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1
INTRODUGAO

1.1.
Introducao as Nanoparticulas Magnéticas

Particulas magnéticas tém se mostrado uteis em varias aplicagdes
de biociéncias incluindo: ensaios imunoldgicos, separacdo de células,
purificacdo e isolagdo de DNA e RNA. Particulas magnéticas séao
envolvidas por um material ndo magnético (SiO,, dextran etc.) e contém
material magnético s6 no seu nucleo (magnetita, ferrita de cobalto etc.). O
diametro, incluindo a cobertura, € de algumas dezenas de nanémetros a
alguns micrdmetros. Em medicina, elas podem ser usadas tanto “in vivo”
(onde as particulas séo introduzidas no corpo do paciente) como “in vitro”
(ensaios imunolégicos e outros tipos de manipulagdo de amostras
bioldgicas). No caso do uso “in vivo” o tamanho fica limitado as particulas
de didmetro até poucas centenas de nanémetros.

Nesta tese, foram utilizadas nanoparticulas magnéticas fabricadas
para ensaios imunolégicos (“in vitro”), mas o capitulo 2 apresenta
algumas breves palavras sobre uso de nanoparticulas “in vivo”.

Quando as nanoparticulas magnéticas sado usadas em ensaios
imunoldgicos, sdao comumente chamadas de marcadores, pois elas
funcionam para marcar a existéncia de virus ou outro antigeno no material
biolégico analisado. O principio basico consiste em prover a superficie
externa da particula com ligantes que tenham afinidade com as moléculas
alvo. Uma vez que as particulas sdo misturadas com amostras contendo
as moléculas alvo, apds o periodo de incubacdo, as moléculas alvo se
acoplam com as particulas magnéticas. Depois disto, o conjunto
magnético pode ser facilmente separado usando um separador
magnético.

Quando o ligante € um anticorpo o procedimento é chamado de

ensaio imunolégico, que € uma ferramenta altamente sensivel e
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especifica em diagnésticos clinicos e em pesquisas fundamentais.
Técnicas que usam as propriedades magnéticas das particulas para
separacao tém grande vantagem em relagado aos procedimentos padrodes,
eliminando a necessidade de centrifugagdes ou filtragens, logo reduzindo
o tempo do ensaio.

A aplicagdo de particulas magnéticas em ensaio imunologicos
evoluiu para o uso do magnetismo nao s6 para separagdo, mas também
para quantificacdo do ensaio através da detec¢cdo do campo magnético

proveniente delas. O uso do SQUID facilitou este procedimento.

1.2.
Introdugao ao SQUID

Até o momento, varios sistemas de SQUID tém sido propostos para
realizar ensaios imunoldgicos com nanoparticulas magnéticas. Eles sao
baseados em medicbes de remanéncia [1], [2]; relaxacdo [3, 4, 5]; e
suscetibilidade [6, 7]. Em todos estes sistemas as amostras estavam na
temperatura ambiente, em alguns, dentro de camaras blindadas
magneticamente. O resultado da quantificagcdo do ensaio imunolégico é
obtido depois do uso de uma curva de calibragao que relaciona o fluxo
magnético com a massa de particulas estimada depois de varias dilui¢des
em seérie. Posteriormente, a massa das particulas é relacionada com a
quantidade de moléculas alvo.

Nesta tese foi construido um sistema especial para realizar as
medi¢cdes das amostras de nanoparticulas. Neste sistema, ndés usamos o
SQUID como sensor magnético.

O SQUID é o sensor mais sensivel para medir fluxo magnético. Com
ele é possivel detectar um fluxo magnético muito menor do que @
(Do = h/2e = 2,07x10™"° Wb) que é da ordem do fluxo do campo magnético
terrestre através da area de uma hemacia. O principio de funcionamento
do SQUID envolve de forma combinada dois fendmenos fisicos,
quantizagao do fluxo em um anel supercondutor, e o efeito Josephson.

Nosso sistema de SQUID foi projetado para realizar ensaios

imunologicos, baseado na medigdo da magnetizagdo remanente das
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particulas magnéticas usadas como marcadores bioldgicos [8]. Ele é feito
de uma unica ponteira, consistindo de um SQUID RF torneado em uma
peca de nidbio [9] com dois furos; dois tubos retos de acgo inoxidavel de
aproximadamente 1m de comprimento na configuragdo coaxial;
conectores; suporte para o SQUID; blindagem de nidbio na regido onde
fica o SQUID e uma bobina que envolve o tubo externo. O tubo coaxial
funciona como uma linha de RF entre a eletrénica de controle do SQUID e
um circuito LC acoplado ao SQUID no banho de hélio liquido. O tubo
interno também funciona como guia entre o ambiente e um dos furos do
SQUID, permitindo a insergdo da amostra. O tempo total para a medicao
€ de aproximadamente um minuto. A sensibilidade do sistema fica em
torno de 60 mV/®, e o ruido em 10™* @, até o minimo de 0,1 Hz.

Neste trabalho, primeiramente, n6s usamos nosso sistema de
SQUID para medir o fluxo magnético de dispersbes de particulas
magnéticas de aproximadamente 900 nm de didametro, usadas em
ensaios imunoldgicos. Elas sao diluidas até formarem amostras de baixa
concentragdo (0,00016% até 0,0000012% da concentragdo original de
massa de particulas por volume de solugdo). Uma vez que o fluxo
magnético € medido, o momento magnético das particulas pode ser
avaliado. Como as amostras tém tamanhos aproximadamente iguais ao
furo do SQUID, ndés nado podemos usar a aproximacado de dipolo
magnético para calcular seus momentos magnéticos. Em vez disto,
usamos um modelo de indutancia mutua entre duas superficies cilindricas
[10], permitindo assim encontrar o fluxo total no volume do cilindrico maior
em funcdo da corrente que contorna a parede do cilindro menor. Isto é
possivel, pois um cilindro com corrente uniforme contornando a sua
parede gera um campo magnético no espago que tem uma geometria
igual ao campo gerado por um volume cilindrico de material magnético
com magnetizagdo uniforme. Para quantificar o ensaio imunoldgico, nés
usamos 0s momentos magnéticos para obter a massa de 6xido de ferro
presente em cada amostra. Prosseguindo na pesquisa analisamos
nanoparticulas magnéticas com propriedades superparamagnéticas a
temperatura ambiente, mas que apresentam remanéncia a temperatura

de hélio liquido. Nanoparticulas magnéticas de 50 nm e de 176 nm de
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diametro externo foram medidas com dois tipos de SQUIDs de geometrias
diferentes.

As principais contribuicbes que pretendemos dar ao assunto s&o: a
utilizagcdo de um SQUID maci¢o (de baixo custo) para realizagdo das
medicdes, sem a utilizacdo de transformadores de fluxo e camaras
blindadas, e a realizagdo da medicdo a 4,2 K de forma a aumentar o
tempo de relaxagdo de Néel aumentando assim a remanéncia dos

marcadores.
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