48 56 6,4

mM Fe - ICPMS

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

mM. Neste gréfico, a dose de tratamento foi medida por ICP-MS, posterior & exposi¢ao.



60

6. CONCLUSOES

A técnica de caracterizagdo por feixe ibnico micro-PIXE mostrou-se viavel para
avaliacdo da biodistribuicdo de ferro em larvas de peixes-zebra tratadas com SPION-
DX em diferentes concentragdes. A quantidade de ferro presente em larvas tratadas
esta dentro dos limites de deteccdo da técnica, o que possibilitou a quantificacdo do
ferro das larvas no software GUPIXWIN® através de diferentes correcdes de

espessura e matriz.

O sinal elevado de ferro presente em todas as 10 larvas de peixes-zebra
tratadas demonstra que as exposi¢cdes provocam retencao do metal no organismo dos
animais, tendo as larvas controle (ndo tratadas) como parametro. Os mapas
elementares bidimensionais demonstram que, para ambos o0s protocolos de
preparacdo de amostra, o ferro distribui-se homogeneamente pelo corpo das larvas.
Em 2 animais, notou-se sutil acimulo na regido abdominal das larvas, onde se

localizam 6érgaos metabolizadores de SPION-DX, como o figado.

Em relacdo a concentracdes absolutas, observou-se que o aumento na dose
de exposicado a SPION-DX nédo provoca aumento proporcional do ferro presente nas
larvas, 0o que pode sugerir saturacdo a partir de 2,0 mM. Houve diferencas
significativas nas concentracfes de ferro das larvas entre preparacdes 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 néo

proporcionalidade também foi observada por essa técnica.

Finalmente, as variacdes observadas em elementos endégenos como P, S, K
e Ca entre os espectros estdo potencialmente associadas aos procedimentos de
preparacdo de amostras, uma vez que nao foi possivel estabelecer um padrédo de
presenca ou auséncia de determinado elemento em fungcdo do procedimento de

preparo utilizado.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Até onde se sabe, este projeto € inédito e ndo ha bibliografia cientifica que
aborde um trabalho de caracterizagdo 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 absor¢ao
de ferro em larvas de peixes-zebra através da técnica micro-PIXE. Apesar de o
protocolo de exposi¢éo ser bem consolidado e fundamentado em literatura cientifica
atual, os procedimentos de preparacdo de amostras e instrumenta¢ao do micro-PIXE
devem ser mais bem trabalhados.

Sera dado continuidade a tratamentos em estatistica e niumero de doses
semelhantes ao que consta no item 5.2, a fim de confirmar a tendéncia de saturagéo
para doses altas observada nos resultados atuais.

Aléem disso, pretende-se ampliar a comparacdo com outras de técnicas
analiticas para que se possa realizar cruzamento de dados provenientes de diferentes
aquisicoes. Por exemplo, a quantificacdo 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 parametros de
biodistribuicéo, retencao e saturacao de ferro.

Nas proximas secoes sdo detalhados os pontos que devem ser desenvolvidos

para continuidade do projeto.

7.1. Preparacao de amostras para micro-PIXE

Pretende-se estabelecer um protocolo devidamente validado de
preparacdo de amostras de larvas de peixes-zebra para irradiacdo em micro-PIXE.
Além dos protocolos utilizados neste trabalho, serdo adotados procedimentos que
garantam uma maior preservacao quimica da amostra. Poderia ser avaliada a eficacia
do uso de isopentano ao invés de N2 para congelamento rapido das larvas, pois ndo
sublima em contato com a amostra a temperatura ambiente e evita o efeito

Leidenfrost, que pode induzir a formagé&o de cristais de gelo e consequente vazamento
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de elementos presentes no meio intracelular3®878<sup>33</sup>. Para a secagem
da amostra, em vez de em dessecadora a temperatura ambiente, serd testada a
técnica de liofilizacéo, que consiste na sublimacao controlada da 4gua congelada da
amostra através do aumento gradual de temperatura em uma camara de alto vacuo.
O controle de temperatura e presséo deve garantir uma taxa de sublimagéo pequena,
para que danos estruturais como o enrugamento e quebra da amostra sejam evitados.
Além disso, uma rapida sublimacdo, bem como um controle pouco sensivel sobre a
temperatura, que leve ao aquecimento indevido da amostra, podem provocar
deslocamento de ions hidrossolaveis como o fésforo, o potassio, o sédio e o cloro.
Feito adequadamente, o resfriamento rapido seguido da sublimacao lenta conserva a
integridade quimica de tecidos, tanto em relacéo a biodistribuicdo elementar, quanto

a quantidade absoluta de elementos quimicos.

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

complementares

Mencionaram-se obstaculos impostos pelo tempo de irradiacédo necessario
para coleta de um volume estatisticamente significativo de dados, e para que 0s
mapas possuam um sinal integrado de ferro visivel. Para uma amostra das dimensoes
de uma larva de peixe-zebra cortada, ja se chegou a mais de 3h de irradiacdo para
gue se obtivesse um mapa adequado. Isso pode ser contornado adaptando-se a
geometria de deteccdo as caracteristicas da amostra. Conforme observado nos
resultados obtidos por ICP-MS, mesmo larvas tratadas com concentracido elevada de
SPION-DX retém uma quantidade muito pequena de ferro, e esse elemento, apesar
de presente em larvas controle, possui sinal indistinguivel do ruido. Portanto, uma
proposta futura € de reduzir a distancia entre a amostra e o detector, para que se
aumente a fluéncia de raios-X caracteristicos que o atinjam e, possivelmente, reduzir
0s tempos de irradiacdo necessarios para aquisicdo de mapas de elementos traco.
Além disso, h& a recente possibilidade de uso do software GUMAP, desenvolvido na
Universidade Guelph (Canada)®*, que permite selecionar regides de mapas obtidos
via micro-PIXE para quantificacdo local da imagem. Uma vez adaptado a

qguantificacdo de amostras ndo homogéneas, essa ferramenta poderd fornecer
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informacdes espaciais especificas de determinadas regides do peixe, o que

complementara os dados obtidos através da técnica.

Em tratamentos futuros, a massa das larvas devera ser aferida apds a
eutanasia, para que os resultados de ICP-MS possam ser convertidos para ppm e o
cruzamento de dados de quantificagcdo de ferro por ICP-MS e micro-PIXE seja
possivel. Até entdo, ambas as curvas de concentracao de ferro em funcéo da dose de
tratamento demonstraram coeréncia entre as técnicas. Além de ICP-MS, seréo
realizadas novas tentativas de preparo de amostras de larvas para irradiagao na linha
de PIXE convencional do Tandem 3 MV, visando a estabelecer um protocolo de
preparacdo de amostras para essa técnica e comparacao de dados de quantificacao
entre dados obtidos ia PIXE convencional e micro-PIXE. No ambito das técnicas de
mapeamento, serdo realizadas medidas em MEV-EDS de amostras medidas
previamente no micro-PIXE. Apesar de possuir limite de deteccéo inferior ao micro-
PIXE, o MEV-EDS fornece maior resolucdo espacial e sera um importante
complemento a pesquisa, sendo possivel visualizar regibes de acumulo em
microestruturas nao resolvidas pelo sistema de micro feixe. Até o momento, as
tentativas de medidas por MEV-EDS néo foram bem-sucedidas devido a dificuldades

relacionadas ao preparo de amostras.
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