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RESUMO

O cancro € uma das doengas com maior incidéncia na populagdo mundial na atualidade, com
uma taxa de mortalidade enorme. Os principais problemas na luta contra o cancro prendem-se com
a dificuldade de diagndstico precoce, a citotoxicidade associada aos farmacos anticancerigenos
usados em quimioterapia convencional e a falta de tratamentos mais eficazes. A nanotecnologia
surge agora com capacidade para dar resposta a este tipo de problemas estando a revolucionar a area
da medicina.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de magnetolipossomas (MGLs)
baseados em magnetite com potencial de aplicacdo no tratamento do cancro pelo efeito conjugado
da hipertermia intracelular e entrega controlada de farmacos antitumorais (quimioterapia
direcionada), por aplicacdo de um campo magnético externo.

Foram preparadas nanoparticulas magnéticas (NMPs) de magnetite por varios métodos.
Algumas das nanoparticulas sintetizadas apresentam tamanho reduzido (<20 nm), tendo baixa
polidispersividade e baixa coercividade (Hc=10 Oe). Essas nanoparticulas foram incorporadas com
sucesso em lipossomas, obtendo-se magnetolipossomas.

Trés compostos fluorescentes, potencialmente antitumorais, derivados de tieno[3,2-
b]piridinas previamente sintetizados no Centro de Quimica da Universidade do Minho, foram
caracterizados por espetroscopia de absorcdo (UV-visivel) e fluorescéncia. Os compostos
demonstraram emissdo de fluorescéncia razodvel em varios solventes, com rendimentos quanticos
de fluorescéncia entre os 2% (cloroférmio) e os 69% (dimetilsulféxido). No entanto ndo apresentam
emissdo de fluorescéncia em solventes proticos como (agua ou alcoois).

Os resultados do estudo fotofisico dos compostos em vesiculos lipidicos indicaram que estes
se localizam na zona da bicamada lipidica, num ambiente relativamente hidrofdbico, apresentando
uma emissao de fluorescéncia razoavel nessas condi¢des. Assim sendo, estes compostos podem ser
transportados na bicamada lipidica de MGLs para entrega controlada de farmacos.

Por fim, foram feitos estudos da interacdo ndo especifica entre 0s magnetolipossomas e as
células usando vesiculos unilamelares gigantes (GUVs) como modelos de membrana celular. Neste
sentido, foram realizados ensaios para avaliar a transferéncia de energia ressonante de Forster
(FRET) entre os compostos (doadores) incorporados em magnetolipossomas e lipidos marcados
com a sonda fluorescente NBD (aceitante) incorporados nos GUVs. Apesar de ndo ter sido possivel
comprovar inequivocamente a ocorréncia de FRET entre os fluoroforos, a inibicéo de fluorescéncia
do NBD pelas MNPs nos magnetolipossomas parece ser indicativo da interacdo entre os dois

sistemas, possivelmente por fusdo membranar.
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ABSTRACT

Cancer is one of the diseases with higher incidence among the world’s population
nowadays, with a huge mortality rate. The main obstacles in the fight against cancer are due to
difficulties in early diagnosis, the cytotoxicity associated with the antitumoral drugs used in
conventional chemotherapy and the lack of more efficient treatments. Nanotechnology now arises
with ability to provide answers to such problems, causing a revolution in medicine.

The goal of this work was the development of magnetoliposomes (MGLs) based on
magnetite to be applied in the treatment of cancer by the synergistic effect of intracellular
hyperthermia and antitumor drug delivery, by application of an alternating magnetic field.

Magnetic nanoparticles of magnetite were prepared by several methods. Some of the
synthesized nanoparticles had a small size (<20nm), a narrow size distribution and low coercivity
(Hc=10 Oe). Those nanoparticles were successfully incorporated into liposomes leading to
magnetoliposomes.

Three fluorescent compounds, with potential antitumor activity, thieno[3,2-b]pyridine
derivatives, previously synthesized in the Centre of Chemistry of Minho University, were
characterized by absorption and fluorescence spectroscopy. All compounds showed significant
fluorescence emission in several solvents, with fluorescence quantum vyields between 2%
(chloroform) and 69% (dimethylsulfoxide). However, they are not fluorescent in protic solvents
(like water and alcohols).

The results of the photophysical study of compounds incorporated in lipid vesicles indicated
that compounds were mainly located in the lipid bilayer, in a mainly hydrophobic environment,
showing reasonable fluorescence emission under these conditions. Thus, these compounds can be
transported in lipid membranes of MGLs to be used as drug delivery systems.

Finally, studies of the non-specific interaction between the MGLs and cells were performed
using giant unilamellar vesicles (GUVSs) as cell membrane models, in order to assess the Forster
resonance energy transfer (FRET) between the compounds (donors) incorporated in MGLs and
lipids labeled with the NBD fluorescence probe NBD (acceptor) incorporated in the GUVs.
Although it was not possible to prove unequivocally the occurrence of FRET between the
fluorophores, the quenching of NBD emission by the magnetic nanoparticles present in the MGLs
seems to be indicative of non specific interaction between the two systems, possibly by membrane

fusion.
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1. INTRODUCAO

1.1. O papel da nanotecnologia na luta contra o cancro

O cancro é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda causa de morte
nos paises subdesenvolvidos. Segundo um projeto realizado pela organizacdo mundial de salde
chamado GLOBOCAN, em 2008, surgiram 12,7 milhdes de novos casos de cancro e ocorreram 7,6
milhGes de mortes no mundo [1]. A incidéncia desta doenca tende a aumentar, em grande parte,
devido ao aumento e envelhecimento da populacédo e a adogdo de um estilo de vida que promove o
desenvolvimento de cancro. O habito de fumar, a inatividade fisica e habitos alimentares errados
séo as principais causas do aumento da incidéncia desta doenca [1].

A taxa de mortalidade de pacientes com cancro tem diminuido nas duas ultimas décadas
(22,9% nos homens e 15,3% nas mulheres entre 1990 e 2008) [2], no entanto, ainda hd muito a ser
feito na area da oncologia, surgindo a necessidade de desenvolver sistemas para dete¢do precoce,
descobrir novos marcadores especificos para o cancro e desenvolver novas abordagens para o
tratamento personalizado.

A nanotecnologia é uma tecnologia emergente com grande crescimento nos ultimos anos e
com uma importancia crescente nas mais diversas areas. A nanotecnologia consiste no
desenvolvimento e utilizacdo de materiais, dispositivos ou sistemas através do controlo a escala
nanomeétrica, ou seja, ao nivel dos a&tomos, moléculas e estruturas supramoleculares. O Programa
Norte-Americano para a Nanotecnologia - National Nanotechnology Initiative define
nanotecnologia como o estudo de estruturas em que pelo menos uma das suas dimensdes tem
tamanho entre 1 e 100nm. No entanto, estruturas com algumas centenas de nanémetros sdo também
consideradas aplicacBes nanotecnoldgicas [3].

Nesta escala de tamanhos, 0s materiais, como metais, semicondutores e polimeros,
apresentam propriedades 6éticas, elétricas e magnéticas diferentes dos mesmos materiais a escala
macrométrica, abrindo-se assim, novas possibilidades na sua aplicacdo [4]. Como a maior parte dos
processos biologicos ocorrem a escala dos nandémetros, a nanotecnologia tem enormes
potencialidades de aplicacdo no estudo, tratamento e diagnostico de doencas [4].

Ultimamente, a nanotecnologia tem sido usada em varios setores da terapéutica,
revolucionando o campo da medicina, onde nanoparticulas sdo desenhadas quer para o diagnostico
e terapia de doencas, bem como ferramenta biomédica para investigagéo [5].

Neste sentido surgiu o termo nanomedicina. De acordo com um grupo de trabalho da

Fundagdo Europeia para a Ciéncia - European Science Foundation, em 2004, nanomedicina é a

1



construcdo de sistemas a escala nano (entre 1 e 100nm) que consistem em, pelo menos, dois
componentes, em que um dos quais € um principio farmacologico ativo e o sistema como um todo
desempenha funcGes especificas relacionadas com o diagnostico, tratamento ou prevencdo da
doenca [6].

Durante os ultimos anos, tém sido feitos progressos consideraveis na nano-oncologia, ou
seja, na aplicacdo da nanomedicina no cancro que €, atualmente, o0 ramo mais importante da
nanomedicina [7].

A nano-oncologia tem sido implementada no controlo e tratamento do cancro e pensa-se que
esta possa levar a grandes avangos no diagnostico, detecdo e tratamento da doenca. Uma das
ferramentas mais Uteis sdo 0s nanovetores, ou seja, nanoparticulas ou nanossistemas que podem
transportar drogas ou agentes de contraste, e que, podem ser direcionados para a zona do tumor,
aumentando a eficiéncia do tratamento e/ou diagndstico, reduzindo ao mesmo tempo, a
citotoxicidade geralmente associada aos agentes antitumorais em tratamentos de quimioterapia
convencional.

A nanooncologia € reconhecida até mesmo pelo National Cancer Institute que considera que
esta representa uma oportunidade para que ocorram grandes avangos no diagndstico e tratamento do

cancro [4].

Entrega controlada
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Figura 1 - Papel da nanobiotecnologia e da interacdo desta com outras tecnologias e abordagens no combate ao cancro. (adaptado de
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1.2. Compostos antitumorais estudados: Derivados de tienopiridinas

As piridinas e seus derivados sdo de grande interesse em quimica organica devido ao facto
de apresentarem uma grande variedade de atividades bioldgicas. Compostos contendo piridinas ou
anéis de piperidina estdo presentes em mais de 10% dos 1500 medicamentos mais usados no final
do século XX. De entre esses medicamentos, encontram-se vitaminas (B3, B6 e PP), analgésicos,
analépticos, antiarritmicos, antisséticos, antidepressivos, espasmoliticos, neurolépticos, agentes
tranquilizantes e substancias com outras atividades farmacoldgicas [8].

No ambito deste trabalho, foram estudados trés compostos derivados de tienopiridinas
sintetizados no Departamento de Quimica da Universidade do Minho. Estes derivados sdo 1,3-
diarilureias fluorescentes (2a-c) preparadas por reacdo dos grupos amina dos produtos de
acoplamento de Suzuki (la-b) obtidos a partir de metil 3-amina-6-bromotieno[3,2-b]piridina-2-
carboxilato e ésteres pinacolboronados de anilinas, com arilisocianatos, tendo-se obtido elevados

rendimentos na reacdo. O esquema de sintese encontra-se representado na figura 2 [9].

NH,

N\

| N—C0,CH;
Z 3
NH
HN™ SO
2aR®=H, 75%
5 2b R®= OCH3, 70%
R 2¢ R3= CN, 75%

1a R =NH,, R? =H
1b R? =NH,, R'=H

Figura 2 — Esquema de sintese dos compostos estudados (2a-c). As percentagens indicadas correspondem ao rendimento da reacdo

de sintese.

No ambito deste trabalho, as tieno[3,2-b]piridinas sdo de especial interesse pelo facto de
demonstrarem atividade antitumoral e anticancerigena [8]. Derivados de tieno[3,2-b]piridinas
demonstraram capacidade de inibir o recetor do fator de crescimento vascular endotelial (VEGFR-
2) [10,11,12] e o recetor do fator de crescimento dos hepatdcitos (c-MET) [12], recetores estes

envolvidos em processos de angiogenese, morfogénese e metastizacéo.



Numa investigacdo levada a cabo no Centro de Quimica da Universidade do Minho, pelo
grupo de investigadores que nos cedeu os compostos, foram sintetizados derivados de 6-
(hetero)ariltieno[3,2-b]piridinas. Em testes realizados in vitro, alguns desses compostos foram
capazes de inibir o crescimento de células de adenocarcinoma da mama (MCF-7), melanoma
(A375-C5) e células de cancro do pulméo (NCI-H460), tendo sido possivel estabelecer uma relacéo

entre estrutura e atividade (SARs) dos compostos [13].
1.3. Lipossomas
1.3.1. Caracteristicas estruturais

Lipossomas ou vesiculos lipidicos sdo particulas coloidais, auto-organizadas que ocorrem de
forma natural e que podem ser preparados artificialmente [14]. Estes agregados moleculares sdo
geralmente constituidos por fosfolipidos. Os fosfolipidos, sdo moléculas lipidicas anfipéticas, ou
seja, possuem uma cabeca polar (hidrofilica), contendo um grupo fosfato e uma cauda apolar
(hidrofdbica), constituida duas cadeias de acidos gordos. Estas moléculas sdo capazes de interagdes

hidrofilicas e hidrofobicas, formando estruturas organizadas em solucdo aquosa (Figura 3).

Micela Micela Micela Micela invertida
invertida alongada alongada
Lipossomas
Fase hexagonal LMVs Fase hexagonal
normal Q\_)C) inversa
- 9, s
s LUVs FRPTTPTPTROTTere?
SUVs TRy
Micela alongada com Fase lamelar

fragmentos de bicamada

Figura 3 — Possiveis fases resultantes da auto-organizacdo de moléculas anfipaticas em solugdo aquosa. A fase formada por estas
moléculas depende de fatores como, a forma da molécula, concentracdo, temperatura e forga idnica do meio. (adaptado de [15])

SUVs — Vesiculos unilamelares pequenos; LUVs — Vesiculos unilamelares grandes; LMVs — Vesiculos multilamelares grandes.



A forma como as moléculas lipidicas anfipaticas se auto-organizam em solucdo aquosa,
depende de varios fatores que podem ser manipulados de forma a obter agregados lipidicos com as

propriedades pretendidas:

1. Concentracéo do lipido:

A elevadas concentracGes formam fases liquido-cristalinas bem organizadas, tais
como, fase lamelar, hexagonal ou cubica. Aumentando a concentracdo de agua, estas
fases liquido-cristalinas dispersam-se formando particulas coloidais como micelas ou

lipossomas [14].

2. Forma da molécula

Dependendo da molecula, a relagdo entre area polar (Ap) e a area apolar (Anp) varia.
Para moleculas em que a A, > A, formam-se particulas com alta curvatura (por ex.
micelas), para moléculas com A, semelhante a A, formam-se geralmente particulas
com bicamada (como lipossomas) e para moléculas com A, < A,, formam-se

particulas com curvatura invertida (micelas invertidas) [15] (Figura 4).

3. Temperatura
As moléculas lipidicas anfipaticas sdo caracterizadas por possuir uma determinada

temperatura de transicdo (Ty), & qual ocorre uma transicdo de fase. Abaixo da
temperatura de transicdo, os lipidos encontram-se na sua fase gel altamente
ordenada. Aumentando a temperatura acima da temperatura de transicao, os lipidos

passam para a fase liquido-cristalina, mais fluida e desordenada [15].

4. Forca idnica (pH)

A forca idnica pode ser manipulada para promover uma transicdo de fase. O aumento
da forca ionica (diminui¢&o do pH) aumenta a area polar (A,) das moléculas. Assim,
bicamadas lipidicas em fase lamelar ou vesicular tornam-se termodinamicamente
instaveis, passando a fases de maior curvatura mais estaveis a estas condigbes >

micelas [15].
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Figura 4 - Efeito da forma molecular no tipo de estruturas formadas (adaptado de [15]).

Os lipossomas sdo, entdo, estruturas lipidicas compostas por moléculas anfipaticas que se
auto-organizam em solucdo aquosa numa ou mais bicamadas contendo agua no seu interior. De

acordo com o seu tamanho e nimero de camadas os lipossomas podem ser classificados como:

e SUVs - Vesiculos unilamelares pequenos (<100nm)
e LUVs - Vesiculos unilamelares grandes (>100nm)

e LMVs — Vesiculos multilamelares grandes (>100nm) [16]
1.3.2 Aplicacgoes dos lipossomas

Os lipossomas sdo nanossistemas vistos, atualmente, como tendo um enorme potencial de
aplicagdes nas mais diversas areas, principalmente devido ao facto de caracteristicas como o
tamanho, estrutura, composicdo quimica, densidade de carga e permeabilidade, poderem ser
controladas pelo método de prepara¢do. Uma das propriedades mais interessantes destes sistemas é
o0 seu carater anfifilico, que os torna sistemas de elei¢do para a solubilizacdo de uma vasta gama de

compostos hidrofilicos e hidrofébicos. Para além destas propriedades fisico-quimicas, 0s



lipossomas podem ser desenvolvidos com lipidos naturais, sendo, portanto, sistemas ndo toxicos,
ndo imunogénicos e biodegradaveis [17], com aplicacdo 6bvia em farmacologia e medicina.

Estes sistemas sdo, ainda, uma ferramenta valiosa em estudos cientificos, sendo usados
como modelos para estudo de topografia, biofisica membranar, fotofisica, fotoquimica, funcéo
celular, interacdo coloidal, funcdo génica entre outros [15,17].

Em termos de aplicacBes praticas estes sistemas sdo usados como adjuvantes em vacinas,
implementadores/transportadores de sinal em diagndstico medico e bioquimica analitica,
solubilizadores ou matriz de suporte para uma vasta gama de compostos para melhorar a penetracéo
topica em cosméticos [18]. No entanto, ultimamente, o uso de lipossomas como sistema de

encapsulamento e entrega controlada de farmacos é a sua area de aplicacdo mais importante [14].

1.3.3. Os lipossomas como sistema de encapsulamento e entrega controlada de

farmacos em terapia anticancerigena

Embora os lipossomas tenham aplicacdo no encapsulamento e entrega controlada de varios
tipos de farmacos, nesta seccdo sera dada particular énfase a aplicagdo destes sistemas na terapia
anticancerigena, uma vez que esse € o foco deste trabalho.

Avancos recentes nas ciéncias biomédicas tém resultado ultimamente no desenvolvimento
de um grande nimero de novos compostos com potencial terapéutico comprovado em estudos in
vitro. No entanto, muitos destes compostos sdo incapazes de demonstrar resultados satisfatérios na
fase dos estudos clinicos (in vivo). No caso dos agentes antitumorais, muitos possuem elevada
toxicidade para linhas celulares tumorais in vitro, mas a sua falta de especificidade para células
tumorais, limita a sua aplicacdo in vivo. Uma das maiores limitacbes de alguns compostos
antitumorais, € o seu baixo indice terapéutico (T1), ou seja, a dose necessaria para ser eficiente no
tratamento de tumores, causa citotoxicidade nos tecidos normais [16]. O baixo indice terapéutico
pode dever-se a:

1. Inabilidade de alcancar concentragdes terapéuticas no local do tumor [16].

2. Citotoxicidade ndo especifica para os tecidos normais [16].

3. Problemas associados a formulagdo dos compostos como, por exemplo, baixa
solubilidade [16].

Por estas razdes, surge a necessidade de desenvolver vetores para o transporte destes

compostos, que permitam solubiliz&-los e protegé-los de forma a alterar a sua biodistribuicdo no



organismo, para que a maior parte possa chegar ao local do tumor e tenha, assim, eficiéncia
terapéutica [16].

Devido as propriedades dos lipossomas, anteriormente mencionadas, estes surgem como
sistemas capazes de encapsular uma grande variedade de compostos (hidrofébicos e hidrofilicos),
protegendo-0s no seu interior, até estes chegarem ao local pretendido (tumor), evitando assim 0s
efeitos citotoxicos nos tecidos normais. Avancos recentes no desenvolvimento de lipossomas tém
permitido um melhor controlo da estabilidade e reatividade destes sistemas ap6s administracao
sistémica [19]. Aquando do desenvolvimento de sistemas baseados em lipossomas para entrega
controlada de farmacos, € essencial ter em conta propriedades como composi¢éo, tamanho, fluidez e
carga superficial, uma vez que estas propriedades influenciam largamente a eficiéncia de

encapsulamento e as interagdes com componentes bioldgicos in vivo.

1.3.3.1. Composicao

Os lipossomas sdo geralmente constituidos por lipidos de origem natural ou sintética
(fosfolipidos e esfingolipidos), podendo conter outros componentes como colesterol e polimeros
hidrofilicos. A composicdo molecular dos lipossomas determina em grande parte as suas
propriedades, tais como fluidez da membrana, densidade de carga e permeabilidade. Por sua vez,
estas propriedades determinam a forma como os lipossomas interagem com componentes do sangue

e outros tecidos e a forma como sdo internalizados pelas células [16].
1.3.3.2. Tamanho

O tamanho dos lipossomas encontra-se geralmente numa gama de tamanhos entre 0s muito
pequenos (25nm) e os grandes (2,5um). O tamanho dos lipossomas é importante na medida em que
este pardmetro determina a capacidade de encapsulacdo (lipossomas maiores tém maior capacidade
de encapsulacdo) e o tempo de vida de circulacdo do lipossoma no organismo (lipossomas mais
pequenos tém um tempo de vida maior).

Lipossomas mais pequenos, com tamanho inferior a 100nm, tém maior acumulac¢do na zona
do tumor. Este facto pode dever-se em parte ao maior tempo de vida de circulagdo [20], mas
também a sua capacidade de circular nos capilares junto ao tumor e de extravasar para o interior dos
tecidos tumorais pelas fendas (imperfeigdes) existentes nesses vasos sanguineos. A presenga de

imperfei¢Oes ou fendas nos vasos sanguineos é caracteristica nas zonas do tumor [16].



1.3.3.3. Fluidez da bicamada lipidica

Como ja referido anteriormente, a fluidez da bicamada lipidica é uma propriedade dos
lipossomas que depende da sua composicdo e da temperatura do meio. A fluidez da bicamada
lipidica pode ser alterada usando fosfolipidos com diferentes T, Cada fosfolipido possui uma Tp,
especifica, que pode variar entre -20 e 90 °C e que depende do comprimento e do grau de saturacdo
das cadeias dos acidos gordos. Lipossomas constituidos por lipidos com alta T, (>37 °C), sdo menos
fluidos a temperatura fisiologica e, portanto, menos permeaveis. Pelo contrario, lipossomas
constituidos por lipidos com baixa Tn, (<37 °C), estdo mais suscetiveis a libertar os farmacos
encapsulados na sua fase aquosa a temperatura fisiolégica [16]. Para além disto, a fluidez da
membrana influencia a interacao dos lipossomas com as células. Lipossomas compostos por lipidos
com elevada T, parecem ter uma taxa de absorcdo por parte do sistema reticulo-endotelial (RES)

menor do que lipossomas compostos por lipidos com baixa Tn, [21].
a) O papel do colesterol na fluidez da bicamada lipidica

O colesterol € um lipido frequentemente usado em formulages lipossomais. Esta molécula é
importante na medida em que tem um papel regulador na fluidez da membrana do lipossoma,
aumentando assim a sua estabilidade. Abaixo da temperatura de transicdo de fase, quando a
membrana se encontra no seu estado liquido-cristalino, a presenca de colesterol torna a membrana
mais rigida e menos permeavel. Acima da temperatura de transicdo de fase, quando a membrana se
encontra no seu estado gel, o colesterol assume o papel inverso, tornando a membrana mais fluida e
permeavel (Figura 5). Em altas concentragdes (razdo molar > 30%), o colesterol pode eliminar
completamente a transicdo de fase e diminuir substancialmente a fluidez da membrana acima da T,

aumentando a sua estabilidade e evitando a libertacdo do farmaco [16].
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Figura 5 - Influéncia do colesterol na regulacdo da fluidez da bicamada lipidica. [22]

1.3.3.4. Carga superficial

Dependendo da sua carga superficial, os lipossomas podem ser neutros, aniénicos ou

catiénicos. A densidade de carga superficial dos lipossomas depende da sua composicao:

Lipossomas Neutros — Os lipossomas sdo neutros quando sdo constituidos por
fosfolipidos neutros (sem carga) ou por fosfolipidos zwiteridnicos (neutros, com duas
cargas opostas que se anulam).

Lipossomas Anidnicos — Compostos por fosfolipidos aniénicos (carregados
negativamente)

Lipossomas Catidnicos — Compostos por fosfolipidos catidnicos (carregados

positivamente).

A natureza e a densidade de carga superficial nos lipossomas sdo parametros importantes

que influenciam a sua interacdo com as células. Lipossomas neutros, principalmente SUVs, sdo

fisicamente instaveis devido a falta de carga superficial, tendo tendéncia para se agregar [23]. Para

além disso, os lipossomas neutros ndo interagem significativamente com as células [24], ndo sendo,

portanto, bons sistemas para entrega controlada de farmacos intracelularmente. Por outro lado, uma
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alta densidade de carga superficial promove as interacGes lipossoma-célula, tendo ja sido
demonstrado que lipossomas carregados negativamente penetram na célula atraves de endocitose
[25]. No entanto, lipossomas anionicos podem libertar o farmaco encapsulado na circulagdo
sanguinea ou no espago extracelular, devido a interagbes com componentes do sangue e tecidos
[24]. Ao contrario dos lipossomas anionicos, lipossomas cationicos tém sido propostos como
sistemas de entrega controlada de farmacos, capazes de penetrar nas células por fusdo membranar
[26].

1.4. Nanoparticulas Magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) sdo geralmente definidas como sélidos em que as
suas trés dimensBes sdo menores do que 100nm e que apresentam propriedades magnéticas. Nesta
gama de tamanhos, as particulas possuem uma elevada relacdo superficie/volume, em que a grande
maioria dos atomos se encontram a superficie, fazendo com que estas possuam propriedades Unicas,
diferentes dos materiais a escala macrométrica [27].

Devido as suas propriedades unicas, as MNPs constituem uma importante ferramenta de
pesquisa em areas como ciéncias de materiais, fisica, geologia, biologia e medicina [28]. Para além
disso, possuem também um elevado potencial de aplicacdo pratica, nomeadamente em biomedicina,
no diagnostico e tratamento de doencas [29].

As MNPs, particularmente nanoparticulas de magnetite, existem na natureza, sintetizadas
por varios seres vivos [29]. Por exemplo, os salmdes possuem nanoparticulas de magnetite nas suas
cavidades nasais que, acredita-se, Ihes permitem orientar-se nos seus movimentos migratérios,
usando o campo magnético da terra como referéncia [30].

No entanto, atualmente é possivel sintetizar MNPs de forma artificial, tendo sido publicados
varios métodos de sintese de MNPs de magnetite (FesO,), greigite (FesSs), magmite (y-Fe;03),
ferrites (MeO.Fe,03, onde Me = Ni, Co, Mg, Zn, Mn), e MNPs de Niquel [29].

A magnetite (Fe30,4) é um 6xido de ferro de cor negra, sendo o mineral mais magnético na
Terra [31]. Particulas de magnetite ou da sua forma oxidada magmite sdo, de longe, 0os materiais
mais usados para aplicacGes biomédicas, em parte devido as suas propriedades magnéticas e
porgue, ao contrario de outros materiais magnéticos como o niquel e o cobalto, os 6xidos de ferro

ndo sdo toxicos [32].
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1.4.1. Métodos de preparacado de MNPs de magnetite

A escolha do método de preparacdo de MNPs para aplicacdo biomédica, é de extrema
importancia, pois, dependendo do método usado, as suas propriedades finais serdo diferentes. Os
métodos de preparacdo devem permitir obter, de forma reprodutivel, nanoparticulas com tamanho e
forma uniformes [32].

Entre os métodos de sintese mais usados encontram-se a coprecipitacdo em solugcdo aquosa e

a sintese em micelas invertidas.

1.4.1.1. Coprecipitacdo a partir de solucéo

Em geral, este método permite um controlo rigoroso do tamanho e da forma, sendo,
portanto, apropriado para a sintese de nanoparticulas para uso biomédico. As MNPs sdo preparadas
por uma reacdo de precipitacdo em solucdo aquosa, processo que envolve a separagdo entre a
nucleacdo (formacdo do nucleo) e crescimento [33]. A nucleacdo inicia-se quando as espécies
reativas em solucdo atingem um ponto de saturacdo supercritica. Depois, 0s nlcleos formados
crescem uniformemente por difusdo dos solutos em solugédo para a superficie das nanoparticulas até
se atingir o tamanho final.

Nanoparticulas de magnetite (FesO4) podem ser sintetizadas por coprecipitacdo de sais de
ferro (11) e (I11) em solugdo aquosa por adicdo de uma base [34]. O controlo do tamanho, forma e
composicdo das nanoparticulas depende do tipo de sais usados (cloretos, sulfatos, nitratos, etc.), da
razdo Fe®*:Fe*, do pH e da forca iénica do meio.

Convencionalmente, as particulas de magnetite sdo preparadas por adicdo de uma base a
uma mistura aquosa de cloreto de ferro (I1) e cloreto de ferro (111) numa razdo de 1:2 [35].

A formacao das particulas de magnetite ocorre segundo a rea¢do quimica:

Fe”" + Fe®* + 80H > Fe304 + 4H,0

De acordo com a termodindmica da reacdo, a precipitacdo completa é esperada entre pH 9 e
14, enquanto se mantiver a razdo molar 1:2 sob ambiente livre de oxigénio. Outro método é usar
misturas estequiométricas de hidroxido de ferro (1) e hidroxido de ferro (111) em meio aquoso. Com
este método obtém-se particulas de magnetite esféricas e com tamanho homogéneo [36]. Ajustando

0 pH e a forca idnica do meio, é possivel controlar o tamanho das particulas numa ordem de
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grandeza [37]. O tamanho diminui a medida que o pH e a forca idnica do meio aumentam [37].
Ambos os parametros afetam a composicdo quimica da superficie e, consequentemente, a carga

eletrostatica superficial das particulas.

1.4.1.2. Sintese de nanoparticulas em micelas invertidas

Microemulsdes de agua em Oleo (w/o0), também designadas de solucGes de micelas
invertidas, sdo usadas na sintese de nanoparticulas desde os anos 80, quando as primeiras solu¢des
coloidais de nanoparticulas metalicas foram sintetizadas [38].

Nestes sistemas, pequenas gotas de agua sdo envolvidas por moléculas de surfactante,
dispersas numa fase lipidica continua. As micelas invertidas assumem um papel de confinamento
que limita o crescimento das particulas e a sua aglomeracéo [39].

Geralmente, as micelas possuem forma esférica, uma vez que esta forma diminui a energia
superficial, sendo, portanto, a forma termodinamicamente mais estavel. Por esta razdo, este método
permite obter nanoparticulas de forma esférica cujo tamanho sera dependente do tamanho micelar.

Quando séo adicionados solutos polares ou carregados a uma solugdo micelar, estes séo
compartimentados no interior das micelas (fase aquosa). Neste sentido, € importante ter em conta
que as micelas sdo sistemas dinamicos, ocorrendo frequentemente colisbes entre micelas devido ao
seu movimento Browniano, resultando na troca dos conteddos intramicelares [40,41]. Este processo
de troca é fundamental na sintese de nanoparticulas usando micelas invertidas, permitindo a
solubilizacdo de diferentes reagentes em solu¢es micelares separadas, em que a reacao ocorre
apenas apos a mistura das solucdes. Apos a mistura das solugdes, a nucleacdo ocorre inicialmente
na periferia das micelas, a medida que os reagentes no seu interior se tornam supersaturados. O
crescimento das nanoparticulas da-se, posteriormente, a partir desses pontos de nucleacéo,
alimentado pela chegada de reagentes provenientes da troca intermicelar [42].

As primeiras MNPs sintetizadas por este método foram nanoparticulas de magnetite (Fe304)
e de magmite (y-Fe,Os3), por oxidacdo de sais de ferro (1) [43]. Nesse trabalho foi usado o AOT
(dioctilsulfosuccianato de sodio) como surfactante e o iso-octano como solvente apolar, tendo sido
obtidas nanoparticulas com uma pequena distribuicdo de tamanhos (menos de 10%). Para além do
AOT, tém sido usados outros sistemas como o CTAB [44] (brometo de cetiltrimetilamonio) e SDS
(dodecilsulfato de sodio) [45].
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1.4.2. Propriedades magnéticas das MNPs

Como referido anteriormente, & escala nanométrica, os materiais apresentam propriedades
Unicas, diferentes dos mesmos materiais a escala macroscopica. No caso de materiais com
propriedades magnéticas, como é o caso das MNPs, propriedades magnéticas como a coercividade
(Hc) e a suscetibilidade (), deixam de ser caracteristicas intrinsecas, passando a estar dependentes
do tamanho, forma e composi¢cdo. Assim, é possivel obter nanoparticulas com as propriedades
magnéticas desejadas através do controlo dessas variaveis [46,47].

Antes de mais é importante fazer a distingdo entre ferromagnetismo e paramagnetismo. De
forma simples, ferromagnetismo é a propriedade de um material formar um iman permanente, ou
seja, materiais ferromagnéticos tém capacidade de manter-se magnetizados mesmo na auséncia de
campo magnético externo. J& os materiais paramagnéticos sO tém propriedades magnéticas na
presenca de um campo magnético externo. Na auséncia de campo magnético externo perdem
rapidamente a sua magnetizacao.

Nos materiais a escala macroscépica, os parametros que definem propriedades magnéticas
como a coercividade (Hc) e a suscetibilidade magnética (), sdo a composi¢ao quimica, a estrutura
cristalina, a anisotropia magnética e defeitos estruturais. No entanto, quando passamos para a escala
dos nanometros, a forma e o tamanho das particulas passam a desempenhar um papel fundamental

nas suas propriedades magnéticas.

1.4.2.1. Efeito do tamanho nas propriedades magnéticas de nanoparticulas

Um dos fendmenos mais interessantes das nanoparticulas magnéticas, o
superparamagnetismo, é altamente dependente do tamanho. A barreira de energia de magnetizacdo
anisotrépica para que ocorra inversdo de spin de um magneto é proporcional ao produto da
constante de magnetizacdo anisotropica (K,) e do volume (V) do magneto [48]. Ao contrario dos
materiais a escala macroscopica, em que a energia de magnetizacdo anisotropica é muito maior que
a energia térmica (kT) (Figura 6, linha azul), a energia térmica das nanoparticulas é suficiente para
gue ocorra uma inversdo no sentido de spin magnético, sendo, no entanto, insuficiente para
ultrapassar a energia de emparelhamento spin-spin (Figura 6, linha vermelha). Esta flutuacéo
magnética conduz a uma magnetizacdo total zero, sendo este comportamento designado
superparamagnetismo. Assim, as propriedades superparamagnéticas de um material estdo

dependentes do seu volume.
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Nanoparticulas de Oxido de ferro (y-Fe,O3) com 55nm exibem um comportamento
ferromagnetico com coercividade 52 Oe a 300K, mas particulas do mesmo material com 12nm,
demonstram um comportamento superparamagnético sem histerese (com coercividade zero) [49].
(Figura 6b, 6¢)
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Figura 6 — Transi¢do de um comportamento ferromagnético para superparamagnético de nanoparticulas, dependendo do tamanho:
(a) — diagrama de energia de nanoparticulas magnéticas com diferente alinhamento de spin magnético. Nanoparticulas grandes (linha
azul) demonstram comportamento ferromagnético, enquanto nanoparticulas mais pequenas (linha vermelha), demonstram
comportamento superparamagnético. (b e c) — Imagens de TEM e curvas de histerese de nanoparticulas de 6xido de ferro (y-Fe,05),
onde particulas de 55nm (b), demonstram comportamento ferromagnético e particulas de 12nm (c) demonstram comportamento
superparamagnético. (adaptado de [49])

1.4.2.2. Efeito da forma nas propriedades magnéticas das nanoparticulas

Outra propriedade importante que influencia as propriedades magnéticas das nanoparticulas
¢ a sua forma. Num estudo feito com nanofios de cobalto em cddigos de barras de CoPt [50], a
anisotropia dos nanofios de Cobalto demonstrou ter uma grande influéncia nas suas propriedades
magnéticas, nomeadamente nas suas curvas de histerese. Nesse estudo, foram usados nanofios de
cobalto com diametro (a) fixo de 65nm, onde se variou apenas o comprimento (b) (Figura 7a-d).

Para definir a anisotropia dos nanofios foi usada uma razdo entre o comprimento e didmetro:
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(y=b/a). A coercividade dos nanofios foi medida
com magnetizacdo na direcdo b, obtendo-se
coercividade (Hcp) = 668 Oe para os nanofios
com y=45 (Figura 7a). A medida que y diminui
para 3,5, 1 e 0,25, a coercividade diminui para
667, 164 e 76 Oe, respetivamente (Figura 7b-d),
indicando que uma maior anisotropia esta
relacionada com uma maior coercividade
magnética.

No entanto, os nanofios com vy=0,25
demonstraram uma coercividade ao longo de b
menor que os nanofios com y=1, apesar de terem
uma maior anisotropia. Apesar de tudo, isto
parece ndo estar relacionado com a sua forma,
mas sim com 0 facto dos nanofios com y=0.25
terem menor dimensdo na direcdo do campo
magnético b, uma vez que, nas medicdes feitas
ao longo da direcdo a, os nanofios com y=1
apresentarem uma menor coercividade que 0s
nanofios com y=0,25. Pode, assim, inferir-se
deste estudo que wuma forma isotrdpica,
idealmente esférica, €

nanoparticulas.

importante para se obter
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Figura 7 - Imagens de SEM (a-d) de cddigos de barras de
CoPt com varias relagfes comprimento/diametro (y=a/b) dos
nanofios de Co, e a dependéncia da forma nas suas
propriedades magnéticas (e-h). Onde as linhas azuis
correspondem as medidas de coercividade ao longo do eixo b
e as linhas vermelhas ao longo do eixo a. [50]

propriedades superparamagnéticas nas

1.4.3. Protecao e estabilizacdo das nanoparticulas magnéticas

Um dos problemas que surge na sintese de nanoparticulas prende-se com o facto de estas

terem tendéncia para se agregar ou precipitar ao longo do tempo. Para além disso, nanoparticulas

magnéticas de metais como Fe, Co e Ni sdo suscetiveis a oxidacdo em ambiente aerdbico e essa

suscetibilidade aumenta com a diminui¢do do tamanho das particulas devido a elevada razdo

superficie/volume [51].

Assim, é importante desenvolver estratégias para tornar as nanoparticulas fisica e

guimicamente mais estaveis.
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A forma mais comum de estabilizar e proteger as nanoparticulas magnéticas é cobrir as
nanoparticulas com uma camada superficial capaz de evitar a aglomeracdo e o contacto com o ar.
Deste processo, resultam nanoparticulas com estrutura de nucleo-coroa, que correspondem as
nanoparticulas magnéticas (nucleo) revestidas por um material estabilizador/protetor (coroa). Os
materiais usados para revestir as nanoparticulas podem ser organicos, como surfactante ou

polimeros, ou inorganicos, como silica.

1.4.3.1. Surfactantes

Os surfactantes sdo frequentemente usados para passivar a superficie de nanoparticulas
durante ou apds o processo de sintese, para evitar a sua aglomeracdo. Os surfactantes presentes na
superficie das nanoparticulas criam forcas repulsivas que contrabalancam as forcas atrativas
(magnéticas e de Van der Waals) que causam a aglomeracdo das particulas, mantendo-as num
estado coloidal estdvel. No entanto, a estabilizacdo de nanoparticulas magnéticas metalicas com

surfactantes ndo é suficiente para as proteger da oxidacdo em condic6es aerdbicas [51].

1.4.3.2. Silica

A silica é um material que tem sido usado para proteger nanoparticulas magnéticas. Uma
camada de silica é capaz de proteger a interacdo dos nucleos magnéticos com agentes externos. Por
exemplo, a interacdo de sondas fluorescentes com nanoparticulas magnéticas resulta
frequentemente em inibicdo (quenching) de fluorescéncia, o que ndo acontece quando as
nanoparticulas sdo revestidas com silica [52]. Para além disso, o revestimento com silica tem outras

vantagens, tais como: [51]

e Estabilidade em solucdo aquosa (as particulas tornam-se hidrofilicas)
e Facilidade de funcionalizacdo das nanoparticulas revestidas com silica através da
modificacdo da superficie com outros grupos funcionais.

e Protecdo contra degradacéo e oxidacao.
O revestimento das nanoparticulas com silica é usualmente realizado por hidrélise de
tetraetoxisilano (TEOS) em solucdo aquosa na presenca de uma base (em pH basico). A espessura

da camada de silica pode ser controlada fazendo variar a relagdo TEOS/H,0 [53].
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1.4.4. Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas sdo sistemas compostos por nanoparticulas magnéticas englobadas
em lipossomas, na sua fase aquosa ou lipidica. Estes sistemas sdo de especial interesse, uma vez que
aliam as propriedades dos lipossomas e das MNPs, referidas anteriormente.

Os lipossomas sdo agregados esféricos de moléculas anfifilicas que podem ser usados para
revestir MNPs de duas formas: incorporacdo pos-sintese ou sintetizando as MNPs diretamente no
seu interior. No primeiro caso, MNPs sollveis em agua, sdo confinadas ao centro aquoso dos
lipossomas [54], ou, alternativamente, MNPs hidrofébicas podem ser revestidas com micelas [55].
No segundo caso, as MNPs podem ser precipitadas diretamente no centro dos lipossomas, obtendo-
se nanoparticulas uniformes com tamanho t&o pequeno como 15nm [55].

O revestimento lipidico constitui vantagens importantes, especialmente para entrega

controlada de farmacos, incluindo: [56]

e Modificacao superficial simples
e Encapsulacdo adequada de farmacos
e Protecdo dos farmacos no interior do corpo até que o magnetolipossoma seja

degradado no interior das celulas alvo.

No entanto, no processo de preparacdo de magnetolipossomas ha o risco de formacdo de
aglomerados de MNPs no seu interior, conduzindo, por vezes, a propriedades fisico-quimicas e
magnéticas ndo desejadas [57]. Assim, é importante controlar o processo de revestimento das

nanoparticulas de forma a tentar obter magnetolipossomas com MNPs isoladas.

1.4.5. AplicagBes das nanoparticulas magnéticas em biomédica

As nanoparticulas magnéticas tém sido usadas na area das biociéncias e da medicina, desde
meados dos anos 70. De entre a larga gama de nanomateriais usados nessas areas, as nanoparticulas
magnéticas tém despertado um grande interesse, principalmente devido as suas propriedades
magnéticas intrinsecas. A caracteristica principal destas particulas prende-se com o facto de serem
capazes de reagir a aplicacdo de um campo magnético externo, caracteristica esta que pode ser
explorada para a entrega controlada de farmacos. A perda de histerese mediada pela aplicacdo de

um campo magnético alternado é outra das suas propriedades interessantes, revelando-se uma boa
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ferramenta em tratamentos por hipertermia. Para além disso, estas particulas tém a capacidade de
gerar elas proprias um campo magnético, influenciado pelo ambiente onde se encontram,
caracteristica esta que pode ser explorada em imagiologia por ressonancia magnética (MRI), com
grande utilidade no diagnostico de doencas, nomeadamente na identificacdo de tumores para
diagnostico precoce do cancro [58].

Este tipo de nanoparticulas tem, portanto, grande potencial de aplicacdo no campo da
nanomedicina, nomeadamente para entrega controlada de farmacos, tratamentos de hipertermia por

acdo de radiacdo eletromagnética e no melhoramento de contraste em MRI.

1.4.5.1. Agentes de contraste em MRI

A imagiologia por ressonancia magnética (MRI) é uma técnica usada no diagndstico de
doencas, com relevancia acrescida no diagnéstico do cancro. Esta técnica tem como vantagem uma
elevada resolucdo de contraste espacial entre diferentes tecidos. De forma a melhorar o contraste
das imagens obtidas, e dessa forma aumentar as potencialidades da técnica, é necessario
desenvolver agentes de contraste cada vez mais eficientes.

Nanoparticulas ferromagnéticas e superparamagnéticas tém sido desenvolvidas e usadas
como agentes de contraste em diagnostico clinico. De entre as MNPs usadas como agentes de
contraste em MRI, encontram-se as nanoparticulas superparamagnéticas de O6xido de ferro
(SPIONSs), de elevado interesse devido as suas propriedades superparamagnéticas. Os SPIONs
pertencem a uma classe de nanoparticulas que consistem num nucleo de éxido de ferro que pode ser
revestido por materiais inorganicos (ouro ou silica) e organicos, sintéticos ou naturais (fosfolipidos,
acidos gordos, polissacaridos, polimeros naturais como dextrano ou quitosano, polimeros
biodegradaveis como polietilenoglicol (PEG), polimeros ndo degradaveis como polivinil alcool
(PVA), péptidos e outros surfactantes) [59-61]. Para além dos SPIONs, também nanoparticulas de
oxido de ferro ultra pequenas (USPIONSs), estdo jA& em fase de ensaios clinicos, sendo o
Combidex®©, um dos mais notaveis, encontrando-se na ultima fase dos ensaios clinicos para detecao

de metastases em nodulos linfaticos [62].

1.4.5.2. Tratamentos por hipertermia

Os tratamentos por hipertermia atuam provocando a morte celular por aumento da
temperatura. Este tipo de tratamento tem-se mostrado promissor, principalmente aplicado ao cancro.

Os sistemas de terapia convencional sdo desenvolvidos para aquecer os tecidos até temperaturas
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entre 42,5 °C e 44 °C. No entanto temperaturas mais elevadas permitem matar um maior nimero de
células, sendo assim mais eficazes [63].

A principal limitagdo deste tipo de tratamento deve-se a dificuldade de aquecer apenas a
zona do tumor, sem causar danos aos tecidos saudaveis. Para contornar este facto, alguns autores
propuseram a hipertermia intracelular e desenvolveram particulas magnéticas para esse fim [64,65].
Este conceito baseia-se no principio de que, sob a acdo de um campo magnético alternado, uma
particula magnética é capaz de gerar calor por perda de histerese.

Gordon et al. [66] propds o conceito de hipertermia intracelular pela primeira vez. No seu
trabalho, usou nanoparticulas de magnetite-dextrano que demonstraram capacidade de aquecer a
zona do tumor in vivo apos injecdo em ratos com carcinoma da mama. Contudo, particulas com
15nm sdo superparamagnéticas e apresentam uma baixa taxa de absor¢do especifica (SAR), o0 que
indica que a capacidade destas para gerar calor é baixa.

Foi j& reportado que o tamanho das particulas € um fator crucial para obter uma SAR
elevada [67]. No caso da magnetite, a SAR de particulas com 35nm é duas vezes mais elevada que a
de particulas com 10nm.

A acumulacdo das nanoparticulas magnéticas nas células tumorais é outro fator crucial para
que a hipertermia intracelular seja eficaz. Num trabalho realizado por Shinkai et al. [68], foram
desenvolvidos magnetolipossomas cationicos (MLCs) contendo nanoparticulas de magnetite
(Figura 8A). Esses sistemas demonstraram uma taxa de acumulacdo em células de glioma de ratos
10 vezes superior em comparacdo com magnetolipossomas neutros (Figura 8B), indicando assim
que a carga superficial € um parametro crucial na interacdo dos magnetolipossomas com as células.
Os MLCs demonstraram ainda uma SAR suficientemente alta para ser usada com sucesso em
hipertermia e uma biocompatibilidade comparavel aos sistemas de dextrano-magnetite.

Num outro trabalho realizado por Yanase et al. [69], foram injetados MLCs de forma
subcutanea em tumores de ratos (F344) com glioma de rato (T-9). Os ratos foram posteriormente
submetidos a um campo magnético alternado durante 30 minutos: uma vez (grupo Il), duas vezes
(grupo 111), e trés vezes (grupo 1V). No grupo de controlo (grupo I), foram administrados MLCs,
mas estes ndo foram expostos ao campo magnético alternado. A temperatura do tumor subiu
rapidamente, atingindo os 43 °C cerca de 15 minutos depois da exposi¢cdo ao campo magnético
alternado (Figura 8C). A temperatura retal dos ratos permaneceu entre 35 e 37 °C. No grupo I, a
diminuicdo do volume do tumor néo foi significativa. No entanto, nos grupos Il e IV, em que 0s
animais foram sujeitos multiplas vezes ao campo magnético alternado, a reducdo do volume do
tumor foi evidente. Uma regressdo completa do tumor foi observada em um de cinco ratos para o

grupo 1l, em trés de cinco ratos para o grupo Il e em sete de oito ratos para o grupo IV. Estes
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resultados confirmam a eficiéncia de maltiplas exposi¢des a um campo magnético alternado na
regressdo dos tumores. No grupo IV, apenas um dos tumores ndo demonstrou regressdo. (Figura
8D).

Estes resultados sdo promissores e demonstraram que MLCs incorporando particulas de

magnetite tém elevado potencial de aplicacdo para tratamentos de hipertermia do cancro em
humanos.
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Figura 8 — A - Esquema de um magnetolipossoma catiénico contendo nanoparticulas de magnetite para uso em hipertermia. B —
Comparagdo da taxa de entrada nas células de glioma de rato (T-9) in vitro por magnetolipossomas catiénicos (circulos preenchidos)
e magnetolipossomas neutros (circulos ndo preenchidos). C — Aumento da temperatura do tumor (circulos preenchidos) e temperatura
rectal (circulos ndo preenchidos) dos ratos, quando sujeitos a um campo magnético alternado de 384 Oe durante 30 minutos. D —
Representagdo do crescimento de tumores em ratos sem exposi¢do a um campo magnético alternado (esquerda), ndo havendo
regressdo do tamanho do tumor. Em ratos expostos a um campo magnético alternado trés vezes (direita), observa-se a regressdo
completa dos tumores em 7 dos 8 ratos testados. N&o se verificou crescimento dos tumores tratados durante um periodo de 3 meses
apos a realizacdo do tratamento. (adaptado de [69])

1.4.5.3. Entrega controlada de farmacos

O tratamento de tumores com base na quimioterapia convencional tem estado limitado pelo
facto de provocar toxicidade sistémica no organismo e, por esta razéo, sao usadas dosagens abaixo
do que seria ideal para um tratamento eficaz do tumor. A terapia direcionada para entrega

controlada de farmacos usando nanoparticulas pode melhorar a eficiéncia do tratamento,
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aumentando a concentracdo do farmaco no local do tumor, evitando, em simultaneo, altas
concentracdes do farmaco nos restantes tecidos.

Para este propdsito, os farmacos podem ser imobilizados em nanoparticulas biocompativeis
ou em magnetolipossomas, numa formulacdo farmacéutica estavel. Esses sistemas podem,
posteriormente, ser injetados na artéria que alimenta o 6rgao alvo ou o tumor, na presenca de um
campo magnético externo. A presenca do campo magnético externo mantém as nanoparticulas
injetadas no local alvo, reduzindo a eliminacdo por parte do sistema reticulo-endotelial e facilitando
a sua penetracéo para o espago extravascular [70].

De forma a reter eficazmente as MNPs, o campo magnético aplicado deve ser forte o
suficiente para contrabalancar as taxas de fluxo linear no 6rgédo ou no tumor (entre 10 e 0,05 cm/s,
dependendo do tamanho do vaso e dos padrdes de ramificagdo) [71,72].

Um estudo realizado por M. Suzuki et al. [73], em tumores subcutdneos em ratos,
demonstrou um aumento significativo da taxa de absorcéo pelas células tumorais quando estava
presente um campo magnético externo. Nesse estudo, a taxa de absorcdo das nanoparticulas pelas
células de tumor foi de 70% do total de nanoparticulas injetadas, sob influéncia de campo
magnético, e de apenas 27,4% na auséncia deste.

As nanoparticulas magnéticas podem ser incorporadas em lipossomas, obtendo-se
magnetolipossomas capazes de englobar uma vasta variedade de farmacos [73,74]. Por exemplo,
magnetolipossomas termossensiveis podem ser usados em entrega controlada de farmacos, em que
estes apenas libertam os farmacos incorporados, quando é provocado um aumento da temperatura

por aplicacdo de um campo eletromagnético [75].

1.4.6. Consideracdes fisico-quimicas para a aplicacao de nanoparticulas in vivo

A farmacocinética e a absor¢do celular das nanoparticulas in vivo, incluindo a sua
capacidade de atravessar barreiras bioldgicas, estdo intimamente relacionadas com as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas, incluindo a morfologia, raio hidrodindmico, carga e outras
propriedades superficiais [76,77]. Geralmente, as nanoparticulas magnéticas séo constituidas por
um nacleo magneticamente ativo, revestido por um material estabilizador. Agentes terapéuticos
podem posteriormente ser embebidos nessa camada externa ou ligar-se quimica ou estruturalmente
a superficie. Em cada etapa do desenvolvimento, o tamanho, a carga, a hidrofobicidade, a forma e a
orientagdo dos materiais constituintes das nanoparticulas devem ser considerados, uma vez que

essas caracteristicas irdo influenciar a sua interagdo com os sistemas bioldgicos.
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1.4.6.1. Tamanho

O tamanho das nanoparticulas é uma caracteristica determinante na sua biodistribui¢do in

Vivo:

Influencia o perfil de concentracdo das nanoparticulas nos vasos sanguineos [78,79].
Decuzzi et al. produziu modelos que sugerem que nanoparticulas pequenas
apresentam maior taxa de difusdo, aumentando a sua concentracdo no centro dos
vasos e diminuindo, assim, as interacfes com as células endoteliais, prolongando o
tempo em que as nanoparticulas permanecem em circulacéo [79].

Afeta 0 mecanismo de depuracdo das nanoparticulas, tendo sido ja reportado que
nanoparticulas pequenas (<20nm) sdo excretadas por via renal [79], enguanto
particulas médias (30-150nm) se acumulam na medula 6ssea [80], no coracéo, no
figado e no estdbmago [81] e nanoparticulas maiores (150-300nm) foram encontradas
no figado e no baco [82].

Determina a permeabilidade das nanoparticulas aos tecidos vasculares [83]. Em
relacio a maioria das barreiras endoteliais, estas permitem a passagem de
nanoparticulas até 150nm. Ja em relacdo a outras barreiras, como a barreira
hematoencefalica, nanoparticulas de ouro entre 15 e 50nm demonstraram capacidade
de a atravessar, enquanto as mesmas particulas com 100 e 200nm ndo foram capazes
[84].

1.4.6.2. Forma

Em relacdo a forma das nanoparticulas, foi ja demonstrado em estudos comparativos que

particulas com formas anisotropicas sdo capazes de evitar a bioeliminacdo melhor que

nanoparticulas esféricas [85]. No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender a

influéncia da forma no seu comportamento in vivo.

1.4.6.3. Propriedades de superficie

As propriedades superficiais das nanoparticulas, como a carga e a hidrofobicidade, podem

afetar a sua biodistribuicao, limitando ou promovendo interagcdes entre as nanoparticulas e o sistema
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imunitario, proteinas do plasma e matrizes extracelulares [32]. Por exemplo, nanoparticulas
hidrofobicas e carregadas apresentam tempo de circulacdo reduzido devido a adsorcdo de proteinas
do plasma (opsonizacgdo), que leva ao reconhecimento por parte do sistema reticuloendotelial (RES)
[77]. No caso de nanoparticulas carregadas positivamente, estas tendem a ligar-se as células
(carregadas negativamente) de forma ndo especifica, sendo posteriormente internalizadas. Num
estudo referido anteriormente [68], magnetolipossomas catidnicos, demonstraram uma taxa de
internalizacdo 10 vezes superior, em relacdo a magnetolipossomas neutros. Em relacdo as
nanoparticulas hidrofébicas, estas tendem a formar agregados apds injecdo na corrente sanguinea,
sendo rapidamente removidas de circulacdo pelo sistema reticuloendotelial. Na tentativa de evitar a
aglomeracéo, a superficie das nanoparticulas pode ser funcionalizada com moléculas hidrofilicas,
lipossomas ou polietilenoglicol (PEG), sendo que este Gltimo demonstrou prolongar o tempo de

circulacdo de nanoparticulas injetadas [86].
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2. TECNICAS DE CARACTERIZACAO USADAS

2.1. Fundamentos de espectroscopia de Absor¢ao no UV-Visivel [87]
2.1.1. Natureza da radiacéo eletromagnética

A radiacdo eletromagnética resulta de uma combinacdo de um campo elétrico e um campo
magnético que se propaga pelo espaco com natureza ondulatéria. Como este tipo de radiacéo se
comporta como uma onda, a esta esta associado um comprimento de onda (1) ¢ uma frequéncia (v)

que se relacionam de acordo com a equacao:
v=c/A (1)

onde v é a frequéncia em segundos, ¢ é a velocidade da luz no vacuo (3x10®m.s™) e A ¢ o
comprimento de onda em metros, embora em espectroscopia UV-visivel, o comprimento de onda é
geralmente expresso em nandmetros (10°m).

Toda a radiacdo eletromagnética tem uma energia associada definida pela equacao:
E=hv (2)

Onde E é a energia em Joules, h é a contante de Planck (6.62x10%%Js) e v a frequéncia em
segundos. Assim, de acordo com as equacOes apresentadas, a energia e o comprimento de onda
variam de forma inversa, sendo que radiagdo com maior comprimento de onda é menos energética
do que radiagdo com maior comprimento de onda.

A radiacdo ultravioleta (UV) e visivel constitui apenas uma pequena parte do espetro

eletromagnético como esta representado na figura 9:
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Figura 9 - Representacdo do espetro eletromagnético. (adaptado de [87])

2.1.2. Interacdo luz-matéria

Quando a luz interage com a matéria, varios processos podem ocorrer, entre eles reflexéo,
dispersdo, absorcao, fluorescéncia/fosforescéncia e reacdes fotoquimicas. Em espetroscopia UV-
visivel, pretende-se que ocorra apenas absorcdo que pode ser, ou ndo, seguida de emissdo
(fluorescéncia ou fosforescéncia).

Como a radiacdo € uma forma de energia, no processo de absorcdo de luz, a energia total dos
atomos ou moléculas aumenta. N&o considerando a contribui¢do nuclear, a energia potencial de
uma molécula é dada pela soma da sua energia eletronica, vibracional e rotacional, de acordo com a

equacao:

Etotal = Eeletronica + Evibracional + Erotacional (3)

sendo que a energia eletronica é a mais energética e a energia rotacional a menos energética.

A energia total de uma molécula possui uma serie de niveis discretos ou estados, ou seja, a
energia de um atomo ou molécula, ndo é dada por uma funcdo continua. Os fotdes de radiacdo UV
ou visivel, absorvidos por um atomo ou molécula possuem por vezes energia suficiente para
provocar transicdes nos seus niveis eletronicos, fazendo com que um eletréo transite do seu nivel de
energia mais baixo (estado fundamental) para um nivel de energia mais alto.

No caso de atomos, estas transicbes resultam em bandas de absorcdo estreitas

correspondentes aos niveis eletronicos caracteristicos do elemento quimico em questdo (figura 10).
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Figura 10 - Transicéo eletrdonica e espetro de absorcédo UV-visivel de dtomos. [87]

No entanto, no caso das moléculas, os niveis vibracionais e rotacionais, sobrepdem-se aos
niveis eletrénicos. Neste caso, podem ocorrer varias transicbes com diferentes niveis de energia e
assim, as bandas no espetro tornam-se mais largas (figura 11). Essas bandas tornam-se ainda mais

largas em solugdes em que ocorrem interagdes soluto-solvente.
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Figura 11 - TransicOes eletrdnicas e espetro de absor¢do UV-visivel em moléculas. (adaptado de [87])

2.1.3. Transmitancia e absorvancia

Quando um feixe de luz atravessa uma amostra, a quantidade de luz absorvida resulta da
diferenca entre a radiacdo incidente (lp) e a radiagdo transmitida (I). A luz absorvida pela amostra
pode ser expressa como transmitancia ou como absorvancia. A transmitancia é dada como uma

fracéo da radiacdo transmitida (I) ou como percentagem:

T

ou %T==x100 (4)
0
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A absorvancia € dada pela seguinte equacao:

Na maioria das aplicacdes préaticas, sdo usados valores de absorvancia, visto que a relagéo

entre a absorvancia e a concentracdo da amostra € linear, de acordo com a lei de Lambert-Beer.

2.1.4. Lei de Lambert-Beer

A lei de Lambert-Beer baseia-se no facto da quantidade de luz absorvida por uma amostra

ser proporcional ao nimero de moléculas capazes de absorver a luz transmitida, presentes nessa

amostra.
Na lei de Lambert-Beer, a absorvancia € dada pela seguinte expressao linear:

A =¢ebc (6)

onde A ¢ a absorvancia, € ¢ o coeficiente de absor¢do molar (caracteristico da espécie absorvente), b

é a distancia percorrida pela luz na amostra e ¢ ¢ a concentragdo. Como ¢ e b sdo constantes, a

absorvancia é proporcional a concentracao (Figura 12).

in

=

Absorvancia (u.a.)

Concentragdo
Figura 12 — Relagéo linear entre a absorvancia e a concentragdo de uma amostra segundo a lei de Lambert-Beer. (adaptado de [87])
Na prética, a Lei de Lambert-Beer é usada para determinar a concentragdo de uma espécie

absorvente em solugdo. Para isso, é feita uma reta de calibracdo usando diferentes solucdes de

concentragcdo conhecida da espécie absorvente. (Figura 12)
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2.1.5. Funcionamento de um espetrofotémetro

Um espetrofotdmetro é o instrumento usado para medir a absorvancia de uma amostra. Em
espetroscopia UV-visivel, este equipamento é geralmente composto por duas fontes de luz
policromatica, em que uma delas € usada para a zona UV do espetro e a outra para a zona visivel do
espetro. A luz proveniente da fonte passa posteriormente por um monocromador que seleciona o
comprimento de onda transmitido para a amostra. A luz que sai do monocromador atravessa a
amostra e incide nos detetores. A absorvancia é determinada medindo a intensidade de luz
absorvida ap0s atravessar a amostra, a qual é subtraida a intensidade de luz absorvida pela célula
contendo o branco (célula onde a amostra que queremos analisar ndo esta presente). O esquema de

um espetrofotdmetro simples encontra-se representado na figura 13.

| Monocromador |

.

Fenda de
saida

—

| Branco || Detetor

Prisma

Fenda de i

entrada

-

| Amostra | | Detetor

Figura 13 - Esquema de um espetrofotémetro de feixe duplo. (adaptado de [87])

2.2. Fundamentos de espetrofluorimetria

2.2.1. Estados eletronicos [88]

As moléculas na natureza encontram-se geralmente no seu estado de menor energia,
designado estado fundamental (Sp). Quando uma molécula absorve um fotdo, esta transita do seu
estado fundamental para um estado de energia superior (estado excitado). Os estados excitados de
uma molécula dividem-se em estados singleto (S,) e tripleto (T,), que dizem respeito aos nimeros

quanticos de spin dos eletrdes na molécula. De acordo com o principio de exclusdo de Pauli, dois
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eletres numa mesma orbital ndo podem ter os quatro nimeros quanticos iguais e, por isso, estes
diferem no ndmero quéntico de spin. Assim, numa mesma orbital, um eletrdo possui namero
quantico de spin -1/2 e o0 outro +1/2, ou seja, tém spins opostos. Quando um eletrdo passa para uma
orbital de maior energia, este pode assumir um nimero quéantico de spin positivo ou negativo.

Para quantificar o spin dos eletrdes em cada estado eletronico é usado um parametro
designado por multiplicidade (M), definido por M=|2S+1|, sendo S a soma dos nimeros quanticos
de spin. Quando os eletrGes estdo emparelhados, o nimero quéantico de spin total é 0, S=0, e a
multiplicidade é 1, M=1. Neste caso, a molécula encontra-se num estado singleto. Quando os
eletrbes estdo desemparelhados, o ndmero quantico de spin total é 1 ou -1, S=1 ou S=-1, e a
multiplicidade é 3, M=3. Neste caso, a molécula encontra-se num estado tripleto.

A figura 14 representa a configuracdo dos spins dos eletrfes nos estados singleto e tripleto.

- — T
_ T T _T__
N N P P Y
Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
Multiplicidade = 1 Multiplicidade = 1 Multiplicidade = 3

Figura 14 - Configuracéo dos Spins dos eletrdes em estados de singleto (M=1) e tripleto (M=3). (adaptado de [88]

Quando uma molécula absorve um fotdo de luz, os eletrdes na molécula passam do seu nivel
eletronico de menor energia (Sp) para um nivel eletrénico de maior energia (S,, n>1). A partir deste
estado excitado de maior energia, a molécula regressa ao seu estado fundamental de menor energia
(So) por varios processos. Inicialmente a molécula num estado excitado S, passa ao estado excitado
de menor energia S; dissipando a energia para o ambiente envolvente, processo geralmente
designado por conversdo interna. A partir do estado S;, a molécula passa para 0 seu estado

fundamental Sy por um dos seguintes processos:

e Emissao de um fotdo (fluorescéncia).
e Dissipacdo da energia para o0 meio em forma de calor.
e Dissipacdo da energia para moléculas vizinhas, por um processo designado de

quenching.
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Para alem destes processos, pode ocorrer uma passagem do estado S; para um estado tripleto
T1, por um processo de cruzamento intersistemas. Para cada estado excitado singleto S;, existe um
sistema tripleto T, cujo nivel vibracional zero tem energia inferior ao do estado singleto
correspondente. No entanto, os estados tripleto sdo estados energeticamente instaveis e, por isso,
ocorrem processos de desexcitacdo para o estado fundamental semelhantes aos que ocorrem na
passagem do estado S; para o estado Sp, com a diferenca de, neste caso, a emissdo de um fotdo no
processo de desexcitagdo ocorrer mais lentamente do que na fluorescéncia. Este processo é
designado de fosforescéncia.

Os processos descritos acima sdo geralmente esquematizados pelo diagrama de Jablonski
(figura 15).

|
W

g
7
. g
= Ic M & ISC

Y
I

»
by
|

7 ABSORGAO || FLUORESCENCIA | FOSFORESCENCIA [NC

i

]

H
Y ¥

g~

So

Figura 15 - Diagrama de Jablonski representando as transicdes de estados eletronicos. (adaptado de [89]).

No diagrama de Jablonski, as linhas horizontais representam os niveis eletrénicos (S,) e
vibracionais, sendo que para cada nivel eletrénico existem varios niveis vibracionais (V,). As setas
verticais representam o0s processos radiativos de absorcdo, fluorescéncia (emissdao de um fotéo a
partir do nivel eletronico S;) e fosforescéncia (emissdo de um fotdo a partir do nivel eletrénico T,).
As setas onduladas representam 0s processos de transferéncia de energia ndo radiativos, onde IC diz
respeito aos processos de conversdo interna e ICS diz respeito aos processos de cruzamento
intersistemas. Os processos de conversdo interna ocorrem entre estados eletronicos com igual
multiplicidade, onde a energia é dissipada para o meio sob a forma de calor ou para moléculas
vizinhas (quenching). Os cruzamentos intersistemas ocorrem entre estados vibracionais de estados

eletronicos com diferente multiplicidade, por exemplo, S; = T;. Para além disso existem ainda 0s
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processos de relaxacdo vibracional que ocorrem na passagem de um nivel vibracional de maior

energia (V,) para o nivel vibracional de menor energia (Vy), dentro do mesmo estado eletrénico.

2.2.2. Fluorescéncia [88]

A fluorescéncia é um processo de desexcitacdo radiativa, em que ocorre a emissdo de um
fotdo. Este processo ocorre sempre (salvo raras excegdes) a partir do nivel eletrénico S;, sendo que,
apos a emissdo do fotdo, a molécula passa para nivel eletronico de menor energia, So. No entanto
essa passagem pode ocorrer para qualquer nivel vibracional (V,) do estado S, ocorrendo
posteriormente relaxacdo vibracional para o nivel vibracional de menor energia (Vo). Por essa
razdo, os fotdes emitidos por fluorescéncia tém sempre menor energia do que os fotdes absorvidos.
Este fenomeno foi observado pela primeira vez por George Stokes e, por isso, é designado de
desvio de Stokes. O desvio de Stokes corresponde a diferenca de comprimento de onda onde a

absorcdo é méaxima e aquele onde a emissao € maxima.
2.3.3. Tempo de vida de fluorescéncia [88]

Ap0s excitacdo, as moléculas permanecem excitadas durante um curto periodo de tempo
antes de regressarem ao seu estado fundamental. O tempo de vida do estado excitado ou tempo de
vida de fluorescéncia é dado pelo tempo médio durante o qual as moléculas permanecem no estado
excitado, tempo esse que pode variar entre os nanosegundos (10%) e os picosegundos (1072s).

O tempo de vida de fluorescéncia € dado por:

Onde k, é a contante de desexcitacdo radiativa, k;q. é a contante de desexcitagdo por

conversdo intersistemas e k;. é a constante de desexcitagdo por converséo interna.

Assim, o tempo de vida de fluorescéncia é dado, na verdade, pela desexcitacdo radiativa e
ndo-radiativa do fluoréforo. O tempo de vida de emissdo de um fotdo, dado pela constante de
desexcitacéo radiativa 1/k,., deveria ser medido independentemente dos processos nao radiativos de
desexcitacdo da molécula, no entanto, uma vez que esses processos ocorrem paralelamente, ndo é

possivel elimina-los durante a medicéo do tempo de vida na pratica.
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2.2.4. Rendimento quantico de fluorescéncia [88]

As moléculas no estado fundamental absorvem luz com intensidade I, passando para um
estado excitado, Sn. A partir do seu estado excitado, as moléculas sofrem vérios processos de
desexcitacdo, incluindo fluorescéncia, que competem entre eles na desexcitacdo da molécula. O
rendimento quéntico de fluorescéncia (®g) é dado pela razdo entre o nimero de fot6es emitidos e o
numero de fotbes absorvidos e indica a proporcdo de moléculas que sofre desexcitacdo por

fluorescéncia:

D= numero de fotoes emitidos ky
F

numero de fotoes absorvidos krkicskic

(8)

A determinacéo do rendimento quantico de fluorescéncia de uma molécula pode ser feita por
comparacdo entre as areas dos espetros de fluorescéncia dessa molécula e de uma molécula de
referéncia com rendimento conhecido, sob determinadas condi¢cdes experimentais definidas, de

acordo com a seguinte equagéo:

@ F A n2

Pa_fa 2R T4 ()

®r Fr  Ax nf
Onde, ®5 e g sdo os rendimentos quanticos de fluorescéncia da amostra e da referéncia,
respetivamente; Fa e Fr sd0 as areas do espectro de fluorescéncia da amostra e da referéncia; Ag e
A séo os valores de absorvancia no comprimento de excitacdo; e na e ng sdo os indices de refracdo

dos solventes das solucGes da amostra e da referéncia.
2.2.5. Anisotropia de Fluorescéncia [90]

Em termos simples, luz polarizada é luz, cujo campo elétrico se propaga segundo um plano
definido. Quando um fluoréforo é excitado por luz polarizada, as moléculas com 0s momentos
dipolares de transicdo orientados paralelamente ao campo elétrico da radiagdo incidente s&o
excitadas preferencialmente, ocorrendo assim um efeito de fotosselecéo.

Para se entender a forma como os fluor6foros se comportam em processos de absorcéo e
emissdo de luz polarizada, € preciso considerar dois conceitos: O tempo de vida do estado excitado,

7r, que define o tempo que decorre entre a absorcdo e a emissao de um fotdo por um fluoroforo, e o
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tempo de correlacdo rotacional, z;, que define o tempo de rotacdo de uma molécula por difusdo. Ao
contrario do tempo de vida do estado excitado, que é caracteristico do fluoroforo, o tempo de
correlagéo rotacional, depende da viscosidade do meio onde este se encontra.

Assim, quando o tempo de correlacdo rotacional é mais lento que o tempo de vida de
fluorescéncia, a luz emitida por um fluoréforo excitado com luz polarizada € também polarizada.
Isto acontece quando o fluoréforo se encontra numa matriz rigida, de alta viscosidade, por exemplo,
conjugado com biomoléculas grandes, em solventes organicos a baixa temperatura, ou em
polimeros ou membranas lipidicas a temperatura ambiente. Por outro lado, quando o tempo de
correlacéo rotacional € mais rapido que o tempo de vida de fluorescéncia, a molécula roda antes de
emitir o fotdo e, neste caso, a luz emitida é despolarizada. Isto acontece quando o fluoroforo se
encontra em solventes com baixa viscosidade, como a agua.

Nos ensaios de fluorimetria com luz polarizada, a anisotropia, r, é definida por:

_ yy=Glyu (10)

- Iyy+2G.Iyy

Onde vy e lyy sdo as intensidades de fluorescéncia medidas com excitagdo com luz
polarizada verticalmente (V), com detecédo paralela (VV) ou perpendicular (VH). O fator de correcéo
instrumental (G) é dado pelo quociente entre a intensidade de fluorescéncia medida com excitacédo
com luz polarizada horizontalmente (H), com detecdo perpendicular (HV) e paralela (HH), de

acordo com a equacao:
1
G =-2Y (11)
Iny
Para isto, sdo colocados polarizadores na fonte luminosa e nos detetores, que selecionam o
plano de polarizagéo.

Na préatica, a determinacdo da anisotropia usando luz polarizada é uma ferramenta com

grande utilidade para estudar o meio onde os fluor6foros se encontram.
2.2.6. Funcionamento de um espetrofluorimetro [91]

Um espetrofluorimetro é um aparelho usado em espetroscopia que permite obter dois tipos

de espetros: espetros de fluorescéncia (ou emissdo) e espetros de excitacao.
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e Espetro de fluorescéncia: Neste tipo de medicdo, o comprimento de onda de

excitacdo € mantido contante. Geralmente, é selecionado o comprimento de onda

onde a absorcdo de luz pelo fluor6foro € maxima. O espetro obtido corresponde a

uma distribuicdo espetral da emissao do composto.

e Espetro de excitacdo: Neste caso, o comprimento de onde da fonte de excitagédo

varia, enquanto a detecdo da luz emitida é feita a um comprimento de onda
especifico. Dai, obtém-se informacdo acerca da variacdo da intensidade de

fluorescéncia num determinado comprimento de onda, dependente do comprimento

de onda de excitagéo.

Um espetrofluorimetro convencional é geralmente composto por uma fonte de emisséo, dois
monocromadores (um a seguir a fonte e outro antes do detetor), usados para selecionar o
comprimento de onda, e um detetor (Figura 16.) Para além disso, os espetrofluorimetros possuem,
por vezes, dois polarizadores, um a seguir a fonte e outro antes do detetor, usados para selecionar o

plano de polarizacdo da luz. A presenca de polarizador é essencial para determinacdo da

anisotropia.

Ao contréario do que acontece nos espetrofotdmetros, nos espetrofluorimetros, a detecdo é
feita num angulo de 90°, de forma a reduzir ao maximo a intensidade de luz transmitida que chega

ao detetor.

Fonte

Figura 16 — Simples esquema representativo de um espetrofluorimetro convencional.
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2.2.7. Transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET) [88]

A transferéncia de energia ressonante ocorre entre duas moléculas, um dador (um fluor6foro
excitado) e um aceitante (um cromoforo ou fluoréforo). A transferéncia de energia entre o dador e 0
aceitante ocorre por ressonancia, ou seja, o eletrdo excitado na molécula dadora, induz uma
oscilacdo do campo elétrico que excita os eletres na molécula aceitante. No caso da molécula
aceitadora ser um fluor6foro, a sua desexcitacdo para o0 estado fundamental ird ocorrer
principalmente pela emissdo de um fotdo. No caso de ser um cromoforo, a desexcitagcdo ocorre
principalmente por interacdo com as moléculas do solvente.

A eficiéncia deste processo depende dos seguintes fatores:

e Distancia (R) entre o dador e o aceitante.

e Sobreposicdo espetral entre o espetro de fluorescéncia do dador e o espetro de
absorcdo do aceitante.

e Fator de orientagdo k*, o qual indica o alinhamento relativo dos dipolos do aceitante

no estado fundamental e do dador no estado excitado.

Para que ocorra FRET, as duas moléculas tém de estar a uma distancia entre 10 e 60-100A.
Para distancias inferiores a 10A, a transferéncia de energia entre as moléculas pode ocorrer por
transferéncia de eletrdo. Os valores do fator de orientagdo k®, variam entre 0 e 4. Para transices
entre dipolos alinhados e paralelos, a transferéncia de energia é maxima, k* = 4. Para dipolos
orientados perpendicularmente a transferéncia de energia é minima, k? = 0.

A figura 17 mostra um espetro que resulta da ocorréncia de FRET entre um doador 4,6-
diamino-2-fenilindole (DAPI) e de um aceitante, laranja de acridina (AO). No espetro é possivel
observar uma inibicdo (quenching) de fluorescéncia do DAPI com o aumento da concentracdo de
AO. Verifica-se que a intensidade de fluorescéncia do DAPI diminui, enquanto a intensidade de

fluorescéncia do AO aumenta.
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Figura 17 — Espetro de emisséo de DAPI, ligado a DNA, na presenca de 0.03 e 0.045bp™ de AO. O comprimento de onda de
excitacdo é 360 nm. (adaptado de [88)]

2.3. Difusdo dinamica de luz (DLYS)

Quando a luz atravessa uma amostra contendo moléculas, dependendo das propriedades
Gticas do sistema, parte dessa luz é difundida. A difusdo de luz por parte de um sistema pode ser
analisada em termos de intensidade ou de flutuac6es, sendo designados difusdo de luz estatica e
difusdo de luz dindmica (DLS), respetivamente.

Em DLS, séo detetadas flutuacdes de intensidade de luz difundida, devido ao movimento
Browniano das moléculas em solucdo, quando estas sdo irradiadas por um laser. A luz difundida é
detetada e analisada por um correlador. A funcéo de correlacdo resultante pode, posteriormente, ser
invertida, para determinar a distribuicdo de tamanhos das moléculas em solucdo. Esta técnica
funciona sem um conhecimento exato da concentracdo da solucdo. O Unico requisito é que a
intensidade de luz difundida pela amostra deve ser suficiente para que a funcéo de correlacdo tenha
significado estatistico [92].

Para a determinacdo do tamanho de nanoparticulas magnéticas e de lipossomas neste
trabalho foi usado o Nano Zetasizer (Malvem), um equipamento que usa como base de
funcionamento a difusdo de luz dindmica. Este equipamento permite medir trés caracteristicas de
particulas ou moléculas em meio liquido, o tamanho, o potencial zeta e o peso molecular. No
entanto, vai ser apenas referido o0 método de determinagdo do tamanho, uma vez que as outras
modalidades ndo tém aplicacdo neste trabalho.

O Nano Zatasizer ¢ capaz de determinar o tamanho das particulas por medicdo do seu
movimento Browniano, sendo posteriormente usada uma funcdo de correlacdo. Este equipamento
tem como base o facto do movimento Browniano das particulas estar altamente relacionado com o

seu tamanho. Sabe-se que a taxa de difusdo das particulas depende do seu tamanho, sendo que,
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particulas mais pequenas movimentam-se mais rapido e particulas maiores mais lentamente.
Através do uso de DLS, o Nano Zetasizer determina a posi¢do das particulas ao longo do tempo,

obtendo, assim, a sua velocidade de movimentacédo [93] (Figura 18).

‘Particulas pequenas movendo-se rapidamente
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Figura 18 — Representacéo simples da forma como o Nano Zetasizer determina a distribui¢cdo do tamanho de particulas, com base na
velocidade a que estas se movem. (adaptado de [89])

2.4. Microscopia eletrénica [94]

Os microscopios eletronicos sdo instrumentos que usam feixes de eletrfes altamente
energéticos para examinar objetos a uma escala muito reduzida, sendo capazes de fornecer
informacBes detalhadas da topografia (caracteristicas superficiais), morfologia (forma, tamanho),
composicdo (elementos que constituem o material e a sua quantidade relativa) e cristalografia
(forma como os atomos se arranjam) da amostra analisada. Os microscopios eletronicos foram
desenvolvidos para ultrapassar as limitac6es dos microscopios 6ticos, cuja capacidade de resolucéo
méaxima é de 0,2 micrometros, estando limitados pelas propriedades fisicas da luz. Ao contrario dos
microscopios 6ticos que usam a luz para formar uma imagem, os microscépios eletrénicos usam um
feixe de eletrdes. Esse feixe de eletrdes é formado em alto vacuo por um canh&o de eletrdes, que é
acelerado por um potencial elétrico positivo até incidir na amostra, enquanto é confinado por lentes
magnéticas que mantém o feixe estreito, focado e monocromatico. Quando o feixe de eletrdes
incide na amostra, esses eletrdes interagem com os 4&tomos da amostra. Essas interagdes provocam

alteracdes do feixe de eletrdes que sdo detetadas e usadas para formar uma imagem.
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2.4.1. Microscépio eletrénico de varrimento (SEM)

Nos microscopios eletrénicos de varrimento,

. ~ . L. Feixe de ~ ~
os feixes de eletrdes produzidos passam por uma série cletrdes < LCAnhdo de eletrdes |
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TN

e horizontalmente de forma a fazer um varrimento da T

superficie da amostra. Neste tipo de equipamento, 0s ‘ “‘H
Lente magnética|

amostra, sendo indicado para estudos de superficie. AT —

eletrbes tém uma baixa capacidade de penetracdo da

Monitor

Para além disso, este equipamento permite determinar

a composicdo quimica da amostra usando raios-X Bobinas

(SEM-EDX). A determinacdo dos elementos \* ( - -.l..r!_
¥ 1
quimicos é feita com base no seu namero atomico,

sendo que, elementos de maior namero atdmico

apresentam maior brilho.
Detetor

Figura 19 - Esquema representativo de um microscopio
informacéo cristalografica limitadas. eletronico de varrimento. (adaptado de [94])

No entanto, os microscépios eletronicos de

Platina

varrimento apenas permitem a observacdo da

superficie das amostras, estando a resolucdo e a

2.5. Dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID) [95]

Um dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID) é um equipamento capaz
de medir campos magnéticos, ou seja, um magnetémetro. De todos 0s magnetometros existentes, o
SQUID é o mais sensivel, tendo uma capacidade de resolucdo de 10™ nT (nanoTesla). O que
diferencia um SQUID dos outros magnetometros e o que lhe permite ter uma tdo boa capacidade de
resolucéo é o seu sensor.

Em 1962, Brian D. Josephson previu que corrente supercondutora podia fluir entre dois
supercondutores separados por uma fina camada de isolador (juncdo de Josephson) (figura 20). A
magnitude da corrente entre os supercondutores separados por uma juncao de Josephson é afetada
pela presenca de um campo magnético, sendo estas as bases de funcionamento de um
magnetdmetro SQUID. Desta forma, estes equipamentos conseguem medir variagcdes infimas de

campo magnético.
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O campo de aplicacdo principal dos SQUID €é em
investigacdo biomédica, uma vez que este equipamento tem uma
sensibilidade suficientemente alta para medir campos
magnéticos fracos gerados pelo corpo.

Os SQUID sao, assim, equipamentos potentes, com
enorme sensibilidade na medicdo de campos magnéticos
extremamente fracos. No entanto, os seus sensores (juncdes de
Josephson) operam a temperaturas extremamente baixas (abaixo
dos 4,2K), necessitando de sistemas especiais de controlo de
temperatura. Isto faz com que os SQUIDs sejam mais caros,
menos robustos e menos confiaveis, em compara¢do com outros

magnetometros.
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Figura 20 — Esquema representativo de
uma jung¢do de Josephson que consiste em
dois supercondutores de ni6bio separados
por uma fina camada de isolador de dxido
de aluminio. (adaptado de [95])




3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao fotofisica dos compostos estudados

A caracterizacdo fotofisica dos novos compostos potencialmente antitumorais foi realizada
no Laboratério de Fotofisica do Centro de Fisica da Universidade do Minho. As medidas de
absorcéo foram realizadas num espetrofotometro Shimadzu UV-Vis-NIR, modelo UV-3101PC, e as
medidas de fluorescéncia num espetrofluorimetro Fluorolog 3 (Horiba/Jobin-Yvon), equipado com
um sistema de controlo de temperatura da amostra usando circulagdo de 4gua, com possibilidade de
acoplar polarizadores para ensaios de fluorescéncia com luz polarizada. Em ambos os casos foram

usadas células de quartzo com percurso 6tico de 1,0cm.
3.1.1. Compostos derivados de tienopiridinas
Os compostos estudados sao ureias derivadas de tienopiridinas com potencial antitumoral,

sintetizados e estruturalmente caracterizados pelo Centro de Quimica da Universidade do Minho

(grupo da Prof. Maria-Jodo R. P. Queiroz).
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Figura 20 — Estrutura quimica dos compostos estudados e composi¢do quimica dos grupos terminais, R, nos compostos 1, 2 e 3.
Os trés compostos séo idénticos, variando apenas no seu grupo terminal, R.
e Composto 1: R = H de massa molecular, M = 418,12g/mol.
e Composto 2: R = OCHj3 de massa molecular, M = 448,2g/mol.
e Composto 3: R = CN de massa molecular, M = 443,13g/mol.
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Foram feitas solugdes stock dos compostos em etanol, com uma concentragdo final de 2x10°

*M, usadas a partir dafi como base de preparacdo para as restantes solucdes.
3.1.2. Estudo fotofisico dos compostos em diferentes solventes

O comportamento fotofisico dos compostos foi estudado em varios solventes de grau

espetroscépico (ultrapuros), fornecidos pela Sigma-Aldrich. (tabela 1)

Tabela 1 — Solventes usados e suas caracteristicas.

Massa Densidade Indice ~ole Polaridade Cut off
Solvente Molecular (Kg/L) refracéo 0

(g/mol) (20°C) (n2 e (AlOs) | (nm)
Etanol 46,07 0,79 1,3611 0,88 207
Metanol 32,04 0,79 1,3288 0,95 205
Ciclohexano 84,16 0,78 1,4266 0,04 200
Acetonitrilo 41,05 0,79 1,3442 0,65 190
Acetato de Etilo 88,12 0,90 1,3723 0,58 255
Cloroférmio 119,38 1,49 1,4459 0,4 245
Dioxano 88,12 1,03 1,4224 0,56 215
Diclorometano 84,93 1,32 1,4242 0,42 235
Dimetilsulfoxido 78,13 1,10 1,477 0,75 265
Demetilformamida 73,09 0,95 1,4305 - 268

Para a determinacdo dos espetros de absorcao e fluorescéncia, foram preparadas amostras de
concentracdo final 3x10°M. As solucdes foram preparadas a partir das solugBes stock por
substituicdo do solvente, tendo o etanol sido evaporado por uma corrente de azoto ultrapuro
comprimido, seguindo-se a adicdo do solvente em causa. As solucGes foram depois colocadas num
banho de ultrassons durante meia-hora para facilitar a dissolugdo. Para as medigdes de
fluorescéncia, as solucdes foram desarejadas durante 20 minutos, também usando corrente de azoto
ultrapuro, de forma a evitar a inibicao de fluorescéncia pelo O, atmosférico.

Os espetros de absorcao foram medidos numa gama espetral entre os 220nm e os 500nm. No
entanto, nos solventes que possuem um cut off acima dos 220nm (tabela 1), os espetros de absor¢ao
foram medidos entre o cut off e os 500 nm.

Em relacdo aos espetros de fluorescéncia, estes foram registados numa gama espetral entre
0s 380 e os 600nm com excitacdo no comprimento de onda 370nm. As fendas do

espetrofluorimetro foram ajustadas para 1,5nm, para ndo saturar o sinal do aparelho.
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3.1.3. Determinacéao do rendimento quantico de fluorescéncia

A determinagdo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos nos Varios
solventes foi feita pelo método do padrdo, por comparagdo entre o espetro de fluorescéncia
integrado da amostra e o espetro de fluorescéncia de uma molécula de referéncia com rendimento
quantico conhecido, conforme referido no capitulo 2. (equacao 9)

Como referéncia, foi usada uma solucdo de sulfato de quinino em &cido sulfurico 0,05M,
com uma concentragdo de 1ppm (partes por milhdo). O rendimento quéantico de fluorescéncia do

sulfato de quinino nessas condigdes é ®g = 0,546 a 25 °C [96].

3.2. Caracterizacao fotofisica dos compostos em membranas lipidicas

Para o estudo fotofisico dos compostos em membranas lipidicas, foram preparados vesiculos

lipidicos de varias composicoes:

e Egg-PC (Fosfatidilcolina do ovo ou lecitina do ovo)
e Egg-PC/Colesterol (70% Egg-PC/30% Colesterol)
e DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina)

e DPPC/Colesterol (70% DPPC/30% Colesterol)

e DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol)

e DODAB (brometo de doctadecildimetilamonio)

Os lipidos e os compostos em etanol foram injetados em conjunto numa solucdo tampéo de
Tris-HCI (Tris(hidroximetil)aminometano, pH = 7,4 ajustado com HCI) de concentracdo 10mM. O
volume injetado foi calculado para que a concentracéo final de lipido na solucdo fosse de 10°M e
de composto 3x10°M. A injecéo foi realizada sob agitacdo em vortex a aproximadamente 55 °C, ou
seja, a uma temperatura superior a temperatura de transicdo de fase dos lipidos usados
(Tm(DPPC)=41 °C [97], T (DPPG)=39,6 °C [98] e T(DODAB)=45 °C [99]). Como a temperatura
de transicdo do Egg-PC é -20°C [100], a sua injecao foi realizada a temperatura ambiente.

O DODAB foi fornecido pela Tokyo Kasei e os restantes lipidos pela Sigma-Aldrich. A

seguir, apresentam-se as estruturas dos lipidos usados.
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Figura 21 — Estrutura quimica dos lipidos usados. R; e R, no Egg-PC correspondem a residuos de &cidos gordos.

3.2.1. Determinacéo da anisotropia de fluorescéncia dos compostos em lipossomas

Para avaliar a fluorescéncia dos compostos em lipossomas, foram obtidos espetros de
emissdo para as varias formulacfes lipidicas, a temperatura ambiente (abaixo da temperatura de
transicao dos lipidos) e a 55 °C (acima da temperatura de transicdo dos lipidos). Nas formulac6es de
Egg-PC foram apenas obtidos os espetros a temperatura ambiente (acima da T,), uma vez que a sua
Tm € muito baixa.

A anisotropia de fluorescéncia dos compostos foi determinada, usando luz polarizada para a
excitacdo, de acordo com a equacéo (10), conforme referido no capitulo 2.

3.3. Preparacéo das nanoparticulas de magnetite

As nanoparticulas de magnetite foram preparadas por diferentes métodos, usando Sulfato de
ferro (1) heptahidratado (FeSO4-7H,0) de massa molecular M=278g/mol e sulfato de ferro (I11)
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nonahidratado (Fe,(SO4)3-9H,0) de massa molecular M=562g/mol. Como base foi usado hidréxido
de sodio (NaOH) de concentracdo 8,25M. Na preparacdo das solucdes usou-se agua desionizada e
desarejada por uma corrente de azoto comprimido, uma vez que o ido Fe?* é rapidamente oxidado
na presenca de O,. Por essa mesma razéo, ndo foram preparadas solugdes stock. Todas as solugdes

usadas foram preparadas imediatamente antes da sintese das particulas.
A formagdo da magnetite ocorre segundo a rea¢do quimica:
Fe”" + Fe*" + 80OH > Fe;0,4 + 4H,0

As particulas foram preparadas segundo varios métodos em solugdo aquosa e em
microemulsdes (solucdo de micelas invertidas). Algumas das particulas foram estabilizadas por
adicdo de surfactantes e outras foram cobertas por uma camada de silica ou de lipidos.

Apds a sintese das particulas (formacdo de um precipitado) estas foram lavadas por
substituicdo do solvente (sobrenadante) apGs a sua precipitagdo, por acdo de um magneto
(decantacdo magnética) ou por centrifugacdo. O processo foi repetido o nimero de vezes que se
achou necessario, dependendo das condi¢fes de preparacédo das particulas.

Os métodos e as condicdes de preparacdo das particulas serdo descritos em pormenor a

frente.
3.3.1. Sintese de particulas por co-precipitacdo em solucdo aquosa

Particulas 1a:

Tabela 2 - CondigGes de preparagdo das particulas 1a.

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Sulfato Ferro (1) 0,0125M 250ul
Sulfato Ferro (1) 0,0125M 500pl
NaOH 8,25M 70ul
Agua - 5ml
Hidrazina 20,188M 18ul
Acido citrico 0,2M 33ul

As nanoparticulas la foram preparadas por um metodo de co-precipitagdo em solucao
aquosa de sulfato de ferro (Il) e sulfato de ferro (Ill), numa razdo estequiométrica de 1:2 a

temperatura ambiente. (adaptado de [101])
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As solucbes de sulfato de ferro (II) e (IIl) foram preparadas com agua destilada e pré
desarejada durante 30 minutos.

A reacdo foi realizada num tubo de ensaio contendo 5ml de agua destilada e desarejada, a
qual foram adicionados 70ul de NaOH (8,25M), para uma concentracdo final de i6es OH™ em
solucdo de aproximadamente 0,1M (pH=13) e 18ul de hidrazina mono-hidratada (N,H4-H,0) de
concentragdo 20,188M, de forma a ter uma concentracdo de hidrazina em solucdo aproximadamente
4x superior a concentracdo de ferro total. Apos 5 minutos foram adicionados 500ul de solucéo de
sulfato de ferro (I11) (0,0125M), seguidos pela adicdo imediata de 250ul de solucdo de sulfato de
ferro (11) (0,0125M).

Todo o processo foi realizado sob agitacdo magnética vigorosa num tubo de ensaio fechado.

A hidrazina foi usada como agente redutor de forma a evitar a oxidag&o do ido Fe** pelo O,.
Pelo mesmo motivo, as solucdes de ferro foram adicionadas com o minimo intervalo de tempo
possivel para reduzir o tempo de exposicao ao ar.

Por fim, as particulas foram dispersas num banho de ultra-sons e foi adicionado o &cido
citrico (para uma concentracdo final de 70% em relacdo a concentracdo de ferro total). O acido
citrico funciona como surfactante, aumentando a estabilidade das nanoparticulas evitando a sua

aglomeragéo [102].

Particulas 1b:

Tabela 3 — Condicdes de preparacéo das particulas 1b.

Reagentes Concentragéo VVolume adicionado
Sulfato Ferro (I1) 0,05M 250ul
Sulfato Ferro (111) 0,05M 500pl
NaOH 8,25M 70pl
Agua - 5ml
Hidrazina 20,188M 72ul
Acido citrico 0,2M 188ul

As particulas 1b foram preparadas da mesma forma que as particulas 1a. No entanto, neste
caso, foram usadas solucGes de sulfato de ferro (I1) e (I11) mais concentradas (0,05M) e o &cido

citrico foi adicionado numa propor¢do molar de 1:1 em relagdo ao ferro total.
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3.3.2. Sintese de particulas por co-precipitacao inversa em solugdo aquosa

A co-precipitacdo inversa é um método de preparacdo de nanoparticulas de magnetite (ou
magmite) onde apenas € usado um sal de ferro (I1) [103]. Neste método é adicionado um sal de
ferro (1) a uma solucdo aquosa de pH basico (pH elevado), em condicbes aerdbias. A medida que
parte do ido Fe?* é oxidado a Fe** por acdo do O, atmosférico, a reagdo de sintese inicia-se.

As particulas 2a e 2b foram preparadas num goblé de 50ml, em condi¢fes atmosféricas e a

temperatura ambiente.

Particulas 2a:

Tabela 4 — Condi¢des de preparacéo das particulas 2a.

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Sulfato Ferro (I1) 0,2M 5ml
NaOH 8,25M 121l
Agua - 10ml

Foram colocados 10ml de agua desionizada num goblé de 50ml e foram adicionados 121l
de NaOH (8,25M), para ajustar o pH da solucdo para aproximadamente 13. Entretanto foi preparada
uma solucéo de sulfato de ferro (11) de concentracdo 0,2M, usando dgua desionizada ndo desarejada.
De seguida, 5ml de solucdo de sulfato de ferro (Il) foram adicionados, gota a gota, a solucdo de
NaOH. Deixou-se a reacdo ocorrer durante 1h. Todo o processo foi realizado sob agitacdo
magnética.

No final, as particulas foram lavadas varias vezes com agua desionizada, por decantacao

magnética.

Particulas 2b:

Tabela 5 — Condigdes de preparagdo das particulas 2b.

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Sulfato Ferro (I1) 0,2M 5x1ml
NaOH 8,25M 121pl
Agua - 10ml

As particulas 2b foram preparadas de forma idéntica as particulas 2a, sendo que a unica
diferenca foi a forma como a solugcdo de sulfato de ferro (1) foi adicionada. Neste caso, foram
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adicionados a solucdo de NaOH, 5ml de solucdo de sulfato de ferro (I1), em parcelas de 1ml, em
intervalos de 10 minutos. As adi¢des foram feitas gota a gota e no final da Gltima adicéo a solucéo

foi deixada a reagir durante 1h.
3.3.3. Sintese de particulas por co-precipitacdo em microemulsdes

Na preparacdo de nanoparticulas em microemulsdes, as particulas sdo sintetizadas no
interior das micelas invertidas, por um processo descrito anteriormente (capitulo 1.4.1.2.).

As microemuls@es séo preparadas usando um surfactante que é diluido num solvente apolar,
podendo ser usado, ou ndo, um co-surfactante. De seguida a essa mistura € adicionado um
determinado volume de agua (ou solugdo aquosa) sob agitacdo em vortex, levando a formacéo de
micelas invertidas.

No caso da sintese de magnetite sdo geralmente preparadas duas solugdes micelares, em que
uma delas contém na sua fase aquosa os ides de ferro, Fe** e Fe**, e a outra a base (ides OH). A

reacdo é posteriormente iniciada por juncéo das duas solugdes.

3.3.3.1. Usando Triton X-100 como surfactante

As particulas 3a e 3b foram preparadas em microemulsées num sistema de Triton X-
100/Ciclohexano/n-heptanol, onde o ciclohexano é o solvente apolar, o Triton X-100 desempenha
um papel de surfactante e o n-heptanol de co-surfactante [104]. O Triton X-100 (M = 576,6g/mol,
densidade 1,07g/cm®), o ciclohexano (M = 84,16g/mol, densidade 0,779g/cm®) e o n-heptanol (M =
116,2g/mol, densidade 0,82g/cm®) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich.

As microemulsdes A e B foram preparadas em tubos de ensaio, por injecdo das solucbes
aquosas nas misturas de Triton X-100/Ciclohexano/n-heptanol, sob agitacdo vigorosa em vortex.

Apos a injecdo das solucdes, as microemulsdes foram colocadas num banho de ultrassons
para promover a homogeneizacao.

A reacgdo foi iniciada por adicdo da microemulsdo B a microemulsdo A, gota a gota, € a
microemulséo resultante (A + B), foi colocada de novo no banho de ultrassons durante 2 horas.

Por fim, as particulas foram lavadas varias vezes com etanol por centrifugacdo e

ressuspensao.
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Particulas 3a:

Tabela 6 — Condi¢des de preparagéo das particulas 3a.

Microemulsao A

Reagentes Concentracao Volume adicionado
Triton-X - 530pl
Ciclohexano - 2,25ml
n-heptanol - 540ul
Sulfato de ferro (I1) 0,15M 50ul
Sulfato de ferro (111) 0,3M 50ul
Agua - 62ul
TEOS - 1ul

Microemulsao B

Reagentes Concentracao Volume adicionado
Triton -X - 530ul
Ciclohexano - 2,25ml
n-heptanol - 540ul
NaOH 2M 81pl
Agua - 81ul
TEOS - 2ul

Particulas 3b:

Tabela 7 — Condigdes de preparacéo das particulas 3b.

Microemulsao A

Reagentes Concentracao Volume adicionado
Triton-X - 530ul
Ciclohexano - 2,25ml
n-heptanol - 540ul
Sulfato de ferro (I1) 0,15M 50ul
Sulfato de ferro (111) 0,3M 50ul
Agua - 62ul

Microemulsao B

Reagentes Concentragao Volume adicionado
Triton -X - 530pl
Ciclohexano - 2,25ml
n-heptanol - 540ul
NaOH 2M 81ul
Agua - 81ul




Durante a preparacdo e mistura das microemulsdes, foi usada uma corrente de azoto ultra-
puro e as solucdes usadas foram previamente desarejadas.

Na preparacdo das particulas 3a foi usado TEOS de forma a obter particulas recobertas por
uma camada de silica. O TEOS foi adicionado diretamente nas microemuls@es para promover a sua
hidrolise e reacdo de polimerizacdo, visto que a reacdo de polimerizacdo ocorre muito mais
lentamente em microemulsdes do que em solucdo aquosa [104]. As particulas 3b néo foi adicionado
TEOS.

3.3.3.2. Usando CTAB como surfactante

Particulas 3c:

Tabela 8 — Condigdes de preparacdo das particulas 3c.

Microemulsao A

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Mistura (CTAB+Pentanol) - 2,5ml
Sulfato de ferro (I1) 0,15M 50ul
Sulfato de ferro (111) 0,3M 50ul
Agua - 100ul

Microemulsao B

Reagentes Concentragéo Volume adicionado
Mistura (CTAB+Pentanol) - 2,5ml
NaOH 1M 80l
Agua - 120ul

Particulas 3d:

Tabela 9 — Condigdes de preparagdo das particulas 3d.

Microemulsao A

Reagentes Concentragéo Volume adicionado
Mistura (CTAB + Pentanol) - 2,5ml
Sulfato de ferro (1) 0,15M 50ul
Sulfato de ferro (1) 0,3M 50ul
Agua - 900ul




Microemulsao B

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Mistura (CTAB + Pentanol) - 2,5ml
NaOH 1M 80l
Agua - 920ul

As particulas 3c e 3d foram preparadas em microemulsdes num sistema de
H,O/CTAB/pentanol, onde o CTAB desempenha o papel de surfactante e o pentanol de solvente
apolar. O pentanol (M = 88,15g/mol, densidade 0,81g/cm?) foi fornecido pela Sigma-Aldrich.

O procedimento de sintese foi similar ao procedimento realizado na preparacdo das
nanoparticulas 3a e 3b, embora, neste caso, ndo foi usado qualquer co-surfactante. A mistura CTAB
+ pentanol foi preparada numa razdo de 0,733g CTAB / 1g pentanol [105], usando pentanol
previamente desarejado. A solucdo foi aquecida e colocada num banho de ultra-sons até completa
homogeneizacao.

Estas particulas foram preparadas usando-se diferentes quantidades de agua (400ul de agua
total nas particulas 3c e 2ml nas particulas 3d). O tamanho das “piscinas” de &gua em
microemulsdes de agua/CTAB/n-hexanol aumenta com o aumento do teor de agua adicionado [105]
e, por isso, a quantidade de &gua adicionada pode influenciar as propriedades das nanoparticulas
obtidas.

3.3.4. Sintese de particulas cobertas por lipidos e AOT

Para obter particulas recobertas por lipidos (magnetolipossomas), foram adicionadas
solucdes de lipidos antes e ap6s a sintese das particulas. Para isso, foi usado um procedimento
descrito em [106], que descreve uma forma de obter magnetolipossomas de magnetite/DOPG.

Numa fase inicial, foram produzidas nanoparticulas de magnetite por co-precipitacdo em
solucdo aquosa a alta temperatura (80 °C) na presenca de moléculas de fosfolipidos. Os ibes de
ferro (11) e (111) foram dissolvidos em agua (a 80 °C) sob agitacdo magnética. De seguida, 20% da
quantidade de fosfolipidos a ser adicionada (1,36mg de DOPG dissolvido em 54ul metanol
(25mg/ml)), foi adicionada a solugdo, imediatamente seguido da adi¢do da base. Posteriormente, 0s
restantes 80% de fosfolipidos (5,44mg de DOPG dissolvido em 218ul de metanol (25mg/ml))
foram adicionados a mistura lentamente, durante um periodo de 5 minutos e a mistura foi deixada a
reagir durante 15 minutos. Deste processo obtém-se nanoparticulas de magnetite revestidas por uma
camada de DOPG (DOPG-Fe3;0,) (particulas 4a). Essas particulas foram posteriormente lavadas

com uma mistura de metanol/acetona (50/50 v/v) por varios passos de centrifugacao e ressuspensao.
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Numa segunda fase, as nanoparticulas obtidas sdo dispersas em agua e a mistura € aquecida
até 65° C. Apos 15 minutos, sdo adicionados lentamente 6,8mg de DOPG dissolvido 272ul em
metanol (25mg/ml). A mistura € deixada a 65 °C sob agitacdo magnética durante 30 minutos,
obtendo-se nanoparticulas de magnetite revestidas por uma segunda camada de DOPG
(magnetolipossomas DOPG/DOPG-Fe,04). Os magnetolipossomas obtidos por este método sdo
magnetolipossomas sélidos, ou seja, ndo possuem uma fase interior aquosa.

Para além dos magnetolipossomas de DOPG/DOPG-Fe30O,4 (magnetolipossomas 4b), este
procedimento foi adaptado, usando o lipido DPPC e o surfactante AOT, de forma a obter
lipossomas de DPPC/DPPC-FesO4 (magnetolipossomas 4c) e de AOT/AOT-Fes0q4
(magnetolipossomas 4d).

A fase inicial deste procedimento foi também usada para obter particulas de magnetite sem
qualquer cobertura de lipido (particulas 4e), para servirem de comparagdo entre nanoparticulas e
magnetolipossomas.

Todos os passos experimentais foram realizados sob agitacdo magnética e sob uma corrente

de azoto ultra-puro.

Particulas 4a:

Tabela 10 — Condigdes de preparagdo das particulas 4a.

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Sulfato Ferro (1) 0,15M 27ul
Sulfato Ferro (I11) 0,3M 27ul
NaOH M 200ul
Agua - 2ml
DOPG em metanol 25mg/ml 272l

Magnetolipossomas 4b:

Tabela 11 - Condices de prepara¢do dos magnetolipossomas 4b.

Reagentes Concentragéo VVolume adicionado
Sulfato Ferro (1) 0,15M 27ul
Sulfato Ferro (1) 0,3M 27ul
NaOH M 200ul
Agua - 2ml
DOPG em metanol (1% camada) 25mg/ml 272l
DOPG em metanol (22 camada) 25mg/ml 272ul
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Magnetolipossomas 4c:

Tabela 12 — Condigdes de preparacdo dos magnetolipossomas 4c.

Reagentes Concentracao VVolume adicionado
Sulfato Ferro (1) 0,15M 27ul
Sulfato Ferro (1) 0,3M 27ul
NaOH 1M 200ul
Agua - 2ml
DPPC em metanol (12 camada) 25mg/ml 272ul
DPPC em metanol (22 camada) 25mg/ml 272ul

Magnetolipossomas 4d:

Tabela 13 - Condig¢des de preparagdo dos magnetolipossomas 4d.

Reagentes Concentracao Volume adicionado
Sulfato Ferro (1) 0,15M 27ul
Sulfato Ferro (H11) 0,3M 27ul
NaOH 1M 200ul
Agua - 2ml
AOT em etanol (12 camada) 25mg/ml 272l
AOT em etanol (22 camada) 25mg/ml 272l
Particulas 4e:
Tabela 14 - Condicdes de preparacgao das particulas 4e.
Reagentes Concentracao Volume adicionado
Sulfato Ferro (I1) 0,15M 27ul
Sulfato Ferro (1) 0,3M 27ul
NaOH 1M 200ul
Agua - 2ml

3.4. Preparacéo de magnetolipossomas

Para além dos magnetolipossomas solidos preparados anteriormente (4b, 4c e 4d), foram
preparados magnetolipossomas por um método diferente de forma a obter magnetolipossomas com
uma fase interna aquosa. Neste método foi usada uma solucdo de nanoparticulas bem dispersas
(submetida a um banho de ultra-sons para garantir uma boa dispersdo das nanoparticulas) e
aquecida (caso necesséario), até uma temperatura superior a temperatura de transicao dos lipidos. A

esta solugdo foi injetada uma mistura contendo lipido e composto, sob agitagdo vigorosa em vortex,
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para uma concentracdo final de lipido em solucdo 10° M e de composto 3x10° M (mesmas
concentracdes usadas no estudo fotofisico dos compostos em membranas lipidicas — capitulo 3.2.).
Deste processo, obtém-se uma solucdo contendo lipossomas (sem nanoparticulas magnéticas no seu
interior), magnetolipossomas (contendo uma ou Vvérias nanoparticulas no seu interior) e
nanoparticulas em solugdo (ndo encapsuladas).

De seguida foi feita uma decantacdo magnética de forma para retirar as nanoparticulas nao
encapsuladas da solucéo.

Os magnetolipossomas aquosos sdo de especial interesse, uma vez que permitem solubilizar,

na sua fase aquosa, compostos hidrofilicos.
3.5. Caracterizacgdo das nanoparticulas e dos magnetolipossomas

As nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas usando difusdo dinamica de luz (DLS),
microscopia eletronica de varrimento (SEM) e dispositivo supercondutor de interferéncia quantica
(SQUID), com o objetivo de avaliar a sua forma, tamanho e propriedades magnéticas.

Os magnetolipossomas foram caracterizados por DLS para determinacdo do tamanho.

Foram ainda obtidos os espetros de fluorescéncia dos compostos potencialmente

antitumorais englobados em magnetolipossomas.
3.6. Estudos de interacdo magnetolipossoma-célula

Para o estudo da interacdo ndo especifica magnetolipossoma-célula, foram realizados
ensaios de transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET), usando magnetolipossomas
contendo o0s compostos estudados (que funcionam como doador) e modelos de membranas

bioldgicas contendo sondas fluorescentes (que funcionam como aceitador).
3.6.1. Preparacdo dos modelos de membrana

Como modelos de membrana foram usados vesiculos unilamelares gigantes (GUVS) de
lecitina de soja. Na preparacdo dos GUVs, foram incorporadas sondas fluorescentes:
e NBD-Cg-HPC (marca a parte media da cadeia de hidrocarbonetos)
e NBD-C;,-HPC (marca o final da cadeia de hidrocarbonetos)

e NBD-PE (marca a cabeca polar dos fosfolipidos)

54



Na preparacdo dos GUVs foi adaptado um protocolo descrito em [107]. A partir de 1ml de
solucdo etandlica de lecitina de soja 10°M e sonda fluorescente 10°M foi obtido um filme por
evaporacgdo do solvente usando uma corrente de azoto ultra-puro. O filme obtido foi pré-hidratado
com 20ul de &gua e foi incubado a 45 °C durante 45 minutos. De seguida, foram adicionados 3ml de
solucéo de glucose 0,1M e a mistura foi encubada a 37 °C durante duas horas. Por fim a mistura foi
centrifugada a 140009 durante meia-hora a 20 °C para sedimentar agregados moleculares de

maiores dimensoes.
3.6.2. Ensaios de FRET

Inicialmente foram tracados o0s espetros de fluorescéncia dos compostos em
magnetolipossomas (500ul de solucdo de magnetolipossomas + 1500ul de agua) e das sondas
fluorescentes nos GUVs (1250ul de solugdo de GUVs + 750 ul H,0), isoladamente.

De seguida, para avaliar a transferéncia de energia ressonante de Forster, foram tragados
espetros de fluorescéncia de solucGes com:

e 500ul de solucéo contendo os magnetolipossomas e 0s compostos
e 250ul de 4gua desionizada

e 1250ul de solucédo contendo os GUVs e as sondas fluorescentes

No caso de ocorrer interacdo ndo especifica (fusdo) entre os magnetolipossomas e os GUVs,
0s compostos (doadores) e as sondas fluorescentes (aceitantes) passam a estar a uma distancia
suficientemente pequena (entre 10 e 60-100A) para que ocorra transferéncia de energia ressonante
de Forster, o que é facilmente observado no espetro de fluorescéncia por uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia do doador e um aumento da intensidade de fluorescéncia do aceitante.
De forma a promover esta interacdo ndo especifica foram adicionados, em alguns ensaios, 5ul de

solucéo de cloreto de célcio 1M.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo fotofisico dos compostos em solucéo

Visto que, como referido anteriormente, 0s compostos antitumorais estudados apresentam
potencial antitumoral, o seu estudo fotofisico em solucdo e em vesiculos lipidicos é de extrema
importancia.

No estudo fotofisico dos compostos em solucdo foram determinados os espetros de absorgédo
e fluorescéncia em vérios solventes (tabela 1, capitulo 3.1.2.). Os solventes estudados ndo incluem

ciclo- e n-alcanos, uma vez que a solubilidade dos compostos nesse tipo de solventes se revelou

extremamente baixa.
De seguida apresentam-se 0s espetros de fluorescéncia dos compostos nos varios solventes.

A titulo de exemplo estdo também representados os espetros de absor¢do em acetonitrilo e dioxano.
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Figura 22 — Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 1 (3x10°®) nos varios solventes (Le.=370 nm). Inserido: Espetros
de absorcdo do composto 1 (10°°) em acetonitrilo e em dioxano, como exemplo.
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Figura 23 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 2 (3x10°) nos vérios solventes (Aeye
de absorcdo do composto 2 (10°°) em acetonitrilo e em dioxano, como exemplo.
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Tabela 15 - Comprimentos de onda maximo de absor¢do (A.,s) € emissao (Aem), coeficiente de absorcdo molar (g) e rendimento

quantico de fluorescéncia (®g) para 0s compostos 1, 2 e 3 nos varios solventes.

Aavs /Inm (e/ 10* Mt em™) Aem (NM) P2
Solvente
1 2 3 1 2 3 1 2 3
369 (0,76); | 370 (0,62):
_ 369 (0,72);
Dioxano 285 (3,49); | 286 (3,20); 281 (6.02) 449 | 450 | 453 | 0.22 | 0.15 | 0.11
255 (3,81) | 258 (2,76) ’
367 (0,61);
) 368 (0,58); | 367 (0,55):
Diclorometano 286 (3,16); 451 | 452 | 451 | 041 | 0.31 | 0.14
286 (2,95) | 280 (5,10)
248 (2,98)
_ 368 (0,62); | 369 (0,65); | 369 (0,61);
Acetato de Etilo 450 | 449 | 457 | 0.09 | 0.08 | 0.05
285 (2,56) | 284 (3,14) | 282 (5,91)
o 368 (0,59); | 368 (0,54); | 367 (0,62);
Cloroférmio 449 | 449 | 448 | 0.06 | 0.08 | 0.02
287 (4,71) | 287 (4,52) | 279 (7,35)
o | 371(0,60); | 371 (0,67); | 371 (0,64);
N,N- Dimetilformamida 463 | 462 | 464 | 0.42 | 0.16 | 0.21
288 (2,57) | 287 (3,16) | 286 (5,66)
o 372 (0,70); | 372 (0,68); | 372 (0,61);
Dimetilsulfoxido 469 | 467 | 470 | 0.65 | 0.39 | 0.69
288 (3,06) | 286 (2,65) | 287 (4,64)
367 (0,64); | 369 (0,60):
. 366 (0,59);
Acetonitrilo 282 (3,10); | 283 (3,29); 280 (5.69) 456 | 457 | 458 | 0.07 | 0.09 | 0.08
253 (3,51) | 254 (3,37) ’

& _ Relativamente ao sulfato de quinino em H,SO,4 0,05M (®, = 0.546). Erro cerca de 10%.

Os trés compostos demonstraram uma emissdo de fluorescéncia razoavel em todos os
solventes estudados, com rendimentos quanticos de fluorescéncia numa gama entre 2% em
cloroférmio e 69% em DMSO (tabela 15). No entanto, ndo foi observada emissao de fluorescéncia
em solventes proticos como agua, etanol e metanol. Este comportamento foi ja observado para
di(hetero)ariléteres derivados de tieno[3,2-b]piridinas [108] e pode dever-se a uma interacdo soluto-
solvente por formacdo de pontes de hidrogénio com solventes proticos, nhomeadamente pela
protonacdo do atomo de azoto no anel de piridina. Pela mesma razdo, podem ser justificados os
baixos valores de rendimento quéantico de fluorescéncia em cloroférmio, uma vez que a formacao
de pontes de hidrogénio entre o cloroformio e moléculas aceitadoras de protdes foi j& descrito [109].

Os compostos demonstraram ser mais fluorescentes em solventes polares como
dimetilsulfoxido e dimetilformamida, sendo esse um comportamento comum em derivados de

di(hetero)ariléteres [108]. No entanto, o grupo substituinte que difere nos trés compostos (H
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(composto 1), OCHj3 (composto 2) e CN (composto 3)), parece ndo ter uma influéncia significativa
nos valores de rendimento quéantico (tabela 15).

Para alem disso, verificaram-se desvios significativos na emissdo de fluorescéncia para a
zona do vermelho em solventes polares (20-25 nm entre o cloroférmio e o dimetilsulféxido). No
entanto, nos espetros de absorcdo esse desvio € negligenciavel, indicando que a relaxacdo do
solvente apos a fotoexcitacdo desempenha um papel determinante.

O comportamento fotofisico dos compostos demonstra que estes podem ser considerados
sondas solvatocromicas, sendo que a emissdo de fluorescéncia é sensivel ao ambiente onde o
fluoréforo se encontra. Esta caracteristica pode ser bastante Gtil no estudo do comportamento e

localizacdo dos compostos em membranas lipidicas.

4.2. Estudo fotofisico dos compostos em vesiculos lipidicos

Foram realizados ensaios de espetroscopia de fluorescéncia dos trés compostos incorporados
em vesiculos lipidicos de varias composi¢des (capitulo 3.2.).

Os compostos foram incorporados em lipossomas de EGG-PC (mistura de lipidos
zwitteriénicos), DPPC (zwitteridénico), DODAB (cationico), DPPG (aniénico) e em misturas de
EGG-PC:Ch (7:3) e DPPC:Ch (7:3). O colesterol (Ch) foi incorporado em lipossomas para melhor
simular as membranas bioldgicas, sendo que misturas de EGG-PC:Ch (7:3) sdo frequentemente
usadas para esse fim [110,111].

Os espetros de fluorescéncia dos compostos incorporados nos lipossomas foram obtidos para
temperaturas abaixo (25 °C) e acima (55 °C) da temperatura de transicdo de fase dos lipidos DPPC,
DODAB e DPPG, de forma a monitorizar a fase gel e a fase liquido-cristalina dos lipidos,
respetivamente. No caso do EGG-PC foi apenas estudada a sua fase liquido-cristalina, uma vez que
este ja se encontra nessa fase a temperatura ambiente (T, muito baixa).

Os espetros de fluorescéncia dos compostos incorporados em vesiculos lipidicos estdo
apresentados na figura 25. Todos os compostos exibem emissdo de fluorescéncia razoavel quando
incorporados em membranas lipidicas, indicando que estes estdo localizados preferencialmente na
regido da bicamada lipidica, uma vez que estes ndo apresentam emissdo de fluorescéncia em agua e
alcoois. Tendo em conta os comprimentos de onda de emissdo maxima dos compostos nos
agregados lipidicos, conclui-se que estes se encontram num ambiente hidrofébico de polaridade
semelhante ou mesmo inferior ao dioxano, no entanto, um ambiente ligeiramente mais hidratado (de

polaridade superior) € antecipado para os vesiculos de DPPC a 25 °C (tabela 16).
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Neste estudo foi determinada a anisotropia de fluorescéncia dos compostos incorporados em
lipossomas por espetroscopia de fluorescéncia usando luz polarizada. A analise da anisotropia de
fluorescéncia (r) pode fornecer informacdo importante acerca da localizacdo dos compostos nos
lipossomas, uma vez que r aumenta com o tempo de correlagdo rotacional do fluoréforo e, portanto,
com a viscosidade do meio onde este se encontra [89]. A anisotropia em estado estacionario esta
relacionada com o tempo de vida do estado excitado e com o tempo de correlacdo rotacional do

fluordforo [89]:

1 1

T
= (1+ ;) (12)
onde, ro é a anisotropia fundamental (ou intrinseca), T € o tempo de vida do estado excitado e 1. € 0

tempo de correlacéo rotacional.
Os valores de anisotropia dos compostos 1, 2 e 3 em membranas lipidicas estdo indicados na
tabela 16. Foi também determinada a anisotropia dos compostos em glicerol, a temperatura

ambiente, como termo de comparacao.

Composto 3

-
T

Composto 1

| ——EggPC(25°C) L\ il ——EggPC(25°C) N
DPPC gel (25°C) . DPPC gel (25°C) ™.\
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/. ---- DPPC:Ch 7:3 (25 °C)
— DPPC:Ch 7:3 (55 °C)
) 1 L 1

o

ii - DPPC lig.-cr. (55°C) Ny

====DPPC lig.-cr. (65 °C) "™
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Figura 25 — Espetro de fluorescéncia normalizado dos compostos 1 e 3 (3x10® M) em lipossomas de EGG-PC, EGG-PC:Ch, DPPC

e DPPC:Ch,a25°C e a55 °C.

550
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Tabela 16 — Valores da anisotropia de fluorescéncia de estado estacionario (r) e comprimentos de onda de emissdo maxima (Aem)
para os compostos 1, 2 e 3 em lipossomas, abaixo (25 °C) e acima (55°C) da temperatura de transicdo dos lipidos. Valores de
anisotropia dos compostos em glicerol a temperatura ambiente, como termo de comparagéo.

1 2 3
Aem(M) | 1 [ Aem(MM) | 1 [Aem(nM) | T
Egg-PC 25 449 | 0.248| 451 |0.249| 449 |0.240
Egg-PC:Ch (7:3) | 25 446 0228 | 446 [0.221| 445 |[0.231
25 452 | 0.256| 451 |0.259| 452 |0.251
55 449 |0.163| 448 [0.122| 449 [0.180
25 450 | 0.199| 449 [0.171| 450 |0.194
55 446 | 0.104| 445 |0.118| 446 |0.127
25 448 0230 | 456 |0.251| 451 |0.247

Lipido T (°C)

DPPC

DPPC:Ch (7:3)

DODAB
55 445 0.172 444 0.180 444 0.183
DPPG 25 461 0.233 464 0.226 457 0.209
55 457 0.149 460 0.138 454 0.102
Glicerol 25 464 0.330 462 0.327 459 0.324

Os resultados referentes a anisotropia de fluorescéncia permitem concluir que todos os
compostos estdo localizados na regido interna da bicamada lipidica. A transicdo da fase gel para a
fase liquido-cristalina é claramente detetada por uma descida significativa dos valores de
anisotropia a 55 °C. Um aumento da anisotropia € previsto por uma diminuicéo do tempo de vida do
estado excitado (equacdo 12), que € espectavel por aumento da temperatura. Desta forma, uma
diminuicdo da anisotropia a 55 °C pode ser atribuida a diminuicdo do tempo de vida correlacional
do fluordéforo, ou seja, a uma diminuicdo da microviscosidade do meio onde este se localiza.

Os valores de anisotropia sofrem também um decréscimo significativo quando a fluidez das
membranas lipidicas é aumentada por adicdo de colesterol. Estas variagfes sao acompanhadas de
um desvio da emissdo de fluorescéncia para a zona azul do espetro (figura 25, tabela 16), tanto na
fase gel como na fase liquido-cristalina. Este desvio pode indicar um reposicionamento dos
fluor6foros num ambiente menos hidratado. Assim, uma diminui¢do da microviscosidade do meio
(por aguecimento ou adicéo de colesterol) parece permitir uma maior penetragdo dos fluoréforos no
interior da bicamada lipidica. A influéncia do colesterol na fluidez das membranas devera ser
investigada em maior detalhe em trabalhos futuros.

Os resultados obtidos permitem afirmar que todos os trés compostos possuem elevado
potencial de aplicacdo no estudo da fluidez de membranas lipidicas. Para além disso estes
compostos podem ser solubilizados na fase hidrofébica de lipossomas ou magnetolipossomas, com

especial potencial de aplicagdo em tratamentos por entrega controlada de farmacos.
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4.3. Caracterizagdo das nanoparticulas

Neste trabalho foram preparadas, com sucesso, nanoparticulas magnéticas por Varios
métodos (capitulo 3.3.):
e Co-precipitagdo em solugdo aquosa a temperatura ambiente (1a e 1b) e a 80 °C (4e).
e Co-precipitacdo inversa em solucdo aquosa (2a e 2b).
e Co-precipitacdo em micelas invertidas (microemulsdes), usando como surfactante o
Triton X-100 (3a e 3b) e 0 CTAB (3c e 3d).
e Foram ainda preparados magnetolipossomas secos (4a, 4b, 4c e 4e), por adi¢do de

lipidos ou AQOT, no processo de sintese das particulas.

A formacdo das particulas foi confirmada durante a reacdo de sintese por formacéo de um
precipitado de cor variando entre o0 negro e o castanho. A cor das nanoparticulas de 6xido de ferro
esta dependente do seu grau de oxidagdo, sendo que a magnetite (FesO,) apresenta uma cor negra
caracteristica, enquanto formas oxidadas como a magmite (y-Fe,Os) apresentam cor acastanhada
[112]. Tendo em conta este facto, algumas nanoparticulas obtidas (2b, 3a, 3b, 3c e 3d) poderéo ser
na verdade nanoparticulas de magmite ou de magnetite parcialmente oxidada (Fes;304). NoS
restantes ensaios, as nanoparticulas obtidas apresentam a cor negra caracteristica da magnetite
(Fes0y).

Em relacdo as nanoparticulas 2b, os resultados estdo de acordo com os resultados publicados
no artigo no qual o método foi baseado [103]. Neste método, 5 ml de solucédo de sulfato de ferro (11)
0,2 M foi adicionada progressivamente em parcelas de 1 ml em intervalos de 10 minutos. A adigéo
faseada parece promover um maior grau de oxidagdo das particulas obtidas.

Quanto as nanoparticulas produzidas em microemulsées (3a, 3b, 3c e 3d), um elevado grau
de oxidacdo pode dever-se ao tamanho das particulas. Nanoparticulas mais pequenas tém uma
elevada razdo superficie/volume, estando, portanto, mais suscetiveis a oxidacdo. Para além disso,
este método é mais complicado, pois manter um ambiente livre de O, durante todo 0 processo é
relativamente mais dificil.

Para a determinacdo da estrutura cristalina das particulas seria necessario, no entanto, uma
analise mais extensiva, por exemplo, por difracdo de raios X (XRD), técnica geralmente usada para
esse fim.

Apesar de tudo, nanoparticulas magnéticas, quer de magnetite quer de magmite, tém igual

potencial de aplicacdo em diagnostico médico (MRI), tratamentos por hipertermia e entrega

63



controlada de farmacos [113], pelo que a determinagdo da estrutura cristalina das nanoparticulas

aqui sintetizadas nao € de extrema importancia para o objetivo deste trabalho.

4.3.1. Caracterizacdo morfologica

As nanoparticulas sintetizadas foram analisadas por dispersao dinamica de luz (DLS) para se

obter informac&o acerca do seu tamanho e indice de polidispersividade.

Tabela 17 — Valores de DLS do tamanho médio (raio (nm)), polidispersividade (Pdl), e intensidade média dos picos (raio(nm) e %)

das nanoparticulas analisadas.

Tamanho . . Pico 1 Pico 2
Amostra médio Pdl Picol | Pico 2 (int. média) (int. média)
r (nm) r (nm) r (nm) % %

la 125,9 0,334 123,9 12,70 88,3 11,7
2a 1152 0,787 4177 0,0 100 0,0
2a® 78,03 0,026 81,63 0,0 100 0,0
2b 959,0 0,597 395,9 0,0 100 0,0
3a 1534 0,354 47,52 2613 94,7 53
3c 89,29 0,127 96,02 0,0 100 0,0
3d 81,46 0,293 68,80 0,0 100 0,0
4a 104,1 0,274 80,63 0,0 100 0,0
4b 59,98 0,411 72,47 20,72 84,8 15,2
4c 91,28 0,225 112,4 0,0 100 0,0
4d 329,5 0,769 100,1 16,41 89,9 10,1
4e 67,20 0,209 58,37 20,52 66,6 33,4

4. Solugéo de nanoparticulas 2a diluidas 50x, com &cido citrico (100l de solugéo de nanoparticulas e 100ul de solugdo de acido
citrico 0,2 M para um volume final de 5 ml).

Pela andlise dos resultados de DLS (tabela 17), o método de preparacdo das particulas
parece ter alguma influéncia no seu tamanho. No entanto, excluindo os resultados das particulas
sintetizadas por co-precipitacao inversa (2a e 2b), os tamanhos ndo variam significativamente.

A técnica de DLS permite determinar o tamanho de particulas em solucdo aquosa atraves da
determinacéo da velocidade a que estas se movem, mas néo faz a distin¢do entre particulas isoladas
e agregados de particulas.

Na verdade, os resultados parecem indicar uma elevada taxa de agregagdo das particulas,
sendo os valores obtidos para as particulas 2a e 2b o caso mais evidente. Essa elevada taxa de
aglomeracédo nas particulas 2a e 2b pode dever-se as elevadas concentra¢des usadas no método de
sintese, e por isso, a quantidade de particulas obtidas é consideravelmente maior, 0 que pode

64



promover a sua agregacao. Para verificar esta hipétese, foi realizada uma analise das particulas 2a
numa diluicdo de 50x (2a?), contendo &cido citrico (100ul de &cido citrico 0,2M para 5ml de
solucdo). Os resultados dessa anéalise revelam uma descida acentuada do tamanho e do indice de
polidispersividade, concluindo-se que a dilui¢do das particulas e a presenca do acido citrico as torna
mais estaveis em solucéo, evitando ou limitando a sua agregacao.

Os elevados valores de polidispersividade observados na maioria das amostras sdo outro
indicador da ocorréncia de aglomeracdo. Para alem disso, em algumas amostras (1a, 4b, 4c e 4e),
sdo observadas duas populacgdes distintas com tamanho diferente, sendo que as populagdes com
tamanho menor poderdo corresponder a nanoparticulas isoladas e as populagdes com tamanho
maior poderdo corresponder a agregados de particulas. Assim, terdo sido produzidas nanoparticulas
bastante pequenas com raio a variar entre 0os 12,70 (1a) e os 20,72nm (4b).

Em relagdo as nanoparticulas preparadas em micelas invertidas, as particulas onde foi usado
o Triton X-100 (3a) como surfactante parecem ser ligeiramente mais pequenas que as particulas
preparadas com CTAB (3c e 3d). Nos resultados das particulas 3a, observam-se duas populagoes,
no entanto, tendo em conta o tamanho (2613nm) e a percentagem de intensidade média (5,3%) da
populagéo referente ao pico 2, esses valores deverdo ser resultado da presenca de impurezas como
particulas de sujidade ou poeira. O menor tamanho das particulas 3a pode dever-se a diferenca dos
surfactantes usados, mas pode ser também explicado pelo revestimento das particulas 3a com uma
camada de silica, que pode estar a limitar a agregacéo das particulas.

Devido aos fendmenos de agregacdo ja referenciados, os resultados obtidos por DLS
constituem uma sobrestimacdo do verdadeiro tamanho das nanoparticulas, sendo que o tamanho

real devera ser menor.

Uma caracterizacdo mais pormenorizada das particulas foi realizada por microscopia
eletronica de varrimento (SEM).

As imagens obtidas por SEM (figuras 26, 27, 28 e 29) comprovam definitivamente a sintese
de nanoparticulas por todos os métodos. A grande maioria das nanoparticulas parece ter uma
pequena distribuicdo de tamanhos, contrariando os valores de polidispersividade obtidos por DLS.
Na verdade, as imagens de SEM permitem comprovar a aglomeracdo das nanoparticulas e a
formacéo de agregados numa grande parte das amostras, comprovando a analise feita por DLS. No
entanto, por SEM conseguem-se distinguir os aglomerados das nanoparticulas isoladas, uma vez
que os agregados apresentam geralmente tamanhos maiores, formas irregulares e diferengas na sua

tonalidade, o que € evidente principalmente na amostra 3b.
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Figura 26 — Imagens de SEM das nanoparticulas 1a e 1b preparadas por co-precipitacdo em solugdo aquosa a temperatura ambiente
com &cido citrico. 1a: [Felewm = 1,6x10° M, [Fe]ww:[4cido citrico] 10:7. 2b: [Felpw = 6,2x10° M, [Fe]ewr:[4cido citrico] 1:1.

Figura 27 — Imagens de SEM das nanoparticulas 2a e 2b preparadas por co-precipitagdo inversa em solugdo aquosa. 2a: [Fe]ia =
66x107 M, adicionado de uma s6 vez. 2b: [Fe]im =~ 66x10° M, adicionado em cinco parcelas de 1ml em intervalos de 10 minutos.

Apesar da aglomeracdo, as imagens de SEM permitiram avaliar com maior seguranca o0
tamanho das nanoparticulas.

Os tamanhos das nanoparticulas 2a, 2b, 3b e 4e encontram-se entre 0s 16nm (para as
particulas 4e) e os 34nm (para as particulas 3b). No caso das particulas 2a e 2b, estas apresentam
uma pequena distribuicdo de tamanhos, provavelmente entre 15nm e 25nm. Os resultados aqui
obtidos para as particulas sintetizadas por co-precipitacdo inversa (2a e 2b), estdo de acordo com 0s
resultados publicados [103]. Em ambos os casos, as nanoparticulas apresentam uma pequena
distribuicdo de tamanhos, forma aproximadamente esférica e tamanho médio de, aproximadamente,

20nm. O método de adicdo de solucao contendo o sal de ferro (I1) ndo parece influenciar o tamanho,
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forma e polidispersividade das nanoparticulas sintetizadas, o que também esta de acordo com os
resultados publicados.

WD HFW
4.9 mm | 746 nm

Figura 28 - Imagens de SEM das nanoparticulas 3a, 3b, 3c e 3d preparadas por co-precipitacdo em micelas invertidas. 3a e 3b:
[Feliot =~ 69%x10° M*, usando Triton X-100 como surfactante e n-heptanol como co-surfactante, com (3a) e sem (3b) TEOS. 3c:
[Feliota = 56x10° M*, usando o CTAB como surfactante. 3d: [Fe]pwm ~ 11x10° M*, usando o CTAB como surfactante.

*- Concentragdes calculadas para a fase aquosa das microemulsdes, onde decorre a reacéo de sintese.

As particulas 4e (figura 29) parecem apresentar ainda melhores caracteristicas que as
particulas 2a e 2b, tendo um tamanho aproximado de 16nm e baixa polidispersividade. Para além
disso, estdo relativamente bem dispersas. Estes resultados estdo de acordo com os resultados
publicados [106], onde é reportada a sintese de particulas com tamanho médio de 13,8nm e desvio
padrédo 3,7nm caracterizadas por TEM.

Ja as particulas 3b parecem estar extremamente agregadas, o que dificulta a analise da sua

polidispersividade. No entanto as particulas mais isoladas parecem ter um tamanho por volta dos
30nm.
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Figura 29 - Imagens de SEM das nanoparticulas 4e preparadas por co-precipitacdo em solucdo aquosa a 80 °C, e imagens dos
magnetolipossomas 4b (DOPG), 4c (DPPC) e 4d (AOT), preparados por adicdo do lipido ou AOT, durante e apds o processo de
sintese das particulas. 4e, 4b, 4c e 4d: [Felipta = 5x10° M.

Para as restantes nanoparticulas (1a, 1b, 3a, 3c, 3d, 4b, 4c e 4d), a determinagdo do seu
tamanho ndo foi possivel devido as limitacBes do poder de resolu¢do do microscopio, podendo
concluir-se que essas particulas serdo ainda mais pequenas do que as particulas referidas
anteriormente, sendo que o seu tamanho devera ser de poucos nanémetros (< 15nm).

Como seria de esperar, a concentracdo de ferro parece influenciar a taxa de aglomeracao das
particulas (por comparacdo entre as particulas 1a e 1b, e 3c e 3d). No entanto, as concentracfes
usadas ndo parecem alterar significativamente o tamanho das nanoparticulas obtidas.

Pela andlise das particulas sintetizadas em microemulsdes usando o Triton X-100 como
surfactante (3a e 3b), verifica-se que a adi¢do de TEOS influencia significativamente o tamanho e
taxa de aglomeracgdo das particulas, sendo que as particulas sintetizadas na presenca de TEOS (3a)
apresentam um tamanho e taxa de aglomeracdo inferior, 0 que esta de acordo com os resultados
publicados [104]. Este facto pode ser explicado pela formacdo de uma camada de silica sobre as

particulas durante o processo de sintese, limitando o crescimento e agregacdo. Para além disso, 0s
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resultados publicados reportam a sintese de particulas na gama dos nanémetros cobertas com uma
fina camada de silica (1-2nm), o que também parece estar de acordo com os resultados aqui obtidos.

O revestimento das nanoparticulas com silica parece também promover uma melhor
lavagem das particulas, uma vez que nas particulas onde néo foi adicionado TEOS (3b), observa-se
0 que parecem ser residuos de surfactante, o que pode estar a contribuir para uma maior taxa de
aglomeracao.

Em relacdo as nanoparticulas cobertas por lipido ou AOT (figura 4b, 4c e 4d, figura 29), ndo
é possivel observar a estrutura dos magnetolipossomas. Isto pode dever-se ao vacuo produzido no
SEM, que podera estar a comprometer a integridade estrutural dos magnetolipossomas, ja que 0S
resultados publicados indicam a formacdo de magnetolipossomas de, aproximadamente, 50nm
observados por cryo-SEM. Esse facto pode ser a razéo pela qual as particulas aparentam estar mais
aglomeradas.

Em concluséo, os resultados obtidos por SEM permitem comprovar a sintese de particulas
com tamanho suficientemente pequeno para serem incorporadas em lipossomas formando
magnetolipossomas, com aplicagcdes em MRI, tratamentos por hipertermia e entrega controlada de
farmacos, in vivo, por aplicagdo de um campo magnético externo, uma vez que, nesta gama de

tamanhos, as nanoparticulas apresentam comportamento paramagnético.

4.3.2. Caracterizacdo das propriedades magnéticas

Logo apos a sintese das nanoparticulas, foi usado um pequeno magneto para verificar o seu
magnetismo, sendo que todas as particulas demonstraram ser magnéticas ao reagir rapidamente ao
campo magnético aplicado. Na figura 30, a titulo de exemplo, esta representado o comportamento

das nanoparticulas 2a, antes e ap6s a aplicacdo de um campo magnético.

Figura 30 — Comportamento das nanoparticulas 2a, antes (A) e apds (B) a aplicagdo de um campo magnético.
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Foi feita uma analise das propriedades magnéticas das nanoparticulas 4e usando um
dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID) na Universidade do Porto, através de
uma colaboragdo com os Profs. Bernardo Almeida (CFUM) e J.P. Aradjo (UPorto). A seguir, é
apresentado o grafico do momento magnético em funcéo do campo aplicado (figura 31) e a curva de

histerese (figura 32) das nanoparticulas 4e.
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Figura 31 — Momento magnético (emu) em funcdo do campo magnético aplicado (Oe) das nanoparticulas 4e.
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Figura 32 — Curva de histerese das particulas 4e a temperatura ambiente.
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Uma vez que a quantidade de amostra era muito reduzida, ndo foi possivel determinar o
valor da suscetibilidade magnética. No entanto, pela analise da curva de histerese, foi possivel
determinar o valor da coercividade das nanoparticulas, sendo este de aproximadamente 10 Oe, a
300K, indicando que as particulas sdo quasi-superparamagnéticas. Tendo em conta que a
coercividade depende do tamanho das nanoparticulas, este resultado € indicativo de nanoparticulas
pequenas, comprovando os resultados obtidos por SEM (~16nm) para estas nanoparticulas.
Resultados publicados indicam que nanoparticulas de magnetite com 8nm sdo paramagnéticas
apresentando coercividade zero. No entanto nanoparticulas com 12nm apresentam histerese, com
coercividade 18 Oe [114]. Assim, as nanoparticulas aqui sintetizadas parecem ter melhores
propriedades.

Nanoparticulas ferromagnéticas (Hc > 0), sdo capazes de gerar calor por perda de histerese
mediada pela aplicacdo de um campo magnético alternado, caracteristica que pode ser explorada em
tratamentos de tumores por hipertermia. A capacidade das nanoparticulas de gerar calor sob
aplicacdo de um campo magnetico alternado aumenta com a coercividade e, portanto, com o seu
tamanho (dentro de uma certa gama). Foi reportado que nanoparticulas com 16nm (Hc = 27 Oe) e
18nm (Hc = 105 Oe) foram capazes de gerar calor com alta eficiéncia [114]. Os mesmos autores
calcularam ainda o tamanho para o qual as nanoparticulas apresentardo eficiéncia maxima, sendo
que, segundo eles, a eficiéncia sera maxima para particulas com 21nm. De acordo com estes
resultados, as nanoparticulas 2a e 2b (~20nm) aqui produzidas poderdo ser boas candidatas para
aplicacGes em hipertermia. No entanto, seria necessario fazer uma caracterizagdo magnética dessas
particulas.

Apesar de ndo ter sido possivel fazer a caracterizacdo magnética das restantes amostras,
tendo em conta que as nanoparticulas de magnetite sdo paramagnéticas para tamanhos inferiores a
10nm, é provavel que tenham sido sintetizadas nanoparticulas superparamagnéticas neste trabalho.
As nanoparticulas 1a, 3a e 3d seriam boas candidatas para uma posterior caracteriza¢do na tentativa

de verificar o seu possivel superparamagnetismo.

4.4. Estudo fotofisico dos compostos em magnetolipossomas

Os magnetolipossomas (EGG-PC/4e) foram preparados por injecdo etanolica de uma
mistura de lipido (EGG-PC) e composto numa solugdo aquosa de particulas (4e) bem dispersas. As
concentragfes de lipido e composto foram as concentracfes usadas no estudo fotofisico dos

compostos em membranas lipidicas (capitulo 3.2), para se poder comparar 0s resultados. De

71



seguida, apresentam-se o0s espetros de fluorescéncia dos compostos 1, 2 e 3 incorporados em

lipossomas (EGG-PC) e em magnetolipossomas (EGG-PC/4e).
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Figura 33 — Espetros de fluorescéncia do comporto 1 incorporado em lipossomas (EGG-PC) e em magnetolipossomas (EGG-PC/4e).
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Figura 34 — Espetros de fluorescéncia do composto 2 incorporado em lipossomas (EGG-PC) e em magnetolipossomas (EGG-
PCl4e).
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Figura 35 — Espetros de fluorescéncia do composto 3 incorporado em lipossomas (EGG-PC) e em magnetolipossomas (EGG-
PCl4e).
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A alteracdo mais evidente nos espetros de fluorescéncia dos trés compostos incorporados em
magnetolipossomas é a diminuicdo acentuada da emissdo de fluorescéncia. O quenching de
fluorescéncia de fluoréforos na presenca de nanoparticulas de éxido de ferro (magnetite e magmite)
foi j& reportado [115,116]. Essa inibicdo pode ser explicada pela transferéncia de energia entre 0s
fluoréforos no estado excitado e as nanoparticulas por processos radiativos e ndo radiativos. Para
além disso, pode ainda ocorrer transferéncia de eletrbes fotoinduzida (PET) e um aumento da
eficiéncia de cruzamento intersistemas devido ao efeito do atomo pesado. Assim, estes resultados
comprovam o sucesso de incorporacdo das nanoparticulas nos lipossomas.

Apesar da inibicdo de fluorescéncia observada, os compostos continuam a apresentar uma
emissdo de fluorescéncia razoavel, e portanto, constituem um método de detecdo que permite
monitorizar a localizacdo dos magnetolipossomas nas células ou no corpo.

Para além disso, ndo se verificam desvios significativos nos comprimentos de onda maximos
de emissdo dos compostos englobados nos magnetolipossomas, indicando que estes estdo
localizados na zona hidrofobica da bicamada lipidica, como ja tinha sido observado na analise dos

compostos em lipossomas.

4.5. Estudos de interacdo magnetolipossoma — modelos de células

Para o estudo da interacdo ndo especifica magnetolipossoma-célula, foram realizados
ensaios de transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET). Para isso, foram preparados
GUVs (vesiculos unilamelares gigantes) de lecitina de soja (capitulo 3.6.1), nos quais foram
incorporados lipidos marcados com sonda fluorescente NBD (NBD-Cs-HPC, NBD-C;,-HPC e
NBD-PE) que funcionam como aceitadores nos ensaios de FRET. O objetivo destes ensaios foi
verificar a ocorréncia (ou ndo) de transferéncia de energia ressonante de Forster entre 0s compostos
(doadores) incorporados em magnetolipossomas e os fluoréforos incorporados nos GUVs
(aceitantes). Uma premissa essencial para que o processo de FRET possa ocorrer € existir uma
sobreposicdo espetral entre a emissdo de fluorescéncia do doador e a absorgdo do aceitante. De
seguida sdo apresentados os espetros de fluorescéncia normalizados dos compostos englobados em
magnetolipossomas de EGG-PC/4e e os espetros de excitacdo dos fluoroforos incorporados nos
GUVs (figura 36). Aqui apresentam-se 0s espetros de excitacdo porque os espetros de absorcao séo

comprometidos pela dispersdo provocada pelos GUVs (de grandes dimensdes).
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Figura 36 — Sobreposicdo dos espetros de emissdo (Ae=370 nm) dos doadores ( compostos 1, 2 e 3) incorporados em
magnetolipossomas (EGG-PC/4e) e dos espetros de excitagdo (A.,=600 nm) dos aceitantes (NBD-C4-HPC, NBD-C,,-HPC e NBD-
PE) incorporados em GUVs de lecitina de soja.

Uma vez que a emissdo dos doadores e a absorcdo do aceitante (NBD) se sobreple, a
ocorréncia de FRET ¢é possivel desde que a distancia entre os fluoréforos seja suficientemente baixa
(entre 10 e 100 A) [88].
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Figura 37 — Espetros de fluorescéncia (Ae:=370 nm) do NBD-Cg, NBD-C,, e NBD-PE incorporados em GUVs de lecitina de soja
na presenca (1250ul GUVS + 500ul MGLs + 250ul H,0) e auséncia (1250ul GUVs + 750ul H,0O) de magnetolipossomas de EGG-
PC/4e com composto 1. Para efeitos de comparacdo é também apresentado o espetro de fluorescéncia dos MGLs (500ul MGLs +
1500ul H,0) com composto 1 nas mesmas condicdes.
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Figura 38 - Espetros de fluorescéncia (Ae.=370 nm) do NBD-Cs, NBD-C;, € NBD-PE incorporados em GUVs de lecitina de soja
na presenca (1250pl GUVS + 500ul MGLs + 250ul H,0) e auséncia (1250ul GUVs + 750ul H,0O) de magnetolipossomas de EGG-
PC/4e com composto 2. Para efeitos de comparacdo é também apresentado o espetro de fluorescéncia dos MGLs (500ul MGLs +
1500ul H,0) com composto 2 nas mesmas condigdes.
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Figura 39 - Espetros de fluorescéncia (Ae.=370 nm) do NBD-Cg, NBD-C;, e NBD-PE incorporados em GUVs de lecitina de soja
na presenca (1250ul GUVS + 500l MGLs + 250ul H,0) e auséncia (1250ul GUVs + 750ul H,0) de magnetolipossomas de EGG-
PC/4e com composto 3. Para efeitos de comparacéo é também apresentado o espetro de fluorescéncia dos MGLs (500ul MGLs +
1500ul H,O) com composto 3 nas mesmas condicdes.
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Nas figuras 37, 38 e 39, sdo apresentados os espetros de fluorescéncia de solugdes de
magnetolipossomas contendo os compostos, de solugdes de GUVs contendo o marcador
fluorescente NBD e de misturas de solu¢bes de magnetolipossomas e GUVs. Foram feitas dilui¢des
iguais para todas as solugdes para que as emissdes de fluorescéncia possam ser comparaveis.

Pela analise dos resultados obtidos, ndo é possivel verificar a ocorréncia de FRET na mistura
de MGLs e GUVs contendo os fluoréforos. Pelo contrério, em todos os casos, verificou-se uma
reducdo considerdvel da emissdo de fluorescéncia do NBD, aquando da adicdo dos
magnetolipossomas contendo os compostos. Este resultado pode ser explicado pela inibigdo de
fluorescéncia provocada pelas nanoparticulas incorporadas nos magnetolipossomas. Assim sendo,
parece ocorrer uma interacdo entre os magnetolipossomas e os GUVs, uma vez que as
nanoparticulas devem estar proximas das moléculas de NBD para que ocorra transferéncia de
energia para as nanoparticulas, o que se traduz no quenching de fluorescéncia observado. Para além
disso, o quenching provocado pelas nanoparticulas pode estar a mascarar a observacdo da
ocorréncia de FRET entre os compostos e os lipidos marcados com NBD, pelo que essa hipdtese
ndo pode ser eliminada.

A inibicdo de fluorescéncia poderia também ser explicada pela presenca de nanoparticulas
dispersas em solucdo. No entanto, essa hipdtese pode ser descartada devido ao facto de ter sido feita
uma separacao magnética das nanoparticulas, pelo que a quantidade de nanoparticulas dispersas
(ndo incorporadas) na solucdo de magnetolipossomas deve ser infima.

No futuro seria interessante medir a emissao de fluorescéncia de uma solugédo contendo os
GUVs com NBD incorporado e nanoparticulas magnéticas dispersas, de forma a verificar
definitivamente a analise dos resultados.

Apesar de tudo, estes resultados indicam uma interagéo entre os MGLs e os GUVSs. Portanto,
estes sistemas apresentam potencialidade de aplicagdo em hipertermia intracelular e entrega

controlada de farmacos, promovendo a entrada dos farmacos e das nanoparticulas nas células.
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5. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

No ambito deste trabalho, foram produzidos, com sucesso, magnetolipossomas incorporando
nanoparticulas magnéticas de magnetite e compostos potencialmente antitumorais estudados
fotofisicamente.

Os compostos demonstraram emissdo de fluorescéncia razoavel em varios solventes e
incorporados em membranas lipidicas. A emissdo de fluorescéncia dos compostos apresenta
sensibilidade ao ambiente vizinho e, por isso, 0s compostos podem ser usados como sondas
solvatocromicas no estudo da fluidez de bicamadas lipidicas.

Pelos estudos espetroscopicos foi possivel verificar que o0s compostos podem ser
incorporados e transportados na bicamada lipidica de magnetolipossomas e, desta forma, é possivel
controlar a biodistribuicdo dos farmacos no organismo por acao de um campo magnético externo.

Com o objetivo de obter magnetolipossomas foram produzidas nanoparticulas magnéticas de
magnetite com tamanho inferior a 20 nm, com baixa polidispersividade e baixa coercividade
(Hc=10 Oe), sendo que as propriedades das nanoparticulas sintetizadas sdo dependentes dos
métodos e condicdes de preparacao.

Algumas nanoparticulas sintetizadas foram incorporadas em lipossomas obtendo-se
magnetolipossomas, o que ficou comprovado pelos estudos de fluorescéncia dos compostos nesses
sistemas.

Por fim, foram realizados ensaios de FRET de forma a estudar a interacdo ndo especifica
magnetolipossoma-célula. Apesar do processo de FRET ndo ter sido observado, o quenching de
fluorescéncia do NBD presente nos modelos de membrana pelas nanoparticulas presentes nos
lipossomas é indicativo da interacdo entre os dois sistemas, provavelmente por ocorréncia de fusdo
membranar.

Os sistemas desenvolvidos neste trabalho tém potencialidade de aplicacdo em entrega
controlada de farmacos, em hipertermia intracelular e em MRI, por aplicacdo de um campo
magnético externo. Dependendo da aplicacdo para a qual os magnetolipossomas sdo produzidos,
podem ser incorporadas nanoparticulas com diferentes propriedades, otimizando, desta forma, a sua
eficiéncia.

Apesar de todo o trabalho cientifico nesta area e dos resultados aqui obtidos, continua a ser
necessario investigacdo futura. Como continuacdo do trabalho desenvolvido no @mbito desta tese de

mestrado sugerem-se:
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Testes de reprodutibilidade dos métodos de sintese das nanoparticulas.
Caracterizacdo estrutural das nanoparticulas sintetizadas por técnicas mais
poderosas, como difracdo de raios X (XDR), microscopia eletronica de transmissdo
(TEM) e microscopia de forca atomica (AFM).

Caracterizacdo das propriedades magnéticas de todas as nanoparticulas sintetizadas
pela determinacdo da suscetibilidade magnética e coercividade por SQUID.
Avaliacdo da taxa de absorcdo especifica (SAR) das nanoparticulas sintetizadas.
Realizagdo de estudos adicionais para verificar a interacdo ndo especifica
magnetolipossoma-célula. Neste sentido, seria importante reproduzir as experiéncias
de FRET, na auséncia de nanoparticulas, usando lipossomas em vez de
magnetolipossomas.

Funcionalizacdo dos magnetolipossomas com moléculas com afinidade para
marcadores cancerigenos com 0 objetivo de torna-los especificos para as células
tumorais. Algumas das moléculas usadas para esse fim sdo o0s anticorpos
monoclonais e o acido félico [117].

Caracterizacgéo estrutural dos magnetolipossomas por DLS e cryo-TEM.

Avaliagdo da atividade antitumoral dos compostos incorporados em

magnetolipossomas em linhas celulares tumorais in vitro.
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