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“NAO ENTRE EM PANICO!”

- Douglas Adams, em “O Guia do Mochileiro das Galdxias”
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Resumo

Neste trabalho, utilizando a andlise por ativacdo neutronica (NAA) como
principal ferramenta, caracterizamos diversos nanomateriais. A concentragdo de
xendnio em um filme de carbono amorfo crescido pela técnica de deposicdo assistida
por feixe i6nico duplo (IBAD) foi medida utilizando a técnica de ativag@o neutrdnica, os
resultados encontrados para a concentragdo do gas xendnio no filme de carbono amorfo
(5% at.) confirmaram os valores estimados para a técnica de crescimento. Estes
resultados motivaram a constru¢do de um modelo de semente radioativa contendo >
produzido pela irradiagdio com n€utrons para braquiterapia de cancer de prOstrata,
resultando em um pedido de patente.

Nanoparticulas de ouro (AuNP) foram sintetizadas seguindo o processo de
Turkevich e analisadas por ativag¢do neutrdnica, confirmando as concentragcdes previstas
durante sua sintese. As nanoparticulas também foram caracterizadas por microscopia de
forca atdmica e absorcdo Optica, encontrando-se um didmetro médio de (4 + 2) nm. As
AuNPs foram encapsuladas com poli(vinil-pirrolidona) (PVP K30), impedindo que as
nanoparticulas se aglomerassem em meio salino (pH 7.4). As AuNP-PVP suspensas em
dgua foram irradiadas com néutrons, resultando em nanoparticulas de ouro radioativas
devido a reacdo nuclear "’ Au(n,y)'®*Au.

Estudos de biodistribuicdo e toxicologia da solugdo contendo 1% AuNP-PVP
foram realizadas em camundongos da espécie Swiss implantados com tumor Erhlich na
pata. Os resultados toxicoldgicos indicaram que ndo houve efeitos tdéxicos
significativos. Os resultados de biodistribuicio mostraram que as AuNPs-PVP se
dirigem preferencialmente para certos 6rgdos como o figado o baco e os rins. Além
disto, em alguns tempos, a concentracdo no tumor é cerca de 100% maior que em
tecidos sadios, indicando a possibilidade de utilizd-las como carreadores de drogas ou
agentes de contraste para diagndstico por imagem.

A partir dos resultados obtidos na biodistribui¢do das nanoparticulas de ouro,
estudamos a aplicagdo de AuNPs como marcadores de nanotubos para estudos de
biodistribui¢do por NAA. Os nanotubos de carbono foram sintetizados, purificados,
funcionalizados e decorados com nanoparticulas de ouro e analisados por ativacdo
neutrdnica para um levantamento das impurezas e/ou residuos de catalizadores. Na

decoracdo dos nanotubos, foram analisados dois métodos: um método encontrado na
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literatura, através da redug@o dos fons de ouro com radiacdo ultravioleta; e um novo
método desenvolvido em nosso laboratério, utilizando hidrazina (N,Hs) como agente
redutor. O método da hidrazina apresentou melhores resultados, com um menor nimero
de aglomerados de AuNPs. Os resultados indicaram que os métodos de decoracdo
devem ser aprimorados antes de serem usados como marcadores de nanotubos para
estudos de biodistribui¢do, pois os aglomerados de nanoparticulas de ouro podem

interferir nos resultados de biodistribuicao.
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Abstract

In this work we used the neutron activation analysis (NAA) as a main tool for
nanomaterials characterization. The xenon concentration in amorphous carbon thin
films (a-C films) grown by Ion Beam Assisted Deposition (IBAD) was measured by
NAA. The results were used for modeling a radioactive seed containing 1251 produced
by neutron irradiation of '24Xe. This seed can be used for brachytherapy of prostate
cancer. The results of the study motivate us to request a patent of the seed model.

Gold nanopartilcles (AuNPs) were synthetized by Turkevich method and
analysed by NAA, the concentration of suspension were in agreenment with expected.
The mean diameter of the nanoparticles — measured by Atomic Force Microscopy
(AFM) and Optical Absorption — was about (4 = 2) nm. The AuNPs were encapsuled
with poli(vinilpyrrolidone) K30 (PVP K30), reducing their clustering in pH 7.4 medium
for biological applications. The AuNP-PVP suspension were neutron irradiated to
induce the nuclear reaction 197Au(n,q()lggAu and create radioactive nanoparticles
("®AuNP-PVP).

Biodistribution and toxicological studies were done for 1% AuNP-PVP
suspension in Swiss Mice with Erhlich tumour implanted. The toxicological studies
revealed that there are no toxical effects due to AuNPs. The biodistribution results
showed that the AuNPs go preferencialy to some organs like liver and spleen. Our
studies showed that the AuNPs-PVP’s concentration in tumor is 100% higher than in
health tissues and can be used as contrast agents for image diagnostic.

After the AulNPs toxicological and biodistribution studies we investigated the
application of AuNPs as carbon nanotubes markers. The CNTs were synthetized,
purified, functionalized and decorated with gold nanoparticles. They were analysed by
NAA to detect impurities from catalyses residues. In CNTs AuNP-decoration, were
analysed two methods: the first, found in literature, uses ultraviolet radiation to reduce
the gold ions; the second, developed during our studies, uses hydrazine as reduction
agent. The hydrazine method showed the best results, indicating less AuNPs clusters.

This method should however be improved for later biodistribution studies.



Capitulo 1 - Introducéo

O professor laureado com o prémio Nobel, Richard Feynman, em sua palestra
intitulada “There is a plenty of room at the bottom” [1.1] (1960) inspirou o surgimento
de um novo campo de pesquisa: a nanotecnologia. Feynman utilizou de sua grande
criatividade para mostrar as pessoas o enorme potencial de uma tecnologia que nos
permitisse manipular e controlar dispositivos em escala nanométrica (1 nm = 10° m).
Feynman ndo deixa de mostrar o seu fascinio pelas maquinas criadas pela natureza, as
células, que sdo capazes de gerar energia, se movimentar e armazenar uma quantidade
enorme de informagdo em seu DNA. Inspirado pelo que a natureza ja alcangou, ele vai
além, imaginando dispositivos que pudessem ser construidos dtomo por dtomo. Estes
dispositivos teriam seu comportamento regido pelas leis da fisica quéntica e,
conseqiientemente, poderiam explorar algumas de suas propriedades, como os niveis de
energia quantizados e o spin de elétrons. Décadas apds a palestra de Feynman surgiram
os primeiros resultados praticos relativos a manipulagdo de atomos isolados: em 1989,
um grupo de pesquisa da IBM conseguiu, utilizando um microscépio de tunelamento,
manipular 35 dtomos de xendnio sobre um substrato de niquel, formando as letras IBM
[1.2]. Nos dltimos 15 anos, as ferramentas de manipulacio de &4tomos foram
aprimoradas, auxiliando na construcio e caracterizagdo de materiais nanométricos: os
nanomateriais.

Os nanomateriais sdo os blocos de constru¢do utilizados na fabricacdo dos
dispositivos imaginados por Feynman. A cada ano, novos materiais surgem e suas
aplicagdes se ampliam, abrangendo dreas como fisica, quimica, eletronica, biologia e
medicina. No campo da eletrdnica, o limite classico dos dispositivos eletronicos ja foi
alcangado devido as barreiras impostas pela termodinamica, como flutuagdes térmicas e
dissipacdo de calor. A nanotecnologia utiliza a fisica quantica para superar os limites
classicos, construindo dispositivos menores e mais eficientes. Na drea biomédica ou
farmacéutica, os nanomateriais estdo aumentando a eficiéncia de farmacos e
radiofarmacos, atuando como carreadores para 6rgdos ou organelas especificos de
células, minimizando com isso efeitos indesejiaveis em Orgdos e tecidos sadios, e
também ampliando as técnicas de diagndstico de doencas. Na quimica, os nanomateriais
sdo uteis na fabricacdo de eletrodos com maior superficie de contato, aumentando a
eficiéncia das reacdes, sendo aplicados na construcdo de células de combustivel e

baterias [1.3]. Apesar das indmeras aplicagdes citadas, a nanosciéncia ainda é um



campo de pesquisa recente e muitas de suas possiveis aplicacdes ainda ndo foram
totalmente exploradas e outras sequer vislumbradas.

Podemos citar, dentre os materiais mais importantes na nanotecnologia os
fullerenos, nanotubos de carbono, nanoparticulas metdlicas e semicondutoras e, mais
recentemente, os grafenos. Também j4 existem inimeros exemplos de dispositivos que
utilizam a nanotecnologia, como filmes finos — com alguns nanometros de espessura —
utilizados na fabricacdo de células fotovoltaicas e transistores.

Hoje a nanotecnologia ja é uma realidade e, como qualquer tecnologia, apresenta
lados positivos e negativos. Desta forma, é essencial que sejam estudados tanto seus
beneficios quanto seus possiveis impactos negativos. Alguns dos nanomateriais, como
nanotubos e nanoparticulas, podem apresentar efeitos toxicos a seres vivos. Assim, sdo
necessarios estudos toxicoldgicos e de sua biodistribui¢do nos organismos, através de
pesquisas in vitro e in vivo [1.4].

Embora o tema seja importante, ainda hd muitos estudos a se fazer até
concluirmos se os nanomateriais poderdo ser amplamente utilizados. Esta dissertacio
tem como objetivo a sintese, funcionalizacio e caracterizagdo de materiais
nanoestruturados visando aplicagcdes bioldgicas. Dentre os métodos de caracterizagio,
serd utilizada a andlise por ativacdo neutronica (NAA), usada para detectar elementos e
quantificar sua concentracdo através da irradiacio de amostras com néutrons,
produzindo radionuclideos.

O capitulo 2 desta dissertagdo descreve a Andlise por Ativacdo Neutronica,
apresentando seus fundamentos e suas principais aplicagdes, bem como as
caracteristicas do reator nuclear e detectores usados e a metodologia para o
processamento de dados. Também serdo detalhadas as principais caracteristicas dos
elementos irradiados durante a ativacio neutronica, como abundancia isotdpica, sec¢io
de choque, radionuclideos gerados e meia-vida.

O capitulo 3 descreve a caracterizag@o por ativagdo neutronica de um filme fino
de carbono amorfo dopado xendnio natural crescido pela técnica de deposicdo assistida
por feixe de {ons, analisando a viabilidade da fabricagdo de sementes radioativas
contendo '*I para o tratamento de tumores.

O capitulo 4 descreve a sintese, funcionalizacio e caracterizacdo de
nanoparticulas de ouro, incluindo os dados obtidos na ativacdo neutrdnica de

nanoparticulas de ouro em suspensao.



No capitulo 5 sdo apresentados os resultados de testes de biodistribui¢do de
nanoparticulas de ouro suspensas em meio salino e recobertas com o polimero
poli(vinilpirrolidona) K30.

O capitulo 6 apresenta estudos envolvendo nanotubos de carbono e fullerenos,
passando pela sintese, purificagdo, funcionaliza¢do, decoragdo com nanoparticulas de
ouro e varios métodos de caracterizagdo, incluindo a ativacdo neutrdnica. A partir dos
resultados serd analisada a viabilidade de utilizar a técnica de ativagdo neutrdnica para
realizar estudos de biodistribui¢do de nanotubos marcados com nanoparticulas de ouro.

As conclusdes sao apresentadas no capitulo 7.

Nos apéndices sdo apresentados os resultados dos exames de histopatologia,
bioquimica e hemograma bem como uma breve introducdo sobre as técnicas de

caracterizacdo complementares utilizadas neste trabalho.
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Capitulo 2 — Analise por ativacao neutronica

2.1 Introducio

A andlise por ativacido neutronica (NAA) € uma técnica analitica, baseada em
transicdes nucleares, sendo usada na andlise quantitativa e qualitativa de elementos.
Esta técnica surgiu através de um experimento desenvolvido por Hevesy e Lev [2.1],
que perceberam que certas amostras contendo elementos se tornavam radioativas apos a
exposicdo a uma fonte de néutrons. A técnica de ativacdo neutrdnica se baseia na
irradiacdo de uma amostra por um fluxo de néutrons, causando transmutacdo dos
nuclideos presentes. Apos a irradiacdo, a amostra é levada a uma cimara de deteccio
para medir o espectro gama dos radionuclideos criados. A partir do espectro gama é
possivel identificar e quantificar os radioisdtopos presentes na amostra e, através de
equacgdes, calcular a concentracio de elementos na amostra antes da irradiacao.

Na industria, a NAA € utilizada na medida de impurezas para o controle de
qualidade, principalmente em materiais que contenham carbono, pois 0s is6topos
naturais do carbono sdo pouco ativados e possuem baixa massa atdmica, ndo
absorvendo raios gama emitidos pelos radionuclideos e causando pouca interferéncia na
andlise. Assim, materiais como fibra de carbono, grafite, diamante, polimeros ou
quaisquer outros ricos em carbono podem ser analisados pela ativagdo neutrdnica. A
industria do petréleo e seus derivados, a industria farmacéutica e cosmética e também a
industria de carvao (Valkovic, 1983) [2.2], de metais, ligas e semicondutores utilizam a
técnica para andlise de impurezas. Na geologia, a NAA tem papel fundamental para o
mapeamento de riquezas no solo e estudos de exploracdo, detectando mais de 40
elementos presentes em amostras de solos, rochas e sedimentos (Smith, 1983) [2.3]. No
meio-ambiente, amostras de plantas e animais podem ser analisadas pela NAA, visto
que a maior parte do organismo ¢é feita de carbono e dgua. Também podem ser
analisadas amostras de 4gua e material particulado do ar, detectando provaveis
poluentes.

Além das aplicagOes descritas acima, a técnica também pode ser usada na drea
biomédica, tanto na andlise de elementos presentes no tecido humano, 6rgios, dejetos,
cabelo e unhas, bem como na ativagdo de elementos tteis em técnicas de diagndstico e

tratamento de doengas. Podemos citar como exemplo o tratamento de cancer de prostata



através da implantacdo de sementes radioativas contendo '*’I, obtido pela técnica de

ativacao neutrénica do 124xe [2.4].
2.2 Teoria

O processo de ativacdo neutrOnica estd esquematizado na figura 2.1 [2.5].
Segundo Lilley [2.6], quando um néutron incide sobre uma amostra, existe uma
probabilidade de que ele seja absorvido pelo nicleo de um dtomo, processo chamado de
captura radioativa. Quando isto ocorre, os nucleos ficam em um estado de energia
excitado (nicleo composto) e emitem um ou mais raios gama (gama pronto) para
alcancar o estado fundamental. Como os novos nicleos sao instiveis (radionuclideos),
possuem a probabilidade de decair em outros nuclideos (nidcleo filho), por algum
processo de decaimento radioativo. Apés o decaimento, os nucleos filhos podem ainda
emitir um ou mais raios gama atrasados ao decairem do estado excitado ao estado
fundamental. Os raios gama emitidos no decaimento radioativo sdo usados na deteccio

dos radionuclideos.
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Figura 2.1 — Esquema da ativag@o neutronica de um nuclideo alvo pelo processo de captura radioativa
formando um nucleo composto, sendo seguido por uma desexcitagdo (gama pronto). O nicleo radioativo
decai por emissdo beta no niicleo filho e emite um gama (gama atrasado) >,

(fonte: www.fcf.usp.br, consultado em julho de 2008)

No processo de ativagdo neutrdnica, a taxa com que os radionuclideos sdo
gerados (equacdo 2.1) [2.1] € proporcional ao nimero de nuclideos presente na amostra
(Np) e ao fluxo de néutrons (P). O fluxo de né€utrons nada mais € que a quantidade de
néutrons que atravessam, em um intervalo de tempo, uma seccdo de drea, sendo sua
unidade descrita em termos de néutrons por segundo por centimetro quadrado (n s em’
?). A constante da equacdo 2.1 é chamada de seccdo de choque (o). Ela é relacionada

com a probabilidade de ocorréncia de uma reacdo qualquer. Em reacdes nucleares, a



seccdo de choque é dada em barns (1 barn = 10* cm?). A sec¢do de choque nuclear é
determinada experimentalmente e varia com a energia do néutron incidente e com o
isétopo alvo, ndo tendo uma relagéo direta com a secc¢io de drea transversal do nicleo.
Desta forma, elementos quimicos terdo uma seccio de choque diferente para cada um de

seus is0topos.
Taxa de ativacdo = dN/dt =6 P N 2.1)

O tipo de reacdo nuclear que pode ocorrer dependerd da energia dos néutrons
incidentes, sendo estes divididos em néutrons térmicos (0,025 eV — 0,5 eV), epitérmicos
(0,5 eV — 1 MeV) e rapidos (acima de 1 MeV). A captura radioativa (n,y) envolve a
absorcao de néutrons térmicos pelo nicleo alvo que, em um estado de estado de energia
excitado, emite um raio gama para alcancar o nivel de energia fundamental (estamos
falando dos niveis de energia do niicleo e ndo das camadas eletrdnicas). Além disso,
algumas fontes possuem um fluxo de néutrons térmicos, epitérmicos e rapidos,
ocorrendo mais de um tipo de reacdo, como (n,p) e (n,a), e surgindo novos nuclideos
filhos no final da reacdo e dificultando o processo de caracterizacdo. Também podem
ser produzidos nuclideos estaveis que ndo emitam raios gama. O gama emitido logo
apods a ativacdo neutrdnica € chamado de gama pronto (do inglés, prompt gamma). O
gama pronto s6 pode ser detectado quando as amostras sdo monitoradas durante o
processo de ativacdo. Na espectrometria gama, os raios gamas detectados sdo chamados
de gamma atrasados (do inglés, delayed gamma) e se originam do decaimento
radioativo dos radionuclideos produzidos durante a irradiagdo com néutrons. Neste
processo, o nuclideo instdvel (radionuclideo) produzido durante a ativacdo transmuta
em outro nuclideo (ntcleo filho) através de um processo de decaimento como a captura
eletronica (EC, do inglés Electronic Capture), decaimento beta (B+ ou [-), transi¢ao
isomérica (IT, do inglés Isomeric Transition), emissao alfa (o) ou Conversao Interna
(IC, do inglés Internal Conversion).

A taxa de decaimento radioativo ou atividade (A) é proporcional ao nimero de
radionuclideos na amostra (N). A constante usada na constru¢do da equacdo 2.2 [2.1] é
chamada de constante de decaimento (A) e é calculada a partir da meia-vida (Ty.,) do
radioisétopo. O sinal negativo indica que a quantidade de nuclideos N presentes na

amostra diminui com o tempo.



A =dN/dt = - AN, onde A=In(2)/Tip 2.2)

Desta forma, a taxa de producdo de radionuclideos (equacdo 2.3) [2.1] na
amostra irradiada serd a soma das taxas de ativacdo (equacdo 2.1) e de decaimento
(equacdo 2.2). Resolvendo esta equagdo encontramos o nimero de radionuclideos apds

a ativag@o da amostra:
dN/dt = 6ONp - AN  => N = 6dNy(1- e Hr™! (2.3)

Como a atividade (A) é determinada pelo nimero de nuclideos multiplicado pela
constante de decaimento (A) (equagdo 2.2), podemos concluir que a atividade da

amostra apés um tempo t; de irradiacdo sera: (211

A=0®Ny(l —e™) (2.4)

Assim, a amostra é levada a um detector gama para contagem durante um
intervalo de tempo. A determinagdo e quantificacdo dos elementos presentes na amostra
pode ser calculada através de dois métodos. No primeiro método, a concentragdo do
elemento € calculada a partir de uma equagdo. Para isto, deve-se primeiramente
determinar a quantidade de radionuclideos na amostra através do célculo da sua
atividade, em Bequerel (1 Bq = s™). A drea do pico de emissdo gama representa o
nimero de deteccdes naquela faixa de energia em determinado intervalo de tempo.
Também devemos nos lembrar que, ap6s o processo de decaimento radioativo, o nicleo
pode emitir mais de um raio gama. Assim, para o célculo da atividade (A), devem ser
considerados: a drea do pico (A); o tempo de contagem (t.); a eficiéncia do detector (€)

para aquela energia e distancia; e a intensidade do pico gama (I) [2.1].
A=AN[Ie(l-e™)! (2.5)

Levando em consideracdo o decaimento do isétopo ao longo da contagem e
substituindo o resultado obtido em (2.5) na equacdo 2.4 e dividindo pela abundancia
natural do isétopo (0) podemos calcular a concentracio inicial de determinado elemento

na amostra:

No=A[0Iec®A") (1 —e™)(1—e™)! (2.6)



Também devemos considerar o tempo de decaimento ty do isétopo criado
decorrido entre o fim da ativacdo neutrdnica e o inicio da contagem gama. Assim, este

termo deve ser acrescentado na equagdo 2.6, obtemos com isso a equagdo 2.7:

A
Ke ¥ x 1- et )X (11— e )

N, = , onde K =IXxeXOXxoXpx ' 2.7)

No segundo método, mais geral, o cédlculo da concentracdo independe do
espectro do fluxo de néutrons e das caracteristicas do detector. O célculo ¢é realizado a
partir do fator kg encontrado através dos dados obtidos através da irradiacdo de uma
amostra que serve como comparador de fluxo de néutrons. Este comparador, de
concentragdo conhecida, é irradiado junto da amostra analisada. Segundo Simonits
(1975) [2.7], o método k, € mais preciso pois anula os efeitos de flutuagdo no fluxo de

néutrons do reator durante o processo de ativacdo, tornando a medida mais confidvel.
2.3  Instrumentaciao

Para estudos envolvendo a ativacdo neutronica de materiais € necessdrio: uma
fonte de néutrons para a transmutacio dos nuclideos presentes na amostra; um detector
de raios gama, para transformar a radiacio emitida pela fonte em um sinal eletrénico;
pré-amplificador e amplificador, para reduzir a relacdo sinal/ruido; e um equipamento
de aquisicdo e processamento de dados, para separar os sinais por energia, construir um
espectro e, por ultimo, identificar e calcular a concentragdo dos elementos presentes na

amostra.
2.3.1 Fonte de néutrons

Para a irradiacdo das amostras € necessdria uma fonte de néutrons que consiga
manter fluxo constante de néutrons com certa distribui¢do de energia. Existem diversas
fontes de néutrons, como aceleradores, fontes radioativas e reatores nucleares. Os
aceleradores produzem néutrons rdpidos e as fontes radioativas sdo pequenas e
compactas, permitindo o seu transporte para diferentes locais. No entanto, a maioria dos
estudos de ativacdo neutrdnica utiliza um reator nuclear como fonte de néutrons. A
producdo de néutrons em reatores nucleares deriva das reacdes de fissao nuclear de
algum elemento radioativo. O processo de fissdo espontidneo origina mais néutrons que

irdo interagir com outros nucleos, produzindo uma reacdo em cadeia, o nicleo fissil



mais utilizado em reatores de pesquisa € o U, Em um reator nuclear de pesquisa, o
fluxo de néutrons térmicos pode alcancar valores entre 10 ¢ 10" ns™ cm?, possuindo
também um menor fluxo de néutrons epitérmicos e rdpidos. Em alguns estudos sdo
utilizados filtros de Cddmio (I mm) e Boro que bloqueiam a passagem dos néutrons
térmicos, utilizando-se os néutrons epitérmicos no processo de ativagao.

O reator usado neste estudo foi o0 TRIGA IPR-R1 (TRIGA - Training, Research,
Isotopes, General Atomics) € um reator TRIGA Mark I, fabricado pela Gulf General
Atomic (EUA) [2.8]. E um reator inerentemente seguro, utilizado para treinamento,
pesquisa e producdo de radioisétopos. O reator TRIGA foi inalgurado em 1960, no
CDTN/CNEN em Belo Horizonte, e inicialmente operava a poténcia de 30 kW. Em
1972 ele passou a ser operado a poténcia de 100 kW. Desde 2003, sua poténcia de
operacdo maxima é de 250 kW, no entanto ele ainda vem sendo operado a 100 kW. O
combustivel utilizado é o urinio enriquecido a 20% com 63 elementos combustiveis. O
principal moderador deste reator € o hidreto de zirconio, homogeneamente misturado
com o urdnio. A refrigeracdo € feita com dgua leve desmineralizada, utilizando um
refletor de grafita. Para controlar a reagdo em cadeia, sdo usadas trés barras de carbeto
de boro. Existem trés dispositivos para irradiacdo: o tubo central, a mesa giratéria e o
sistema pneumdtico, sendo que valor médio do fluxo de néutrons térmicos e epitérmicos
na mesa giratéria € de 6,6 x 10" e 3,0 x 10" n cm™ s'l, respectivamente. A figura 2.2
mostra um desenho da estrutura do Reator TRIGA MARK I IPR-R1.

Durante a irradiacio, as amostras s@o armazenadas em recipientes feitos de um
material que suporte o fluxo de néutrons, podendo ser feitos de polietileno, aluminio ou
quartzo. O polietileno geralmente é utilizado na irradiagdo de néutrons térmicos. Porém,
para fluxos de néutrons muito altos, o polietileno se deteriora, tornando-se quebradico e
aumentando o risco de vazamento. Em recipientes de aluminio, o 2TAl (100%
abundancia isotépica) é ativado gerando **Al, porém a meia-vida deste radioisétopo é
de 2,3 minutos, interferindo muito pouco durante a espectrometria gama. O vidro de
quartzo geralmente € utilizado quando € necessdria a irradia¢do de liquidos, devendo se
levar em conta a pureza do quartzo, pois elementos presentes no vidro podem ser

ativados, interferindo na analise.
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Figura 2.2 — Esquema do Reator TRIGA MARK I IPR-R].
(fonte: www.cdtn.br, consultado em julho de 2008)

2.3.2 Detectores e amplificadores

A interagdo de raios gama com a matéria pode ocorrer através de trés processos:
efeito fotoelétrico, espalhamento Compton e producio de pares. No efeito fotoelétrico,
um féton € absorvido pelo dtomo, ocorrendo emissdo de um elétron (fotoelétron). A
energia do fotoelétron é igual a energia do féton menos a fungdo trabalho do material.
Assim, quando um raio gama incide em um &4tomo, elétrons nas camadas internas
(maior energia) podem ser arrancados, ionizando o dtomo e gerando fotoelétrons com
até milhares de keV. Este processo € acompanhado por um rearranjo da camada
eletronica: para ocupar o buraco na camada interna do dtomo, os elétrons das camadas
superiores vao para as camadas internas, produzindo raios-x caracteristicos que sdo
emitidos ou absorvidos por outros elétrons. Nos detectores semicondutores, o efeito

fotoelétrico é utilizado na deteccdo dos raios gama. Os niveis de energia permitidos aos
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elétrons livres nos materiais semicondutores estdo separados em duas bandas: a banda
de valéncia (banda ocupada pelos elétrons) e a banda de conducado (desocupada). Entre
as duas bandas existe uma banda de energia proibida (band gap). Assim, para que um
elétron absorva um féton é necessario que a energia do féton seja igual ou maior que
esta banda de energia proibida. O detector semicondutor mais utilizado é o germanio
ultra puro HP-Ge (do inglés, High purity Germanium). Estes detectores sdo utilizados
por possuirem uma excelente resolucio, embora possuam baixa eficiéncia. A eficiéncia
nominal’ varia conforme o detector utilizado. O detector MAESTRO, utilizado em
nossos experimentos, possuia uma eficiéncia nominal de 50%. A figura 2.3 mostra um

desenho esquemadtico da cAmara de deteccgdo.

camara de blindagem

amostra

detector

dewar

Figura 2.3 — Desenho esquemadtico de um sistema de detec¢io contendo um detector HP-Ge, um dewar de
nitrogénio liquefeito para resfriamento, e uma camara de blindagem de chumbo onde € inserida a amostra.

As paredes da camara sdo feitas de chumbo para reduzir o ruido devido a
radiacdo de background. Um dewar de nitrogénio liquido é usado no resfriamento do
detector (77 K). Por possuir uma excelente resolucdo entre os picos (~ 1 keV), o
detector HP-Ge consegue identificar radioisétopos com picos de emissio muito

préximos. No entanto, eficiéncia de deteccdo deste aparelho € baixa quando comparada

" Eficiéncia comparada a um padrio de iodeto de sédio (INa).
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a outros tipos de detectores. Assim, para experimentos onde o mais importante seja as
contagens por minuto (cpm) em uma determinada faixa de energia, podem ser usados
outros tipos de detectores, que possuam uma eficiéncia maior, mas que no entanto
possuem uma menor resolucdo. O detector poco utilizado nos experimentos de
biodistribui¢do de nanoparticulas de ouro em camundongos possuia uma eficiéncia de
39% para faixas de energia de 412 keV.

Para a aquisicdo de dados durante a espectrometria gama, além do detector
gama, sdo necessarios um pré-amplificador de sinal, um amplificador e um software de
aquisi¢do de dados. Apds a transformacio, pelo detector gama, do féton originado do
nudcleo (raios gama) ou da camada eletronica do isétopo (Raios-X caracteristicos) em
um pequeno pulso elétrico, o pré-amplificador transforma o pulso gerado em um sinal
detectavel pelo amplificador. Ao chegar ao amplificador, o sinal adquire forma e é

novamente amplificado (méximo de 10 V). A amplitude final do pulso serd

proporcional a energia do féton original.

2.3.3 Agquisicao e processamento de sinais

Depois de amplificados, os sinais sdo enviados a um computador e separados por
canais de aquisi¢@o, cada canal corresponde a uma determinada faixa de energia (entre 1
e 2 keVs), varrendo-se uma faixa de 0 a 2048 monocanais. A partir deste ponto, o
software Genie 2000 (Canberra) [2.9] € utilizado na aquisicdo e andlise dos sinais,
gerando o espectro de emissdo gama e raios-X caracteristicos dos radionuclideos
presentes na amostra.

Apds a aquisicio do espectro da amostra, a proxima etapa consiste na
identificacdo e quantificacdo dos nuclideos a partir da energia e a altura dos picos. Para
a identifica¢do dos nuclideos, deve-se utilizar uma biblioteca de dados dos radioisétopos
a partir de catalogos ou de dados de centros de pesquisa disponiveis na internet [2.10].
Em alguns casos, devido a resolugdo de 1 a 2 keV, ndo é possivel determinar de qual
elemento € determinado pico de emissdo. No entanto, este problema pode ser

contornado cruzando-se dados como sec¢do de choque dos nuclideos, meia-vida dos

radioisétopos e intensidade dos demais picos de emissdo gama.

12



2.4  Isotopos de interesse

Nestes trabalhos, foram realizados diversos estudos paralelos, em cada um

destes estudos existiam um ou mais isétopos cujas propriedades nucleares deviam ser

analisadas. Os principais is6topos sdo mostrados na tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Is6topos: abundancia isotépica natural (®), seccdo de choque para néutrons térmicos (G),

produto da ativagdo, meia-vida (t;), modo de decaimento, energia de emissido gama e nicleo filho [2.10].

Nicleo e (4] Modo de Energia gama (keV) Nicleo
Produto tin
alvo (%) (barns) decaimento (Intensidade %) filho
124% e 0.1 165 125%e 169h EC 188 (55), 243 (29), 55 (6) 1251
203 (68), 172 (26), 375
126X 0.09 35 127X e 36.4d EC a7 1271
128%e 1.91 8 129my e 8.89d IT 40 (8), 197 (5) 12Xe
12Xe 26.4 21 130xe estavel — — —
130xe 4.1 0.45 Blmye 119d IT 164 (2) BIXe
130xe 4.1 26 B1Xe estavel — — —
BiXe 21.2 85 132xe estavel — — —
132X e 26.9 0.05 1383mye 2.19d IT 233 (10) 133%e
132X e 26.9 0.45 133%e 5.24d IT 233 (10) 13%e
B34%e 104 0.27 135%e 9.14h B 250 (90), 608 (3) 135¢s
136X e 8.9 0.26 37%e  3.81 min B 455 (31), 849 (1) 37¢s
2c 98.9 0.004 Bc estavel — — —
Bc 1.1 0.001 ¢ 5700 y B — N
28si 92.2 0.177 si estavel — — —
»si 4.7 0.101 30gj estdvel — — —
30gi 3.1 0.107 31sj 2.62h B 1266 (0.07) 3p
7 Au 100 98.6 %8 Au 2.69d ; 411.8 (98.99) 198
g
OAr 99.6 0.67 “Ar 1.82h B 1293.6 (99.16) K
1368.6 (99.99)
»Na 100 0.53 **Na 1499 h B Mg
2754.0 (99.85)
1173.228 (99.85)
*Co 100 37.2 Co 527y B ONi
1332.49 (99.98)
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O primeiro elemento, xenonio, foi utilizado no estudo de um filme de carbono
amorfo dopado com dtomos de xendnio visando a fabricacdo de sementes radioativas
contendo '*I para tratamentos de céancer. Dentre os is6topos naturais, o de maior
interesse é o '**Xe, que possui abundancia natural de 0,1%. Este is6topo pode ser
utilizado na produgdo de '*I pelo processo de ativacdo neutrdnica. O '**Xe possui uma
seccdao de choque para néutrons térmicos de 165 barns, sendo transmutado em 5¥e.
Este por sua vez decai no '’I pelo processo de captura eletronica (EC), emitindo
principalmente raios gama de 188 keV (55%), 242 keV (29%) e 55 keV (6%). O 1 é
um radioistopo com uma meia-vida em torno de 60 dias, decaindo em '*Te pelo
processo de captura eletrdnica, possui um pico de emissdo gama de 35,5 keV de 7%,

1251 vem sendo usado em tratamentos de

sendo o restante por conversao interna (IC). O
cancer devido a sua baixa energia, impedindo que tecidos sadios adjacentes ao local de
tratamento sejam danificados. O carbono e o silicio sdo elementos presentes no filme e
por isso informacdes de seus is6topos naturais (12C, 13C, 28Si, S e 30Si) foram
inseridos na tabela.

O ouro foi utilizado em estudos de biodistribuicdo e toxicologia de
nanoparticulas de ouro ativadas em camundongos. A figura 2.4 mostra a cadeia de
decaimento do "*Au. O '"Au possui abundancia isotdpica de 100% e sua secgdo de
choque ¢é de 98,6 e 1550 barns para captura de néutrons térmicos e na frequéncia de
ressonancia, respectivamente. O produto da ativagdo neutronica, o 8 Au, possui meia-
vida de 2,69 dias, decaindo em '"*Hg por emissdo beta. O principal pico de emissio
gama do A0 € de 411,8 keV (98,99%), este pico de emissdo gama serd usado na
deteccdo do '"®Au presente na amostra e, consequentemente, medir a concentracio de
ouro. O detector que serd utilizado para a contagem gama € o detector de poco, que
possui uma alta eficiéncia (39%) para essa faixa de energia (412 keV), diminuindo o

< 198
tempo necessario para a contagem do Au nas amostras.
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Figura 2.4 — Decaimento por emissio - do %8 Au em 198"'Hg, seguido pela emissdo de raios gama até
alcancar o estado fundamental (lggHg).
(fonte: National Nuclear Data Center, www.nndc.bnl.gov/chart/ consultado em julho de 2008)

O s6dio é um dos elementos usados na sintese das nanoparticulas de ouro. Na
ativacdo neutrdnica, o »Na é convertido em **Na e decai em 24Mg por emissdo beta
(figura 2.5). Um dos picos de emissdo gama observados neste processo € o de 1773 keV

(99,85%).

0 14.997 H 12
24,
11Ny 3 \
Q(gs)=5515.45 keV 8 16 Logft
B-:100 % 2
0.076 660 -t ——5235.1
996.6
3866.2
169 Logrt
4y 2 4238.2
99.855 611 ——4122.9 2871
2754 4238.9
0.064 1134 & 136BT e
1368.6
JLES
0 STABLE - -
24
12M912

Figura 2.5 - Decaimento por emissdo 3- do *Na em 24"“Mg, seguido pela emissdo de raios gama até
alcancar o estado fundamental (24Mg).
(fonte: National Nuclear Data Center, www.nndc.bnl.gov/chart/ consultado em julho de 2008)
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O cobalto é um dos metais utilizados na sintese de nanotubos de carbono de
parede unica (SWCNT), atuando como catalisador junto com o niquel. O produto da
sintese na camara de arco-elétrico possui, além dos nanotubos, carbono amorfo e os
metais usados na catdlise. A partir da NAA do cobalto, serd feito um estudo da
eficiéncia nos processos de purificacdo dos nanotubos de carbono. O cobalto possui um
unico isétopo natural, o *Co, com seccdo de choque de 37,2 b. O radioisétopo
produzido 60Co, possui uma meia-vida de 5,27 anos, decaindo em 0N por emissdo beta.
Os principais picos de emissdo gama tem energia de 1173,2 keV (99,85%) e 1332 keV
(99,98%). Medindo-se a concentracdo do cobalto na amostra apds diversas etapas de
purificacao serd possivel analisar a eficiéncia deste método e verificar se existem outros

contaminantes no processo de sintese. A figura 2.6 mostra a cadeia de decaimento do

60
Co.

54— 0.0 1925.28D 14
60
27033 \
Q(gs)=2823.9 keV 5 1G9 Logft
B-:100% 4
09.88 7.512 —+ —— 2505.7 0.30 FS
347.1
1173.2
2505.7
0 2140 21X, 2158.6
£26.1
2158.6
012 1470 =% 13325 0.9 P
1332.5
0+ r 0.0 STABLE
60, .
2gMiz

Figura 2.6 — Decaimento beta do ®’Co seguido pela emissio de raios gama até atingir o estado
fundamental do nuclideo “’Ni.
(fonte: National Nuclear Data Center, www.nndc.bnl.gov/chart/ consultado em julho de 2008)
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O argonio, presente em nossa atmosfera (~ 1%), geralmente é detectado na
NAA, pois os tubos em que sdo inseridas as amostras para a irradiacdo sdo herméticos,
impedindo que o ar presente nestes tubos saia apés a irradiagdo ou deteccdo gama. Um
dos is6topos naturais do argdnio, o *’Ar, possui abundancia isotépica de 99,6% e sec¢io
de choque relativamente baixa (0,67 b). No entanto, possui um pico gama com

intensidade de 99,16% (veja figura 2.7).

7/2- 0 109.61 M4
41
1823 \
Qigs)=2491.61 keV 67 1G2 Logft
B-: 100 %
0.052 7.68 L2t 1677
1677
09.160 5.05 L= ‘ 1293.6 6.7 NS
1203.6
0.780 09.72 22t ¥ 0
41
19522

Figura 2.7 - Decaimento por emisso B- do *'Ar em *'™K, seguido pela emissio de raios gama até
alcancar o estado fundamental *K).
(fonte: National Nuclear Data Center, www.nndc.bnl.gov/chart/ consultado em julho de 2008)
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Capitulo 3 — Filme de carbono amorfo para aplicacoes em braquiterapia

3.1 Introducio

A braquiterapia é uma técnica de tratamento de tumores onde uma fonte
radioativa € introduzida préximo ou no interior do corpo do paciente visando irradiar o
tumor (J. Woolsey, 2003) [3.1]. Este tipo de tratamento teve inicio em 1901 quando
foram utilizadas pequenas quantidades de radio em lesdes da pele por um curto periodo
de tempo. No entanto, a braquiterapia comecou a ganhar forca somente apds a segunda
guerra mundial na década de 50 quando foram criados novos métodos de fabricagdo de
tubos radioativos, precursores das sementes braquiterdpicas, diminuindo a exposicdo
dos manipuladores a radiacao.

Nos tratamentos utilizando sementes braquiterdpicas, os radiois6topos
localizados no interior da semente decaem espontaneamente em outros isdtopos —
instdveis ou estdveis —, emitindo radiacdo beta, gama e alfa durante o processo de
decaimento. Esta radiacdo atinge o tecido bioldgico préximo a semente, levando a morte
celular e reduzindo o volume do tumor. A braquiterapia pode ser utilizada no tratamento
de tumores do cérebro, pulmio, olhos, figado, baco, esdfago, prostata e seio [3.2]. A
principal vantagem da braquiterapia estd em seu tratamento localizado, diminuindo a
dose absorvida pelo tecido sadio e reduzindo sensivelmente os efeitos colaterais devido
a exposi¢do do paciente a radiacao.

A braquiterapia pode ser dividida em quatro tipos [3.2]: A braterapia
superficial é usada no tratamento de tumores superficiais através de uma fonte lacrada
colocada préximo ao tumor. A fonte utilizada na maioria dos casos é uma placa de *°Sr
selada por um involucro de prata; a braquiterapia intravascular insere um cateter com
material radioativo no interior do vaso sanguineo. O radioisétopo mais difundido para
esse tratamento também é o *’Sr; A braquiterapia intracavitaria e endoluminal insere
o material radioativo no interior de cavidades pré-existentes do corpo, esse tratamento é
mais difundido em terapias ginecoldgicas. Por ultimo, temos a braquiterapia
intesticial, onde o material radioativo ¢ inserido dentro do tecido tumoral, inicialmente
eram usadas agulhas contendo *0Ra, porém tratamentos mais modernos usam fios de
21 ou sementes de ' para o tratamento do céancer de prostata. A braquiterapia se

divide ainda em tratamentos que utilizam fontes de alta dose (HDR) e alta dose (LDR).
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Em tratamentos utilizando fontes de baixa dose (LDR), sdo utilizadas as
sementes braquiterdpicas com radiois6topos de meia-vida relativamente curta, como o
1251 (tip ~ 60 dias). As sementes sao implantadas individualmente no local do
tratamento, dentro e/ou ao redor da lesdo, através de agulhas braquiterdpicas. Na figura
3.1 é mostrado um desenho esquematico da implantagdo de sementes radioativas através

de agulhas braquiterdpicas para o tratamento de cincer de prostrata.

@ Current Medicine

Figura 3.1 - Esquema de implantag@o de sementes utilizando agulhas braquiterapicas.
(fonte: http://www.prostatelineimageatlas.com, consultado em julho de 2008)

Os principais radiois6topos usados como fonte radioativa nas sementes
braquiterdpicas de baixa dose sdo o 0pg e 0 "I Neste trabalho, estudaremos o '>I
produzido por ativagio neutrénica do '**Xe. Neste processo, apés a reagdo
124Xe(n,y)leXe, 0 '%Xe (meia-vida de 16,9 horas) decai no 1251, emitindo particulas - e

. 125
raios gama. O I

(National Nuclear Data Center, disponivel em:
www.nndc.bnl.gov/chart/) possui uma meia-vida de 59,4 dias, decaindo por captura
eletronica no '*Te. No processo de decaimento, 7% da energia ¢ liberada em raios
gama de 35,5 keV e o restante € internamente convertido em raios-X com energias entre
272 e 31,9 keV. O '"®I é comumente utilizado em sementes braquiterdpicas no
tratamento de cancer de prostata (T. Solberg et al., 2002) (331,

Existem diversos modelos de sementes braquiterdpicas na literatura que utilizam o
151 como fonte radioativa. Estas sementes vém sendo aprimoradas a vdrias décadas,
solucionando problemas de fabricacdo, manipulacdo e tratamento. As principais

caracteristicas destas sementes sdo [3.4]: a semente deve emitir uma radiacio com
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distribuicdo espacial uniforme; a radiacio emitida pela semente deve possuir uma
energia relativamente baixa (< 50 keV), do contrdrio os tecidos sadios adjacentes ao
local de tratamento podem ser atingidos e danificados; a semente deve ser visivel
quando implantada no corpo do paciente para permitir o seu correto posicionamento na
drea de tratamento; a semente ndo pode causar nenhum tipo de reacdo alérgica ou ser
téxica ao paciente; as sementes braquiterdpicas em geral possuem dimensdes de um
grao de arroz, com um diadmetro que varia entre 0,2 e 0,8 milimetros e comprimento
entre 2 e 5 milimetros; e, finalmente, a atividade das sementes devem atingir cerca de

1,0 mGi (3,7 x 10" Bq). A figura 3.2 mostra a radiografia de sementes implantadas no

corpo do paciente.

Figura 3.2 - Radiografia de paciente implantado com sementes braquiterdpicas
(fonte: http://www.sgh.com.sg/ consultado em julho de 2008)

Os modelos mais recentes de sementes buscam diminuir o sofrimento do
paciente durante o tratamento, reduzir a chance de metéstase e aumentar a eficiéncia do
tratamento, bem como diminuir a dificuldade técnica e o custo de producdo das
sementes. A ProstaSeed® 1-125 mostrada na figura 3.3(a) possui modelos 125SL e
125SH, de baixa e alta dose respectivamente, as sementes consistem numa capsula de
titdnio com 0,05 milimetros de espessura soldada a laser contendo 125 adsorvido em 5

esferas de prata que atuam também como radiomarcadores. As sementes possuem 4,5
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milimetros de comprimento e 0,8 milimetros de didmetro. No entanto, dentre as diversas
sementes, a que merece maior destaque é a semente I-Plant’™ 125, figura 3.3(b), esta
semente é fabricada através da implantacdo i6nica de 12X e em um matriz de cerimica.
Ap6s a implantacdo, as sementes sdo irradiadas com néutrons, convertendo os is6topos
de *Xe em 'PXe. Posteriormente, o 125Xe decai em 1251, finalizando o processo. O
nicleo da semente possui um marcador de raios-X de prata para visualizacdo através de
radiografia. Apds a ativacdo, a semente é encapsulada com um material feito de titdnio
soldado a laser, garantindo grande resisténcia mecanica e evitando um problema comum

7z

de diminui¢do de dose nas extremidades da semente. O produto é compativel com

agulhas braquiterapicas e aplicadores convencionais.
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Figura 3.3 — Sementes comerciais ProstaSeed® I-125 (a); e I-Plant™ > (b) [3.10].

O objetivo do trabalho foi estudar a viabilidade de producdo de sementes
braquiterdpicas através da ativacdo neutrdnica de filmes de carbono amorfo dopados
com '**Xe. Os filmes finos (~ 100 nm) de carbono amorfo (filmes a-C) sdo materiais
nanoestruturados que vém sendo estudados e caracterizados ao longo das udltimas duas
décadas. Estes filmes possuem inércia quimica, propriedades mecanicas estiveis e sio
de facil deposicao e fabricacdo, tornando-os dispositivos de baixo custo de producdo. As
propriedades e estrutura dos filmes a-C variam conforme a propor¢do de ligacdes
hibridas sp2 e sp3 entre os atomos de carbono (Lacerda et al., 2003) [3.5]. Estes

materiais sdo de interesse para pesquisas principalmente por suas propriedades
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eletronicas que podem ser aplicadas na fabricacdo de telas planas ultrafinas
(Amaratunga, 1996) [3.6]. Quando gases nobres (NG, noble gases) sao implantados em
uma matriz de carbono, estes se precipitam, formando clusters. Segundo Lacerda, estes
NG clusters interagem com a matriz de carbono, alterando a press@o interna da rede.
Segundo Lacerda, através de uma técnica de deposicao de fons durante o crescimento do
filme (IBAD, ion beam-assisted deposition), a pressdo interna (ou estresse intrinseco)
do filme de carbono podia ser modificada (1-11 GPa)

Um esquema da estrutura do filme pode ser visualizado na figura 3.4. O alto
estresse intrinseco deste filme permite que os atomos sejam “aprisionados” a alta
pressdo, aumentando a concentragdo destes dopantes a taxas ndo obtidas através de
outras técnicas, como a implantagdo idnica. As propriedades citadas acima permitem a
fabricagdo de sementes contendo '**Xe que, quando irradiadas, produzem sementes

contendo '*°I, podendo ser usadas em tratamentos braquiterapicos.

(a) ib)

Figura 3.4 — Modelo esquemitico do aprisionamento de clusters de gis xendnio entre folhas de carbono
amorfo [3.5].

3.2 Materiais e Métodos

Os filmes foram preparados no Instituto de Fisica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) por deposicao assistida de feixe idnico duplo (IBAD). Neste
processo [3.5], em uma cimara a baixa pressao de 107 Pa, um feixe i6nico de xendnio
(99,999%) com energia de 1500 eV e corrente de 90 mA atinge um alvo de grafite. O
carbono arrancado do alvo de grafite se deposita sobre um substrato de silicio.
Simultaneamente, um segundo feixe de xendnio com energia entre 0 e 400 eV incide

sobre o filme de carbono durante o processo de crescimento. A pressdo durante o
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crescimento dos filmes foi mantida a 6 x 10 Pa. O resultado final foi um filme rico em
ligacdes sp2 e espessura variando entre 80 e 100 nm. A pressdo interna do filme de
carbono amorfo pode variar entre 1 e 12 GPa controlando-se as condi¢des de deposigao.
O filme de carbono amorfo analisado possuia uma densidade de (2.2 + 0.2) mg mm” e
as amostras possuiam massas entre 19 e 31 mg. A massa de carbono amorfo em cada
filme foi calculada a partir da densidade, espessura e massa total do filme. Quatro
amostras foram irradiadas no reator nuclear TRIGA MARK-I localizado no centro de
pesquisa do CDTN/CNEN, operando a 100 kW. O fluxo médio de néutrons térmicos e
epitérmicos foi de 6,6 x 10" e 3,0 x 10" n cm™ s respectivamente. Os tempos de
irradiacdo foram de 2, 4 e 8 horas. Apoés a irradiagdo, as amostras foram caracterizadas
por espectrometria gama com um detector de germéanio HP (Hiper-puro) com 15% de
eficiéncia nominal e 1,85 keV FWHM para picos de 1332 keV de cobalto-60. As
amostras irradiadas foram medidas a 5 e 10 cm de distancia fonte-detector.

A massa do filme de carbono foi calculada através da sua densidade, espessura e
area. Na tabela 3.1 sdo mostrados os dados de cada amostra: a massa do substrato de
silicio (Mg;); a massa do filme de carbono amorfo (M,.); o tempo de irradiacdo (t;) e o
fluxo integrado (P); e, para as amostras analisadas por espectrometria gama, a distancia

amostra-detector (d) e o tempo de contagem (t.).

Tabela 3.1 — ParAmetros da amostras estudadas

Sample Mg (x1mg) M,c(x02ng) t;(h) &(n cm?)  d(cm) t.(min)

1 23 43 8  147x107 5 30
2 22 4.1 - - - -
3 23 4.3 2 3.69x10" - -
4 31 5.8 - - B B
5 25 4.7 4 737x10" 10 120
6 19 3.6 8  147x10"% 10 120

O software GENIE 2000 (CANBERRA) foi usado para aquisicdo de dados e
andlise do espectro. Neste software, os picos gama do espectro foram cruzados com um
banco de dados para identificar os is6topos. O nimero de is6topos (N) foi determinado
através da equacdo 2.7 (abaixo) [3.7], onde: drea dos picos (A); a eficiéncia do detector

gama (€); a abundancia isotopica (8); a seccdo de choque (0); a constante de decaimento
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do nuclideo ativado (A); o fluxo de néutrons (¢); e os tempos de irradiacdo (t;),

decaimento (tg) e contagem (t).

N = A , onde K =IXxeXOXoXx@x '

Ke ™ x(1—e™)yx(1—e™)

Através desta equacdo e da equacdo de decaimento radioativo mostrado na
equacdo 3.1 [3.7], foi possivel calcular a quantidade necessdria de isGtopos de '**Xe sob

U'em™. Através destes resultados, construiu-se um

um fluxo neutrdnico de 10" n s
modelo de semente braquiterdpica a partir de um filme de carbono amorfo dopado com

124X6.

A(t) = A, xexp(=At) 3.1)

O software ChainSolver (Romanov, 2003) [3.8] também foi utilizado no céalculo
da atividade do modelo de semente. Neste software, foram inseridos como parametros
os isétopos que se desejava analisar (‘**Xe, '“Xe, I neste caso particular), a massa
das amostras irradiadas, o tempo de irradiacio, o fluxo de néutrons, a energia dos
néutrons e o tempo decorrido apds a irradiagcdo. Os resultados obtidos a partir deste
software forneceram informagdes como massa restante de cada isétopo e a atividade

(Curie ou Bequerel) em fung¢é@o do tempo de irradiacio ou tempo de decaimento.

3.3 Resultados e discussao

As propriedades nucleares dos is6topos do Xe, C e Si estdo listados no capitulo 2
na tabela 2.1 . A abundincia natural, sec¢do de choque, nuclideos criados durante a
ativacdo neutrdnica e suas respectivas meias-vidas, modos de decaimento, emissdes
gama e nuclideos filhos também sdo mostrados (National Nuclear Data Center) [3.9].
Os picos de emissdo gama do 125X e, 188 keV (55%) e 242 keV (29%), foram utilizados
para o célculo da concentragdo de xendnio nas amostras. O pico de 55 keV (6%) ndo foi
detectado devido a sua baixa intensidade e também por estar na faixa de interferéncia
das emissdes de raios-X derivadas das transi¢des eletronicas dos is6topos apds o

. . . . N , . 124 .
decaimento radioativo. Apesar da baixa abundincia isotdpica, o ~"Xe possui uma
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seccdo de choque alta para néutrons térmicos (165 barns). A figura 3.5 mostra a sec¢do
de choque em fun¢@o da energia dos néutrons para as reagdes nucleares 124Xe(n,y)125 Xe

(fonte: Nuclear Data Service).

me-124(n, TiXe-125g
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Figura 3.5 — Seccdo de choque em funcio da energia dos néutrons para as reagdes 124Xe(n,'y)lzsn“Xe e
124Xe(n,\()leXe. (fonte: http://www-nds.iaea.org/ngatlas2/ consultado em julho de 2008)

Na figura 3.6 sdo mostrados os espectros das amostras 1, 5 e 6. A concentragio
do 'Xe nos filmes foi calculada através das dreas dos picos e dos parametros do
detector. Os picos de 188 keV e 242 keV foram detectados facilmente e estdo em
concordancia com os valores encontrados na literatura [3.9]. Também detectamos o pico
de emissdo de 250 keV do '*Xe (250 keV), devido a ativacdo neutrénica do BiXe
(abundancia natural de 10,4% e sec¢do de choque de 0,27 barns e intensidade gama de
90%). Os demais is6topos do xendnio ndo puderam ser detectados pela andlise devido a
pequena abundancia isotdpica natural, baixa sec¢do de choque, fraca intensidade dos
picos gama ou meia-vida dos is6topos ativados muito alta. Em relagéo ao carbono, o “c
produzido pela ativagdo neutrénica do °C (estdvel) ndo foi detectado por este ser um
emissor beta puro. No caso do silicio, o tinico is6topo que € transmutado em um is6topo
instavel é o °Si, porém sua abundancia natural, sec¢io de choque e intensidade gama
sdo muito baixos, impedindo a deteccdo. Também pode ser observada uma mudanca de
intensidade da radiagcdo de fundo (background) em cada um dos espectros, que pode ser

explicada por emissdes de raios-X derivadas dos decaimentos secundarios.
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Figura 3.6 — Espectro gama das amostras 1, 5 e 6. Podemos ver em detalhe os picos de emissao gama do

125%e (188 e 242 keV) e do **Xe.

Utilizando a equagdo 2.7 e 3.1 e considerando a geometria amostra-detector para
calibrar a curva de eficiéncia, calculamos a concentragio de 24%e e **Xe no filme de
carbono amorfo. A concentragdo de xenonio calculada estd em acordo com o esperado
(5%). Os resultados dos calculos podem ser visualizados na tabela 3.2. Devido a baixa
atividade, a concentracio de Xe na amostra 1 ndo foi calculada. As demais amostras néo

foram levadas ao contador gama, servindo como controle para futuros experimentos.

Tabela 3.2 — Concentragdo de isétopos no filme de carbono amorfo determinados pela andlise de ativacio

neutronica.
Concentracao (% at.)
Isétopos
Amostra 5 Amostra 6
12Xe (6.3+0.3)x10° (43+0.5)x10°
xe 0.60 + 0.06 042 + 0.3
Xe 6.3+0.3 43+0.5

A partir destes valores foi possivel construir um modelo tedrico de uma semente

braquiterdpica a partir de um filme de carbono amorfo dopado com 124Xe (100% de
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abundancia isotépica) e irradiada com néutrons térmicos. Neste modelo tedrico, um
substrato cilindrico, feito de titanio ou silicio, com dimensdes de 5 mm de comprimento
e 0,8 mm de didmetro, possui um filme de carbono amorfo com espessura de 20 um e
dopado com 24xe (5% at.), totalizando 1,4 x 10'8 isétopos de 124%e na semente. Um
desenho esquemdtico da semente pode ser visualizado na figura 3.7. O fluxo de
néutrons térmicos utilizado como parametro € de 10" n s em™, calculando-se neste
modelo o tempo de irradiacdo necessdrio para a producdo de uma semente com
atividade de 1 mCi (3,7 x 10’ Bq).

A figura 3.8 mostra as curvas de atividade do 2Xe e T ao longo do tempo em
nosso modelo de semente apds 44 horas de ativagdo neutronica. Nota-se que a atividade
do '*Xe logo apds a irradiacdo decai rapidamente devido a meia-vida de 16,9 horas. A

125

atividade do I, por sua vez, sofre um aumento nos primeiros dias devido ao

125Xe em '®I e também 2 sua meia-vida de 60 dias. Assim, préximo aos

5

decaimento do

125 sera de

7 dias apds a irradiagdo, a atividade do “"Xe sera residual e a atividade do
1,10 mCi (4,1 x 10" Bq). Esta atividade se manterd por um periodo relativamente longo,
possibilitando o transporte das sementes. Com base nos resultados descritos acima,
pode-se notar que os parametros de sintese e irradiacdo sdo suficientes para se criar
sementes radioativas com doses proximas a 1 mCi necessdrias em tratamentos
braquiterdpicos. Um pedido de patente foi depositado basendo-se nos célculos deste

trabalho e tomando-se como referéncia o modelo de patente estudado.

4 O
N .

»
»

A

5,0 mm

20 um

Substrato Si

a-C filme (5% at. '**Xe)

Figura 3.7 — Modelo de semente braquiterdpica com 5 mm de comprimento, 0,8 mm de didmetro e um
filme de a-C com 20 um de espessura (5% at. '>*Xe). A semente pode ainda ser encapsulada com um
material radiopaco.
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Figura 3.8 - Atividade do '*T ¢'*Xe ap6s ativagdo neutronica.

34 Conclusoes

Neste estudo, caracterizamos filmes finos de carbono amorfo dopados com
xenonio produzidos pela técnica IBAD. Os resultados obtidos pela ativa¢do neutronica
dos filmes e andlise gama do espectro dos isétopos ativados mostraram ser vidvel a
producdo de uma semente braquiterdpica de 5 mm de comprimento e 0,8 mm de
didmetro e com um filme a-C de 20 um de espessura. Apds a irradiagdo da semente
durante 44 horas a um fluxo de 10 ns" cm?, é possivel atingir atividades proximas a 1

125%e. Utilizando os

mCi, decorrido um periodo de tempo necessério ao decaimento do
resultados deste estudo, serdo confeccionados modelos de sementes com as dimensdes
descritas na patente para ativacdo e andlise da atividade do 2] ¢ ®Xe. O material
utilizado como matriz para os radioisétopos — o carbono amorfo — permite que os
parametros das sementes como, geometria, espessura do filme, concentracdo de 12Xe,
material envoltdrio, substrato, tempo de irradiagc@o e fluxo de néutrons, sejam alterados
conforme o tipo de tratamento.

Esta semente possui uma vantagem em relacio as sementes comerciais no que
concerne a sua fabricacdo. Na maioria das sementes comerciais, o 1251 (radioativo) é

incorporado a semente durante a sua fabricacdo, aumento o risco de contaminagido de

equipamento e pessoal envolvido na fabricacdo. Assim, ji na primeira etapa da
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confeccdo das sementes sdo necessarios cuidados relacionados a radioprotecdo e
impedindo que as sementes possam ser fabricadas em qualquer local. Em contrapartida,
no presente método o isdtopo incorporado a semente na primeira etapa de fabricag@o é o
124Xe, is6topo nao-radioativo. O 124xe ¢ levado a um reator nuclear e irradiado somente
na segunda etapa, permitindo que a primeira etapa da sintese seja realizada em qualquer
local, ndo havendo a necessidade de radioprotecdo. Como o 124Xe 56 ¢ irradiado depois
de implantado na semente, o risco de contaminacdo durante o manuseio das sementes
também ¢ reduzido.

O método citado acima, onde um isétopo nao-radioativo é implantado em uma
matriz para posterior ativacdo neutrdnica € utilizado em uma das sementes comerciais
citadas. No entanto, o0 método de incorporagdo do 12*Xe utilizado nesta semente é por
implantacdo idnica, nesta técnica a maior parte dos isétopos implantados ficam
localizados na superficie da matriz. A técnica IBAD, por sua vez, produz uma matriz de

carbono amorfo dopada com 124

Xe em todo o seu volume, aumentando a concentragio
de is6topos e diminuindo o tempo de irradiacdo necessdrio, reduzindo os custos de
producdo da semente. Outro fator importante é que a matriz de carbono utilizada na
semente € inerte e biocompativel, tornando-se ideal para uso medicinal.

Através dos resultados obtidos nos estudos e do modelo de semente calculado,
foi depositado um pedido de patente que trata da confec¢do de sementes braquiterapicas
utilizando a técnica de crescimento de filmes de carbono amorfo por feixe duplo de
xenonio e posterior ativagdo neutronica deste filme. O pedido da patente intitulada
“Processo de fabricagcdo de semente radioativa para braquiterapia através da ativagdo
neutronica de uma matriz de carbono amorfo dopado com xendnio-124 e produto”, foi
depositado com o nimero de protocolo 01408000373 1.

A partir dos resultados obtidos deste estudo, serd possivel analisar outros
materiais que sirvam como matriz de suporte para os radioisotopos. Filmes de
nanotubos de carbono tém despertado o interesse de diversos centros de pesquisa devido
a enorme drea superficial destes materiais. Com base nestas informacdes e pela
facilidade de produgéo de nanotubos de carbono de paredes multiplas MWCNT, multi-
wall carbon nanotubes), estes poderdo ser usados como matriz de suporte para a

~ 124
adsor¢do do

Xe em suas paredes. Também serdo estudados outros radioisétopos na
fabricacdo das sementes além do B5Xe/'™, ampliando o potencial de aplicacdo destes

dispositivos.
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Capitulo 4 — Nanoparticulas de ouro

4.1 Introducio

As nanoparticulas de ouro (AuNPs), ou ouro coloidal, sdo as nanoparticulas
metdlicas mais estdveis e também sdo facilmente sintetizada através de diversos
processos. Segundo Marie-Christine (2004) [4.1], o coléide de ouro ja era utilizado
desde o século V e IV a.C. no Egito e na China, sendo utilizados na coloracdo de vidro e
ceramica. No entanto, os processos de nucleagfo e crescimento das AuNPs, bem como
suas propriedades fisicas microscOpicas ainda ndo eram conhecidas em detalhes. As
nanoparticulas de ouro sé passaram a ser estudadas de uma maneira mais cientifica no
final do século XVIII e inicio do século XIX apds os trabalhos de Faraday, Mie e
Turkevich [4.2].

Conforme a ciéncia envolvendo as nanoparticulas foi se desenvolvendo, novos
materiais comecaram a ser utilizados na sintese de NPs, que passaram a receber
classificagdes agrupando-as em categorias. Nas proximas secdes serdo descritas as
principais categorias das NPs, enfatizando suas caracteristicas fisicas e possiveis

aplicagdes bioldgicas, enfatizando as nanoparticulas de ouro.

4.2  Classificacao das NPs

4.2.1 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas de ouro foram as primeiras nanoparticulas fabricadas. Isto se
deve principalmente a facilidade de reducao de ions de ouro presentes em uma solucéo
contendo HAuCly . A figura 4.1 mostra uma caneca do século IV, durante a fabricacio
do vidro, era imersa uma solu¢do contendo nanoparticulas de ouro. Devido as
caracteristicas de ressondncia de pldsmons de superficie, o copo reflete luz verde devido
as propriedades do vidro e transmite luz vermelha devido a absorcdo de luz verde (~
500 nm) pelas nanoparticulas. Assim, quando é colocada uma fonte de luz no interior da
caneca, o vidro passa a assumir uma coloracdo avermelhada, tipica de solucdes

contendo nanoparticulas de ouro com didmetro médio entre 2 e 20 nm [4.4].
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Figura 4.1 — Copo de Licurgo, taca romana do século IV [4.4]
(fonte: The British Museum, www.britishmuseum.org consultado em julho de 2008)

Segundo Marie-Christine (2004) [2.1], as NPs metdlicas vém sendo pesquisadas
principalmente devido as suas propriedades Opticas. Elas sdo utilizadas na medicina na
forma de coldides de nanoparticulas metélicas, que sdo nanoparticulas em suspensdo. A
medida que o tamanho das particulas se reduz, propriedades de superficie que
normalmente sdo suprimidas por outros fendmenos, passam a prevalecer.

A fabricacdo de coldides de nanoparticulas metélicas, seguindo critérios
quimicos, iniciou-se em meados do século XIX com experiéncias executadas por
Michael Faraday [4.5]. Nestes experimentos, uma solucdo de 4cido clorodurico
(HAuCly) era reduzida utilizando-se fésforo como agente redutor. O estudo de algumas
propriedades fisicas destas nanoparticulas (NPs) foram realizados por Zsigmondy no
fim do século XIX e inicio do século XX [4.6]. Mais tarde, em meados do século XX,
os trabalhos de Turkevich forneceram um conhecimento detalhado sobre a nucleacio,
crescimento e aglomeracdo de coldides metdlicos e permitiram a reprodutibilidade dos
experimentos com uma distribuicdo de didmetros de baixo desvio padrido [4.2]. Em
geral, as nanoparticulas metdlicas possuem didmetros que podem variar entre 2 ¢ 100
nm, dependendo das condi¢des de sintese. A figura 4.2 mostra imagens por microscopia

eletronica de transmissdao de Au-NPs com diversos didmetros [4.7].
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Figura 4.2 — Imagem feita por TEM de nanoparticulas de ouro com diferentes didmetros [4.7].

Diferente do que ocorre nas particulas semicondutoras, a absorcdo Optica das
nanoparticulas metdlicas ndo se deve a criacdo de éxcitons, mas sim a ressondncia dos
elétrons de condugdo. Quando ocorre a incidéncia de ondas eletromagnéticas sob uma
solugcdo contendo nanoparticulas metdlicas — como o ouro e a prata — os elétrons da
banda de conducio oscilam de forma coerente com o campo elétrico da radiagdo, este
fendmeno € denominado ressonancia de pldsmons de superficie. Com isto, a seccdo de
choque para a absor¢do de luz na faixa do ultravioleta e visivel (UV-vis) para estas
nanoparticulas torna-se bem mais intensa [4.8]. Um esquema do fendmeno de plasmon é

demonstrado na figura 4.3.

Campo elétrico

luz

Figura 4.3 — Esquema do fenémeno de pldsmon de superficie que ocorre com a incidéncia de ondas
eletromagnéticas sobre nanoparticulas metdlicas.

Esta energia de oscilagio dos elétrons da superficie das nanoparticulas é
rapidamente convertida em calor ao invés de luz visivel (fluorescéncia), como nos QDs.
Assim, o espectro 6ptico das nanoparticulas metdlicas é resultado da absor¢do de luz,
nao sendo observado um espectro de emissdo. A figura 4.4 mostra o espectro de
absor¢do optica para nanoparticulas de ouro, note que o pico de absorcdo se desloca

para direita com o aumento do diametro das Au-NPs [4.7].
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Figura 4.4 — Espectros de absorc¢do 6ptica UV-vis normalizados. Os picos de absorcdo 6ptica de
nanoparticulas de ouro com didmetros de 9 nm (517nm), 22 nm (521 nm), 48 nm (533 nm) e 99 nm (575
nm) [4.7].

4.2.2 Nanocapsulas

Novos métodos de sintese tém produzido nanoparticulas no qual seu nicleo,
entre 1 e 20 nm de didmetro, € feito com um material dielétrico — como a silica (SiO;) e
poliestireno — sendo sua superficie recoberta com uma fina camada metdlica ou
semicondutora de poucos nanometros [4.10]. Estas particulas sdo chamadas de
nanocdpsulas (do inglés: nanoshell, core shell ou core@shell). O desenho esquematico
da figura 4.5 mostra o processo de formacdo da camada de ouro sobre um niicleo de

silica.

Figura 4.5 - Esquema do processo de crescimento de uma fina camada metélica sobre um nicleo
dielétrico.
(fonte: http://cmbi.bjmu.edu.cn consultado em julho de 2008)
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As nanocdpsulas possuem uma sec¢do de choque para absorcdo Optica até 106
vezes maior que outros corantes comerciais, como a indocyanine Green [4.11]. O
espectro de absorcdo das nanocapsulas pode ser variado alterando-se o didmetro do
nucleo ou a espessura da camada externa, permitindo que as nanocapsulas absorvam na
faixa do infravermelho (700 — 1400 nm). Como a luz infravermelha € transparente para
tecidos bioldgicos, as nanocdpsulas metdlicas podem ser utilizadas em tratamentos
fototérmicos de tumores [4.12, 4.13]. Neste tratamento, um feixe de laser infravermelho
incide sobre a regido onde estio localizadas as nanoparticulas, a energia do plasmon de
ressonancia é rapidamente convertida em energia térmica, aumentando sensivelmente a
temperatura da regido e matando a célula cancerigena. Devido ao seu dinamismo, estas
nanoparticulas também podem ser utilizadas para estabilidade quimica de coldides,
ganho de propriedades luminescentes, ajuste da estrutura de bandas, bionsensores e
carreadores de drogas [4.14]. A figura 4.6 mostra a variagdo do espectro de absorcao

optica de nanocépsulas de acordo com a espessura da capa metélica.

Espessura da camada metdlica Deslocamenta do pico de absorgio
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Figura 4.6 — Variagao do espectro de absor¢do de nanocdpsulas com a variacdo da espessura da camada
metalica [4.12].
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4.2.4 Nanoparticulas recobertas

O interesse em nanoparticulas na 4rea médica tem crescido devido a sua
habilidade de depositar drogas com dosagens minimas, diminuindo efeitos colaterais e
aumentando a chance de recuperagdo do paciente. As nanoparticulas ji vém sendo
utilizadas na prética clinica, sendo funcionalizadas com diferentes compostos, como
micelas de polimeros, dendrimeros, conjugados de drogas, polipeptideos e
polissacarideos [4.15]. Uma nanoparticula pode ter a sua superficie funcionalizada para
aumentar o tempo de circulacdo no sangue, diminuir a toxicidade e direcionar as
nanoparticulas para algum tecido alvo. Alguns polimeros como o polietilenoglicol ddo
as nanoparticulas propriedade “stealth”, tornando-as invisiveis as células fagocitérias do
organismo e prevenindo a agregacdo de proteinas [4.16]. Em alguns casos, ocorre a
agregacao das NPs devido a forca de atragdo e Van der Waals, exigindo-se que as
nanopartiuculas sejam protegidas de alguma forma desta agregacdo. Uma das maneiras
de manter a dispers@o das particulas é ligando-se ions em sua superficie, criando com
isto uma repulsdo eletrostitica entre as nanoparticulas. A figura 4.7 mostra este

processo.

van der Waals
Atiraction

r-"

Figura 4.7 — As NPs podem ser estabilizadas através da adsorcdo de {ons, criando uma forga de repulsdo
devido a forcas eletrostaticas [4.3].
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No entanto, este método algumas vezes pode trazer problemas para aplicacdes in
vivo. Segundo Marie-Christine [4.1], como o meio biolégico possui pH 7.4, esta
repulsdao eletrostdtica pode ser anulada, acelerando o processo de agregacdo das
nanoparticulas. O segundo método de prevenir agregacdo das particulas é pela adsorcéo
de polimeros, surfactantes ou superficies ligantes, como o poli(vinilpirrolidona) (PVP)
(figura 4.8) ou o poli(etilenoglicol) (PEG). fornecendo uma camada de protecdo. Os
polimeros devem possuir um grupo que possua afinidade com as nanoparticulas e outro
grupo que seja solivel no meio em que as NPs estdo dispersas. A escolha do polimero
depende da solubilidade do coldide metdlico, o solvente, e o grau de estabilidade
fornecido pelo polimero. Polimeros naturais como a gelatina e agarose geralmente
foram utilizados antes do desenvolvimento dos polimeros sintéticos, e estabilizadores —
como acetato de celulose e nitrato de celulose — tém sido usados mais recentemente. O
ndmero de Zsigmondy é definido como a massa de polimero necessdria para estabilizar
1 grama da solucdo padrdo de ouro contendo 50 mg/L de ouro contra o efeito de

coagulacdo em uma solugdo de cloreto de sédio (1%) [4.6].

H — —
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M 0 * Hy |
M C
L —n
winyl-pyrrolidone polylvinyl-pyrrolidone)

Figura 4.8 — Mondmero do polivinilpirrolidona.
(fonte: Wikipédia, www.wikipedia.org consultado em julho de 2008).

4.2 Materiais e métodos

4.3.1 Sintese

As nanoparticulas foram sintetizadas seguindo o método de Turkevich [4.2].
Inicialmente, a solucdo de &4cido clorodurico foi preparada com 208,3 mg de
HAuCly-3H,0, acrescentando-se dgua deionizada (H,O DI) até completar 500 mL de
solugdo de acido clorodurico (1,06 mM). Esta solucdo foi utilizada no preparo das

AuNPs em suspensao.
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No preparo das AuNPs, foram necessarios, além da solugdo de dcido clorodurico
1,06 mM, H,O DI e citrato de sédio (C¢Hs0O7Naz-2H,0 a 0,0475 M). Acrescentamos
dgua DI a 5,7 mL da solugdo de 4cido clorodurico até completar 10 mL. Esta solugéo foi
aquecida sob agitacdo magnética até entrar em ebuli¢do, sendo em seguida rapidamente
acrescentado 850 pL da solucdo de citrato de sédio (0,0475 M). A partir dai, o processo
de nucleagdo e crescimento das nanoparticulas comeca, podemos notar que a cor da
solugdo passa do amarelo ao totalmente incolor, apés 1 minuto a solugdo comega a
adquirir uma cor azulada e, apds 4-5 minutos, adquire a cor vermelha. A partir do

volume final da solugio, a concentragdo de ouro é de 103 pg mL™".

4.3.2 Funcionalizacao

As nanoparticulas de ouro foram revestidas com polivinilpirrolidona K30 (PVP
K30), um polimero solivel em dgua e outros solventes polares, utilizado como
carreador de drogas. O PVP impede que as nanoparticulas aglomerem-se quando
adicionadas a uma solucdo salina 0,9%. A concentracdo final da solu¢do contendo o

PVP foi de 103 ug mL™" de ouro e 5 ug mL" de PVP.

4.3.3 Caracterizacao

Os processos utilizados para a caracterizagdo de nanoparticulas de ouro foram a
microscopia de forca atomica (AFM), absor¢do Optica e ativagdo neutrOnica. A
microscopia de forca atdmica € indicada para a medida da distribuic@o estatistica das
particulas. Como a sonda utilizada no processo ndo possui precisdo para medidas no
plano XY, o equipamento ndo € indicado para a medida da forma das nanoparticulas.

A absorcdo 6ptica permite medir, através do espectro de absorcdo das particulas,
o distribuicdo média do didmetro das particulas, sendo que a largura média do espectro
estd relacionada ao desvio padrdo da distribuicdo. A teoria para explicar a absor¢do de
luz observada em solucdes de NPs metdlicas esféricas foi desenvolvida por Mie [4.1],
resolvendo a equagdo de Maxwell para a interacdo entre uma onda eletromagnética e
uma esfera metalica.

A partir de um espectrometro Optico que atue em regides proximas ao

ultravioleta e luz visivel é possivel medir o didmetro médio das nanoparticulas e seu
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desvio padrao. O resultado do espectro obtido depende da luz refletida e transmitida
pela solugdo. Estas propriedades foram tratadas por Mie considerando-se nanoparticulas
esféricas. A seccdo de choque do fator de extingdo Gey € calculada pela equacdo 4.1,
onde V € o volume da nanoparticulas, ¢ € a velocidade da luz, wé a freqiiéncia angular
da luz incidente, n € o indice de refracdo do meio e €; e €, sdo as partes real e imagindria
da funcdo dielétrica do material, em nosso caso ouro, sendo encontrados em tabelas

[4.17].

¢ lg(@)+2n°T +&,(w)

ext —

O pico de absor¢do observado no espectro no comprimento de onda (A) de 500
nm corresponde a excitacdo de dipolo elétrico devido a superficie de plasmon, uma
oscilagdo cooperativa dos elétrons de condugdo na superficie da particula. No entanto, o
A do pico experimental é menor do que quando calculado. A dificuldade em se medir €;
e & provavelmente é a responsdvel por esta diferenca de resultados tedricos e
experimentais. A largura do pico experimental também € maior que a do pico tedrico. A
intensidade do pico e sua posi¢do variam com o tamanho e forma das nanoparticulas,
dependo também da constante do meio. Com a mudanga de tamanho das nanoparticulas,
o pico de absor¢do € deslocado e a largura do pico varia. O coeficiente de absorcdo
varia linearmente com o volume das nanoparticulas. Para calcular o didmetro das
nanoparticulas foi utilizado o programa Mie Plot [4.18], a solucdo sintetizada foi diluida
10 vezes e levada para espectrometria de absorcdo. Comparando o espectro obtido e o
espectro construido pelo programa, podemos determinar qual o didmetro médio das
AuNPs.

Duas aliquotas contendo AuNPs em suspensdo em H,O DI foram levadas ao
reator TRIGA para confirmar as concentragcdes de ouro esperadas. A concentracido
terica da amostra 1 era de 88 pug mL" e da amostra 2 de 139 pg mL". O volume das
aliquotas era de 1 mL, sendo irradiadas durante 1 hora. As amostras foram contadas no
detector HP-Ge durante 10 minutos, a distincia de 30 cm amostra-detector. Pela analise
por ativacdo neutrdnica procuramos encontrar possiveis contaminantes e principalmente

quantificar a concentra¢do de AuNPs em suspensao.
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4.4 Resultados e discussao

Nas figuras 4.9 e 4.10 sdo mostradas imagens topograficas em duas e trés
dimensodes, respectivamente, de nanoparticulas depositadas em um sustrato de mica e
analisadas por AFM. A figura 4.11 mostra a distribuicdo dos didmetros das
nanoparticulas registrados nas figuras anteriores. Podemos notar que as nanoparticulas
ficaram bem distribuidas ao longo da mica, isto mostra que realmente existe uma
repulsdo eletrostitica entre as nanoparticulas, caso contrario seriam identificados
clusters destas nanoparticulas. O desvio-padrdo encontrado também é bem satisfatdrio

(4 £ 2 nm), possibilitando a utilizacdo destas nos estudos de biodistribuicéo.

wm

Figura 4.9 -Topografia medida por AFM da superficie da amostra onde foram depositadas as
nanoparticulas de ouro. Cada pico representa uma nanoparticula e seu didmetro € determinado pela altura
do pico.
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Figura 4.10 — Superficie do substrato de mica em 2D mostrando as AuNPs.
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Figura 4.11 - Distribui¢do do didmetro médio das nanoparticulas de ouro.

A figura 4.12 mostra uma imagem feita no AFM das nanoparticulas com micelas
de PVP K30. Nota-se que as nanoparticulas encobertas com PVP apresentam um
formato hexagonal. Este formato pode ser explicado como um defeito da ponta de prova
usada na sonda de AFM: quando a ponta possui algum defeito, pode alterar o formato
da imagem da superficie que estd sendo medida, assim, as NPs adquiriram o formato da
ponta, resultando neste forma hexagonal. O didmetro das nanoparticulas mostradas na
figura foi foi de (110 = 20) nm. Embora o desvio padrao seja relativamente alto (20%),
ndo deve influir muito na medida de biodistribui¢do das nanoparticulas. Observando a
distribuicdo dos didmetros na figura 4.13, notamos que abaixo de 90 nm ndo existe
registro de NPs. Isto se deve porque, durante a varredura da superficie, o aparelho de
AFM se calibrou pelas nanoparticulas de maior didmetro, este € um mecanismo que

impede que a ponta de prova fique presa durante a varredura da superficie.
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Figura 4.12 — AFM de nanoparticulas de ouro revestidas com Polivinilpirrolidona K30.
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Figura 4.13 — Distribui¢@o do didmetro médio das nanoparticulas de ouro revestidas com PVP K30.
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A figura 4.14 mostra o espectro gama das amostras irradiadas contendo AuNPs

suspensas em H,O DI. Os trés picos de emissdo do ouro podem ser observados no

espectro. O pico de 1293,7 keV do “'Ar também foi detectado. Este radioisétopo é

produzido durante a irradiagdo do gds argdnio presente em nossa atmosfera (~ 1%),

ocorrendo a ativacio do nuclideo *’Ar (abun. isot. = 99,6%) por captura de néutrons. O

pico de 1368,3 keV corresponde ao **Na, presente na solucio devido ao citrato de sédio

utilizado na sintese das nanoparticulas. O pico de 847,6 keV ndo foi identificado. A

concentragdo de ouro foi calculada através da area do pico de 411,8 keV. A

concentracio encontrada na amostra 1 foi de 79 ug mL™" (a concentragdo prevista de 88

ug mL™) e na amostra 2 foi de 122 ug mL™ (concentracdo prevista de 139 ugmL-1),

obtendo-se um erro de aproximadamente 10%, o que considero satisfatério para o

método de sintese utilizado.
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Figura 4.14 — Espectro gama das AuNPs irradiadas durante 1 hora e analisadas em um detector HP-Ge.
Podemos observar os picos de emissdo de 411.8, 675.8 ¢ 1087.7 keV do 9% Au.
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Com este resultado, mostramos as AuNPs suspensas podem ser usadas nos
estudos de biodistribuicio em camundongos. Como serd utilizado o detector pogo, a
janela de deteccdo do pico do A permitird que este seja detectado sem interferéncia
de outros radioisétopos. O pico do “Ar ndo serd registrado nos estudos de
biodistribui¢do porque o gis argdnio se dispersard na atmosfera apds a abertura do
recipiente que contém as amostras irradiadas. O pico do **Na (t, = 14,9 horas)
detectado se deve ao método de sintese de AuNPs utilizando citrato de sédio. No
entanto, este pico também ndo atrapalhard nas medidas de biodistribuicdo, pois este
possui uma meia-vida menor que do '*®*Au, como os estudos serdo feitos cerca de 30
horas ap6s a ativacdo, a intensidade do pico diminuird cerca de 4 vezes. Também
devemos ressaltar que a energia do seu pico (1368 keV) estd bem distante do pico de
emissio do 'Au (411,8 keV), ndo interferindo nas andlises. O pico de 847,6 keV
também nao interferird nas medidas devido a distancia do pico 411,8 keV do %8 Au. Para

maiores informacdes sobre os is6topos, consulte a tabela 2.1.

4.5 Conclusoes

Os resultados obtidos na absor¢do 6ptica e no AFM mostraram que o método de
Turkevich € satisfatorio na sintese das nanoparticulas de ouro (4 = 2) nm. A adicdo de
PVP K30 a suspensdo de nanoparticulas impediu que estas se aglomerassem quando
adicionada a solucdo salina, no entanto aumentaram em muito o didmetro das
nanoparticulas (com as micelas de PVP) (110 = 20) nm. Os resultados de NAA
indicaram que o erro da concentragdo prevista foi de 10% e que também puderam ser
detectados picos do *'Ar, devido a presenca na atmosfera do gds argdnio, e do **Na,
evidenciando a presenca do citrato de sddio na sintese das AuNPs. Os resultados se
mostraram satisfatérios, confirmando que a técnica de sintese e NAA poderdo ser

utilizadas na medida de biodistribuicio de AuNPs em camundongos.
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Capitulo 5 - Biodistribuicao de nanoparticulas por ativacio neutronica
5.1 Introducao

As AuNPs ja vem sendo usadas nas ultimas décadas em ensaios imunoldgicos para a
deteccdo de doengas, como céncer de ovario (Chaudhuri et. al., 1994) [5.1], estes ensaios sdo
conhecidos como immunogold. No entanto, nos ultimos anos surgiram novas formas de
aplicacdo das AuNPs na biologia e na medicina, com o desenvolvimento de novas técnicas de
sintese e funcionalizacdo das nanoparticulas, surgiu um grande nimero de técnicas de
diagnéstico por imagem e tratamento de doencas, atuando também como carreadores de
drogas (G. F. Paciotti et al., 2004) [5.2].

Segundo Hainfeld (2005) [5.3], as nanoparticulas de ouro podem ser usadas no
diagnéstico de tumores atuando como agente de contraste para Raios-X, apresentando um
melhor contraste quando comparado a outros agentes, como o iodo. Neste trabalho, Hainfeld
utilizou AuNPs de 1,9 £ 0,1 nm de didmetro. As nanoparticulas suspensas em tampao fosfato
salino (PBS, phosphate buffers saline) e concentracdo de (270 mg mL™") foram administradas
intravenosamente em camundongos, sendo injetado um total de 2,7 gramas de ouro por kg de
animal. As nanoparticulas permaneceram por mais tempo no sangue (blood clearence)
quando comparado ao iodo. O autor ressalta que a porcentagem de dose injetada por grama de
orgdo (%DI g™) no bago e no figado (10,6 + 0,2 % DI g") foram baixas e que posteriormente
as AulNPs foram eliminadas pelo rim (~ 7% apds 24 h). Os animais utilizados no trabalho
sobreviveram por mais de um ano, apresentando comportamento normal sem evidéncia de
qualquer efeito causado pela administracdo das AuNPs. Comparando os dois agentes de
contraste (AuNPs e iodo), Hainfeld conclui que as AuNPs teriam um poder de contraste dez
vezes maior. O uso das AuNPs se mostrou util no diagndstico de tumores, pois a capacidade
de retencdo no tumor se mostrou bem maior que no musculo (cerca de 2,5 %DI g'1 para o
tumor e 0,3 %DI g’1 para o musculo ap6ds 24 horas).

Em outro trabalho publicado por Hainfeld (2004) [5.4], ele estuda o uso das AuNPs
como forma de aumentar a eficicia da radioterapia. Baseando-se na capacidade do tecido
tumoral de reter uma quantidade cerca de 8 vezes maior de nanoparticulas de ouro do que os
tecidos sadios, Hainfeld estudou o efeito em camundongos irradiados com Raios-X em dose
teraputica. Utilizando dois grupos controles: o primeiro grupo recebeu apenas a dose de

radiacdo, sem a administracdo de AuNPs; o segundo grupo ndo recebeu a dose de radiagdo,
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porém foi injetado com as AuNPs. Os resultados publicados mostraram que a taxa de
sobrevivéncia ap6s 1 ano foi de 86% para os camundongos administrados com AuNPs e
irradiados contra 20% no grupo controle 1 e 0% no grupo controle 2. As nanoparticulas
utilizadas neste trabalho também possuiam um didmetro de 1,9 £ 0,1 nm e a quantidade de
ouro injetada foi de 2,7 gramas por kg de animal. Os animais foram irradiados localmente por
2 minutos apds a injecdo das nanoparticulas a 250 kVp. Na figura 5.1 podemos ver uma
radiografia retirada do camundongo antes e apds a inje¢do das nanoparticulas, mostrando

através da seta (figura 5.1b) a regido onde o tumor foi implantado, o aumento de contraste

nesta regido mostra que a retengdo das AuNPs pelo tumor é maior do que em outros tecidos.

y

(Al

Figura 5.1 — Radiografia do camundongo antes (a) e apds a inje¢do das nanoparticulas (b). A seta indica o local
onde o tumor foi implantado, confirmando uma maior reten¢ido de AuNPs pelo tumor
(fonte: Hainfeld et al., 2004).

Apesar dos resultados positivos, a quantidade de ouro necessdria no diagndstico por
imagem e no tratamento por radioterapia é muito alto (2,7 g kg™ de animal). Esta quantidade
de ouro estd bem préxima do limite de dose letal para 50% da amostragem (LD50 de 3,2 g kg
U de animal, segundo Hainfeld). Se fosse utilizada em humanos, a quantidade de ouro
necessdria seria de no minimo 150 gramas, desconsiderando outros fatores como volume do
tumor. No entanto, segundo Hainfeld, o diagndéstico por imagem utilizando tomografia
computadorizada (CT, computing tomography) seria mais sensivel e poderia utilizar AuNPs
suspensas em concentracdoes de 100 pg mL", aumentando a margem de seguranca e
diminuindo o custo de tratamento, no entanto o autor nio mencionou o volume injetado
necessdrio.

Seguindo o trabalho de Hainfeld, Cai et al. (2007) [5.5] utiliza AuNPs na imagem de
tumores por CT de raios-X. As nanoparticulas utilizadas por Cai foram sintetizadas seguindo
o método de Turkevich (~10 nm), sendo depois funcionalizadas com poli(etilenoglicol)
(PEG). O diametro das NPs ap6s a funcionalizacdo foi de 38 nm. O uso do PEG foi escolhido
por Cai porque este polimero aumenta o tempo de circulacdo das nanoparticulas no sangue.
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Nestes estudos, Cai conclui que, por possuir um maior nimero atdmico € um maior
coeficiente de absor¢do (em 100 keV, 5.16 cm” g para o ouro e 1.94 cm? g para o iodo) e
pela maior meia-vida no sangue (14.57 + 3.27 horas contra < 10 minutos para o iodo) as
AuNPs podem ser utilizadas como agentes de contraste. A figura 5.2 mostra o contraste das
nanoparticulas de ouro em um aparelho CT, mostrando que AuNPs a 0,85 M possuem um
poder de contraste a solugdo de iodo 2,36 M utilizada em diagndsticos por imagem. Para
concentracdes de AuNPs menores (entre 0,01 e 0,0875 M), o contraste € baixo praticamente

ndo existe diferenca entre as AuNPs e uma solugéo salina.

2.36M 14M  0.7M  0.35M  0.175M  0.0875M 0.04M  0.02M  0.01M
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Figura 5.2 — Valores de atenuagdo para diversas concentracdes de AuNPs, utilizando solug¢éo salina 0,9% como
controle (fonte: Cai et al., 2007).

Uma outra maneira de se utilizar as AuNPs em tratamentos de cancer € através da
absorcdo por plasmons de superficie. Este fendmeno, descrito de maneira mais detalhada no
capitulo 3, estd relacionado com a absorcdo de luz pelas nanoparticulas de ouro, seguido pela
conversdo desta energia em calor. No entanto, para que o fendmeno possa ser aplicado no
tratamento de tumores € necessirio que as AuNPs absorvam luz na faixa do infravermelho
(IR, infrared), que penetra mais no tecido, alcancando o local onde estio as AuNPs e
matando as células do tumor devido ao aumento de temperatura. De acordo com Stern (2007)

[5.6], as nanoparticulas utilizadas em seu trabalho possuiam um nicleo de silica de 110 = 11
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nm com uma camada de ouro de 10 nm, sendo definidas como nanocdpsulas, e recobertas
com poli(etilenoglicol) (para mais informagdes sobre nanocdpsulas, consulte a secdo 4.2.3).
A concentragio de NPs em suspensio foi de 3 x 10° part.mL™", sendo administrado um volume
de 8,5 mL kg de animal. O local de implantagdo do tumor (subcutineo) foi irradiado com
um laser de 810 nm (4 W cm™) durante 3 minutos. Ap6s 21 dias de irradiado, o tumor
(volume ~ 40 mm?) sumiu em 14 dos 15 camundongos analisados, enquanto que no grupo de
animais tratados apenas com o laser ou apenas com as NPs o volume do tumor subiu em
média 2,5 vezes. A diferenca de temperatura nos tumores quando irradiados com o laser
atingiu até +34 °C para os animais administrados com as NPs contra +16 °C nos animais em
que ndo houve administracdo de nanoparticulas. Trabalhos semelhantes ao de Stern também
foram publicados anteriormente por O’Neal et al. (2004) [5.7]. A figura 5.3 mostra o

resultado do tratamento em um dos camundongos do estudo.

Figura 5.3 — Tumor de camundongo administrado com nanocédpsulas de ouro e irradiados com laser: antes do
tratamento (a) e 21 dias apds tratamento (b)
(fonte: Stern et al., 2007).

Além das inumeras aplicagdes citadas até aqui, também devemos destacar as
mudangas na toxicologia e biodistribuicio das AuNPs quando ocorrem alteracdes em sua
superficie e didmetro. Segundo Balogh (2007) [5.8], o tamanho e a carga de superficie das
nanoparticulas alteram significativamente sua retengdo no tumor e eliminagdo pelo
organismo. Nestes estudos, realizados em camundongos, Balogh injetou nanoparticulas

carregadas positivamente com 22 e 5 nm de didmetro, carregadas negativamente com 11 e 5
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nm de didmentro e nanoparticulas neutras com 5 nm de diametro. As AuNPs, colocadas em
suspensdo em tampdo fosfato salino pH 7,2, foram injetadas nos camundongos (16 mg kg™ de
animal). As de AuNPs de ouro foram analisadas por ativagdo neutrdnica, utilizando padroes
de ouro para determinar a concentragdo final pelo método ky. As amostras foram irradiadas
durante 2 horas a um fluxo de 1,0 x 10" n s cm™ s e analisadas 2 dias apos a irradiacio. Os
estudos realizados por Balogh confirmam trabalhos publicados por Alexis et al. (2008) [5.9],
sobre as mudancas do clearence de nanoparticulas poliméricas, como o PEG (utilizado para
recobrir AuNPs), de acordo com o tamanho das nanoparticulas.

Alguns trabalhos destacam métodos de tratamento de tumores utilizando
nanoparticulas de ouro radioativas. Segundo Kannan (2006) [5.10], 198 AUNPs podem ser
usadas no tratamento de céncer. O poder destrutivo destas nanoparticulas viria das emissoes
beta ( Bmax = 0,96 MeV) de pelo menos 2000 dtomos em apenas uma 198AuNP, depositando
uma dose de radiacdo letal em cada uma das células tumorais, tornando as nanoparticulas
muito mais letais que compostos farmacéuticos tradicionais. As AuNPs utilizadas por
Kannan foram estabilizadas com goma ardbica (figura 5.4), que foi utilizada para impedir que

as nanoparticulas de ouro se aglomerassem quando em contato com meio salino.

(a) (b)
128 AuNP-1 — H1BEAUC|4 E—

198
Starch coated ""AuNP Gum Arabic coated """AuNP

[r:-',i In vitro In v":yé:, [dNﬁ vivo

UNSTABLE STABLE STABLE

(a) Starch, P(CH,NHCH(CH,)COOH), (THPAL), H,0, 1 min;
(b} Gum Arabic, THPAL, H,O, 1 min; (c) Buffers, HEA, or BSA; 1 hour,
(d) Animal studies peformed in nude CF-1 mice.

Figura 5.4 — 1% AuNPs estabilizadas com goma arabica

Segundo Kan et al. (2008) [5.11], além do potencial terapéutico das '*AuNPs, estas
também podem ser utilizadas em diagndstico por imagem através da tomografia
computadorizada por emissdo de féton tnico (SPECT, single photon emission computed
tomography). Estudos de biodistribuicdo de 8 AuNPs também ja foram realizados em

diversos animais, em um trabalho desenvolvido por Brain er al. (1999) [5.12]. Neste estudo,
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Brain injetou em 13 espécies diferentes AuNPs em suspensdo na concentracio de 10 puga, kg™
de animal diversas em cada uma das espécies (com excecdo de duas, devido ao tamanho). Os
resultados mostraram que a taxa de decréscimo da concentracdo de atividade no sangue foi
exponencial em todas espécies.

Com base nestes estudos sobre o uso de AuNPs no diagndstico e tratamento de
doencas, podemos concluir que estes novos materiais serdo cada vez mais utilizados na
medicina, necessitando somente de estudos mais abrangentes. As vantagens em relacdo a
outros tipos de tratamento se devem principalmente a atuacio in situ, atuando diretamente nas
células tumorais e depositando uma grande quantidade de energia, seja por emissdo beta ou
por aquecimento através da absor¢do de pldsmons de superficie. Os efeitos colaterais
causados ao paciente durante o tratamento com medicamentos convencionais sdo altos porque
grande parte das drogas administradas sdo absorvidas por células sadias, alterando o seu
metabolismo normal. As nanoparticulas (metélicas e poliméricas) também auxiliardo nos
tratamentos convencionais atuando como carreadores de drogas. Varios estudos de AuNPs
utilizaram o poli(etilenoglicol) (PEG) para a funcionaliza¢io da superficie das nanoparticulas,
pois este polimero possui baixa toxicidade e é aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para usos clinicos. O PEG é um polimero hidrofilico que pode ser adsorvido ou ligado
por ligacdo covalente a superficie de nanoparticulas.

Utilizando os trabalhos citados como referéncia, realizaremos estudos toxicolégicos e
de biodistribui¢do com AuNPs estabilizadas com poli(vinilpirrolidona) (PVP) e irradiadas
com néutrons, produzindo SAuNPs. O PVP foi escolhido em contrapartida ao
poli(etilenoglicol) (PEG) por mostrar melhores resultados e também por ser de baixa
toxicidade. Através deste estudo de toxicologia e biodistribui¢cdo de AuNPs utilizando NAA,
serd discutido no capitulo 6 a viabilidade de se utilizar a técnica em estudos similares para

medida da biodistribui¢io de nanotubos de carbono marcados com '** AuNPs .

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (103 pg mL") utilizadas neste estudo foram sintetizadas

pelo método de Turkevich, com didmetros entre (4 + 2) nm. As AuNPs foram recobertas com
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PVP (5 ng mL™) para evitar a aglomeracdo das AuNPs em meio salino. O didmetro das

AuNP-PVP foi de (110 + 20) nm (mais detalhes podem ser encontrados no capitulo 4).

5.2.2 Ativacao neutrénica

Foram levadas ao reator duas aliquotas contendo 4 mL de AuNPs cada uma. O tempo
de ativacgdo foi de 1 hora, apds este periodo a solug@o de ouro adquiriu uma atividade de 3,4 x
10° Bq mL" (7,6 x 10° cpm mL" no detector de poc¢o). Antes de ser administrada nos
animais, foi adicionada salina a 9% (AuNP 9:1 Salina v:v), obtendo uma solucdo com
concentragio de NaCl padrdo (0,9%). A concentragdo final de '**AuNPs-PVP foi de 93,5 ug
mL" de Aue 4,5 ug mL™ de PVP K30.

5.2.3 Modelo animal

O tratamento dado aos animais e a execuc¢do dos experimentos foram realizados
respeitando-se as normas impostas pelo Comité de Etica, com autoriza¢io do mesmo e em
acordo com o Manual sobre cuidados no uso de animais em laboratorio (Institute of
Laboratory Animal Resources — Comission on Life Sciences — National Research Council —
Washington D. C.), como recomendado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Nos estudos de toxicologia e de biodistribui¢do foi utilizado um total de 42
camundongos Swiss fémeas, idade entre 4 e 5 semanas e pesando entre 20 e 25 gramas. Os
camundongos foram acomodados em gaiolas pequenas (15cm x 30cm) com no méaximo 4
animais e em gaiolas grandes (30cm x 50cm) com no maximo 15 animais. A maravalha das
gaiolas era trocada a cada 2 ou 3 dias de forma a manter os animais em um ambiente seco e
diminuindo o risco de infec¢des. Os camundongos tinham acesso a 4dgua potdvel e racdo

durante todo o tempo. Todos os animais foram sacrificados pelo método da guilhotina (marca

Insight, modelo EB271), proporcionando o minimo de sofrimento possivel.
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5.2.4 Modelo animal tumoral

Um grupo de 24 animais foi implantado com tumor de Ehrlich ascitico’. Este tipo de
tumor possui alto indice mitético e se caracteriza pela presenga de poucas células
inflamatorias, estroma escasso e presenca de células anaplésicasi. Além disso, é facilmente
induzido em animais sauddveis, que ndo sejam imunossuprimidos, através do transplante
direto de células tumorais retiradas de um animal que jd possua neoplasia desenvolvida. O
tumor de Ehrlich foi mantido através do transplante intraperitoneal seriado em camundongos
Swiss, fémeas, em intervalos de 7 dias. Para obten¢do do modelo tumoral de Erhlich foram
retirados 3 mL do fluido ascitico. O fluido foi centrifugado (1000 rpm) e lavado 3 vezes em
solugdo salina fisioldgica para obtencdo de um liquido denso e claro, correspondente a uma
suspensao celular, com o minimo de fibrina e hemaceas. Em seguida, as células do tumor de
Erhlich vidveis (1,6 x 10° foram implantadas no membro posterior esquerdo dos
camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 20 e 25 gramas, para obtencdo do tumor na forma
solida. Apé6s 1,5 semanas de implantado o tumor, os animais foram submetidos aos estudos de
biodistribui¢do. Todos os experimentos de toxicologia e biodistribuicio envolvendo

camundongos foram realizados no Laboratério de Radiobiologia do CDTN.
5.2.5 Toxicologia

Os grupos de animais utilizados no estudo toxicolégico sdo mostrados na fabela 5.1.
Por questdo de controle, as caudas dos animais foram marcadas com tracos de vdrias cores
diferentes. Os animais foram separados em 3 grupos. Os animais do grupo 1 (6 animais)
foram injetados com uma solucéo de 250 pL. PVP-K30 (4,5 ug mL™). Os animais do grupo 2
(8 animais) foram injetados com uma solug@o ndo-irradiada de 250 pL. de AuNP-PVP (93,5
Ugau mL" e 4,5 ngpvp mL") em solugdo salina. Os animais do grupo 3 (controle) (4 animais)
foram injetados com uma solucido de 250 pL de solugdo salina (pH 7.4). Os grupos foram
separados em subgrupos e sacrificados 48 horas, 14 dias e 30 dias ap6s a injecdo da solugdo.
Os o6rgaos, tecidos e sangue foram coletados para estudos bioquimicos, histopatolégicos e
hematolégicos. Todos os animais do grupo 3 (SAL) foram sacrificados 48 horas apds a

injecdo salina. No grupo 1 (PVP), 4 animais foram sacrificados 48 horas ap6s a injecdo e 2

" Tumor liquido desenvolvido no peritonio de animais inoculados com as células tumorais.
¥ Células que perderam suas propriedades préprias (forma, dimensdo, fungao).
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animais foram sacrificados 14 dias. No grupo 2 (NP), 4 animais foram sacrificados 48 horas

apos a injecdo, 2 animais 14 dias e mais 2 animais 30 dias apds a injegao.

Tabela 5.1 — Animais utilizados na toxicologia do PVP (grupo 1), AuNP (grupo 2) e salina (grupo 3).

Animal Grupo Peso (g) Tempo de sacrificio Inscrigdo
Verde I 1 22,6 48 h PVP1
Verde II 1 21,3 48 h PVP2
Verde 111 1 23,2 48 h PVP3
Verde IV 1 24,8 48 h PVP4
Vermelho I 1 22,5 14d PVP5
Vermelho II 1 23,1 14d PVP6
Preto I 2 25,8 48 h NP3
Preto I 2 22,8 48 h NP2
Preto IIT 2 22,7 14d NP5
Preto IV 2 22,5 14d NP6
Laranja I 2 22,6 30d NP7
Laranja IT 2 21,7 30d NP8
Laranja III 2 23,9 48 h NP1
Laranja IV 2 24,3 48 h NP4
Azul I 3 26,3 48 h SALI
Azul T 3 26,3 48 h SAL2
Azul III 3 21,5 48 h SAL3
Azul IV 3 23,8 48 h SAL4

O sangue dos animais foi recolhido diretamente em um eppendorf contendo anti-
coagulante (EDTA 10%). Entre 3 e 5 minutos apds o sacrificio, os animais eram dissecados e
seus 6rgdo e tecidos armazenados em tubos Falcon de 50 mL, sendo acrescentado Formol
tamponado (10%) para evitar deterioragdo. As carcagas dos animais foram identificadas em
sacos plasticos de cor branca acondicionadas em um freezer de residuos radioativos, sendo
posteriormente descartadas de acordo com as normas do CDTN/CNEN. O sangue dos animais
foi encaminhado para andlise bioquimica e hemograma laboratorial no Departamento de
Veterindria. Os seguintes 6rgdos foram levados para a andlise histopatoldgica: bexiga, rins,

coragdo, intestino delgado, figado, pulmao, musculo, osso e cérebro.

5.2.6 Biodistribuicao

No estudo de biodistribui¢do, foram utilizados 24 camundongos Swiss, fémeas, idade
entre 4 e 5 semanas, todos implantados com o tumor Erhlich. A fabela 5.2 mostra os dados

relativos a cada um dos animais usados no estudo.
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Os animais foram sacrificados 0, 10, 30, 60, 180, 360, 1440 e 2880 minutos, sendo
utilizados 2 animais em cada tempo para a estatistica. A solu¢cdo de AulNPs foi injetada nos
animais 1 e 2 dias depois de irradiada. No primeiro dia, foi injetada nos grupo sacrificados 0,
10, 30 e 1440 e 2880 minutos apds a injecdo. No segundo dia, foi injetada nos grupos
sacrificados 60, 180 e 360 minutos apds a inje¢do. No primeiro dia, foi injetada uma solugdo
de 200 uL (~700 pg de ouro kg™ de animal) nos camundongos dos grupos de 0, 10, 30, 1440
e 2880 minutos, a dose injetada correspondente a 800.000 cpm. Para compensar o decaimento
do ouro (T, = 2,7 dias), o volume da dose injetada nos camundongos do 2° dia passou para

250 pL (~900 pg de ouro kg™ de animal).

Tabela 5.2 — Camundongos utilizados no estudo da biodistribui¢do das AuNPs.

Animais Tempo (min) Peso (g) Volume
NPAU 01 . 26,6 200 uL
NPAU 02  0(1°dia) 28,8 200 pL
NPAU 03 24.0 200 uL
NPAU 04 - 28,0 200 uL.
NPAU 05  10(1°dia) 26,7 200 uL
NPAU 06 25.0 200 uL
NPAU 07 25.5 200 uL
NPAU 08 o 26.8 200 uL
NPAU Q9  S0(1°dia) 26,8 200 uL
NPAU 10 23.6 250 uL.
NPAU 11 o 24,7 250 uL
NPAU 12 00(2°dia) 20,4 250 uL
NPAU 13 26,7 250 uL.
NPAU 14 o 26.0 250 uL
NPAU 15  180(2°dia) 24.8 250 uL
NPAU 16 25,5 250 uL.
NPAU 17 o 25,9 250 uL
NPAU 18 360(2°dia) 24,3 250 uL
NPAU 19 23.8 200 uL.
NPAU 20 o 21.7 200 uL
NPAU 21 1440 (1°dia) 24,9 200 uL
NPAU 22 27.0 200 uL
NPAU 23 L 24.9 200 uL
NPAU 24 2880 (1° dia) 24,6 200 UL

Os o6rgaos e tecidos foram coletados, lavados com solucdo salina, pesados e
encaminhados ao detector de poco para contagem. Para o pico do ouro (411,8 keV) o detector
de pogo possui uma eficiéncia de 39%. Cada 6rgao foi inserido em um tubo de contagem,
sendo estes colocados suportes com capacidade para até 10 tubos. Estes suportes foram
acondicionados no aparelho que, através de trilhos, levava as amostras até o local de
contagem. Cada drgdo foi contado por 60 segundos e os resultados foram salvos em disquete

e impressos. Apds a contagem as carcagas e 0rgao dos animais foram identificadas em sacos

57



plasticos de cor branca acondicionadas no freezer de residuos radioativos, sendo

posteriormente descartadas de acordo com as normas do CDTN/CNEN.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Toxicologia

Os relatérios dos exames bioquimicos, hemograma e histopatologia podem ser
encontrados no apéndice A. Pelos resultados podemos concluir que alguns 6rgdos e tecidos
sofreram lesdes conforme o esperado, no entanto ndo existem grandes discrepancias entre os
valores encontrados para o grupo Controle e para os grupos 1 (PVP) e 2 (AuNPs-PVP).
Assim, podemos concluir que tanto o PVP quanto as nanoparticulas de ouro ndo apresentam

reacdes toxicas severas aos camundongos.

5.3.2 Biodistribuicao

Os resultados da biodistribui¢do para o sangue, cérebro, cerebelo, tiredide, coragao,
pulmao, figado, baco, estdmago, intestino delgado, bexiga, urina, rim, musculo, osso, pata
com tumor e pata normal sdo mostrado nas figuras a seguir. Cada 6rgdo possui 8 colunas
indicando os tempos em que foram feitas as contagens gama ap6s administrada a solucdo
contendo as nanoparticulas de ouro irradiadas. As colunas representam a média de contagem
de dois camundongos em cada tempo e a barra de erro representa o seu desvio padrdao. O
gréafico mostra a porcentagem de dose injetada por grama do érgdo (%DI g). Para o sangue e
urina o valor representa na verdade a porcentagem de dose injetada por mililitro (%DI mL™).
Também foi realizada a contagem (cpm) na cauda dos animais e descontado o valor de dose
injetada encontrado do valor inicial. Assim, se em um camundongo foram injetados 800.000
cpm e, durante a contagem, encontrou-se 50.000 cpm na cauda, a dose injetada considerada
para os demais 6rgdos para efeitos de cdlculo (% DI g'l) foi de 750.000.

A tabela 5.3 mostra o peso médio dos 6rgios e seu desvio-padrdao. Observando-se os
graficos das figuras 5.5, 5.6, 5.7 e 5.8 podemos perceber que nos primeiros minutos de
injecdo a maior parte da dose injetada se encontra no sangue do animal. Isto ja era de se
esperar, ji que nio houve tempo da solucdo ser incorporada pelos demais 6rgéos. Também

notamos que a concentracdo de dose injetada no sangue vai diminuindo com o tempo, no
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entanto 24 horas apdés a injecdo podemos notar que ocorre um acréscimo repentino na
porcetagem de dose injetada (%DI g). Os resultados de maneira geral continham um desvio

padrdo muito alto devido ao pequeno nimero de animais utilizados em cada um dos tempos.

Tabela 5.3 — Peso médio dos 6rgaos e tecidos coletados

Orgao Peso médio (g) Desvio-padrao (g)
Cérebro 0.32 0.03
Cerebelo 0.1 0.05
Tiredide 0.09 0.01
Coragéo 0.17 0.02
Pulmio 0.32 0.02

Figado 1.4 0.17

Bago 0.24 0.06
Estdmago 041 0.05
Intestino delgado 0.22 0.06
Bexiga 0.04 0.01

Rim 0.41 0.04
Musculo 0.17 0.05
Osso 0.15 0.04

Pata tumor 0.45 0.04
Pata normal 0.22 0.02

Alguns 6rgdos como a tiredide, o coragdo, o pulmio e o estdmago tiveram uma
porcentagem de dose injetada baixa quando comparada a outros 6rgdos como o figado e o
baco. Em alguns 6rgdos ndo foi registrada nenhuma contagem em alguns tempos, este € o
caso do cérebro, cerebelo, intestino delgado e bexiga, talvez devido a pequena amostragem.
Também para tempos maiores, como 2880 min (48 h), ndo foi registrada nenhuma contagem
em alguns 6rgdos, talvez pela queda da atividade do ouro (t;, = 2,7 dias). No entanto, para
que a biodistribuicdo fosse feita em intervalos de tempo maiores que 48 horas deveria ter sido
administrada uma dose maior que 800.000 cpm. Devido as normas de radioprote¢do adotadas
pelo CDTN visando a seguranca, a solugdo de ouro ndo poderia ser irradiada por um tempo
maior, do contrdrio ndo seria possivel retirar o material da Area do Reator devido aos limites
de atividade permitidos em érea controlada. Como o experimento exigia um grande nimero
de pessoas envolvidas, optamos por manter a atividade no minimo exeqiiivel para a realizacéo

do experimento seguindo os principios basicos de radioprotegao.
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Figura 5.5 - Porcentagem de dose injetada por grama de 6rgdo: sangue (%DI mL™"), cérebro, cerebelo, tiredide.

Foi encontrado no cérebro e cerebelo a presenca de nanoparticulas em pequenas doses
nos tempos 0 (0,30 + 0,01 %DI g'l) cérebro e 0,33 + 0,06 %DI g'1 cerebelo) e 30 min (apenas
cérebro). Analisando os resultados, podemos concluir que as nanoparticulas nao atravessaram
as barreiras do cérebro, sendo a contagem encontrada devido a circulacio do sangue. A
tire6ide apresentou uma pequena concentracdo decaindo logo em seguida até 180 minutos,
ndo sendo registrado mais nenhuma contagem apods este tempo.

No coragdo (figura 5.4), podemos observar uma concentracdo consideravel no tempo 0
4,9 £ 3.5 %DI g’l) devido a circulagdo das AuNPs no organismo. No entanto, esta
concentragdo cai até seu ultimo registro em 360 minutos (0,22 £+ 0,18 %DI g'l), nio havendo
acumulagcdo de AuNPs neste 6rgdo. A concentragdo de nanoparticulas no pulméo no instante
inicial foi um pouco menor que no coragdo (3,6 = 1,7 %DI g"), diminuindo até o dltimo
registro no tempo 2880 min (0,12 + 0,02 %DI g), isto evidencia que houve uma pequena
retengdo de nanoparticulas neste 6rgao.

No bago, o ponto maximo da dose foi observado 3 horas (180 minutos) apds a inje¢do

da solugdo ativada, com um valor de 64 + 1 %DI g'l. Ap6s este intervalo, a porcentagem
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diminui até atingir o limite minimo de 12,1 + 0,7 %DI g no intervalo de 48 horas apds a
injecdo. O pico de dose observado no figado foi de 50 + 4 %DI g, 1 hora apés a injecio,
diminuindo até alcangar 14 + 1 %DI g"' depois de 48 horas. No entanto, um fato que podemos
observar nos dois 6rgdos € um rapido crescimento entre 0 e 10 minutos, seguido por uma
diminui¢do entre 10 e 30 minutos. Verificando cada animal dos grupos de 10, 30 e 60
minutos, ndo observamos nenhum camundongo com contagens muito discrepantes. Esta
concentracdo acentuada pode ter sido causada pelo didmetro das AuNPs-PVP (110 + 20 nm),
jé que ndo houve uma retencdo tdo grande nestes orgdos em outros estudos [2.3]. Talvez estes
orgdos inicialmente eliminem as nanoparticulas, ocorrendo posteriormente uma retencio
devido a algum dano no tecido. Como podemos observar uma alta concentracio mesmo no
tempo de 2880 min, estes 6rgios necessitariam de tempos de medida mais prolongados para

descobrirmos se as nanoparticulas sdo eliminadas ou nao.
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Figura 5.6 - Porcentagem de dose injetada por grama de érgdo: coragdo, pulmao, figado e bago.

O estdmago (figura 5.7) teve um crescimento na concentracido de AuNPs. No instante
inicial a concentracdo de 0,33 + 0,03 %DI g'l, subindo até 2,0 + 1,0 %DI g'1 no tempo de 180
minutos, atingindo o valor de 0,8 £ 0,7 %DI g'1 em 2880 min. O intestino delgado teve a

maior concentracdo de nanoparticulas no tempo inicial (0,3 + 0,1 %DI g'l) e no tempo de 360
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min observamos o dltimo registro de 0,14 + 0,06 %DI g"'. Na bexiga, s6 foi registrado a
presenca de nanoparticulas no tempo inicial (0,14 + 0,2 %DI g"). No entanto, a presenca de
AuNPs na bexiga s6 foi registrada em um dos animais, tornando o resultado para este 6rgio

inconclusivo.
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Figura 5.7 — Porcentagem de dose injetada por grama de érgdo: estdbmago, intestino delgado e bexiga.

No rim (figura 5.8), a concentragdo inicial de nanoparticulas foi de 2,70 + 0,8 %DI g'l.
Em alguns tempos deste 6rgdo (30 e 360 min), considerando o desvio padrdo, podemos
observar que as concentracdes sdo maiores que no tempo inicial. O musculo teve uma
concentracdo de 0,13 + 0,04 %DI g'1 no tempo inicial, em alguns tempos néo foi registrado
nada. Para os tempos mais altos, como 1440 e 2880 min, isto ja era esperado. No entanto, ndo
houve registro no tempo de 10 min. e no tempo posterior (30 min) houve. Mais uma vez
observamos que seria necessdrio um nimero maior de animais para obtermos resultados mais

conclusivos.
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A figura 5.9 mostra em destaque a evolugdo temporal das concentracdes de dose
injetada na pata normal e na pata injetada com o tumor Erhlich. O intervalo em que ocorre a
maior concentragio para o pata com tumor é logo ap6s a inje¢do com 0,6 + 0,1 % DI g'. No
entanto, nos intervalo de 60, 180, 360 e 1440 minutos sdo encontrados resultados mais
interessantes. Conforme observamos na figura, a retencdo de nanoparticulas na pata com
tumor se mantém praticamente constante até o tempo de 1440 minutos, sofrendo um
decréscimo acentuado no tempo de 2880. Na pata normal, a concentragdo de nanoparticulas
regride mais rapidamente. Em alguns intervalos de tempo (60, 180, 360 e 1440 min) a
contagem observada para a pata com tumor é cerca de 100% maior que na pata normal. Isto
mostra que ocorre uma maior retencdo de nanoparticulas no tecido tumoral devido a sua

hipervascularizacdo e deficiéncia linfatica.
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5.4.1 Conclusoes

Com apenas 1 hora de irradiagdo a um fluxo de 6,6 x 10" nstem?e 3,0x 10°ns?!
cm” para néutrons térmicos e epitérmicos, respectivamente, foi possivel medir a
biodistribui¢io de uma solugdo de ouro coloidal (~ 90 ug mL™) utilizando um detector pogo
com (39%) de efici€ncia. A técnica permitiu medir a concentracio de AuNPs nos 6rgaos e
tecidos utilizando uma concentragdo de ouro injetada (~ 700 ug de Au kg' de animal) bem
menor que em outros trabalhos, que utilizaram até 2,7 g kg1 de animal (Hainfeld, 2006) [5.3].
Vale ressaltar que o tempo de irradiacdo utilizado foi de apenas 1 hora. Assim, poderiamos
diminuir ainda mais a concentracio de AuNPs administradas em outros estudos. A
concentracdo 2880 minutos depois de administradas as nanoparticulas no bago (12,2 + 0,6 %
DI g'l) e no figado (14 = 1 % DI g'l), mostrou que estd ocorrendo retengdo das nanoparticulas
nestes 6rgios, talvez causado pelo didmetro médio das nanoparticulas (110 £ 20). Dentre os
resultados apresentados, podemos destacar a porcentagem de dose injetada para a pata com

tumor e pata normal dos camundongos, indicando uma retengdo maior no tumor, o que
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possibilita o uso de 'AuNPs em diagnéstico por imagem, como o SPECT. Os resultados

acima nos auxiliardo durante a analise dos nanotubos de carbono decorados com AuNPs

(capitulo 6), verificando se a NAA pode ser usada em um estudo da biodistribuicdo dos

nanotubos.
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Capitulo 6 — Nanotubos de carbono
6.1 Introducio

Dentre as varias classes de nanomateriais, os nanotubos de carbono estio entre
os mais estudados ao longo das duas tdltimas décadas. Segundo Lin (2004) [6.1], os
nanotubos de carbono (CNT, Carbon Nanotubes) podem ser definidos como folhas de
grafeno enroladas, formando uma estrutura tubular. Existem CNTs com camada unica
(SWCNT, Single-wall carbon nanotubes), dupla camada (DWCNT, Double-wall
carbon nanotubes) ou multiplas camadas (MWCNT, multi-wall carbon nanotubes). O
comprimento dos CNTs varia entre poucas dezenas de nanometros a alguns
micrometros e seu didmetro varia entre 0,4 — 2,0 nm (SWCNT) e¢ 2 — 100 nm
(MWCNT).

Além dos nanotubos, outro nanomaterial de grande interesse € o fullereno [6.2].
O principal fullereno é o Cgp, uma molécula esférica formada por 60 dtomos de carbono,
no entanto existem fullerenos com mais dtomos de carbono como o Cy e Cs,. Essa
molécula atraiu interesse em diversas dreas de pesquisa devido a sua estrutura tri-
dimensional e suas propriedades fisico-quimicas tnicas. O didmetro do Cep é de 0,7
nm, as ligacdes entre os carbonos hibridizados sp® formam 12 pentigonos e 20
hexdgonos. Segundo Rao et al. (1995) [6.3], a descoberta do Cgp foi motivada pela
observacdo de espectros infravermelhos de aglomerados (clusters) de carbono ejetados
por estrelas vermelhas gigantes. Pesquisadores da Rice University no Texas (US)
aliados ao astrofisico inglés Sir H. Kroto ao tentar reproduzir o fend6meno em
laboratério, usando a vaporizagdo a LASER de um bastio de grafite na presenca de He,
verificaram no espectrOmetro de massa que a fuligem formada continha dois picos bem
distintos em massas iguais a 60 e 70 4dtomos de carbono. No ano de 1996 estes
pesquisadores ganharam o Nobel pela descoberta. Os fullerenos foram batizados com
esse nome em homenagem ao arquiteto americano Buckminster Fuller, idealizador de
domos geodésicos contendo hexdgonos intercalados por pentdgonos. Na figura 6.1 é

mostrada a estrutura de SWCNT e DWCNT e do Cg.
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Figura 6.1 — Estrutura dos SWCNT (a), DWCNT (b) e Cq (c).
(fonte: wikipédia, www.wikipedia.org consultado em julho de 2008).

Segundo Rao, o interesse nos CNTs e fullerenos abrange diversas areas como
fisica, quimica, engenharia, biologia e medicina. Na fisica, devido as dimensdes e
propriedades eletronicas de superficie, os nanotubos estdo sendo utilizados na
fabricacdo de nanotransistores, sendo também usados na fabricacdo de pontas de prova
em microscépios de forca atomica (AFM). Na quimica, devido a alta area superficial,
foram desenvolvidas técnicas de decoracdo dos CNTs com metais catalisadores, como a
platina, aumentando a eficiéncia de eletrodos usados em células de combustivel (Dillon
et al., 1997) [6.4]. Na biologia e na medicina, os nanotubos estdo sendo marcados com
diversos compostos para a realizacdo de ensaios imunoldgicos (Wohlstadter et al.,
2003) [6.5] e carreamento de drogas (Bianco et al., 2005) [6.6].

A quantidade de aplicacdes encontradas para os nanotubos mostra a importancia
que estes nanomateriais terdo em um futuro préximo. No entanto, seus possiveis
impactos no meio-ambiente e nos seres vivos ainda ndo foram totalmente investigados.
Liu (Liu et al., 2007) [6.7] realizou estudos de biodistribuicdo de nanotubos de carbono
em camundongos visando tratamento de tumores por carreamento de drogas. Lacerda
(Lacerda et al., 2006) estudou as possiveis aplicacdes dos nanotubos na medicina,
considerando os efeitos toxicoldgicos destes materiais no organismo [6.8]. No entanto,
as caracteristicas dos nanotubos como didmetro, comprimento, nimero de camadas e

compostos ligados em sua superficie variam muito em cada processo. As técnicas de
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sintese, purificacdo, picotamento e funcionalizacdo ainda ndo foram padronizadas e as
técnicas de caracterizacdo ainda estdo sendo desenvolvidas. Assim, em uma mesma
sintese, a distribui¢do de comprimentos de nanotubos pode variar devido a uma pequena
alteracdo das condi¢des iniciais, alterando resultados de testes in vivo e in vitro dos
CNTs.

O material derivado da sintese dos SWCNT possui impurezas indesejaveis como
metais catalisadores, nanoparticulas de carbono e carbono amorfo, sendo necessaria a
purificacdo deste material. Dentre os métodos de purificacdo encontrados na literatura,
os mais comuns utilizam etapas de aquecimento na presenca de oxigénio para oxidar o
carbono amorfo e as nanoparticulas de carbono, intercaladas com etapas envolvendo
dcidos para dissolver os metais catalisadores [6.9]. Para a funcionalizacdo dos
nanotubos, sdo usados acidos fortes que consigam reagir com as paredes dos tubos,
criando grupos carboxilicos (-COOH) ou hidréxidos (-OH). Um dos métodos de
funcionalizacdo  utiliza refluxo em 4cido nitrico (HNOs) [6.10] ou
refluxo/ultrasonificacdo em uma solucdo de HNOj e 4acido sulfirico (H,SOy4) [6.11].
Estes métodos também se caracterizam por reduzir o comprimento dos nanotubos
(picotamento), permitindo que os nanotubos passem por barreiras bioldgicas. Os
nanotubos obtidos da sintese sdo insoliiveis em meio aquoso, impedindo a sua aplicacio
em meio biolégico. Com a criagdo dos sitios carboxilicos e do picotamento através da
oxidacdo com solugdo 4cida, os nanotubos podem se tornar soliveis (~2 mg mL") em
meio aquoso em pH 3, permanecendo estiveis durante meses [6.12]. Segundo
Satishkumar et al. (1996) [6.13], a funcionalizagdo de SWCNT através de um refluxo
em acido nitrico, 4cido sulflrico ou dgua régia por 24 horas levam a cria¢do de cerca de
10% sitios carboxilicos por grama de nanotubo, considerando a massa atomica do
carbono (12 g/mol), isto equivale a cerca de 1 sitio carboxilico a cada 500 atomos de
carbono.

Outra maneira de dispersar os nanotubos de carbono em meio aquoso € com o
uso de polimeros. Neste método, a cadeia linear dos polimeros se liga através de seu
sitio hidrofébico as paredes dos CNTs, cobrindo toda a sua superficie e podendo formar
uma estrutura linear, helicoidal ou multi-helicoidal ao longo do nanotubo. Segundo
O’Connell (M. C. O’Connell et at., 2001) [6.14], um dos polimeros utilizados neste
método € o polivinilpirrolidona (PVP). Os nanotubos também podem ser
funcionalizados com polietilenoglicol (PEGjsen) € poli(vinil dlcool) (PVA) sob

aquecimento [6.8], estes polimeros possuem em sua cadeia propriedades tteis em
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aplicagdes biomédicas, sendo o PVA degraddvel em meio bioldgico. De acordo com
Harutyunyan (A. R. Harutyunyan et al., 2006) [6.8], a solubilidade em meio aquoso dos
CNTs funcionalizados dependerd da solubilidade dos grupos funcionais, do nimero de
grupos nas paredes dos nanotubos e da forca de interacdo entre os grupos funcionais e
os nanotubos, podendo alcangar solubilidades de até 87 mg mL ™.

Dentre os métodos citados para estudos de biodistribuicdo de nanotubos, em
nenhum deles utilizou-se nanotubos de carbono decorados com nanoparticulas de ouro e
irradiados com néutrons para espectrometria gama, embora jid tenham sido
desenvolvidos diversos métodos de sintese de AuNP-CNTs. Basicamente, os métodos
de decoragdo de nanotubos com nanoparticulas utilizam os sitios criados nas paredes
dos nanotubos durante a funcionalizagdo como sitios de nucleacdo das nanoparticulas.
Jiang (2006) [6.15] descreveu um processo de decoracdo de nanotubos de carbono que
tiveram sua superficie modificada durante a sintese por CVD. A adi¢do de perdxido de
hidrogénio (H,0;) durante a sintese criou sitios (-COOH) e (-OH) nas paredes dos
nanotubos, facilitando o processo de decoracao com AuNPs [6.16].

Neste trabalho, nanotubos de carbono de parede tnica foram sintetizados,
purificados, funcionalizados e decorados com nanoparticulas de ouro. Os SWCNTs
foram caracterizados por microscopia de for¢a atobmica (AFM), microscopia eletronica
de transmiss@o (TEM) e espectrometria gama apds ativacdo neutrOnica. As
nanoparticulas foram caracterizadas por absor¢do 6ptica. Serd discutido se os nanotubos
decorados com AuNPs (AuNP-SWCNT) podem ser utilizados em meio bioldgico para o
estudo da biodistribicdo e toxicologia dos nanotubos através da ativacio neutronica das

nanoparticulas de ouro através da reacio 197Au(n,y)lggAu.

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Sintese e purificacao de nanotubos de carbono e fullerenos

As etapas de sintese, purificacdo, funcionalizacdo e decoragdo dos SWCNT e
MWCNT foram realizadas no laboratério de nanomateriais do Departamento de Fisica
da UFMG. Para sintese dos SWCNT, utilizou-se o processo de arco-elétrico, mostrado
na figura 6.2. O sistema consiste de uma camara refrigerada a dgua, eletrodos de grafite
dopados com metais catalisadores (Co 0,3% e Ni 0,3%) um cilindro de hélio, uma

bomba mecanica e uma fonte de tensdo de corrente continua (Saban Eletric Corp) que
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opera com uma tensao entre 0 e 40 V e correntes de até 1500 A. Inicialmente, a cimara
foi evacuada com uma bomba mecanica até atingir-se o minimo de pressdo possivel. A
valvula da bomba de vacuo € fechada e outra vélvula, ligada a um cilindro de hélio, é
aberta preenchendo a camara com gas hélio até uma pressdo que permita um novo
bombeamento. A valvula de hélio € fechada e o sistema € novamente bombeado,
fazendo com que o ar oxigénio residual presente seja retirado. A camara € entdo
preenchida com gas He até uma pressdo sistema entre 150 e 400 torr. Em seu interior,
dois eletrodos (6 mm de didmetro cada um) de grafite em posi¢cdo vertical ficam
separados a uma distincia de 1 — 2 mm. Quando ¢é aplicada uma tensdo de 17 — 24 volts,
forma-se um arco-elétrico e uma corrente de 90 — 120 A ¢é transmitida entre os
eletrodos. A temperatura do arco atinge valores entre 3700 e 4000 °C, formando um
plasma através da ionizacdo do gas entre os eletrodos. A alta temperatura do plasma
arranca os dtomos de carbono e catalisadores do eletrodo que, ao atingirem a parede da
camara resfriada, formam os nanotubos de carbono. Estes nanotubos estdo imersos em
uma fuligem que também contém impurezas: metais catalisadores e carbono amorfo. A
fuligem possui um aspecto de “teia” ou “tecido”, indicando a formacdo de nanotubos
durante a sintese. Este método consome cerca de 1g de eletrodo por minuto com uma

corrente de 120 A.

(a) SAIDA DE AGUA

BAROMETRO

1 entrapaDe
AGUA

Figura 6.2 — (a) Esquema da camara de arco-elétrico; (b) Foto da camara aberta logo apds a sintese de
SWCNTs, podemos ver em detalhe a formacdo de uma “teia”.

A fuligem produzida durante a sintese possui essencialmente nanotubos de
carbono, carbono amorfo e metais catalisadores. Em aplicacdes que necessitam de alto
grau de pureza, a fuligem deve passar por processos de purificacdo até obtermos

nanotubos de carbono com a concentragdo necessaria. Em nosso processo de purificacio
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duas etapas sdo necessdrias: a primeira tem como objetivo oxidar o carbono amorfo,
para isso a fuligem é aquecida a temperatura de 400 °C durante 1 h sob atmosfera
normal (presenga de O,). Na segunda etapa os metais catalisadores sdo retirados
colocando-se a fuligem em contato com &4cido cloridrico concentrado (HCI 12 M)
durante 20 h, os metais ficam dissolvidos no 4cido e depois as amostras sio
centrifugadas a 1500 G durante 10 minutos. Devido ao meio 4dcido, os nanotubos ficam
no fundo do tubo falcon, o excesso de &4cido € retirado, sendo acrescentada dgua
destilada (H,O DE), voltando novamente a centrifugagéo para retirar o residuo de 4cido.
As duas etapas descritas acima foram realizadas tr€s vezes para garantir uma boa
purificacdo do material. Os nanotubos de carbono produzidos através deste método
podem alcancar até 97% de pureza [6.17].

Os MWCNTs foram sintetizados através da deposi¢do quimica por fase vapor
(CVD, Chemical Vapor Deposition) [6.18]. Neste método, uma fonte de vapor contendo
carbono — como o metano, etileno ou acetileno — percorre o interior de um tubo
previamente aquecido (600 — 1200 °C). No centro deste tubo, € colocado um catalisador,
como Fe, Ni ou Co, que auxiliard na formacdo dos nanotubos. Ao ser adsorvido na
superficie do catalisador, ocorre a decomposicdo da molécula de carbono. Através do
processo de nucleagdo do carbono na superficie do metal catalisador, ocorre o
crescimento de nanotubos de carbono. O método de sintese por CVD € vantajoso, pois é
mais simples e econdmico que o método por arco elétrico.

A sintese dos fullerenos (Cgp € Crp) € realizada na mesma camara arco-elétrica
onde sdo sintetizados os nanotubos de carbono, no entanto alguns pardmetros sdo
alterados. A pressdo atmosférica utilizada durante a sintese dos fullerenos é de ~ 200
torr de He e o eletrodo de grafite ndo é dopado com metais catalisadores. Os demais
parametros de sintese sdo os mesmos. Numa distancia suficientemente pequena, aplica-
se uma diferenca de tensdo entre os bastdes produzindo com isso uma descarga entre 0s
eletrodos, isso faz com que a temperatura do eletrodo de grafite alcance cerca de
4700°C. O plasma de carbono, quando entra em contato com o géis He, resfria
rapidamente e se aglomera formando uma fuligem com cerca de 5% de fullerenos e o
restante de carbono amorfo.

Os fullerenos foram purificados seguindo o processo de sublimacdo. Neste
método, a fuligem produzida no forno é armazenada em um recipiente de grafite, esse
recipiente € colocado no interior de um tubo de quartzo, que é inserido num forno

cilindrico. As extremidades do tubo de quartzo ficam fora do forno, criando um
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gradiente de temperatura quando o forno € ligado. Uma das extremidades do tubo é
fechada enquanto que na outra € instalada uma bomba mecénica e turbo-molecular,
criando um vécuo de cerca de 10 torr. Com a bomba de vcuo funcionando, o forno é
lentamente aquecido até se atingir a temperatura de 650°C, essa temperatura € mais do
que suficiente para que os Cgp/Cy sublimem. Ja no estado de vapor, conforme vio se
afastando do centro do forno, os fullerenos se cristalizam nas paredes do tubo de
quartzo de menor temperatura. O sistema € entdo desligado e, depois que o tubo atinge a

temperatura ambiente, o material € retirado das paredes do tubo com uma espatula.

6.2.2 Funcionalizacao dos SWCNT

Os nanotubos s3o materiais hidrofébicos, limitando sua aplicagdio em meio
bioldgico e em reacdes quimicas que utilizem dgua como solvente. Para tornar os
nanotubos soliveis em 4gua foi necessdrio funcionalizar suas paredes com grupos
hidrofilicos, possibilitando a sua aplicacdo em meio biol6gico. O método escolhido para
a funcionalizacdo dos nanotubos de carbono foi desenvolvido por Marshall [6.11].
Neste método, os nanotubos ficaram em um refluxo em uma solu¢do contendo acido
nitrico concentrado (HNO3; 65%) e acido sulfiirico concentrado (98%) (HNO; 3v:1v
H,SO4) durante 4 horas, criando grupos carboxilicos (-COOH) nas paredes dos

nanotubos (SWCNT-COOH).

6.2.3 Decoracao com AuNPs

Os grupos carboxilicos produzidos durante a funcionalizacdo possuem fungdo
dupla: tornar os nanotubos soliveis em dgua e servir como sitios de nucleacdo para a
formagdo de nanoparticulas de ouro. Segundo Zhang [6.16], em alguns processos de
formacdo de nanoparticulas de ouro em uma solugdo contendo nanotubos de carbono, a
nucleacdo das nanoparticulas de ouro ocorre preferencialmente sobre os grupos (-
COOH) devido a menor energia do sistema. Assim, os sitios carboxilicos auxiliam na
formacdo das nanoparticulas de ouro.

Em nosso experimento, foram utilizados dois métodos para reduzir os fons de
ouro e marcar os nanotubos de carbono de parede tnica com nanoparticulas de ouro
(AuNP-SWCNT): radiacdo UV e hidrazina. No primeiro método, foi feita uma solucéo
com 16 mg de SWCNT-COOH, 10 mL de etileno glicol, 14 mL de agua destilada e 200
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UL de uma solucdo de HAuCly 0,1 M. A solucdo foi ultrasonificada durante 5 minutos
para dispersar os nanotubos e depois irradiada com luz ultravioleta (UV) durante 50
minutos através de uma lampada que emite radiacdo com comprimentos de onda de 254
e 366 nm (16 W). Segundo Shujuan Huang (2002) [6.19], na presenca de radiacdo
ultravioleta, os {fons de ouro sdo reduzidos, com a nucleagio ocorrendo
preferencialmente sobre os sitios carboxilicos. No método da hidrazina (N,H4), 16 mg
de SWCNT-COOH foram acrescentados em 15 mL de dgua destilada, a solugdo foi
ultrasonificada durante 5 minutos e entdo foi acrescentado 100 mL de HAuCls e 5 mg
de PVP K30. Sob agitacdo magnética, acrescentou-se 15 UL de hidrazina, permancendo
sob agitacdo durante 4 horas para assegurar o término da reagdo. Nos dois métodos de
marcacio, a solucao foi filtrada em um filtro Milipore 0,45 wum PTFE, acrescentando-se

1000 mL de 4gua destilada para retirar impurezas.

6.2.4  Caracterizacio

Os nanotubos foram caracterizados por diversas técnicas. A microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) foi realizada no centro de microscopia na
Universidade Estadual de Santa Cruz (Ilhéus, BA). O aparelho é um Morgagni 268D,
fabricado pela FEI Company, equipado com uma camara CCD. O aparelho possui um
aumento maximo de 180 mil vezes, operando a uma tensdo de 100 kV. A grade de
suporte dos nanotubos utilizada para a microscopia foi a Carbon Type-A, que possui um
polimero recobrindo a malha de carbono. Para retirar o polimero, a grade foi
mergulhada em uma solucdo de cloroférmio por 10 segundos. Os nanotubos foram
suspensos em uma solucdo de dlcool etilico (C,HsOH) e ultrasonificados (55 Hz)
durante 30 minutos para dispersdo. Os nanotubos suspensos foram pipetados na grade
de carbono e levados ao microscépio. Os nanotubos também foram analisados em um
microscopio eletrdnico de varredura (MEV) no Laboratério de Microandlise do
Departamento de Fisica, UFMG. O equipamento utilizado foi o JEOL da marca JKA
8900RL.

Os nanotubos também foram analisados por microscopia de forca atdmica
(AFM) no laboratério de nanoscopia do Departamento de Fisica, UFMG. O
microscopio utilizado é da marca NT-MDT, modelo Solver Pro-M, possuindo resolucio

no eixo-z de décimos de nanometros. Os nanotubos foram suspensos em &4gua

74



deionizada e ultrasonificados por 15 minutos para homogeiniza¢do, sendo depois
pipetados em uma folha de mica previamente clivada. O programa utilizado para
aquisi¢do de imagens foi o Nova 1.0.26 RC1 versao 2004 da NT-MDT [6.20].

Os nanotubos decorados com AuNPs foram filtrados utilizando um sistema de
vacuo e um filtro Milipore de 0,45 wm. Os nanotubos ficaram agregados ao filtro e as
nanoparticulas que nio estavam ligadas aos nanotubos passaram através do filtro. As
nanoparticulas suspensas foram analisadas por espectrometria de absorcdo Optica para
analisar o seu diametro médio através do pico de absor¢ao.

Para detectar impurezas, as amostras foram analisadas por ativacdo neutrdnica.
A NAA foi realizada no CDTN, utilizando o reator TRIGA como fonte de néutrons, € o
detector HP-Ge para deteccdo. O software Genie 2000 foi usado na aquisi¢do e
processamento de dados (para maiores detalhes, consulte o capitulo 2). Para deteccdo
dos nuclideos de meia-vida curta, as amostras foram irradiadas por 5 minutos e levadas
para contagem. Depois foram novamente irradiadas por 8 horas e contadas durante 10
minutos, detectando com isso os is6topos de meia-vida longa. A distancia

amostra/detector utilizada durante as contagens foi de 30 cm.
6.2.5 Calculo tedrico

Os resultados obtidos na caracterizagdo dos nanotubos decorados com AulNPs
serdo usados para verificar a viabilidade de se utilizar os AuNP-SWCNTSs em estudos
de biodistribuicdo. Para calcular o nimero de dtomos de ouro N em uma nanoparticula
serd usada a equacgdo (6.1) [6.21], onde D é o didmetro da nanoparticula, M € a massa
atdmica do ouro (197 g/mol), Ny € o nimero de Avogrado (6,02 x 1023) epé

densidade da estrutura cristalina ctibica de face centrada (fcc) do ouro (19,3 g cm™ ).

7D’

N 7NA ~30D’° , onde a unidade de D é nm 6.1)
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6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Purificacao e funcionalizacao de nanotubos

A figura 6.3 é uma imagem feita em um microscépio de eletrdnico de varredura
de uma regido contendo uma alta concentragdo de SWCNT do material recolhido apds a
sua sintese na camara de arco-elétrico. Devido ao aumento méaximo do aparelho, é
dificil identificar as impurezas presentes na amostra, como particulas metdlicas e
carbono amorfo. No entanto, podemos identificar a formacdo de um emaranhado de
nanotubos, confirmando a sua sintese. A formag¢do do emaranhado de nanotubos
dificulta a sua dispersdo quando em meio liquido. Por este motivo, ao iniciar o processo
de funcionalizacdo, os nanotubos devem ser ultrasonificados por alguns minutos,
garantindo uma melhor dispersdo e aumentando a superficie de contato entre os

nanotubos e o reagente.

Figura 6.3 - MEV de SWCNT ap6s a sintese na cimara de arco-elétrico.

A figura 6.4 mostra uma imagem de AFM de um nanotubo funcionalizado
(figura 6.4 a) e a topografia do substrato ao longo da linha (figura 6.4 b), indicando o

didmetro do nanotubo (a altura do substrato é de 1 nm). O didmetro médio do SWCNT é
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de 1,4 nm, no entanto em algumas regides deste SWCNT-COOH (indicadas pelas setas
na figura) o didmetro atinge 5 nm. Esta mudanca no didmetro indica que formaram-se
sitios carboxilicos na parede do nanotubo. A interacdo entre os sitios carboxilicos

ligados ao nanotubo e a ponta da sonda de AFM altera a altura topogréfica da amostra.

nm
nm

(b)

T
0 200 400
Eixo no plano X-Y (nm)

Figura 6.4 — (a) imagem por AFM de nanotubos funcionalizados (-COOH) e (b) topografia do substrato,
indicando um didmetro de 5 nm para o nanotubo.

As amostras analisadas por ativacdo neutrdnica sao mostradas na tabela 6.1. As
amostras 1 e 2 contém o material produzida na cimara de arco elétrico apds a sintese,
no entanto a amostra 1 foi recolhida de um local da cdmara com alto rendimento de

producdo de nanotubos e a amostra 2 foi retirada de um local de baixo rendimento. A
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amostra 3 contém MWCNT produzidos pelo método de CVD. As amostras 4 e 5
continham fullerenos (Cgp € C7p) sintetizados e purificados em nosso laboratério

(amostra 4) e C¢y comerciais (amostra 5).

Tabela 6.1 — Amostras irradiadas com néutron.

Amostra Descricao Massa irradiada (mg)
1 SWCNT de alto rendimento 8,9
2 SWCNT de baixo rendimento 12,5
3 MWCNT CVD 13,5
4 C60 UFMG 7.9
5 C60 comercial 8,3

Na figura 6.5 sdo mostrados os graficos da concentracdo de impurezas nas
amostras 1 (figura 6.5 a) e 2 (figura 6.5). A concentragdo de cobalto na amostra 1
(18000 + 1000 pg g’l) foi maior que na amostra 2 (4000 = 1000 pg g'l). Como este
metal € utilizado como catalisador na sintese dos SWCNTs, isto indica que a quantidade
de nanotubos na amostra 1 é maior. A concentragdo de cloro, sédio e aluminio nas duas
amostras ¢ a mesma, indicando que a contaminacdo com estes elementos ocorreu
durante a manipulacdo das amostras apds a sintese. O cloro e o sddio podem ser
encontrados em produtos comumente usados no laboratério de nanomateriais, como
acido cloridrico, NaCl e detergente. Residuos destes elementos podem ter permanecido
na vidraria ap6s a lavagem. O aluminio provavelmente contaminou as amostras durante
a pesagem, pois utiliza-se papel aluminio para forrar a bandeja da balanga. Os demais
elementos (Sm, K, Br, Zn, La, W) também devem ter contaminado as amostras através
da vidraria, pois apresentam concentragdes diferentes em cada uma das amostras. O
outro metal catalisador utilizado na sintese — niquel — ndo pode ser detectado pela
técnica porque seus isétopos possuem uma sec¢do de choque para néutrons térmicos

muito baixa.
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Figura 6.5 — Concentracio de impurezas contendo nanotubos de carbono crescidos por arco elétrico e

retirados de regides diferentes da cAmara: regido de alto rendimento (a) e de baixo rendimento (b).

A figura 6.6 mostra a concentracio dos elementos dos nanotubos de carbono

crescidos por CVD. O sédio, cloro e aluminio estdo mais uma vez presentes, embora

ndo sejam utilizados no processo de sintese, confirmando as suspeitas de contaminacéo

ap6s a sintese. A concentragdo de cobalto é muito baixa, como este metal ndo é

utilizado na sintese dos MWCNT, provavelmente houve uma pequena contaminacio

com nanotubos single-wall, visto que as duas camaras de sintese (arco-elétrico e CVD)

ficam localizadas no mesmo local. Uma pequena concentracio de Zn também foi

detectada, mas sua origem nao foi determinada.
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Figura 6.6 — Concentracdo de elementos em MWCNT (as-grow) crescidos por CVD.
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A figura 6.7 mostra a concentracdo de impurezas em fullerenos sintetizados e
purificados em nosso laboratério e em fullerenos adquiridos comercialmente. A
presenga de Cl, Al e Na nas duas amostras com a mesma concentracdo confirma mais
uma vez que o material utilizado na armazenagem e manipulacdo dos fullerenos
contaminou as amostras. No entanto, também identificamos nos fullerenos sintetizados
em nosso laboratério a presenca de Br (2,3 = 0,3 pug g'l), apesar de ser uma
concentragdo muito baixa. Como este elemento também foi encontrado nos SWCNTs (~
100 pg g'l) a contaminag@o deve ter se originado na prépria cAmara de arco-elétrico.
Comparando os nanotubos de carbono e fullerenos sintetizados em nosso laboratério,
podemos concluir que o processo de purificagdo dos fullerenos por sublimagdo se
mostrou bem mais eficiente que os processos utilizados na purificacdo dos nanotubos de

carbono.
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Figura 6.7 — Concentracdo de impurezas em fullerenos produzidos em nosso laboratério (UFMG) e
adquiridos no mercado (Comercial).

A tabela 6.2 mostra os resultados obtidos através da andlise por ativacdo
neutrénica na medida da concentracdo de cobalto (metal catalisador) em amostras de
SWCNT apés cada etapa de purificacdo. Como comentado anteriormente, o niquel ndo
pode ser detectado pela técnica, embora seja na mesma concentragdo do cobalto na
dopagem dos eletrodos (0,3 % at.). Observando a tabela podemos notar que a
concentracdo de cobalto sobe na etapa 2. O motivo é que uma grande quantidade de
carbono amorfo é oxidada apds esta etapa, reduzindo a massa total da amostra e, com
isto, aumentando a concentragdo de cobalto (g de Co por g da amostra). Apos a etapa 3

a concentragdo de cobalto quase ndo se altera, indicando uma limitagdo do processo de
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purificacdo. O cobalto restante provavelmente se encontra no interior do nanotubo,

impedindo o contato do metal com o &cido.

Tabela 6.2 — Andlise por ativacdo neutronica mostrando concentrag@o de cobalto em amostras de SWCNT
apds etapas de purificacio.

Etapas Descricao Concentracio de Co (ug g")
1 As-grow 42000 £ 1000
2 Forno 1 hora a 400 C 108000 + 1000
3 HCI 20 horas 880 £ 50
4 Forno 1 hora a 400 C 1120 =50
5 HCI 20 horas 630 + 30
6 Forno 1 hora a 400 C 890 = 50
7 HCI 20 horas 910 £ 40

A figura 6.7 mostra uma imagem feita por microscopia eletronica de transmissao
de nanotubos (MWCNT) purificados. Nas imagens de TEM, os metais absorvem o feixe
de elétrons, criando pontos escuros e contrastando com os nanotubos feitos de carbono.
Assim, as setas na figura indicam locais contendo metais no interior dos nanotubos,
confirmando que parte dos metais catalisadores fica aprisionada em seu interior,
impedindo que seja retirada durante os processos de purificacdo. Devido ao aumento
maximo do microscdpio utilizado, ndo foi possivel identificar os metais catalisadores no

interior dos SWCNTSs purificados.

Figura 6.8 —- TEM de MWCNT sintetizados por CVD, detalhe mostrando os metais catalisadores dentro
dos nanotubos, impedindo a sua remog¢ao durante a purificagdo (barra de escala: 0,2 pm).
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6.3.2 Decoracao

A figura 6.8a mostra uma imagem de AFM de SWCNTs decorados com
nanoparticulas de ouro pelo método da hidrazina (indicado pelas setas), em detalhe
podemos observar uma regido especifica da superficie da mica (figura 6.8b). As
nanoparticulas ficaram bem distribuidas ao longo deste nanotubo (indicado pelas setas).
No entanto, ainda observamos a formacdo de aglomerados (circulo) de nanoparticulas
em vérios locais, inclusive nos nanotubos. A altura medida nos locais indicados pelas
setas foi de 16 nm. Ndo foram observadas nanoparticulas presas aos nanotubos pelo

processo de sintese com irradiacdo UV.

Figura 6.9 — AFM de um nanotubo de carbono decorado com nanoparticulas de ouro pelo método da

hidrazina: (a) area 5 x 5 umz e (b) regido ampliada ( drea 1 x 1 um2).

Os dois métodos de decoragdo de nanotubos (hidrazina e UV) foram comparados
por absor¢do Optica, utilizando um espectrometro UV-vis. Apds o processo de
decoragdo, os nanotubos foram filtrados, as nanoparticulas que nao se prenderam aos
nanotubos passaram pelo filtro e foram levadas para andlise por absorcdo dptica. O
espectro de absorcdo dptica € mostrado na figura 6.9. A diferenca de intensidade entre

os dois espectros se deve a concentracdo das duas solu¢des. O pico de absor¢do no

método da hidrazina foi de 547 nm e no método UV foi de 531 nm. Utilizando o
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Software MiePlot para particulas esféricas em meio aquoso, encontramos o didmetro

médio das nanoparticulas entre 10 nm (hidrazina) e 20 nm (UV).
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Figura 6.10 — Espectro de absor¢do optica de nanoparticulas de ouro produzidas pelos métodos da
hidrazina (a), com um pico de 547 nm; e UV (b), com o pico em 531 nm.

A figura 6.10 mostra uma imagem feita por microscopia eletronica de
transmissdo dos nanotubos decorados com AuNPs pelo método da hidrazina. A
resolucdo da imagem ficou baixa devido a uma falha durante a preparagcdo da grade de
carbono para depositar os nanotubos: nesta preparacdo, um polimero de protecdo que
envolve a grade € dissolvido em cloroférmio, no entanto, em alguns locais da grade o
polimero ndo foi completamente retirado interferindo no feixe de elétrons. Observando
a imagem, podemos perceber que existem pontos escuros nas paredes dos nanotubos,
indicando a presenca de um metal. Como os pontos ndo estdo dentro dos nanotubos,
mas sim em suas paredes, podemos concluir que os nanotubos analisados foram
decorados com AuNPs. Também podemos notar que em alguns locais formaram-se

aglomerados de Au ao longo da superficie do tubo.
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Figura 6.11 — TEM de SWCNTs decorados com AuNPs (escala 0,2 wm).

Os nanotubos decorados pelos métodos da hidrazina e UV foram analisados por
ativacdo neutrOnica, indicando uma concentracdo de ouro de (0.20 + 0.01) % at. e
(0.041 £ 0.004) % at. respectivamente. Estes resultados indicam que pelo método UV a
nucleacdo das NPs ndo ocorre preferencialmente nas paredes dos nanotubos, sendo o
método da hidrazina cerca de cinco vezes mais eficiente neste processo. Assim, no
resultado obtido pelo método da hidrazina, existe 1 4&tomo de ouro para cada 500 dtomos
de carbono no nanotubo.

Seguindo os resultados obtidos em publicacdes anteriores (Satishkumar et al.,
1996) [6.13], a concentracdo de sitios carboxilicos (-COOH) criados na parede dos
nanotubos é de 10% sitios g de nanotubo, o que equivale a 1 sitio carboxilico para cada
500 4tomos de carbono. Como em cada sitio pode ocorrer o crescimento de uma
nanoparticula de ouro e o nimero de dtomos de ouro varia com o cubo do didmetro

(equagdo 6.1), chegamos ao resultado da tabela (6.3).

Tabela 6.3 — Nimero de dtomos de ouro em funcio do didmetro

Diametro (nm) Nimero de atomos de ouro
2 246
5 3858
10 30854
20 246919
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Assim, uma pequena variacio no didmetro das nanoparticulas aumenta
consideravelmente o ndmero de 4tomos. Considerando que as nanoparticulas
sintetizadas pelo método da hidrazina (Au 1:500 C) possuem um didmetro médio de 10
nm, a concentracio de nanoparticulas presas aos nanotubos ¢é de aproximadamente 4,0
x 10'® AuNP g' de nanotubo. Este resultado é bem inferior ao nimero de sitios
carboxilicos encontrados nos estudos desenvolvidos por Satishkumar [6.13]. No
entanto, nem todos os sitios devem estar ligados as nanoparticulas, pois desta forma os
nanotubos se tornariam insoludveis.

Com base nestes cdlculos, verificaremos agora se os nanotubos sintetizados pelo
método da hidrazina podem ser utilizados em estudos de biodistribui¢do. Considerando
trabalhos anteriores (Lacerda et. al, 2006) [6.8], os nanotubos sdo administrados em
camundongos na concentragio entre 1 — 5 mg kg™ de animal. Assim, a quantidade de
AuNPs administrada seria de 4,0 x 10" — 2,0 x 10" AuNP kg'1 de animal, o que
equivale a 500 £ 100 pg de Au kg’1 de animal. Levando em conta os resultados do
capitulo 5, em que a biodistribui¢do das AuNPs foi realizada por NAA injetando-se uma
concentragido de 700 pug de Au kg’ de animal, concluimos que é possivel utilizar a
técnica de NAA em estudos de biodistribuicdo envolvendo nanotubos de carbono
marcados com AuNPs. No entanto, os clusters de AuNPs observados nas imagens de
AFM e TEM poderiam prejudicar as andlises, interferindo no resultado da
biodistribui¢do ou da espectrometria gama. Assim, as técnicas de sintese,
funcionalizacio e decoragdo utilizadas ainda devem ser aprimoradas antes de

realizarmos os estudos de biodistribuicao.

6.4 Conclusoes

Os resultados na andlise de ativagdo neutrdnica mostraram que a técnica € util na
quantificacdo de impurezas presentes em amostras de nanotubos apds a sintese,
purificacdo, funcionaliza¢do e decoragdo. Estes resultados demonstraram que parte do
cobalto, utilizado na sintese dos nanotubos como catalisador, ndo € totalmente retirado
ap6s as etapas de purificacdo. A cobalto residual ao final da purificagio (910 40 ug g™
de nanotubo), provavelmente ndo pode ser removido por se encontrar no interior do
nanotubo, teoria confirmada por imagens de TEM que mostram metais no interior dos

nanotubos.
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As imagens em AFM e TEM permitiram visualizar nanotubos apds as etapas de
funcionalizacdo e decoracdo com AuNPs, mostrando que ocorreu a decoracdo dos
nanotubos de carbono. A concentragdo de ouro nos nanotubos decorados medida na
NAA foi de (0.20 + 0.01 %). Com este resultado, a concentracdo de nanoparticulas de
ouro estimada foi de 4,0 x 10'® AuNP g de nanotubos. Esta concentragio permite que
sejam feitos estudos de biodistribuicio com nanotubos de carbono marcados com
nanoparticulas de ouro (AuNP-SWCNT) através da NAA. No entanto, ainda existem
alguns problemas a serem resolvidos. As impurezas nas amostras, como carbono
amorfo, metais catalisadores e aglomerados de nanoparticulas de ouro poderao interferir
em estudos bioldgicos de biodistribuicdo. A formacdo de aglomerados ou clusters de
AuNPs pode interferir nos resultados, indicando uma concentragdo de nanotubos maior
ou menor que a realidade. Desta forma, para que as AuNPs sejam utilizadas para marcar
os nanotubos de carbono e sejam feitos os estudos da biodistribui¢do dos nanotubos de
carbono através da ativac@o neutrénica do Y7 Au, os processos de sintese, purificacgio,
funcionalizacdo e decoragdo dos SWCNT deverdo ser aprimorados. Melhorando o
processo de decoragdo ou marcacdo de nanotubos com nanoparticulas de ouro, a
biodistribui¢do dos nanotubos através da ativagdo neutronica do 7 Au podera ser
utilizada. Alguns dos resultados descritos acima foram apresentados nos congressos
NTO7 realizado em Ouro Preto, no INACO7 realizado em Santos € no VII Encontro

sobre diamante, carbono amorfo e nanotubos em 2007.
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Capitulo 7 — Conclusoes e perspectivas futuras

Os resultados dos estudos realizados durante o mestrado demonstraram a
versatilidade da técnica de andlise por ativacdo neutronica (NAA), sendo eficiente na
caracterizacdo de contaminantes em nanomateriais, como metais usados como
catalisadores na sintese e produtos utilizados na purificacdo, funcionalizacdo e
decoracdo.

A NAA do filme de carbono amorfo dopado com xenonio pela deposicdo
assistida de feixe i6nico duplo (IBAD) mostrou que este material pode ser utilizado na

fabricacio de sementes radioativas de '] através da ativacdo do 124

Xe para o
tratamento do cancer de prostrata. O material teria vantagens sobre outras sementes por
ser irradiado apds a fabricacdo da semente, diminuindo os riscos de contaminacao.

A técnica também se mostrou Util na ativacdo de AulNPs visando estudos de
biodistribui¢do em camundongos. O tempo de irradiacdo das nanoparticulas de ouro
necessdrio foi relativamente baixo (1 hora), devido a intimeros fatores como sec¢do de
choque, abundancia isotdpica do "7Au e intensidade gama. Os resultados de
biodistribui¢do e toxicologia mostraram que as nanoparticulas de ouro recobertas com
PVP se concentram principalmente no figado e bagco. A quantidade de ouro
administrada (~ 700 pg kg de animal) estd bem abaixo do usado em outros estudos
(2,7 mg kg de animal). Os resultados também confirmaram que o tumor Ehrlich retém
as nanoparticulas por mais tempo que o tecido sadio (1440 minutos). Os resultados
positivos incentivam novos estudos de biodistribuicio de AuNPs irradiadas com
néutrons utilizando diagndstico por imagem, como o SPECT. No entanto, os métodos
de sintese e funcionalizacdo das nanoparticulas deverdo ser aprimorados, garantindo
uma distribuicdo de didmetro mais estreita e recobrindo-as com outros compostos, como
o PEG, para aumentar seu tempo de permanéncia no sangue, aumentando com isso a
taxa de deposi¢do no tumor.

De acordo com os resultados da NAA, os nanotubos de carbono sintetizados no
Laboratério de Nanomateriais possuem impurezas que ndo sio facilmente retiradas. O
motivo mais provavel é que parte das impurezas (incluindo os metais catalisadores)
ficam retidas no interior dos nanotubos, impedindo que sejam retiradas na purificagéo.
A NAA dos AuNPs-SWNT mostrou que a concentragdo de nanoparticulas nos

nanotubos foi de 4,0 x 10'® AuNPs g’ de nanotubo. Com esta concentra¢io, para

&9



realizar estudos de biodistribuicio de nanotubos marcados com AuNPs em animais,
seria necessdrio administrar 1-5 mg de nanotubos kg™ de animal, obtendo com isso 600
+ 100 ug de Au kg™ de animal. No entanto, os métodos de decoragdo dos nanotubos
com AuNPs ainda precisam ser aprimorados para diminuir os aglomerados de

nanoparticulas de ouro.
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APENDICE

A — Técnicas experimentais

A1l - Espectrometria por absorcao éptica UV-vis

A espectrometria de absor¢do Optica UV-vis é comumente utilizada na
determinacdo de moléculas orgénicas e inorgénicas, podendo também ser utilizada na
medida da concentragdo e didmetro de nanoparticulas. Esta técnica estd baseada na
medida de transmitincia T ou absorvancia A de uma solucio (ou suspensdo) contidas
em cubetas feitas de material transparente a faixa de energia da luz ultravioleta e visivel
(160 — 780 nm), como o quartzo. De acordo com a Lei de Beer, a concentracdo de um
analito é linearmente dependente & sua absorvancia. Como ocorre reflexdo de parte da
luz incidente pelas paredes da cubeta, diminuindo a intensidade do feixe incidente,
deve-se medir a intensidade do feixe em uma cubeta contendo apenas o material
solvente, de forma a compensar esta perda. Na figura A.1 € mostrado um desenho
esquematico de um sistema de absor¢do 6ptica. Um feixe de luz (F) € refletido por uma
rede de difracdo (R), resultando em uma luz monocromatica. A Rede pode ser movida
em um angulo 0 para alterar o comprimento de onda da luz. A luz € refletida por um
espelho (E) e atravessa a cubeta (C) contendo o material analisado, atingindo logo

depois um fotodetector (D).

v

! k

C

Figura A.1 — Esquema de um sistema da absor¢éo optica.
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A2 — Microscopia de Forca atomica

A microscopia de forca atdmica permite a resolucdo de dtomos individuais tanto
em superficies condutoras como isolante. Um esquema do funcionamento de um AFM ¢é
mostrado na figura A.2. Neste método, uma alavanca ou sonda flexivel (cantilever) com
uma ponta de prova ou agulha (tip) € varrida ao longo de uma superficie. A forca entre a
ponta de prova e a superficie causa um pequeno movimento vertical na sonda (eixo-z).
Para detectar este movimento, um laser incide sobre a sonda e € refletido. Um detector
(photodiode) sensivel a mudanca de posicdo do laser permite que possa ser registrado,
com precisdo de 0,1 nm, o movimento da sonda no eixo-z. No entanto, como a ponta de
prova sofre um alargamento em sua base, esta precisdo de medida nio € alcancada para
movimentos no plano no plano xy. A superficie € varrida através de um piezoelétrico

em sua base.

Detector and
Feedback
Electronics

Photodiode

Sample Surface

. PZT Scanner

Figura A.2 — (a) Esquema da sonda de AFM varrendo um a superficie de um substrato, o movimento da
sonda no eixo-z € registrado por um fotodiodo através da reflexdo de um laser; (b) sonda de AFM
ampliada 1000 vezes. (fonte: www.wikipedia.org , consultado em julho de 2008)

A3 — Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Nesta técnica um feixe de elétrons € transmitido através de uma amostra ultra-
fina, interagindo com as camadas eletronicas dos dtomos presentes na amostra. Sdo
usados como substratos grades de carbono porosas (décimos de microns), permitindo
que feixe de elétrons interaja diretamente com a amostra. Aparelhos mais recentes
também podem identificar a estrutura cristalina de amostra através da figura de difracao
do feixe de elétrons. Esta técnica permite visualizar imagens. A resolu¢do dos
microscopios 6pticos € proporcional ao comprimento de onda dos fétons. Da mesma
maneira, a resolucdo dos microscépios eletrdnicos estd relacionada com a equagdo
abaixo. Utilizando uma fonte de aceleracdo dos elétrons, os TEM obtém resolucdes

préximas abaixo de 0,05 nm.
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B - Resultados das analises bioquimicas, histopatologia e hemogramas dos

camundongos
Tabela Al - Bioquimica
PROTAL  ALBUL UREA CREAT  BILIT. AST ALT CK

Grupo 2

48 horas 5505 2.83+03 496722 0981 34+35 9533+30 36+13

14 dias  4+0.7 2+03 38+5 0.1£0  3.85%2 42+0 650 4345 + 1575

30dias  5.1+05 2201 14016  2+02 42104 8+2 185+0.5 7680 +2120
Controle
48 horas  4.53+0.5 257+04 55332 0404 228+12 71.33+27 4467+5
Grupo 1
48 horas  6.15+03 2.75+03 45+10 145+02 652+04  15+1 95+0 7030 + 2000

14 dias 505+1 278%£05 525+16 06506 211%x26 30.13+18 855+20 117051166

Tabela A2 - Eritrograma

VG (%)  ER(10°ul)  HB (g/dl) C‘Zng VCM (f1) R(%V PTP (g/dl)
Grupo 2
48horas | 27.5+0.7 91 14+1 5046 3145  179+0.0 6203
14 dias 2946 g+2 14+0 5149 3744 179403 6003
Grupo 1
48horas | 315+8 10+4 176 5246 3244 171409  58%0
14 dias 342 8+2 1242 945 407 1742 56+03
Controle
48 horas 3246 81 131  40%3  40%1 17+2 6.0+0.3

Tabela A3 - Leucograma

Animal | Leucocitos Neutrdfilos  Linfocitos  Mondocitos Eosindfilos  plaquetas

Grupo 2

48 horas | 5050 £636 670 +297 3848 £ 153 69 +98 463 £590  626.5 £37
14 dias 685071 1161 £569 5448.5 +£589 69 £ 1 172 £50 545 £35

Grupo 1

48 horas | 5300 +141 944 +419 4140 £ 560 2160 1100 + 141
14 dias | 4650 £212 807 £259 3726 £433 117 £ 38 363.5+77

Controle

48 horas | 4300 +141 844 +362 3264 £ 136 192 £ 85 393.5+93
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Laudo Anatomopatolégico

95

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinério - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Niamero do Exame:08/00756 Ficha Clinica N‘Externo

Espécie: Camundongo Data de Recebimento:10/7/2008
Nome do Animal Data do Obito:

Raga: Swiss Data da Necropsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo F. Gongalo
Idade: dias Tel/Fax:{ ) -

Peso: Kg Procedéncia: UFMG

Veterinario Responsével:
Patologista Responséavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Exame Solicitadoy ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
( ) Virolégico ( ) Parasitolégico () Outros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaga ( ) Orgdos:
( X ) Material Fixado:

Historico:

Foram encaminhadas amostras de diversos érgdos de oito camundongos:
1-NP 1

2-NP2

3-NP 3

4-NP 4

5-PVP 1

6-PVP 2

7-PVP 3

8-PVP 4

Achados Macroscopicos:

Histopatologia:

1-NP1

Figado: Infiltrado neutrofilico e histiocitario focal e discreto.

Pulmao: Hemorragia multifocal discreta. Atelectasia multifocal a coalescente.

Encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo), rim, bago, coracéo e intestino delgado sem alteragdes histologicas significativas.

2-NP2

Pulm&o: Hemorragia difusa.

Bago: Hiperplasia linféide discreta.

Intestino delgado, pancreas, figado, coragéo, rim, adrenal, linfonodo (adjacente ao rim), esbfago e encéfalo (Cérebro, cerebelo,
hipocampo) sem alteragdes histologicas significativas.

3-NP 3

Pulmao: Hemorragia multifocal discreta.

Bago: Hiperplasia linfoide discreta.

Intestino delgado, pancreas, figado, coragéo, rim, musculo estriado esquelético e encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo)
sem alteracbes histologicas significativas.

4-NP4

Pulmao: Hemorragia multifocal a coalescente.

Figado: Infiltrado neutrofilico multifocal, periductal discreto (Colangite supurada muitifocal discreta).

Baco: Hiperplasia linféide discreta.

Coragao, rim, misculo estriado esquelético e encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo) sem alteragdes histologicas
significativas.

5-PVP 1

Pulmé&o: Hemarragia muitifocal discreta.

Bago: Hiperplasia linfoide discreta.

Intestino delgado, pancreas, figado, coragfo, osso longo, musculo estriado esquelético e encéfalo (Cérebro, cerebelo,
hipocampo) sem alteragdes histolégicas significativas.

6-PVP 2

Pulm&o: Hemorragia difusa e acentuada.

Bago: Hiperplasia linfoide discreta.

Intestino delgado, adrenal, figado, corago, rim e encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo) sem alteragoes histolégicas
significativas.
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7-PVP3

Bacgo: Hiperplasia linféide discreta.

Intestino delgado, pancreas, coracéo, rim, pulmao, bexiga e encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo) sem alteraces
histolégicas significativas.

8- PVP4

Pulmao: Hemorragia multifocal.

Baco: Hiperplasia linféide moderada.

Intestino delgado, figado, coracéo, osso longo, musculo estriado esquelético e encéfalo (Cérebro, cerebelo, hipocampo) sem
alteracdes histologicas significativas.

Exames Complementares:

Conclusio:

Comentérios:

Todos os animais apresentaram hematopoiese extramedular no bago e, em alguns casos, no figado. Contudo, este achado &
normal em camundongos.

Alguns animais apresentaram alteragdes neuronais que foram interpretadas como artefato (Animais 1, 2, 3 e 6). Tais
alteracGes poderiam ser também indicativas de hipéxia ou isquemia do SNC, mas para esta interpretagéio seriam necessariat
mais informagdes sobre o protocolo experimenta

Belo Horizonte, 13/8/2008- Renat a Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

ima Sanias
de L|,-]Jl
enaio G 4811
fLic)

FFUJ' R CRMV-M
ey tIF
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GER%: -
ESCOLA DE VETERINARIA
DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS
SETOR DE PATOLOGIA

Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Nimero do Exame:08/00781 Ficha Clinica N*

Espécie: camundongo Data de Recebimento:

Nome do Animal Sal 1 azul Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necrépsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo F. Gongalo
Idade: dias Tel./Fax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia: externo

Veterindrio Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Exame Solicitado( ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégico ( ) Bacterioldgico
( ) Virolégico ( ) Parasitolégico ( ) Outros:

Material Enviado:{ ) Material Fresco - ( ) Carcaca ( ) Orgaos:
{ X ) Material Fixado:

Histdrico:

Nao informado.

Achados Macroscopicos:

Encaminhado fragmentos de linfonodo, figado, rim, pulm&o, coracdo, intestino, bacgo, sistema nervoso central sem lesdo
aparente.

Histopatologia:

Fragmentos de rim, figado, encéfalo (cérebro e cerebelo), intestino delgado, musculo estriado esquelético, pulmao, baco e
bexiga, sem alteragdes histoldgicas significativas

Exames Complementares:

Conclusao:
Sem alteracoes histolégicas significativas
Comentarios:

7

Y 7
L/Q/‘l/ "

Belo Horizonte, 4/8/2008 - Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

anios
~rof. Renato de Lima Sanio
CRMV-MG 4571
EV-UFMG

Setor de Patologia
Dept® de Clinica e Cirurgia
BV IERn
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS
SETOR DE PATOLOGIA

Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Nimero do Exame:08/00782 Ficha Clinica N*

Espécie: camundongo Data de Recebimento:

Nome do AnimalSal 2 azul Il Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necrdpsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo F. Gongalo
Idade: dias Tel/Fax: ) -

Peso: Kg Procedéncia:

Veterinaric Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Exame Solicitado( ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégice ( ) Bacteriologico
( ) Virolégico ( ) Parasitologico ( ) Qutros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaga ( ) Orgéos:
{ X ) Material Fixado:

Historico:
Na informado.
Achados Macroscopicos:

Encaminhado fragmentos de linfonodo, figado, rim, pulmao, coragéo, intestino, bago, sistema nervoso central sem leséo
aparente,

Histopatologia:

Fragmentos de figado, vesicula biliar, intestino delgado, encéfalo (cérebro e cerebelo), musculo estriado esquelético, pulmao,
adrenal e bexiga, sem alteragdes histoldgicas significativas

Bago: Intensa hematopoese extramedular (normal no camundongo)

Exames Compiementares:

Concluséo:

sem alteralgcGes histologicas significativas
Comentarios:
7
-/
‘f/
Belo Horizonte, 4/8/2008 - Rena% de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239
enato de Lima 5anios

CRMV-MG 4.577
EV-UFMG

rrof. R

Setor de Patoiogia
Dept® de Clinica e Cirurgia
EV-UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS
SETOR DE PATOLOGIA

Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratdrio de Diagndstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Nimero do Exame:08/00783 Ficha Clinica N*

Espécie: camundongo Data de Recebimento:

Nome do Animalsal 3 Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necropsia:

Sexo: Proprietario: Rafael G.F. Gontijo
Idade: dias TelJFax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia: externo

Veterinario Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3498-2239

Exame Solicitado( ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
( ) Virolégico ( ) Parasitologico ( ) Outros:
Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaca ( ) Orgédos:

( X ) Material Fixado:

Histoérico:

Achados Macroscopicos:

Encaminhado fragmentos de baco, linfonodo, figado, rim, intestino, encéfalo, e coracéo sem lesdo aparente
Histopatologia:

Pulmao: Hemorragia multifocal discreta no paréngquima pulmonar ‘ )
Musculo estriado esquelético: infiltrado linfohistiocitario difuso e discreto no tecido conjuntive (fascia) adjacente ao tecido
muscular

Fragmentos de figado, rim, intestino delgado, coragao e encéfalo (cérebro e cerebelo) sem alteragdes histoiogwas
significativas

Exames Complementares:
Concluséo:

Comentarios:

o

Belo Horizonte, 4/8/2008 - Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

rrof. Renato de Lima Santos
CRMV-MG 4.577
EV-UFMG

Setor de Patologia
Dept® de Clinica e erurgra

EY/ tiraams
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS
SETOR DE PATOLOGIA

Laudo Anatomopatologico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagndstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Numero do Exame:08/00784 Ficha Clinica N*

Espécie: camundongo Data de Recebimento:

Nome do Animal Salina 4 Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necropsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo F. Gongalo
Idade: dias Tel./Fax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia:

Veterinario Responsavel:
Patologista Responsdvel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2238

Exame Solicitado( ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
( ) Viroldgice ( ) Parasitolégico ( ) Outros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaga ( ) Orgéos:
( X ) Material Fixado:

Histérico:

Né&o informado.

Achados Macroscdpicos:

Encaminahdo fragmentos de linfonodo, figado, rim, pulm&o, coragao, intestino, bago, sistema nervoso central sem leséo
aparente.

Histopatologia:

Musculo estriado esquelético: Area focal com proliferagdo de células mesenquimais, com algumas células multinucleadas,
com nucleos enfileirados, compativel com proliferagdo de rabdomidcitos/células satélites. Infiltrado linfohistiocitario multifocal
discreto

Pulmao: Congestao acentuada e hemorragia multifocal a coalescente

Baco: hiperplasia linféide moderada

Fragmentos de figado, coragdo, intestino delgado, encéfalo, pancreas, rim e linfonodo, sem alteragdes histolégicas
significativas

Exames Complementares:
Conclusio:

Comentarios:
~7
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Belo Horizonte, 4/8/2008 - Renatc‘%e Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Prof. Renato de Lima Santos
CRMV-MG 4.577
EV-UFMG

Setor de Patologia
Dept® de Clinica e Cirurgia
Fiznieam
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS
SETOR DE PATOLOGIA

Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Ndmero do Exame:08/00799 Ficha Clinica N‘Externo
Espécie: camundongo Data de Recebimento:
Nome do Animal NP5 Data do Obito:

Raca: swiss Data da Necrépsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo
Idade: dias Tel/Fax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia:

Veterinario Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3498-2239

Exame Solicitadoy ) Necropsia ( X ) Histopatologico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
( ) Virolbgico ( ) Parasitolégico { ) Qutros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaca ( ) Orgaos:
() Material Fixado:

Histdrico:

Achados Macroscopicos:

Encaminhados fragmentos de figado, rim, misculo esquelético, bago, intestino delgado, pulméo e sistema nervoso central:
sem lesdo aparente

Histopatologia:

Musculo estriado esquelético: acimulo de material basofilico amorfo e acelular entre as fibras musculares com mineralizagéo
discreta e multifocal na periferia e auséncia de inflamacgéo.

Baco, pulmao, figado, rim, intestino delgado e encéfalo: sem alteracbes histologicas significativas.

Exames Complementares:
Concluséo:

Comentérios:
/ /

v/

Belo Horizonte, 19/8/2008- Renad de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239
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Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratdrio de Diagnostico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel

102

.1 (31) 3499-2294

Namero do Exame:08/00800 Ficha Clinica N*

Espécie: camundongo Data de Recebimento:
Nome do AnimalNP 6 Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necrépsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo
Idade: dias TelJFaxy{ ) -

Peso: Kg Procedéncia: externo

Veterinario Responsavel:
Patologista Responséavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3498-2239

Exame Solicitadoy ) Necropsia ( X ) Histopatologico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
{ ) Virolégico ( ) Parasitolégico ( ) Outros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaca ( ) Orgéos:
( X ) Material Fixado:

Histérico:

Achados Macroscopicos:

Encaminhados fragmentos de figado, baco, intestino delgado, pulméo, coracéo e sistema nervoso: sem les&o aparente

Histopatologia:

Pulméo: hemorragia multifocal moderada.
Bago, rim, coragéio, encéfalo e intestino delgado: sem alteragdes histolégicas significativas

Exames Complementares:

Conclusio:

Comentérios:

Belo Horizonte, 19/8/2008- Renatd.de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239
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FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagndstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Ndmero do Exame:08/00809 Ficha Clinica N‘Externo
Espécie: camundongo Data de Recebimento:
Nome do AnimalPVP5 Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necrépsia:

Sexo: Proprietéario: Rafael Gontijo
Idade: dias Tel./Fax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia:

Veterinario Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Exame Solicitado{ ) Necropsia ( X ) Histopatolégico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
() Virologico ( ) Parasitolégico () Outros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaga ( ) Orgdos:
( X ) Material Fixado:

Histérico:

Achados Macroscépicos:

Encaminhados fragmentos de musculo esquelético, figado, rim, coragéo, pulméo, bago, intestino delgado e sistema nervoso

central: Sem lesao aparente
Histopatologia:

Pulm&o: congestdo e edema discretos.
Bago: congestéo discreta.

Coracdo, Masculo Estriado Esquelético, Figado, Encéfalo, Intestino delgado: sem alterages histolégicas significativas.

Exames Complementares:

Conclusao:

Comentarios:

Belo Horizonte, 19/8/2008- Re de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

i | ima Sanioy
rraf. Renato de Lima 5

CRMV-MG 4577
EV-UF}
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FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Nidmero do Exame:08/00810 Ficha Clinica N‘Externo
Espécie: camundongo Data de Recebimento:
Nome do AnimalPVP 6 Data do Obito:

Raga: swiss Data da Necrdpsia:

Sexo: Proprietario: Rafael Gontijo
Idade: dias Tel.Fax: ) -

Peso: Kg Procedéncia:

Veterinario Responsével:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239

Exame Solicitado ) Necropsia ( X ) Histopatol6gico ( ) Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
( ) Virolégico ( ) Parasitolégice ( ) Outros:

Material Enviado:( ) Material Fresco - ( ) Carcaca ( ) Orgéos:
{ X ') Material Fixado:

Histdrico:

Achados Macroscépicos:

Encaminhados fragmentos de musculo esquelético, figado, rim, coragde, pulmao, bago, intestino delgado e sistema nervoso

central: Sem les&o aparente
Histopatologia:

Pulméao: hemorragia difusa e acentuada.
Pancreas: infiltrado linfocitario intersticial focal e discreto.
Bago hiperplasia linféide discreta.

Intestino delgado, encéfalo, figado, coragéo e musculo estriado esquelético: sem alteragdes histolégica significativas.

Exames Complementares:

Conclusio:

Comentérios:

Belo Horizonte, 19/8/2008- Rer( de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3499-2239
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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