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RESUMO

Atualmente, a nanotecnologia tem, cada vez mais, permitido o desenvolvimento
de novas técnicas e estratégias para aplicacdo na terapia do cancro, por exemplo, através
do uso de hipertermia. Para além disso, as nanoparticulas magnéticas (MNPS)
mostram-se cada vez mais importantes neste sentido, devido as suas caracteristicas
Unicas, tais como a capacidade de direcionamento para um local terapéutico alvo com
recurso a gradientes de campo magnético externo. Por outro lado, o ouro tem sido
utilizado em diversos estudos e em diferentes aplicagcdes, desde o revestimento de
particulas para prevenir a aglomeracdo, até aos testes do seu potencial no aquecimento
local em terapia contra o cancro. Para além disso, outros estudos mostram que particulas
revestidas com ouro conseguiram eliminar células cancerigenas.

Neste trabalho, foram preparados trés tipos de nanoparticulas diferentes:
nanoparticulas nucleo-coroa com nucleo de ferrite de manganés e coroa de ouro;
nanoparticulas plasmonicas de ouro decoradas com nanoparticulas magnéticas de ferrite
de manganés; e ainda nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com
nanoparticulas de ouro. Foram avaliadas as propriedades estruturais, espetroscopicas e
magnéticas destas nanoparticulas.

As particulas preparadas foram incorporadas em lipossomas, de modo a obter-se
magnetolipossomas. Foram preparados magnetolipossomas quer aquosos (AMLS), quer
solidos (SMLs), contendo as nanoparticulas sintetizadas.

Nos magnetolipossomas aquosos, contendo 0s varios tipos de nanoparticulas, foi
incorporado um novo potencial farmaco antitumoral, derivado de tienopiridina.
Verificou-se que o farmaco é transportado na bicamada lipidica destes nanossistemas e
que estes interagem com modelos de membranas celulares (vesiculas unilamelares
gigantes, GUVs) por fuséo.

A formacdo da dupla camada lipidica nos magnetolipossomas sélidos foi
provada por ensaios de FRET (transferéncia de energia de ressonancia de Forster), entre
lipidos marcados com o doador NBD e o aceitante rodamina. Com a finalidade do
desenvolvimento posterior de aplicacdes em terapéutica do cancro, a capacidade de
aquecimento local destes nanossistemas foi testada com recurso a excitagdo com uma
lampada de arco de Xénon, tendo-se avaliado a inibicdo de fluorescéncia da rodamina
incorporada na camada lipidica dos SMLs. Verificaram-se resultados promissores para
0s SMLs contendo nanoparticulas nacleo/coroa de MnFe,O4/Au e 0s que contém

nanoparticulas de MnFe,O, decoradas com particulas plasménicas de ouro.






ABSTRACT

Nowadays, nanotechnology has increasingly allowed the development of new
techniques and strategies for application in cancer therapy, for example through the use
of hyperthermia. Besides, magnetic nanoparticles (MNPs) have shown to be
increasingly important in this field, due to their unique characteristics, such as the
ability to target a therapeutic site by using an external magnetic field gradient. On the
other hand, gold has been used in several studies and in different applications, from the
coating of particles to prevent agglomeration, to the evaluation of their potential for
local heating in cancer therapy. In addition, other studies showed that gold-coated
particles have been able to kill cancer cells.

In this work, three different types of nanoparticles were prepared: core-shell
nanoparticles, with a manganese ferrite core and gold shell; plasmonic gold
nanoparticles decorated with magnetic nanoparticles of manganese ferrite; and magnetic
nanoparticles of manganese ferrite decorated with gold nanoparticles. The structural,
spectroscopic and magnetic properties of these nanoparticles were evaluated.
The prepared particles were incorporated in liposomes, to obtain magnetoliposomes.
Both aqueous (AMLs) and solid (SMLs) magnetoliposomes, containing the different

synthesized nanoparticles, were prepared.

A novel potential antitumor drug, derivative of thienopyridine, was incorporated
in the aqueous magnetoliposomes, containing the several types of nanoparticles. It was
concluded that the drug is carried in the lipid bilayer of these nanosystems and that the
latter interact with models of cell membranes (giant unilamellar vesicles, GUVSs) by

fusion.

For solid magnetoliposomes, the formation of the lipid bilayer was proved by
FRET (Forster Resonance Energy Transfer) assays, between lipids labeled with the
energy donor NBD and the energy acceptor rhodamine. In order to further development
of applications in cancer therapy, the local heating capacity of these nanosystems was
tested using excitation with a Xenon arc lamp, the quenching of rhodamine fluorescence
incorporated in SMLs lipid layer being evaluated. Promising results were obtained for
the SMLs containing core-shell MnFe,O4/Au nanoparticles and for those containing

MnFe,O,4 nanoparticles decorated with plasmonic gold nanoparticles.
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Capitulo 1 - Introducao

Desde ha varias décadas, que a aplicacdo de particulas de tamanho reduzido é
uma realidade em vérias areas. No que diz respeito a sua aplicagdo em medicina,
verifica-se um aumento exponencial em &reas relacionadas com o direcionamento e
libertacdo de farmacos em locais de doenca, pretendendo-se que, através da diminuicao
da dosagem e do direcionamento mais eficiente e localizado, se consigam diminuir 0s

efeitos colaterais deste tipo de estratégias [1].

Neste sentido, as nanoparticulas tornam-se op¢des vidveis para o tratamento de
doencas como 0 cancro, por apresentarem caracteristicas desejaveis, que englobam
desde a sua ampla area superficial, o racio em volume e conseguirem aceder a diferentes
tecidos. Nos Ultimos anos, aumentou a investigacdo e desenvolvimento em
nanoparticulas magnéticas (MNPs), que oferecem novas oportunidades, como o
melhoramento da qualidade da imagiologia por ressonancia magnética (MRI), o
tratamento de hipertermia para células malignas, assim como a entrega de farmacos a

um determinado local especifico [2].

1.1.Nanotecnologia

A nanotecnologia tem sido considerada como o principal centro para a
convergéncia e a multidisciplinaridade, dado que engloba um vasto leque de areas
cientificas, como a biologia, quimica, fisica, entre outras, com o intuito de desenvolver,
produzir e aplicar sistemas, das mais variadas origens, a escalas que variam desde o
tamanho de um Unico atomo, até a integracdo de nanostruturas resultantes em sistemas
de maiores dimensbes. Na nanotecnologia tém sido realizados vérios esforgos para
aproveitar e manipular as diferentes propriedades optoeletonicas, cataliticas,
magnéticas, elétricas e mecanicas de nanomateriais. Assim, podem desenvolver-se
projetos que, ndo sé envolvem uma diversidade de principios, como nanomateriais para
produzir resultados substanciais e sem precedentes. Estes prometem trazer avangos
significativos em éareas tdo distintas quanto a fabricacdo de materiais, medicina,
biotecnologia, nanoeletronica, energia, tecnologias de informacdo e seguranga.
Contudo, alguns dos resultados em investigagdes desenvolvidas em nanotecnologia

foram postos em davida, devido a sua dificil reprodutibilidade [3 - 5].



Os materiais construidos & nanoescala sdo maioritariamente preparados a partir
dos seus constituintes elementares, sendo que diferentes exemplos de processos
utilizados para o efeito sdo a sintese quimica, a auto-organizacéo espontanea de clusters
moleculares a partir de reagentes simples presentes em solugdo, o uso de moléculas
bioldgicas (como o DNA) como blocos de construcdo para a producdo de nanostruturas
3D, e pontos quanticos com diferentes didmetros, que podem variar entre os 10 e os 10°
atomos. Por outro lado, uma nanoparticula é definida como um agregado de &tomos

ligados entre si, com um raio entre 1 e 100 nm e entre 10 a 10° &tomos [4].

A nanotecnologia €, atualmente, uma das areas que, a nivel mundial, tem um
elevado financiamento, em grande parte fornecido pelo mundo industrializado. Ha
alguns anos, o investimento total em nanotecnologia rondava ja valores entre 0s 5 e 0s 7
milhares de milhdes de ddlares provenientes de diferentes fontes: federais, estatais e
privadas. O financiamento por parte de governos encontra-se presente em diversos
paises, como o Japdo, Canada, Estados Unidos da América, Australia, Alemanha e a
Europa Ocidental. Estima-se que, em 2006, os EUA terdo gasto 1,2 bilides de ddlares
em investigacdo em nanotecnologia, sendo que se prevé que o valor investido tenha um
retorno bastante superior [6]. Apesar disto, & preciso ter-se em conta que a
nanotecnologia deve ser cada vez mais sustentavel, sendo que, para isso, existe um

conjunto de diretrizes [5]:

e Uso de precursores nao-toxicos com relacdo custo-eficacia, sempre que
possivel;

e Minimizacdo do uso de reagentes e solventes toxicos (com recurso, por
exemplo, a solventes aquosos);

e Evitar 0 uso de compostos piroforicos ou precursores que possam ser
potencialmente letais ou instaveis;

e Uso de pequenas quantidades de reagentes;

e Reducdo do nimero de passos nos procedimentos, de modo a diminuir o
desperdicio e 0 consumo de energia;

e Desenvolvimento de reacdes com o minimo de subprodutos ou impurezas;

e Uso de condi¢cBes como a temperatura ambiente e baixa pressédo, sempre que
possivel;

e Possibilidade e eficacia de aumento de escala dos processos.



Mulvaney [7] refere o facto de existir uma diferenca entre a nanotecnologia e a
nanociéncia. Como referido anteriormente, a nanotecnologia consiste na separacao,
construcdo e consolidagdo de materiais & nanoescala. A nanociéncia resume-se ao
estudo das propriedades a nanoscala, com foco sobre propriedades Unicas dependentes
dos tamanhos dos materiais em estado solido, como € o caso do estudo das particulas de
vidro, tal como Faraday e Mie fizeram. A nanociéncia e a nanotecnologia tém-se

relacionado com outras areas emergentes, como é o caso da nanobiotecnologia [7].

A nanobiotecnologia € uma area que resulta da fusdo entre a biotecnologia e a
nanotecnologia e a combinagdo entre a biologia molecular e abordagens com
microtecnologia classica. A biotecnologia utiliza conhecimentos e técnicas biol6gicas
para conduzir processos celulares, moleculares e genéticos, de modo a construir
produtos e servigos, cuja aplicabilidade pode ir desde a agricultura e ambiente, até a
medicina. Assim, a conjugacdo desta com a nanotecnologia abre as portas a inovacao
que possa vir a ter um papel importante em aplicacdes biomédicas, tais como em terapia
genética, entrega de farmacos, desenvolvimento de biomarcadores, imagiologia

molecular e biossensores [8].

Num futuro préximo, as principais aplicagdes da nanotecnologia clinica passaréo
pelo desenvolvimento de farmacos a nano e micro escala, com aplicacdes em entrega
direcionada, entrega controlada e aumento da biodisponibilidade, que pode passar pela
associacdo com nanoparticulas (NPs) a serem utilizadas em nanocépsulas, atualmente

sintetizadas a partir de albumina ou lipossomas [8].

Uma outra area derivada da nanotecnologia é designada por nanotecnologia do
cancro. Esta engloba os dispositivos nanotecnoldgicos numa gama de tamanhos entre 0s
1 e os 100 nm em pelo menos uma dimensdo. Exemplos de aplicacbes da
nanotecnologia associados a cancro incluem a injecdo de nanovetores para entrega
direcionada de farmacos, como é o caso dos lipossomas, assim como o uso de agentes
de contrastes nanométricos biologicamente direcionados para a utilizacdo em MRI em
casos de operacdo neuro-oncoldgica e, por fim, o uso de métodos baseados em

nanoparticulas para o uso em detecao de alta especificidade de DNA e proteinas [9].

No que diz respeito a nanotecnologia direcionada para o tratamento do cancro,
pode ser possivel alcancar diversas melhorias no que diz respeito aos tratamentos, sendo
elas [10]:



e Melhoria da entrega de farmacos pouco hidrossolaveis;

e Entrega direcionada de farmacos desde uma célula a um determinado tecido;

e Transcitose de farmacos através de barreiras epiteliais e endoteliais;

e Entrega de farmacos de grandes dimensdes para locais intracelulares onde
devem surtir efeito;

e Coentrega simultanea de dois ou mais farmacos;

e Combinacdo de diferentes agentes terapéuticos e de imagem, para
possibilitar a visualizagdo de locais de entrega de farmacos;

e Observagdo em tempo real da eficacia in vivo de um dado agente terapéutico.

Tendo a nanotecnologia produtos terapéuticos ja validados quanto a sua acao de
melhoria de medicamentos anteriormente aprovados, verifica-se assim um aumento do
interesse neste assunto, tanto por investigadores a nivel académico como industrial. Este
interesse acrescido tem como objetivo a possibilidade de, no futuro, revisitar farmacos
que s@o considerados subdtimos a nivel farmacéutico e biologicamente ativos, de modo
a criar e comercializar novas classes de macromoléculas bioativas que precisam, por
exemplo, de uma administracdo intracelular precisa para que se dé a sua bioatividade
[10].

1.2.Novos potenciais farmacos derivados de tienopiridinas

Nos ultimos anos, tém-se tentado desenvolver diferentes classes de compostos
derivados de tienopiridinas, muitos dos quais se descobriu terem um largo espetro de
atividades farmacoldgicas. As tienopiridinas tém uma estrutura molecular geral (figura
1.1) e estes compostos tém sido usados no tratamento de osteoporose, artrite reumatoide
e tratamento de cancro, funcionando ainda como agentes anti-inflamatdrios, anti-

asmaticos, antipsicoticos, antitumorais e possuirem atividade antimicrobiana [11; 12].
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Figura 1.1: Estrutura esquelética geral das tienopiridinas [11].



A Src quinase (um n&o-recetor tirosina-quinase), quando sobre-expressa ou
superativada, estd relacionada com varias doencas como a osteoporose, cancro e
doencas isquémicas. Alguns derivados de tienopiridinas séo inibidores da Src quinase
[12; 13].

Queiroz e colaboradores [14] referem que varias tieno[3,2-b]piridinas
demonstraram possuir diferentes atividades antitumorais, antiangiogénicas e inibem os
recetores da tirosina quinase I, I, 111 ou os ndo-recetores 1V, envolvidos no crescimento
e progressao de varios tipos de cancro no ser humano, e dai poderem ser importantes

para o desenvolvimento de terapias para combater o cancro.

1.2.1. Composto antitumoral A3

O composto antitumoral A3, denominado por metil 3-amino-6-(benzo[d]tiazol-
2-ilamino)tieno[3,2-b]piridina-2-carboxilato, € um derivado de tieno[3,2-b]piridina,
com uma massa molar de 356,42 g/mol [15]. A estrutura molecular deste composto

pode ser observada na figura 1.2.
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Figura 1.2: Estrutura molecular do composto antitumoral A3 [15].

A sintese deste composto foi realizada no Centro de Quimica da Universidade
do Minho (CQUM).

1.3.Nanoparticulas de ouro

Os avancos da nanotecnologia, permitiram o desenvolvimento de novos designs
de sistemas de entrega de farmacos a nivel intracelular, baseados em nanoparticulas
para aplicacdo em medicina e farmacologia, no tratamento de doencas potencialmente
mortais. Um dos sistemas de nanoparticulas que tem vindo a ganhar destaque nos
Gltimos anos, no campo da medicina, sdo as nanoparticulas de ouro, verificando-se
também que o nimero de artigos publicados sobre a utilizacdo destas nanoparticulas
tem vindo a aumentar em campos como a biologia molecular, bioengenharia e

imagiologia. As nanoparticulas de ouro (GNPs) tém a propensdo de absorver e dispersar



radiagdo ressonante no visivel e no infravermelho proximo, tornando-se atraentes para
serem aplicadas como veiculos transportadores de farmacos por possuirem propriedades
ndo toxicas e ndo imunogénicas, existir facilidade de modificacdo da sua superficie e
pelo fato de ser facil sintetizar estas nanoparticulas com diferentes formas, consoante a
aplicacdo pretendida [16; 17]. Comparativamente com outros sistemas aplicados na
terapia de cancro, as nanoparticulas de ouro, devido ao seu tamanho, apresentam uma
tendéncia para se acumularem, de forma preferencial, em locais de crescimento ou
inflamagdo tumoral e conseguem entrar nas células atraves de mecanismos muito

diferentes e mais rapidos do que os verificados para moléculas pequenas [18].

Entre as aplicacBes das nanoparticulas de ouro, encontra-se 0 Seu uso como
ferramentas de imagem e diagndstico, biossensores e antioxidantes, terapia
fotodinamica ou fototérmica, tendo ainda sido aplicadas em estudos envolvendo
modelos do DNA. A sua possivel aplicacdo em biossensores reside na sua utilizacdo
para detetar a ocorréncia de eventos bioldgicos a nivel de uma Unica molécula, através
da exploracdo das propriedades de dispersdo, que sdo dependentes da distancia destas

nanoparticulas [16; 17].

As nanoparticulas de ouro podem ser sintetizadas pela utilizacdo de sais de ouro
na presenca de agentes estabilizantes, sendo os ultimos usados para prevenir a
aglomeracdo das particulas. Por outro lado, a sintese das GNPs pode dar-se por Varios
métodos: fisicos, bioldgicos, quimicos e pela tecnologia de fluidos supercriticos. Os
métodos fisicos englobam a utilizacdo da irradiacdo por microondas, ablacdo laser e
radiacdo ultravioleta. Os métodos quimicos englobam o uso de citrato ou boro-hidreto
de sddio como agentes redutores. Por fim, os métodos bioldgicos envolvem o uso de
bactérias ou fungos como fonte para produzir as GNPs, sendo este um método
alternativo e mais amigo do ambiente, dado que se evita 0 uso de solventes organicos,

que sdo usados nos métodos fisicos e quimicos [16].

As nanoparticulas de ouro podem ser classificadas, quanto a sua forma, como
nanosferas, nanovaras, particulas ndcleo-coroa ou nanogaiolas de ouro. As nanosferas
sdo geralmente obtidas por um processo de reducdo controlada com uma solucdo de
HAuUCI,, com recurso a um agente redutor, como é o caso do citrato, e 0 seu tamanho
pode ser controlado pela variagdo da proporcdo de ouro e do agente redutor. As
nanovaras de ouro apresentam uma baixa citotoxicidade, excelente estabilidade e

biocompatibilidade e, por esses motivos, tém recebido destaque como veiculos para



entrega de farmacos. As particulas nucleo-coroa tém forma esférica e sdo consideradas
estruturas nobres, devido ao conjunto de propriedades Oticas, quimicas e fisicas, que
podem ser modificadas para absorver ou dispersar radiagdo em comprimentos de onda
tanto na regido do visivel, como na regido do infravermelho. Por fim, as nanogaiolas de
Au apresentam geralmente um interior oco e paredes porosas, tornando-as interessantes
devido ao seu tamanho compacto, capacidade de modificar a sua superficie e por serem
bioinertes [16].

No caso da aplicagdo das GNPs em terapia do cancro, o tipo de direcionamento
utilizado (ativo ou passivo) pode resultar na acumulagdo destas nanoparticulas dentro do
organismo. Assim sendo, estas podem ser funcionalizados com recurso a ligandos
especificos, proteinas ou biomoléculas, de modo a melhorar a sua eficacia de
direcionamento e libertagdo controlada de farmacos pela utilizacdo de estimulos
externos, que podem ser alteracdes de pH, luz ou calor. Ainda nas aplicacGes in vivo, €
preciso ter-se em conta que podem acontecer fendmenos como a agregacdo das
nanoparticulas, captacdo destas pelo sistema reticuloendotelial, adsor¢do de proteinas
ndo-especificas ou mesmo o prolongamento da sua circulagcdo sanguinea, pelo que as
GNPs sdo, algumas vezes, conjugadas com polimeros organicos, para tentar prevenir a

ocorréncia dos fendmenos anteriormente referidos [17].

A biodistribuicdo de nanoparticulas coloidais de ouro foi estudada por Sonavane
e colaboradores [19], onde se procedeu a injecdo intravenosa de GNPs de diferentes
tamanhos (15, 50, 100 e 200 nm). Os resultados obtidos mostraram que a distribuicdo
das GNPs é dependente do tamanho, sendo que as GNPs de 15 nm mostraram uma
maior distribuicdo nos tecidos, quando comparada com os resultados obtidos para 0s
restantes tamanhos utilizados. A acumulacdo destas nanoparticulas ocorria
primeiramente no figado, seguindo-se os pulmdes, o baco, os rins e o cérebro, sendo

que o Ultimo caso ocorria com as GNPs de 15 e 50 nm [19].

Khan e colaboradores [16] referem alguns complexos de ouro hidrossoliveis que
demonstraram ter efeitos benéficos na artrite reumatdide, sendo eles o Myocrism™

(aurotiomalato de sodio) e Solnagol™ (aurotioglucose).

Uma outra aplicacdo comercial destas nanoparticulas é a do teste de gravidez
First Response® (Carter-Wallace), onde se utilizam as propriedades das GNPs como
um indicador 6tico quimicamente estavel e de alta visibilidade, que se baseia no facto
de, no caso da presenca da gonadotrofina corionica humana (HCG), um biomarcador de
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gravidez, o complexo formado pela GNP e a HCG vai-se deslocar para um local de
captura onde estdo presentes microparticulas de polistireno imobilizado conjugado com
anti-HCG que vai ligar a HCG num local diferente do local de ligagdo das GNPs, o que
vai provocar uma acumulacdo de uma cor rosa intensa no local de leitura, indicando a

utilizadora um resultado positivo para gravidez [18].

Chiodo e colaboradores [20] referem a utilizagdo de gliconanoparticulas de ouro
como transportadores para pré-farmacos anti-HIV, como alternativa aos cocktails de
medicamentos antirretrovirais geralmente utilizados. Estas gliconanoparticulas de ouro
foram revestidas com ligandos sulfatados e foi possivel demonstrar-se que estas
interferiam com a adesdo ou fusédo do HIV durante a sua entrada. Por outro lado, pensa-
se que, ao revestir as gliconanoparticulas de ouro com hidratos de carbono, e na
presenca simultanea de varias moléculas antirretrovirais, este sistema é capaz de, pela
administracdo de farmacos e/ou microbiocidas, prevenir a infecdo sexual ou inibir a

replicagéo do virus [20].

1.4.Nanoparticulas magnéticas (MNPs)

O uso de materiais a nanoscala, tais como 0s materiais magnéticos, oferece
atualmente grandes vantagens devido ao seu tamanho e propriedades fisico-quimicas.
Assim, nanoparticulas contendo ferro, niquel, cobalto ou ainda éxidos de metais, tém
sido utilizadas para o desenvolvimento de alternativas as tecnologias atuais, podendo
ser utilizadas em dispositivos, como motores, sensores, discos rigidos e geradores.
Verifica-se a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas em diversas areas, o que tem
levado a um maior interesse no que diz respeito a sintese de diferentes tipos destas
nanoparticulas [21; 22]. Uma grande parte das aplicacbes destas nanoparticulas sao
dependentes da utilizacdo de campos magnéticos, para que se torne possivel manipular
as suas propriedades, que dependem da eficacia do momento magnético, assim como do

gradiente do campo [1].

As nanoparticulas magnéticas que apresentam um tamanho inferior ao limite de
dominio Unico (cerca de 20 nm, no caso do Oxido de ferro) exibem a temperatura
ambiente superparamagnetismo, ou seja, as nanoparticulas magnéticas ferromagnéticas
ou ferrimagnéticas perdem o seu magnetismo quando se encontram abaixo da sua

temperatura de Curie e sdo compostas por um Unico dominio magnético [22].



Entre as aplicacdes das MNPs encontram-se as aplica¢es biomédicas, como séo
exemplos 0s meios de contraste em ressonancia magnética, assim como agentes
terapéuticos no tratamento de cancro por quimioterapia e hipertermia. Cada potencial
aplicacdo das MNPs exige que estas tenham carateristicas e propriedades proprias para
essa aplicacdo. Para serem aplicadas em quimioterapia, as nanoparticulas magnéticas
podem ser manipuladas, de modo a que se dé a internalizacdo especifica nas células
alvo, assim como o transporte de cargas quimioterapéuticas e, posteriormente, a
libertacdo dessa carga para o citoplasma celular, para que possam entdo desempenhar as
fungOes para as quais foram desenhadas [21; 1].

Na area biomédica, é desejavel a aplicacdo de particulas que apresentem
comportamento superparamagneético a temperatura ambiente. Por outro lado, quando a
aplicacdo pretendida é a terapia e diagnostico médico, requerem-se MNPs estaveis em
agua a um pH de 7 e num ambiente fisioldgico. A estabilidade coloidal deste fluido
dependera da carga e quimica da superficie, sendo que estas ddo origem a repulsdes
estereoquimicas e de Coulomb, que dependem do tamanho das particulas. Estas devem
ser pequenas para evitar a ocorréncia de precipitacdo por forcas gravitacionais [21]. Por
outro lado, o tamanho das particulas também vai afetar as suas propriedades, tempo de
circulacdo na corrente sanguinea, assim como a sua biodistribui¢cdo. No entanto, grande
parte dos estudos realizados foca-se apenas em particulas esféricas, sendo que ha uma
falta de estudos que contemplem particulas ndo-esféricas e com configuracdes
anisotropicas, existindo até ao momento alguns estudos sobre nanoparticulas

magnéticas com formas hexagonais, cubicas e rods [1].

Uma das utilizacdes benéficas das nanoparticulas magnéticas passa pela atracéo
destas para um local especifico, através do uso de gradientes de campo, referidos
anteriormente (figura 1.3), o que também possibilita a sua manutencdo no local, devido
a concentracdo do complexo de particulas no local alvo dentro do corpo. Depois da
acumulacdo no local alvo, pelo uso de um campo magnético externo, os farmacos ou
genes podem ser libertados por atividade enzimatica, calor ou mudancas fisiologicas e,
por fim, da-se a sua remocdo apos o final do tratamento. O equipamento deve ainda
conter outras moléculas que permitam monitorizar as particulas, para saber se estas se
encontram efetivamente no local desejado [2; 23; 1]. Um exemplo disso sdo as

nanoparticulas de ouro ou particulas nacleo-coroa de ouro, que tém recentemente sido



aplicadas a estudos in vitro, mas no que diz respeito aos estudos in vivo, estes ainda se

encontram limitados [24].
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Figura 1.3: Esquema de um hipotético sistema de entrega de farmacos: coloca-se um
iman no exterior do corpo, para que o0 seu gradiente de campo magnético possa capturar
transportadores magnéticos de fluxo no sistema circulatério (Adaptado de [24]).

Como referido anteriormente, as nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas
como agentes de contraste em ressonancia magnética ou como vetores para a entrega
controlada de farmacos ou agentes para tratamento de cancro por hipertermia (figura
1.4).
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Figura 1.4: Esquema do uso de nanoparticulas magnéticas como estratégia terapéutica,
para diagnostico e tratamento simultaneo [25].

Para que seja possivel a aplicacdo de uma dada particula para entrega de
farmacos, esta tem de ser funcionalizada, para que possa ligar-se a elementos bioldgicos
especificos. Geralmente, as moléculas usadas para a funcionalizagdo de nanoparticulas
magnéticas sdo anticorpos e fragmentos destes, proteinas, hormonas ou moléculas

carregadas eletricamente (figura 1.5) [26].
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Figura 1.5: Representacdo esquematica da estrutura de uma nanoparticula magnética
ndcleo/coroa que se encontra funcionalizada com uma camada superficial
multifuncional. A camada superficial é constituida por polimeros biocompativeis.
Diferentes ligandos alvo ou agentes penetrantes de célula ou alguma coloracdo Otica
podem ser conjugados na superficie com a ajuda de ligandos. Para alem disso, agentes
terapéuticos podem ser adsorvidos a camada polimérica [27].

1.4.1. Propriedades

As propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas magnéticas dependem
fortemente de caracteristicas como o tamanho, estrutura cristalina e morfologia. Para
alem disso, caracteristicas como a formacdo de monodominios magnéticos, a
possibilidade de revestimento com ligandos especificos, assim como terem uma grande
area superficial relativamente ao volume, déo a estas particulas grande importancia a
nivel da sua aplicacdo tecnologica. Por outro lado, as propriedades magnéticas destas
particulas sdo dominadas pelos efeitos de tamanho finito e de superficie. Os efeitos de
tamanho finito podem ser divididos em dois tipos: os efeitos dos limites de dominios
simples e os efeitos de limites superparamagnéticos (SPM). Os efeitos de tamanho finito
sdo resultantes do confinamento quéantico dos eletrdes, enquanto os efeitos de superficie
tém base a nivel de cada particula, devido a estrutura de simetria do cristal na fronteira

entre cada particula [26].

A origem das propriedades magnéticas a nivel microscopico reside no
movimento de eletrbes, cujo spin e momento angular se encontram associados ao
momento magnético. A interacdo existente entre 0s momentos magnéticos de &tomos de
um mesmo material causa uma ordem magnética, que ocorre abaixo de uma
determinada temperatura critica. Os materiais bulk podem ser classificados consoante as
suas interacbes e comportamento a diferentes temperaturas, como é exemplo o

ferromagnetismo. Materiais bulk magnéticos sdo compostos por regides denominadas
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por dominios magnéticos, dentro dos quais existe um alinhamento dos momentos
magnéticos. No caso do volume dos materiais ser reduzido, como sdo exemplo as
nanoparticulas magnéticas, ocorre uma situacdo na qual apenas um dominio € atingido e
as suas propriedades magnéticas nao sdo semelhantes as observadas nos materiais bulk
[22].

Os materiais paramagnéticos sdo caracterizados por terem uma fraca atracdo por
campos magnéticos, sendo que, quando um campo magnético € aplicado a um material
deste tipo, o fluxo desse material vai ter 0 mesmo sentido que o do campo externo,
adicionando-se. Neste tipo de material, a existéncia de agitacdo térmica a nivel dos
atomos vai perturbar a forma como os dipolos se encontram alinhados, provocando um

aumento da temperatura, assim como da magnetizagao [28].

O superparamagnetismo relaciona-se diretamente com as nanoparticulas
magnéticas. Em geral, apenas as particulas que tenham um diametro inferior a 30 nm
podem ser superparamagnéticas, ou seja, sdo nanoparticulas magnéticas que, na
presenca de um campo magnético externo, vao exibir um alinhamento dos momentos
magnéticos (figura 1.6). O momento magnético de cada nanoparticula magnética pode
rodar de forma aleatdria, devido apenas a influéncia da temperatura. A uniformidade de
tamanhos, assim como a forma aproximadamente esférica das particulas, torna estas
nanoparticulas mais eficientes e mais aplicaveis, por exemplo como ferrofluidos [22;
29].

Particula individual Sem campo magnético Campo magnético

Figura 1.6: Esquema representativo de uma particula superparamagnética. Apesar de,
no interior de cada particula, os momentos se encontrarem alinhados (setas vermelhas),
0 momento magnético de um sistema com MNPS serd zero no campo zero e a
temperaturas suficientemente elevadas. Na presenca de um campo, da-se um
alinhamento estatico dos momentos magnéticos [22].

Cada particula superparamagnética tem um tempo caracteristico de relaxacao,

isto é, o tempo médio necessario para reverter 0 momento magnético de um estado de

12



equilibrio para outro. Este tempo de relaxagdo, 1, ¢ determinado por uma frequéncia de
tentativa de saltos, assim como por um fator de Boltzmann, exp(-K;V/kgT), sendo que
kg representa a constante de Boltzmann, T representa a temperatura, V o volume da
particula e K, a constante de anisotropia. Além disso, o volume critico em
superparamagnetismo é diretamente proporcional a temperatura, isto é, no caso de uma
distribuicdo de particulas com tamanhos distintos, ao aumentar-se a temperatura, as

particulas véo tornar-se progressivamente mais superparamagneticas [28].

No caso de particulas com varios dominios, da-se a reorientacdo do momento
magnético através do ajuste das paredes de Bloch (perda de histerese), mas no caso de
nanoparticulas que tenham apenas um dominio, a reorientacdo pode ocorrer por dois
métodos, sendo eles a rotacdo do momento magnético no interior da nanoparticula (da-
se uma perda de Néel, por ultrapassagem da energia de anisotropia) ou a rotagdo
mecanica da nanoparticula (perda de Brown, onde ha friccdo com o meio). No caso da
relaxacdo pela perda de Brown e perda de histerese, ha uma competicdo entre ambos e
tendo em conta o tamanho das NPs e a temperatura, a sua prevaléncia pode mudar
(figura 1.7) [22].

Relaxamento Relaxamento Relaxamento
de \'éel de Brown por histerese
(& CD
(™)

0 O ©
Figura 1.7: Esquema representativo dos diferentes métodos de reorientacdo do
momento magnético em nanoparticulas [22].

A fronteira de tamanho entre nanoparticulas magnéticas que possuem varios
dominios ou apenas um (preferidos para aplicacdo em hipertermia) depende da sua
estrutura cristalina, sendo que geralmente os tamanhos se encontram entre 0s 50 e 0s
100 nm (figura 1.8) [22].

13



10 nm 20 nm 50 nm 75 nm 100 nm

' °
Didmitro maximo de uma o °
particula de monodominio

0 nm 120 nm

5

"ofe4
‘04
"o%e400

Figura 1.8: Fronteira entre os tamanhos de nanoparticulas magnéticas com
monodominio ou multidominios, dependendo da sua estrutura cristalina [22].

1.4.2. Sintese

A sintese de nanoparticulas magnéticas pode ser alcancada por dois tipos de
métodos, fisicos e quimicos. Atualmente, os métodos quimicos de sintese de
nanoparticulas magnéticas demonstram ser mais eficazes do que os métodos fisicos,
como a litografia por feixe de eletrdes ou a deposicdo de fase gasosa, pois 0s métodos
fisicos ndo permitem o controlo do tamanho a nanoscala das particulas, enquanto que,
pela utilizacdo dos métodos quimicos, verifica-se simplicidade e eficiéncia no controlo
de carateristicas como o tamanho e a composi¢do. Para além disso, 0os métodos
quimicos permitem a obtencdo de particulas com forma e tamanhos praticamente

uniformes [25].

Alves [25] refere quatro métodos diferentes para a sintese de nanoparticulas
magnéticas: a precipitacdo quimica, sintese hidrotermal, uso de microemulsdes e
decomposicao térmica. Chin e colaboradores [30] referem ainda um outro método, a
técnica de fluxo continuo. A precipitacdo quimica é considerada 0 método mais rapido,
simples e barato para obter nanoparticulas magnéticas, sendo a mais comum a
coprecipitacdo de sais de Fe? e Fe®*, utilizando uma solucdo alcalina [25; 30].
Dependendo da mistura estequiométrica dos sais ferrosos ou férricos utilizados no meio
aquoso e de outras condi¢cdes experimentais, como o pH do meio, a forca ionica, e a
natureza dos sais (nitratos, cloretos ou sulfatos), € possivel obterem-se particulas de
oxido de ferro com diametro e propriedades superficiais adequadas e com resposta
magnética [31]. Por seu lado, o tamanho das particulas diminui com o aumento da forga
ionica e do pH do meio, e estes parametros afetam a composicdo quimica superficial e,

consequentemente, a carga eletrostatica superficial das particulas [32].
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A sintese hidrotérmica tem sido utilizada recentemente para sintetizar
nanoparticulas, devido ao facto de ser um processo simples através do qual, utilizando
solucBes aquosas acima dos 100°C e com pressdes elevadas, torna-se possivel produzir
nanocristais. Estudos indicam que, para se obterem particulas com um tamanho
reduzido, as temperaturas entre 0os 80°C e os 120°C demonstraram ser as ideais [25].
Para além disso, o catalisador deste processo € a &gua e, por isso, as propriedades fisicas
das particulas véo sofrer alteraces consideraveis durante a sintese hidrotérmica, devido
as altas temperaturas em que esta ocorre (tabela 1.1) [33]. A sintese hidrotérmica foi
utilizada para produzir nanoparticulas de magnetite ferromagnéticas pela formacéao
sequencial de precipitados de hidroxido de ferro, sendo que estas particulas
apresentaram um tamanho medio de 8,5 nm [34].

A preparacdo de materiais inorganicos em microemulsdes de agua em oOleo
(A/O) tem recebido muita atencdo, por ser uma opcao para fazer um melhor controlo da
morfologia, composi¢cdo quimica e tamanho das particulas [35; 36].

A preparacdo de materiais inorganicos como, por exemplo, metais e Oxidos
metélicos em micelas invertidas ou em microemulsdes, pode ser realizada de trés

maneiras diferentes:

e Adicdo do agente precipitante numa microemulsao que contém o precursor [37]

e Adicdo do agente precursor numa microemulsdo com precipitante [37]

e Mistura de duas microemulsbes que tenham composicGes semelhantes
(microemulsées | e II), onde estdo dissolvidos os agentes redutores e
precursores da reacdo [37]. ApoOs a mistura das microemulsdes, ocorre a colisdo
e coalescéncia das goticulas das microemulsdes, fazendo com que haja reacédo
entre 0 agente precursor e 0 agente redutor, que resulta na formacdo de um

precipitado do metal ou éxido metalico desejado (figura 1.9) [38].
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Figura 1.9: Representagdo esquematica da sintese de metais e 6xidos metélicos em
microemulsdes (Adaptado de [39]).

Durante a sintese de metais e 0xidos metalicos em microemulsdes, encontra-se
um problema no que diz respeito a separacdo e remocdo dos solventes do material
sintetizado. Assim, pode utilizar-se o didéxido de carbono (CO;) supercritico como
solvente, tendo como vantagens a rapida separacdo e a facil remocdo do CO, do
material formado. A prata (Ag) e o cobre (Cu) sdo exemplos de metais sintetizados

utilizando o método em microemulsdes [40; 41].

A decomposicdo térmica € um método para sintetizar nanoparticulas magnéticas
monodispersas e de qualidade elevada, tornando possivel o controlo das propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas. A decomposicao térmica usa diferentes tipos de ides
precursores sob temperaturas elevadas, que poderdo necessitar de um tratamento de
purificacdo, tendo em conta a quantidade de precursores toxicos que podem ser
utilizados para realizar este processo [25; 30]. A decomposicao térmica foi aplicada na
obtencdo de ferrites de cobalto dopadas com manganés, tendo essas particulas alta

magnetizacdo [42].

Por fim, como os quatro métodos tém vantagens e desvantagens, na tabela 1.1

encontram-se resumidas algumas das estratégias de sintese de nanoparticulas.
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Tabela 1.1: Comparagdo entre os diferentes métodos de preparacdo de nanoparticulas
magnéticas tendo em conta diferentes fatores (Adaptado de [43]).

Método de Sintese Temp. de Periodo de Solvente Agentes de Distribuicio Controlo da Producio
sintese reacio (°C) Reacido cobertura de do tamanhos  forma
superficie
Coprecipitagio Muito simples, 2090 Minutos Agua Necessano, Relativamente Nioébom Alta
condigdes adicionado estreita .
- . . escalavel
ambientais durante ouapos
reagio
Decomposigio Complicada, 100-320 Horas-dias Composto Necessano, Muito estreita  Muito Bom Alta
témmica atmosfera orginico adicionade .
. . escalavel
inerte durantereagdo
Microemulsio Complicada, 20-50 Horas Composto Necessano, Relativamente Bom Baixa
condigdes organico adicionado estreita
ambientais durantereagio
Sintese Simples, alta 220 Horasoudias  Agua-stanol Necessano, Muito estreita  Muito Bom Media
hidrotermal pressio adicionado

durante areagio

A superficie das MNPs pode ser funcionalizada pela adicdo ou troca de
surfactantes. A adicdo de surfactantes é realizada através da adsorcdo de moléculas
anfifilicas que contém segmentos hidrofobicos (que formam uma estrutura de camada
dupla) e hidrofilicos, que séo expostos ao exterior das NPs, tornando-as hidrossoluveis.
Por outro lado, a troca de surfactantes ocorre quando se procede a substituicdo do
surfactante original por um bifuncional que, por possuir um grupo funcional, torna
capaz a ligacdo forte a superficie das nanoparticulas, enquanto o segundo grupo, por ter

um carater polar, permite a dispersao destas nanoparticulas em agua [44].

1.4.3. Ferrite de Manganés

No grupo das ferrites com estrutura em espinela podem-se encontrar as ferrites
de manganés (MnFe,O,). Estas nanoparticulas magnéticas tém recebido muito interesse,
ndo so pelas suas propriedades, como pela variedade de possiveis aplicacGes. As NPs de
ferrite de manganés apresentam propriedades magnéticas suaves, tais como a moderada
magnetizacdo de saturacdo, assim como a baixa coercividade, em conjunto com uma
boa estabilidade quimica e dureza mecanica. A ferrite de manganés tem a magnetizacéo
mais forte entre o grupo das nanoparticulas de ferrite, 0 que as torna excelentes agentes
de contraste negativo (T,) em ressonancia magnetica, diminuindo o contraste de
imagem. O forte efeito de contraste negativo das particulas de ferrite de manganés vai
prevenir o aumento do efeito do contraste positivo (T1), responsavel pelo aumento de
sinal e a capacidade de produzir um maior contraste de imagem e de resolucéo espacial.
Para além disso, as nanoparticulas superparamagnéticas de MnFe,O, mostraram ser
Uteis para a dete¢do de tumores, assim como para a definicdo de zonas danificas em

edemas locais ou mesmo hemorragias. As aplicacGes deste tipo de nanoparticulas
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dependem das suas propriedades magnéticas, que se encontram fortemente
correlacionadas com a sua estrutura de nivel atdmico [45 - 48].

As propriedades das ferrites, como as ferrites de manganés, surgem a partir da
distribuicdo dos catides (bivalentes e trivalentes) nos locais tetraédricos e octaédricos
disponiveis perto dos anifes adjacentes de oxigenio, encontrados na estrutura das
ferrites. Assim, o conhecimento detalhado da distribuicdo dos catides neste tipo de
nanoparticulas torna-se essencial para compreender e controlar as propriedades
magnéticas do material. As propriedades magnéticas destas nanoparticulas, como a
anisotropia efetiva, podem ser sintonizadas através do ajustamento da identidade
quimica do i3o de manganés (M?*) utilizado, controlo do tamanho do gréo, assim como
pelo controlo morfoldgico das particulas e pela sua quimica superficial. Pode obter-se
informacdo sobre a distribuicdo dos catides com recurso a varias técnicas, como a
difracdo de raios-X (XRD) e de neutrdes e a espetroscopia de Mdssbauer, mas estas
apresentam algumas limitagGes. Assim, a tecnica de XRD encontra-se limitada pelos
fatores de dispersdo que sdo similares entre 0 manganés e o ferro e pelas dimensdes
nanométricas das particulas, que ampliam o0s picos obtidos. A espetroscopia de
Mdossbauer demonstra ser eficaz na determinagdo do estado de oxidagcdo e do ambiente

dos ies de ferro, mas ndo fornece informagdes sobre os catides de manganés [46; 47].

Por outro lado, as propriedades das ferrites de manganés também dependem das
caracteristicas da microstrutura, como o tamanho e a forma da particula, sendo que estes
podem ser controlados pelo processo de fabricacdo escolhido. Atualmente, existem
varios métodos diferentes para preparar nanocristais em espinela, que permitem a
obtencdo das propriedades fisicas e quimicas desejadas, como sdo 0s casos dos métodos
sol-gel, coprecipitacdo, método hidrotermal e o método de micelas invertidas. Outro
aspeto importante na producdo destas nanoparticulas é a escolha dos agentes de
precipitacdo, que permitem obter nanoparticulas com forma e tamanhos especificos,
podendo estes ser matrizes organicas (método sol-gel), hidréxidos metalicos
(coprecipitacdo), altas temperaturas e pressdes (método hidrotermal) e o uso de
surfactantes e amonia (método de micelas invertidas e microemulsdes). A maioria
destes processos demonstra ser eficaz na obtencdo de particulas com tamanho e forma
desejaveis, mas a sua aplicacdo em larga escala demonstra ser impraticavel [45].
Recentemente, a sintese de NPs de ferrite de manganés por processos a altas

temperaturas permitiu a obtencdo de amostras de maior qualidade, que apresentavam
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uma morfologia homogénea, sendo possivel controlar-se o tamanho do grdo, a

cristalinidade e a composi¢do das particulas [47].

1.4.4. AplicacBes das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas demonstram ter vantagens quando utilizadas na
tecnologia de ferrofluido, em aplicagcbes como a entrega de farmacos magneticamente
guiada, terapia do cancro por hipertermia e imagiologia por ressonancia magnética. Para
além disso, outras aplicacfes de nanoparticulas magnéticas, como no caso das ferrites,
surgem a partir do fato de estas terem uma grande variedade de composi¢des quimicas
sustentadas pela estrutura em espinela do material, que facilita a existéncia de mudancas
da natureza e quantidade relativa de metais dentro da rede cristalina. No caso das
ferrites que possuem catides redutores, estas desempenham um papel significativo na

producéo de hidrogénio a partir dos ciclos termoquimicos de separagdo da agua [49].

Um exemplo da aplicacdo de nanoparticulas magnéticas é a reportada por Li e
colaboradores [48] sobre o uso eficiente de NPs de ferrite de manganés ultrapequenas
como agentes de contraste positivo. Estas nanoparticulas sd@o sollveis em agua e
monodispersas (D = 2,2 £ 0,4 nm), preparadas por uma abordagem de precipitacao
numa etapa a alta temperatura. As NPs demonstraram ndo ser toxicas in vitro e 0s
resultados obtidos em imagiologia por ressonancia magnética mostraram a sua excelente
adequacdo e eficacia para imagens positivas, tanto in vitro como in vivo. Para além
disso, Li et al. [48] referem a necessidade de se utilizarem processos aquosos mais
amigos do ambiente para produzir as NPs de ferrite de manganés ultrapequenas quando
comparadas com as produzidas por métodos convencionais, sendo que estes processos
mais ecoldgicos podem passar pela utilizacdo de polimeros ligantes multidentados que

podem efetivamente evitar a agregacao e o crescimento das NPs.

1.4.4.1. Termoterapia e hipertermia

A termoterapia é um tratamento baseado na utilizacdo de calor. Este tratamento
numa forma mais simples tem sido aplicado para tratar infecBes bacterianas, pela
aplicacdo de compressas quentes na regido afetada pela infecdo. No caso do tratamento
de infecbes bacterianas, pode-se verificar um efeito colateral, isto €, o aumento da
temperatura local leva a um aumento da corrente sanguinea e tensdo de oxigénio e,
consequentemente, estas Ultimas poderdo levar a um aumento da atividade bacteriana
[50].
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A termoterapia intersticial induzida por laser (do inglés, Laser-Induced
Thermotherapy - LITT) é uma das modalidades da termoterapia aplicada para se
proceder a destruicdo local de um tumor que se encontre dentro de 6rgaos sélidos. Esta
€ uma técnica minimamente invasiva, que requer uma monitorizacdo adequada, ndo
apenas pelas limitagcbes no planeamento da terapia, mas também pelas falhas técnicas
que podem ocorrer durante a irradiacdo com laser (mau funcionamento do laser,
destruicdo do aplicador ou deslocamento da ponta da fibra). A LITT foi ja aplicada no
tratamento local de metéstases hepaticas, dado que o figado é considerado como um dos
locais mais comuns de depdsitos de tumores metasticos, como o cancro colorretal, que é
atualmente considerado como um dos maiores causadores de morte em comunidades
ocidentais. Assim, utilizou-se, para o efeito, um aplicador laser de baixa poténcia que,
através das suas fibras 6ticas finas, forneceu energia luminosa numa area bem definida,
que causou a destruicdo do tumor pela aplicacdo direta de energia térmica, fazendo,
desde modo, que os danos as estruturas circundantes (vasos sanguineos, nervos)

pudessem ser minimizados [51; 52].

A hipertermia é um tratamento utilizado para aumentar a temperatura numa
determinada regido do corpo que esteja a ser afetado por uma neoplasia, sendo o
objetivo deste procedimento causar a lise das células cancerigenas [53]. Este tratamento,
ndo sé danifica as células neoplasticas, como € ainda capaz de ativar o sistema
imunitario e melhorar o extravasamento das nanoparticulas administradas em tumores.
O desenvolvimento de tratamentos de hipertermia especificos a diferentes tumores seria
uma ferramenta de elevado valor para se manipularem os microambientes tumorais, de
forma a ser possivel aumentar a eficacia do direcionamento de nanoparticulas, assim
como aumentar o efeito dos agentes terapéuticos e, consequentemente, a sua eficacia
[54].

Assim sendo, este tratamento baseia-se no facto de temperaturas entre 0s 41°C e
0s 44°C conseguirem destruir diretamente células tumorais, que possuem uma menor
resisténcia a subidas repentinas de temperatura, quando comparadas com as células
normais vizinhas. Este aumento de temperatura local pode ser alcancado com recurso a
nanoparticulas magnéticas (magneto-hipertermia ou magnetotermocitélise) que sao
mais eficientes a responder a estimulos de campos externos. Em hipertermia alcanca-se
0 seu aquecimento quando é utilizado um campo magnético externo, com uma

frequéncia alternada. Para que estas nanoparticulas possam ser utilizadas no combate ao
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cancro, estas devem ter um baixo nivel de toxicidade e uma elevada magnetizacdo, de
modo a permitir a diminuicdo das doses requeridas para uma melhor eficacia de

tratamento [53].

A hipertermia é uma das cinco modalidades convencionais utilizadas na terapia
do cancro, sendo as restantes a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia e a
imunoterapia, sendo que nenhuma destas cinco modalidades é atualmente capaz, por si
sO, de eliminar totalmente o tecido tumoral. A hipertermia faz parte da lista dos
tratamentos convencionais aceites pela American Cancer Society e tem sido uma das
terapéuticas mais poderosas, na medida em que melhora a evolugdo dos pacientes com
cancro, devido também ao facto de melhorar a eficacia de outras terapias, como a

quimioterapia e a radioterapia [53].

No caso da hipertermia utilizada no tratamento no cancro, esta pode ser dividida
consoante a extensdo do corpo que vai ser tratada, podendo ser total, parcial ou local.
Assim, a hipertermia total é aquela em que todo o corpo esta a ser tratado, sendo de uma
forma geral aplicada no tratamento de cancros metasticos, e 0 aquecimento € feito com
recurso a camaras térmicas ou cobertores de agua quente. A hipertermia parcial é
utilizada no tratamento de cancros mais avangados, utilizando-se a perfuséo isolada ou
aplicadores externos que emitem radiacdo micro-ondas. As areas tratadas por
hipertermia local sdo de menor dimensdo, como membros ou 6rgaos e os efeitos
colaterais sdo de menor gravidade. Esta pode ser realizada através da ablacdo laser ou
por radiofrequéncia, por hipertermia de fluido magnético ou pelo uso de nanoparticulas

magnéticas [55].

O primeiro tratamento clinico por hipertermia magnética foi desenvolvido em
2004 na Universidade de Medicina de Berlim, e anos depois, 0 Magforce® recebeu a
sua aprovacdo regulatéria para ser utilizado no tratamento de doentes com tumores
cerebrais. Apesar dos tratamentos com hipertermia magnética ja terem sido aprovados
para utilizacdo na Europa, o mesmo ndo se verifica para os Estados Unidos da América
e outras regides do planeta, o que se pode dever a falhas no desenvolvimento de

nanoparticulas magnéticas otimizadas [56].

Castro e colaboradores [53] referem que estudos clinicos de Fase Il
comprovaram que, quando combinadas a radioterapia e a hipertermia, se verifica uma

melhoria do controlo a nivel local do melanoma; para além disso, provocou o aumento
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ndo s6 da remissdo total de cancro da mama recorrente, assim como do indice de

remissao total de cancro cervical avangado, entre outros.

Recentemente, uma nova abordagem a terapéutica baseada no aumento da
temperatura interna do tecido é a hipertermia de fluido magnético (MFH, do inglés
Magnetic Fluid Hyperthermia), que é baseada em fontes de aquecimento interno, sendo
necessaria a aplicacdo de convetores fototérmicos, de modo a permitir a producdo de
calor a nivel local com energias incidentes baixas. O uso de uma camada fina de ouro
para cobrir a superficie das particulas tem como beneficios, ndo sé proteger as particulas
contra a aglomeracdo, como também pode ser uma base ideal, na qual agentes
bioldgicos ou quimicos podem ser funcionalizados [57].

Nanoparticulas de ouro e nanoparticulas magnéticas oferecem o potencial
desejado para aumentar a temperatura do tecido tumoral de forma seletiva a nivel
celular, com recurso a interagdes ndo invasivas com laser ou radiofrequéncia [58].
Elsherbini e colaboradores [58] utilizaram nanosferas de ouro e nanocompositos
magnéticos revestidos com ouro para induzir hipertermia para tratar carcinoma de
Ehrlich implantado subcutaneamente em fémeas de rato. Na populacdo tratada com
nanosferas de ouro, verificou-se que 0s tumores continuavam a crescer, mas a uma
velocidade menor. Mas na populagdo tratada com nanocompdsitos magnéticos
revestidos com ouro, uma percentagem superior a 50% dos tumores tratados
desapareceu totalmente, mostrando assim que este método ndo invasivo e simples
podera ser uma técnica promissora no que diz respeito ao tratamento magnético seletivo
fototermal. Na figura 1.10, é possivel observar-se imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo do carcinoma de ascite de Ehrlich de controlo, apds a injecdo das diferentes
particulas e algumas sessdes apds essas injecGes. Assim, na figura 1.10B, sdo visiveis
duas células filhas que retém de imediato as nanoparticulas nucleo/coroa injetadas,
sendo que quase todas as nanoparticulas visiveis se encontram no exterior das células e
agregadas no interior dos espacos extracelulares (seta vermelha). As micrografias de
TEM ap0s as sessdes de tratamento (figura 1.10D-F), evidenciam danos celulares nos
tumores tratados com as nanoparticulas nicleo/coroa e nanoesferas de ouro, sendo que o
citoplasma contém vacuolos de grandes dimens6es, ocorrendo destruicdo da membrana
celular (setas amarelas) e citoplasma derramado no espago extracelular. Para além disso,

verifica-se a presenca de estruturas necroticas ndo estruturadas adjacentes a célula (setas
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azuis), que podem ser o que resta de células destruidas, observando-se tambeém a
presenca das nanoparticulas nicleo/coroa utilizadas (setas vermelhas) [58].

Figura 1.10: Micrografias TEM (2.4 um) de carcinoma de ascite de Ehrlich (EAC) em
que: (A) controlo; (B e C) apds injecdo de nanoparticulas nicleo-coroa, com ndcleo de
Fe3O,4 e coroa de Au e (D-F) apés irradiacdo com laser e radio frequéncia, ap6s varias
sessOes de tratamento, sendo respetivamente, uma, trés e seis sessdes depois [58].

1.4.4.2.Imagiologia por ressonancia magnética

A imagiologia por ressonancia magnética (MRI) é uma ferramenta poderosa de
diagndstico que permite obter imagens anatomicas de alta resolucdo de tecidos moles de
animais e seres humanos. Esta tem sido o foco principal para o desenvolvimento de
nanoplataformas que possam conjugar a administracdo de farmacos com agentes de
contraste (CAs). Quando comparada com outras técnicas de imagem Otica, a MRI
apresenta outras vantagens que residem na sua seguranca, relevancia clinica e saida
tridimensional, para além da sua excelente resolucdo espacial e temporal, assim como
uma falta de exposicdo a radiacdo e a aquisicdo rapida de imagens in vivo. Os agentes
de contraste de MRI, que podem ser positivos (quando existe um clarear da imagem) ou
negativos (quando se da um escurecimento da imagem), apresentam vantagens na
formacdo de imagens de metabolismo, pela resolucdo espacial das variacdes ocorridas
no tecido, pelo pH, oxigenacdo ou niveis de metabolitos. Contudo, quando comparados
com outras modalidades de imagem, como a medicina nuclear ou de fluorescéncia, 0s
agentes de contraste de MRI sdo menos sensiveis quando utilizados para monitorizagdo
de atividade molecular ou celular e de pequenas lesdes, pois sdo detetados indiretamente
[59 - 61].

A MRI permite ao utilizador uma grande flexibilidade para produzir variaces

de contraste entre tecidos doentes e normais, pela escolha das sequéncias de impulsos e
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dos pardmetros de medicdo, assim como pela aquisicdo de imagens em tecido
estacionario ou em tecidos em que ha fluxo sanguineo. Num exame tipico de
imagiologia por ressondncia magnética, procede-se a aquisicdo de um conjunto de
imagens com diversos tipos de contraste e varias orientagcdes de corte, 0 que vai dar ao
clinico uma informagdo mais completa, ndo s6 sobre a natureza do tecido em estudo,
como existe um aumento da probabilidade de serem detetadas lesGes. Para que isto
aconteca, torna-se necessario que estes exames sejam adequados a cada paciente
individual, ao tipo de doenca e ao Orgao/drgdos em investigacdo. O médico tem a
escolha entre fornecer parametros de medicdo detalhados para cada exame ou utilizar
um regime anteriormente definido, para que o técnico possa realiza-los. No caso dos
protocolos de medicao ja definidos, é assegurado o funcionamento adequado e eficiente
do scanner de ressonancia magnética, assim como a obtencdo de resultados

reprodutiveis e de confianca [62].

No caso dos diagndsticos por MRI, sdo trés os principios fundamentais: a
qualidade de imagem reprodutivel e precisa, uma boa visualizacdo dos processos
patologicos e, por fim, a obtencdo de informacdo compreensiva das imagens da area do
corpo que se encontra em observacdo. Como a realizacao destes trés principios pode ndo
ser pratica, pode-se verificar uma dificuldade na visualizacdo da doenca em relagdo ao
tecido normal, devido ao protocolo de medicdo escolhido para a aquisicdo de imagens
[62].

Em imagiologia por ressonancia magnética, existem trés parametros sensiveis a
temperatura, sendo eles, o tempo de relaxamento T1, a mudanca quimica e a constante
de difusdo. No que diz respeito a configuracdes clinicas, o tempo de relaxamento T1,
assim como o método de mudanca de fase, sdo 0s que adquirem maior importancia. Em
primeiro lugar, é possivel demonstrar-se, através de ensaios in vivo e in vitro, a
existéncia de uma correlacdo linear entre o tempo de relaxamento T1 e a temperatura.
Contudo, a inclinacdo utilizada para a aquisicdo das imagens, que varia entre 0s
diferentes tecidos, torna obrigatorio proceder-se a uma determinac¢do quantitativa da
temperatura, baseada na medicdo do tempo de relaxacdo T1, devendo-se para o efeito
colocar um sensor de temperatura separado dentro do tecido a ser analisado.
Atualmente, nos procedimentos clinicos, as imagens ponderadas em T1 utilizadas

durante o procedimento de irradiacdo do tecido por laser, exibem apenas uma
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informacdo semiquantitativa sobre as alteracfes de temperatura que estdo a decorrer
dentro do tecido, devido ao fato de ndo se proceder previamente a uma calibragéo [52].

Lu e colaboradores [61] utilizaram nanoparticulas magnéticas de ferrite de
manganés para formar agentes de contraste ultrassensiveis para aplicacdo em
imagiologia do figado por ressonancia magnética e verificaram alteragdes de
intensidade dos sinais de -80% num periodo de 5 minutos ap6s a sua administracao
intravenosa. A janela de tempo para uma melhoria do MRI pode durar cerca de 36
horas, mantendo-se um contraste 6bvio nas imagens hepéticas, sendo a sua aplicacdo
possivel para identificar pequenas lesdes hepaticas, assim como se proceder ao
diagndstico diferencial de doencas hepaticas e avaliar graus de cirrose.

1.5.Lipossomas

Os lipossomas séo definidos como vesiculas esféricas de tamanho microscopico.
Assim, em solucbes aquosas € num ambiente controlado, os fosfolipidos anfipaticos véo
sofrer um processo de autoagregacdo em bicamadas lipidicas. A forca dominante deste
processo € a interacao hidrofébica, forca essa que favorece a protecdo das cadeias acilo
do contacto aquoso. Para evitar esta exposicdo, as bicamadas vao deformar-se em

estruturas fechadas (vesiculas) [63; 64].

Os lipossomas séo estruturas macias de forma esférica, constituidos por uma ou
mais bicamadas lipidicas, e sdo normalmente compostos por um conjunto de
fosfolipidos que encapsulam um determinado meio aquoso, que é geralmente 0 mesmo
em que os lipossomas se encontram em suspensao (mas pode ser trocado, por exemplo,
por microinjecdo). Os lipossomas membranares sdo compostos por lipidos naturais ou
sintéticos que sdo relativamente biocompativeis, biodegradaveis e um material nao-
imunogénico. Os fosfolipidos podem ser saturados, como no caso do DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina), DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol) e DSPC (diestearoil-
fosfatidilcolina), ou podem ser fosfolipidos insaturados, como o DOPG
(dioleoilfosfatidilglicerol) [63; 65; 66].

As substancias hidrofilicas (na cavidade aquosa), hidrofobicas (dentro da
bicamada lipidica) e anfifilicas podem ser incorporadas no interior de vesiculas,
desenvolvendo assim um vasto potencial de aplicagdes. Devido as propriedades unicas
da estrutura de bicamada, os lipossomas séo utilizados atualmente como transportadores

lipofilicos e hidrossoluveis, sendo que compostos hidrofilicos podem ser encapsulados
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no interior do compartimento aquoso, enquanto compostos lipofilicos sdo geralmente
encapsulados no interior da bicamada lipidica. Tendo em conta a composi¢do e o
mecanismo de entrega intracelular, os lipossomas podem ser divididos em cinco tipos,
sendo eles os lipossomas convencionais, sensiveis ao pH, lipossomas cationicos,

imunolipossomas e os lipossomas de longa circulagéo [63; 65].

Os lipossomas podem ser preenchidos com farmacos, sendo que podem ser
utilizados posteriormente para tratamento de doencas, como € o caso do cancro. A
preparacdo destes lipossomas pode ser realizada pela disrupcdo de membranas
bioldgicas, por exemplo, por sonificagcdo. Devido a grande variacao de lipofilicidade dos
farmacos, estes podem ser encapsulados em lipossomas, quer na bicamada de

fosfolipidos, no volume aquoso aprisionado ou ainda na interface da bicamada [66].

Os lipossomas, quando comparados com outros sistemas de particulas,
apresentam um conjunto de caracteristicas e vantagens que 0s tornam uma Opg&o
interessante no que diz respeito a entrega de farmacos. Assim sendo, algumas vantagens
dos lipossomas sd@o a melhoria da performance de encapsulamento pelo aumento da
estabilidade e solubilidade do farmaco, a entrega de farmacos a alvos especificos e uma
libertacdo sustentavel dos mesmos quando atingem o local alvo. Para além disso, a
absorcdo € relativamente mais elevada comparativamente com outros sistemas. Os
lipossomas alteram a farmacocinética e a farmacodindmica do farmaco, melhoram a
biodisponibilidade dos farmacos in vivo, podem ser administrados por varias vias,
podem incorporar micro- e macromoléculas, e sdo sistemas biodegradaveis, flexiveis e
biocompativeis. Algumas outras vantagens incluem uma elevada eficiéncia de
encapsulacdo independentemente da solubilidade do farmaco, assim como uma baixa
toxicidade devido ao conteudo em fosfolipidos e a protecdo do farmaco contra fatores

de degradacéo, como a luz ou o pH [66 - 69].

Por outro lado, os lipossomas apresentam como desvantagens a baixa
estabilidade e solubilidade, alto custo de producdo, tempo de vida médio curto. Outras
desvantagens residem no facto de os fosfolipidos poderem sofrer oxidacéo e hidrolise,
assim como a possibilidade de ocorréncia de reacdes alérgicas aos constituintes

lipossomais [66; 69].

Atualmente, vérias formulagdes lipossomais foram aprovadas para uso clinico,

sendo exemplos o Doxil (lipossomas de Doxorrubicina), AmBisome (lipossomas de
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anfotericina B), DepoDur (lipossomas de morfina) e Visudyne (lipossomas de
verteporfina) [70].

Os lipossomas podem ser preparados por varios métodos diferentes, com o
intuito de se prepararem sistemas com dimensfes e nimero de camadas controlados.
Assim, a maior parte dos procedimentos experimentais para produzir suspensdes de
lipossomas homogéneas e reprodutiveis, numa determinada gama de tamanhos, envolve
duas fases, sendo respetivamente, a hidratacdo lipidica e o dimensionamento de
lipossomas [71].

Na hidratacdo lipidica, os lipidos sdo dissolvidos num solvente organico, que €
posteriormente seco para formar uma pelicula fina. Os agregados multilamelares sdo
produzidos de forma espontanea pela hidratacdo do filme lipidico quando o sistema é
agitado a uma temperatura acima da temperatura de transicdo (Ty). Na segunda fase,
vesiculas unilamelares pequenas podem ser produzidas atraves de extrusdo ou
ultrasonificacdo, originando distribuicdes de tamanhos que sdo mais previsiveis e
reprodutiveis. A extrusdo € um processo que consiste em forcar a dispersao de
lipossomas através de filtros de membrana de policarbonato com diametro de poro
controlado. A sonificacdo pode ser feita continuamente ou por pulsos, usando uma
sonda ou um banho, e tem sido utilizada em lipossomas para diminuir o tamanho das

vesiculas multilamelares ou remodelacéo destas para vesiculas unilamelares [71; 72].

Outros métodos de preparacdo sdo baseados na solubilizacdo de solventes
organicos no meio aquoso, como é o caso do processo de injecdo etandlica
desenvolvido por Batzri e Korn [73]. Assim, podem-se produzir lipossomas
unilamelares pela injecdo de uma solucdo etandlica de fosfolipidos huma solucdo com
excesso de salinidade ou numa solucdo aquosa. A mistura completa das duas solucGes é
alcancada devido a forca de injecéo, que, quando é rapida, produz pequenos lipossomas,
mas quando € feita lentamente resulta na producdo de vesiculas maiores. Este € um
processo rapido, altamente reprodutivel, com preparacdo de grandes quantidades de
lipossomas, sem degradacdo quimica dos lipossomas e onde se pode controlar a
oxidacao trabalhando sob azoto. As desvantagens residem nas grandes quantidades de
etanol, solucbes aquosas e solutos que sdo utilizadas, mas que pode resolver-se

recorrendo a ultrafiltragdo [71; 73].
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1.5.1. Constituigcdo

Os lipossomas sdo os principais componentes das membranas celulares. Os
fosfolipidos possuem uma porcdo polar (cabeca hidrofilica) com afinidade por &gua e
uma porg¢do apolar (cauda hidrofobica) (figura 1.11). A sua cabeca polar e as cadeias
acilo apolares encontram-se ligadas ao alcool. E a variacdo nos grupos da cabega, nas
cadeias alifaticas e nos alcoois que faz com que existam vérios fosfolipidos [74; 75].

| Cabega hidrofilica
Cauda hidrofobica

Figura 1.11: lustracdo de um fosfolipido (Adaptado de [75]).

A caracterizacdo dos diferentes fosfolipidos pode ser feita pela sua temperatura
de transicdo de fase (Tn). Esta temperatura € funcdo do método de preparacdo, e de
fatores como a curvatura da vesicula e a natureza do contra-ido. A esta temperatura,
ocorre uma transicdo de fase, de gel para um estado fluido. Abaixo da T, 0s
fosfolipidos encontram-se na sua fase gel, que é altamente ordenada. Quando se
aumenta a temperatura de um fosfolipido acima da sua T, vai-se dar uma transicao

para a fase liquido-cristalina, que é mais fluida e desordenada [76; 77].

Os fosfolipidos podem ainda ser caracterizados pela sua carga eletrostatica,
podendo ser assim: anidnicos (quando carregados negativamente), cationicos (quando
carregados positivamente), neutros (sem carga), zwitterionicos (neutros, pois as cargas

presentes sdo opostas e anulam-se) [77].

Existem diferentes fosfolipidos que apresentam diferentes caracteristicas fisicas
e quimicas. Na tabela 1.2 abaixo encontram-se os diferentes fosfolipidos utilizados no

decorrer do presente trabalho, assim como as suas caracteristicas.
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Tabela 1.2: Diferentes fosfolipidos e as suas caracteristicas quimicas.

Fosfolipido Tm (°C) Carga elétrica

Egg- PC -20 [77] Zwitterionica [78]
(Fosfatidilcolina do ovo (lecitina))

DPPC 41,7 [79] Zwitterionica [80]

(dipalmitoilfosfatidilcolina)

DPPE 63 [81] Zwitterionica [80]
(dipalmitoilfosfatidiletanolamina)

DOPE -16 [81] Zwitteriénica [82]

(dioleoilfosfatidilcolina)

1.5.2. Auto-organizagao

A auto-organizacdo (do inglés self-assembly) é um processo pelo qual um
sistema desordenado da origem a uma estrutura organizada e complexa, devido a
interacdes locais entre os monomeros. Este processo ocorre em sistemas bioldgicos,

como é exemplo o virus do mosaico do tabaco [75; 83].

O processo de auto-organizacdo tem a capacidade de usar subunidades simples
para construir sistemas moleculares ou supramoleculares. Este tipo de processos €
responsavel pela grande diversidade de funcdes e estruturas observadas na Natureza.
Para além disso, este aproveita varias interacGes ndo-covalentes fracas entre
subunidades ou outras estruturas, para formar uma estrutura final que é, assim, mais
estavel. Por ser um processo dindmico, quando sdo detetadas ligacbes incorretas de

subunidades ou algum outro defeito, estas serdo eliminadas [83].

Deste modo, o processo de auto-organizacdo necessita da montagem de
subunidades diferentes, para que a estrutura final apresente complementaridade na sua
forma geométrica e nas propriedades eletrénicas da superficie. Esta estabilidade é entdo
conseguida pelas diversas interacdes ndo-covalentes fracas, que podem ser dependentes
da forma (interacdes de van der Waals) ou dirigidas (ligacGes de hidrogénio/interac6es

eletrostéticas), distribuidas ao longo do volume da estrutura final [83].

Assim, o0 processo de auto-organizacdo pode utilizar, tanto ligagOes né&o-
covalentes (para formar uma estrutura primaria), como ligacGes covalentes (para
capturar e consolidar a estrutura primaria anteriormente construida). Este processo

ocorre geralmente sob um controlo de equilibrio, ou seja, uma estrutura em construgdo

29



pode reorganizar-se durante 0 processo, de modo a maximizar 0S contactos
complementares de superficie, sendo que a estrutura final vai apresentar um minimo

termodinamico para um dado conjunto de &omos com uma dada conectividade [83].

A auto-organizacdo é o processo pelo qual os surfactantes e copolimeros
anfifilicos de bloco, quando em concentragdes baixas, se vao agregar em micelas, que
dependendo de fatores como a sua hidrofobicidade relativa, assim como a geometria
relativa das porcbes hidrofilicas e hidrofdbicas, poderdo formar micelas achatadas,
alongadas ou esféricas. Por outro lado, os lipidos podem formar estruturas em
bicamadas ou vesiculas, quando se encontram em solucfes diluidas. A formacdo de
vesiculas mostrou ser um modelo de auto-agregacdo que se estendeu para além dos
lipidos [84].

Portanto, tornou-se claro que a compreensdo do processo de auto-organizagéo de
estruturas biologicas de larga escala, assim como o conhecimento da sintese quimica de
estruturas de pequenas dimensdes, € uma mais-valia, por exemplo, para a construgéo de
estruturas e nanossistemas representados pelos metodos de nanofabricagao “bottom-up”

ou engenharia up [83].

1.5.3. Estrutura e caracteristicas

Os lipossomas podem ser classificados tendo em conta diferentes propriedades
estruturais, como 0 nimero de camadas e o tamanho, ou tendo em conta 0 seu método
de preparacdo. Assim os lipossomas podem ser divididos em quatro classes principais
[71]:

e Vesiculas unilamelares pequenas (SUVs, do inglés Small Unilamellar
Vesicles), com um diametro inferior a 100 nm;

e Vesiculas unilamelares grandes (LUVs, do inglés Large Unilamellar
Vesicles), com um diametro que varia entre os 100 nm aos 10 pum;

e Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs, do inglés Giant Unilamellar
Vesicles), com um diametro superior a 1 um;

e Vesiculas multilamelares grandes (MLVs, do inglés Multilamellar Large
Vesicles) com lamelas mais concéntricas, com diametros superiores a 0,5
um. Quando o numero de lamelas é reduzido, estas estruturas podem ser
referidas como lipossomas oligolamelares (OLV, do inglés Oligolamellar

Liposomes).
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A classificagdo dos lipossomas e a sua respetiva nomenclatura pode ser
encontrada na tabela 1.3.

Tabela 1.3: Nomenclatura e classificagéo dos lipossomas (Adaptado de [71]).

Classificacao dos Lipossomas

Denominagéo Diametro Morfologia
SUV  Vesiculas Unilamelares pequenas 20-100 nm "

LUV  Vesiculas unilamelares grandes >100 nm
GUV  Vesiculas unilamelares gigantes > 1 um

50 nm

OLV Vesiculas oligolamelares 0.1-0.5 um
MLV  Vesiculas multilamelares grandes > 0.5 um

Nos estudos das aplicacbes de lipossomas, sdo geralmente utilizadas vesiculas
unilamelares (LUVs, SUVs, GUVs) devido a sua simplicidade de interpretacdo
comparativamente com sistemas multilamelares (MLVs). Atualmente, os sistemas
vesiculares mais usados sdo os LUVs, SUVs e MLVs, sendo que os GUVs continuam a
ter grande importancia no que diz respeito a sua aplicabilidade em estudos com recurso

a técnicas de microscopia de fluorescéncia [85].

1.6.Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas formam um grupo particular de sistemas de lipossomas,
que se baseiam num nicleo de nanoparticulas magnéticas rodeado por uma bicamada
fosfolipidica. O potencial dos magnetolipossomas como nanoplataformas
multifuncionais deve-se ao facto de ser possivel combinarem-se farmacos antitumorais,
direcionamento passivo ou ativo e as suas propriedades como agentes de contraste em
imagiologia por ressonancia magnética (MRI) para aplicacGes terapéuticas, como a

quimioterapia e a imagiologia, dado que podem promover uma melhoria no contraste
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das imagens [60; 86]. Na figura 1.12 pode observar-se uma representacdo de um
magnetolipossoma. Este tipo de sistemas apresenta vantagens, como alta
biocompatibilidade e flexibilidade na natureza dos lipidos utilizados na construgdo da
bicamada, uma grande gama de possiveis modificacGes de superficie, que podem ser
levadas a cabo por manipulages quimicas, como o acoplamento de ligandos. No que
diz respeito a aplicacdo in vivo deste tipo de sistemas, € preciso ter em conta parametros
como o tamanho, sendo que devem ter um didmetro que ronda os 100 nm, de modo a
prolongar a sua manutencdo na circulacdo sanguinea. O outro parametro deve ser 0 seu
conteddo em nanoparticulas magnéticas, que deve ser o maior possivel, de modo a

maximizar o efeito em MRI e em hipertermia [86; 87].

Figura 1.12: llustracdo representativa de um magnetolipossoma, em que as particulas a
preto representam nanoparticulas magnéticas, e a vermelho e a verde, marcadores
fluorescentes ou farmacos hidrofobicos [88].

Existem ainda os magnetolipossomas termossensiveis (TMs), que combinam a
libertacdo sensivel a temperatura com a entrega magneticamente direcionada. Estes
magnetolipossomas apenas libertam a sua carga quando a temperatura ambiente é
superior a temperatura de transicdo de fase dos componentes lipossémicos que 0S
formam. A alteracdo da temperatura de transicdo de fase permite ajustar a taxa de

libertacdo de farmaco, assim como a sua extensédo [89].

Os magnetolipossomas podem ser divididos em dois tipos pela forma como
encapsulam as nanoparticulas magnéticas, podendo ser: magnetolipossomas aquosos
(AMLs, do inglés Aqueous Magnetoliposomes) e magnetolipossomas sélidos (SMLs, do
inglés Solid Magnetoliposomes). Assim, no caso dos magnetolipossomas aquosos, as
nanoparticulas magnéticas, como a ferrite de manganés, sdo encapsuladas hum volume
aquoso interior. Os magnetolipossomas sélidos sdo aqueles formados por clusters de
nanoparticulas magnéticas cobertos por lipidos, ndo contendo um nucleo aquoso [90].

Pradhan e colaboradores [91] referiram que o método de hidratagéo de filme lipidico é o
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mais eficaz para encapsular ferrite de manganés em magnetolipossomas aquosos, sendo

que estes sistemas podem ser Uteis em hipertermia.

1.6.1. Avancos e Aplicacdes

Magnetolipossomas cationicos marcados com folato foram preparados por
Bothun e colaboradores [92] com coencapsulamento de doxorrubicina (DOX) e
nanoparticulas superparamagnéticas anionicas de oOxido de ferro, tendo-se verificado
uma elevada percentagem de encapsulacdo por cryo-TEM, assim como o facto de a
presenca de nanoparticulas com carga oposta a dos lipossomas ndo causar a agregacao
dos lipossomas. Os magnetolipossomas possuiam um didmetro médio que rondava 0s
174 + 53 nm e existiam sob a forma de lipossomas unilamelares e em forma de copo,
sendo as diferentes conformac6es atribuidas a parametros de empacotamento dos lipidos
utilizados, assim como a presenca de PEG (polietilenoglicol). Verificou-se um aumento
de cerca de trés vezes no que diz respeito a libertacdo de DOX ao longo de duas horas,
quando as nanoparticulas anteriormente referidas sofreram aquecimento por
radiofrequéncia, com recurso a um campo eletromagnético alternado. Os resultados
mostram que as celulas de cancro cervical humano (HelLa), que mostravam uma
expressdo elevada de recetores de folato, confirmaram a ligacdo superficial dos
magnetolipossomas, sendo que o mesmo ndo se verificou para células do carcinoma

humano que expressam um baixo nivel de recetores de folato [92].

Martins e colaboradores [93] desenvolveram novos magnetolipossomas de longa
circulacdo, revestidos com PEG e carregados com nanoparticulas superparamagnéticas
de Oxido de ferro (SPION, Superparamagnetic Iron Oxide Nanopartices). Estes
magnetolipossomas mostraram-se eficazes como agentes de contraste negativo em
ressonancia magnética. Para além disso, a eficdcia do sistema com estes novos
magnetolipossomas como agentes de contraste negativo foi comparada com a acdo de
agentes comerciais de contraste negativo, como o Endorem e Sinerem, tendo-se
comprovado a vantagem do uso dos magnetolipossomas descritos [93]. Quando
administraram 0s novos magnetolipossomas in vivo, verificou-se que a administracédo
destes ndo interferia com os mecanismos clinicos e histologicos que ocorriam durante a
isquemia/ reperfusdo (IR) no figado. Apesar disso, é necesséria a realizagcdo de mais
testes, de modo a provar a seguranca deste sistema. A utilizacdo do PEG permitiu
verificar que a incorporagdo dos lipossomas, com tamanho inferior a 150 nm, afeta a
captacdo do figado e a sua distribuicdo intra-hepatica. A acumulacdo dos agentes de
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contraste nas lesdes esta relacionada com o tempo de circulagdo. Assim sendo, 0s
autores sugerem que este possa ser um sistema potencialmente eficaz como agente de
contraste negativo para ressondncia magnética com aplicacdo na detecdo de lesdes de

isquemia-reperfusdo no figado [93].

Hamaguchi e colaboradores [94] reportaram o estudo do efeito da hipertermia
aplicada na metéstase dos nddulos linfaticos cervicais de metéstases de cancro da lingua
VX7 em fémeas de coelho branco japonés, utilizando, como mediadores de
aquecimento, magnetolipossomas de 94,1 nm e com carga superficial neutra. O grupo
de trabalho procedeu ao transplante do tumor e 20 dias depois da inje¢do dos MLs na
lingua, a maior concentracdo de magnetite foi alcancada 24 horas depois da sua
injeccdo, nos mddulos linfaticos, lingua, baco, sangue e figado. Procedeu-se a separacao
dos coelhos em trés grupos: grupo de controlo (I); grupo onde se procedeu a injecao de
apenas MLs (Il); e grupo onde se procedeu a injecdo de MLs e tratamento com
hipertermia no pesco¢co com aplicacdo de campo magnético alternado (118 kHz) 24
horas depois da injecdo (grupo Il11) [94]. A avaliacdo do tratamento hipertérmico foi
realizada pelo calculo do indice apoptético (Al) e pelo calculo da percentagem de
necrose proporcional ao tumor metastatico em estudo, tendo-se verificado que a
temperatura dos nodulos linfaticos do grupo Il atingiu temperaturas superiores a 44°C.
Por outro lado, o grupo Il foi também o que apresentou um Al (22,9%) bastante
superior ao dos grupos | (0,67%) e Il (1,42%). O grupo Il apresentou ainda uma area
média de necrose (58%) mais elevada comparativamente com os grupos | (19,6%) e 1l
(20,4%). Por se observar, no grupo Ill, a ocorréncia de necrose a volta dos seus MLs,
foi possivel concluir que estes MLs, quando injetados na lingua, conseguem acumular-
se a concentracdes suficientes para gerar temperaturas (44°C) que sao eficazes a nivel

terapéutico [94].
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Capitulo 2 — Técnicas de Caracterizacdo e Anélise

Neste capitulo descrevem-se as técnicas de caracterizacdo e andlise utilizadas

que permitiram analisar e caracterizar as diferentes nanoparticulas produzidas e

estudadas.

2.1 Fundamentos de espetroscopia de absorcao no UV-Visivel

2.1.1. Radiacdo eletromagnética

A radiacdo eletromagnética é considerada como uma conjugacdo dos campos
magnéticos e elétricos alternados que se propagam no espa¢o com 0 movimento de uma
onda. O espetro eletromagnetico é composto por diferentes tipos de radiacdo como a
ultravioleta, visivel e infravermelha, como se pode observar na figura 2.1 [1].
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Figura 2.1: O espetro eletromagnético (Adaptado de [1]).

Como a radiacdo atua como uma onda, pode ser classificada em termos do seu

comprimento de onda ou frequéncia, que podem ser relacionados através da seguinte
equacdo [1]:

v=c/A (2.1)
sendo que v representa a frequéncia (s™), ¢ é a velocidade da luz no véacuo (3x10® ms™)

e A representa o comprimento de onda (m). Em espetroscopia de absor¢ao UV-Visivel,

0 comprimento de onda € geralmente expresso em nandémetros, sendo que 1 nm é o
equivalente a 10° m [1].

A equacdo 2.2 mostra que radiacdo de menor comprimento de onda possui uma

energia mais alta, como é o caso da radiacdo UV. Em alguns casos, a energia é
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suficiente para que acontecam reacGes fotoquimicas indesejadas quando se procede a
medicao dos espetros das amostras [1].

Por outro lado, a energia associada a radiacao eletromagnética pode ser definida

pela equacdo:
E=hv (2.2)

sendo que E representa a energia (em Joule), h representa a constante de Planck
(6.62x10™* Js) e v representa a frequéncia (em s™) [1].

2.1.2. Interacdo entre radiacdo e matéria

Quando existe interacdo entre a radiacdo e a matéria, podem ocorrer diversos
processos, como a difusdo, reflexdo, absorcéo, a fluorescéncia/fosforescéncia ou uma
reacdo fotoquimica (quando se d& a absorcao e rutura da ligacdo). Geralmente, pretende-
se que ocorra apenas a absorcdo, quando se procede a medicdo de um espetro UV-
Visivel [1].

A radiacdo é uma forma de energia; deste modo a absorcdo da radiacdo pela
matéria pode causar 0 aumento do conteddo energético nos atomos ou moléculas. A
energia potencial total de uma molécula é geralmente representada pela soma das suas

diferentes energias, como pode-se expressar-se por [1]:

Etotal = Eeletrénica + EVibracional + Erotacional (2-3)

A energia total de uma molécula ndo é dada de uma forma continua, isto porque
possui uma série de niveis ou estados discretos. Deste modo, dentro das suas diferentes
energias constituintes, a energia rotacional € a menos energética e a energia eletronica é

a mais energética [1].

Os fotbes de radiacdo UV, em alguns atomos ou moléculas, possuem energia
suficiente para causar transi¢cGes entre os diferentes niveis eletronicos, movendo um
eletrdo de um nivel de energia inferior para um nivel de maior energia. No caso dos
atomos, estas transicdes resultam na obtencdo de bandas de absorcdo estreitas que, por
serem correspondentes a diferentes niveis energéticos, sdo caracteristicos das diferentes

espécies, como se pode observar na figura 2.2 [1].
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Figura 2.2: TransicGes eletrénicas e espetro de absor¢ao UV-Visivel de atomos [1].

Mas, no caso das moléculas, observa-se uma sobreposicdo dos niveis energéticos
vibracionais e rotacionais aos niveis energeticos eletronicos. Verifica-se a ampliagio
das riscas para este caso, isto porque se dao varias transicbes com diferentes niveis
energéticos. As riscas podem ser ainda mais largas nas solu¢bes em que existem

interacdes solvente-soluto, como se pode observar na figura 2.3 abaixo [1].

A —_— - - - - -
- = — Niveis de energia eletronicos
— Niveis de energia vibracionais

— Niveis de energia rotacionais

[ ] Transigdes eletronicas

1

. LM
y

Figura 2.3: TransicGes eletronicas e espetro de absor¢do UV-Visivel de moléculas
(Adaptado de [1]).

2.1.3. Transmitancia e absorvancia

Quando se da uma interacdo entre a radiacdo e uma amostra, o feixe luminoso
pode atravessar a amostra ou ser refletido pela mesma, sendo que a quantidade de luz
absorvida pode ser determinada através do célculo da diferenca entre a radiacao

incidente (lp) e a radiacdo transmitida (1) (figura 2.4) [2].
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Assim, a quantidade de luz que é absorvida pela amostra pode ser expressa como
transmitancia ou absorvancia. A transmitancia (T) pode entéo ser definida pela seguinte
equacéo [1; 2]:

T=21 ou %I =—x100 (2.4)
0

Iy
A absorvancia, é definida pela seguinte equacéo:

Para a maior parte das aplicacfes, os valores obtidos para a absorvancia podem
ser utilizados desde que a relacdo entre a absorvancia e a concentracdo da amostra seja
linear. Por outro lado, a absorvancia de uma solucdo aumenta com o aumento da

atenuacéo do feixe luminoso [1; 2].

2.1.4. Niveis de energia

Tanto moléculas como atomos possuem energia. Assim, 0S 4&tomos possuem
energia eletronica e cinética, enquanto as moléculas apresentam energia eletronica,
vibracional e rotacional. No que diz respeito aos diagramas energéticos, o resultante de
uma molécula no estado gasoso demonstra ser muito mais complexo do que o resultante
de um atomo (figura 2.5), sendo que isto se deve ao facto de cada estado eletronico de

uma molécula ter associados a si varios estados rotacionais e vibracionais [3].
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Figura 2.5: Esquema do diagrama dos diferentes niveis energeticos de uma molécula
(Adaptado de [3]).

Uma transicdo molecular, a temperatura ambiente ocorre a partir do primeiro
nivel vibracional do estado eletronico fundamental para niveis rotacionais ou
vibracionais dos diferentes estados excitados. A banda de absor¢cdo de uma transicdo
eletronica € composta para um conjunto de transicdes quase continuo. No caso das
solugdes, as diferencas entre 0s niveis rotovibracionais sdo menores que as observadas

para o estado gasoso, devendo-se isto as interacfes soluto-solvente [3].

A estrutura das moléculas no seu estado fundamental apenas permite que
ocorram determinadas mudancas de energia. A energia fornecida aos eletrbes numa
determinada orbital deve ser a necessaria para que estes transitem para uma orbital
energética de maior energia. Verifica-se que a absorcdo dos fotbes € demasiado rapida

para que haja perda de calor pela molécula absorvente durante esse processo [4].

Na maior parte das moléculas estaveis, verifica-se que todas as orbitais de
ligacdo ja se encontram preenchidas por eletrfes na sua totalidade pelo que, a transicéo
necessita ser bastante rapida, pois ndo permite a mudanca de posi¢ao dos eletrdes e estes
devem estar entre orbitais sobrepostas. Assim, os eletrdes de ligacdo vdo-se mover
maioritariamente para as orbitais antiligantes correspondentes. As orbitais do estado
fundamental, envolvidas podem ser ligantes (o, ) ou ndo-ligantes (n) e anti-ligantes (c*
e m*). A transi¢do de um eletrdo de uma orbital ligante para a sua correspondente orbital
anti-ligante o* ¢ referida como transi¢do ¢-6*, enquanto a transicdo de um eletrdo de
uma orbital ligante & para a sua orbital anti-ligante correspondente é referida como uma

transi¢do m-m* (figura 2.6). A absor¢do de radiagdo UV-visivel pode levar a outras
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transigcdes eletronicas como n-c* e n-n*. As transi¢des n-c* e 6-6* ocorrem geralmente
na regido UV entre os 150 e os 250 nm e requerem uma maior quantidade de energia,
sendo estas transi¢cdes absorvedores relativamente fracos. A maior parte do espetro UV-
visivel envolve transices como n-n* e m-n* (mais intensa), sendo que estas orbitais

geralmente se sobrepdem [4].

Um espetro representa a absorvancia de uma substancia como funcdo do
comprimento de onda da radiagcdo. O espetro vai apresentar picos nos comprimentos de

onda onde existem diferencas de energia entre transi¢oes n-n* e n-n* [4].

Em moléculas, cada ligagdo covalente tem orbitais ¢ e 6* correspondentes. Cada
ligacao dupla tera orbitais w e * correspondentes. Numa molécula, cada par solitario de
eletrbes tém uma orbital n correspondente, como é o caso dos atomos de azoto, dado
que tém cinco eletrdes e maioritariamente trés ligaces covalentes. Um exemplo de um
caso de dois pares de eletrGes solitarios € o de a&tomos de oxigenio, que possuem seis

eletrbes e no maximo duas ligacdes covalentes [4].
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Figura 2.6: TransicGes eletrénicas entre orbitais moleculares o, © e n (Adaptado de [4]).

2.1.5. Lei de Lambert-Beer

Quando uma espécie absorvente é atravessada por um feixe de radiacdo
eletromagnética (figura 2.7), verifica-se uma diminuicdo da intensidade devido a varios
processos, como absorc¢do, reflexdo ou fendmenos de dispersdo. Se forem considerados
apenas 0s processos de absorcdo, as intensidades dos feixes transmitido (I) e incidente

(lo) podem ser relacionados atraves da utilizacdo da equacéo [3]:

[=1,1075Web (2.6)
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onde ¢ (1 mol™ cm™) representa o coeficiente de absorcdo, ¢ (mol I"*) representa a
concentracdo da espéecie absorvente no meio e b (cm) representa o percurso 6tico da

radiacdo no meio [3].
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Figura 2.7: Diagrama dos varios processos ocorridos durante a absorgdo de um feixe
eletromagnético por uma solucéo (Adaptado de [3]).

A razdo entre as intensidades dos feixes incidente e transmitido é medida
experimentalmente através da transmitancia. Existem casos em que a transmitancia é
nula (I=0) quando um meio é totalmente absorvente, ou unitaria (I=lo) quando um meio
¢ completamente transparente. A transmitancia € normalmente substituida pela
absorvancia, devido ao fato de esta variar de forma linear com a concentragao, percurso

otico e coeficiente de absorcdo molar [3]:
A= —log,, T = Q)b (2.7)

A lei de Lambert-Beer pode apresentar desvios no que diz respeito a linearidade
da relacdo da absorvancia com a concentracdo, tornando esta lei limitada. Assim, estes
desvios acontecem em casos em que a concentracao da substancia a ser medida é muito
alta (> 0,01 M), resultante da variacdo do coeficiente de absorcdo molar. Outros desvios
podem dever-se a existéncia de reacdes secundarias entre a amostra a ser medida e o
solvente, quando a radiacdo utilizada ndo é estritamente monocromatica e, por fim,

quando existem limita¢6es instrumentais [2; 3].

2.1.6. Espetrofotometro e seu funcionamento

O espetrofotdmetro € um instrumento utilizado para medir a transmitancia e a
absorvancia de uma amostra em fungdo do comprimento de onda da radiacdo
eletromagnética. Este instrumento € compostos principalmente por: uma fonte de
radiacdo de banda larga, um dispositivo de dispersdo que seleciona um dado

comprimento de onda a partir da banda larga fornecida pela fonte, uma area de amostra,
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um ou mais detetores para medir a intensidade da radiacdo, um conversor analogico-

digital (AD) e, por fim, um computador e outros dispositivos periféricos [1; 2].

Os espetrofotometros de UV-Visivel usam geralmente fontes continuas, como a
combinacdo de ldmpadas de deutério (regido do UV) e tungsténio-halogénio (regido do
visivel), existindo ainda uma fonte de luz alternativa pela utilizacdo de uma lampada de
xénon que abrange as regibes do UV e visivel. A luz passa depois por um
monocromador, que consiste numa fenda de entrada, sistemas de dispersdo (que podem
ser primas ou grelhas holograficas) e uma fenda de saida. A luz passa depois pela
amostra, sendo que incide posteriormente num detetor, que vai proceder a conversdo do

sinal luminoso em elétrico.

Num espetrofotometro convencional de feixe simples (figura 2.8), a absorvancia
é determinada através da medicdo da intensidade luminosa que atinge o detetor no
branco (sem amostra) comparativamente com a intensidade luminosa que atinge o
detetor apds passar pela amostra. Este design é apropriado para medir a absorvancia
num unico ponto do espetro, mas demonstra ser menos adequado para a medicdo de

diferentes compostos em diferentes comprimentos de onda [1].

Amostra

Monocromador Detetor

%M Sistema de
dispersio
@. Fenda de entrada

Fonte

Fenda de saida

Figura 2.8: Esquema de um espetrofotdmetro convencional de feixe simples (Adaptado
de [1]).

Um espetrofotometro de feixe-dividido (figura 2.9) € idéntico ao
espetrofotometro de feixe duplo, mas usa um divisor de feixe para enviar a luz
simultaneamente para os caminhos do branco e da amostra para dois detetores idénticos
mas separados. Esta configuragdo permite a leitura simultdnea do branco e da amostra.
O design deste espetrofotometro fornece alta estabilidade, boa razéo sinal/ruido, mas

pode-se verificar a derivacdo independente dos dois detetores [1].
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Figura 2.9: Esquema de um espetrofotdmetro de feixe-dividido (Adaptado de [1]).

2.2 Fundamentos de espetroscopia de fluorescéncia

A espetroscopia de fluorescéncia é uma das técnicas Oticas mais amplamente
utilizadas em areas como a biologia celular e a bioguimica. Esta é uma tecnica de alta
sensibilidade e versatilidade, sendo os espetrofluorimetros, os instrumentos geralmente
utilizados [5].

Assim a absorcdo de um fotdo de energia adequada vai provocar uma transicao
eletronica a partir do estado fundamental para um estado excitado. Como a molécula se
encontra num estado eletronico excitado, a energia devera ser dissipada para que seja
possivel que a molécula volte ao seu estado fundamental, sendo estes processos

frequentemente ilustrados pelo diagrama de Jablonski (figura 2.10) [5].

A absorcdo de um fotdo a partir do nivel vibracional mais baixo do estado
fundamental (So) para estados eletrénicos e vibracionais mais elevados (como 0 S; e S,)
é um processo bastante rapido (10™ s). O relaxamento do eletrdo ocorre rapidamente
para estados energéticos mais baixos (entre 10™° e 10™? s) para o nivel vibracional mais
baixo do primeiro estado excitado (S;), sendo este processo conhecido como conversao
interna. Os processos de perda energética do estado excitado sdo radiativos e
ndo-radiativos, quando ndo se verifica a existéncia de reacdes fotoquimicas. A
fluorescéncia € um processo de perda de energia por via radiativa, onde se da a
libertacdo de um fotdo a partir do primeiro estado singleto excitado para o estado
fundamental. Por outro lado, existem casos em que um eletrdo se move de um estado
singleto excitado para um estado tripleto excitado, sendo este um cruzamento
intersistemas. A fosforescéncia é o processo de emissdo de um fotdo, quando um eletréo

regressa ao estado fundamental a partir do estado tripleto excitado [5].
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Figura 2.10: Diagrama de Jablonski simplificado que representa a excitacdo de um
eletrdo por absorcdo de um fotdo (hva) para estados eletrénicos superiores S; ou S;. O
eletrdo volta ao estado fundamental, S, a partir do nivel vibracional mais baixo de S;. A
fluorescéncia é observada pela libertacdo do fotdo (hvg). As setas solidas e tracejadas
representam, respetivamente, transicdes eletronicas radiativas e ndo radiativas
(Adaptado de [5]).

Assim, pode-se definir a espetroscopia de fluorescéncia como a técnica
resultante no espetro da radiacdo emitida por uma molécula ou &tomo quando se da o

relaxamento do estado excitado para o estado fundamental [6].

2.2.1. Estados eletrénicos

Uma populacdo de moléculas encontra-se normalmente no seu nivel eletrénico
fundamental (Sp). Quando os eletrdes dessa populacdo absorvem radiacdo, verifica-se a
passagem do seu nivel eletronico fundamental para um estado excitado (S,). Os estados
excitados de uma molécula podem ser divididos entre singletos (Sy) e tripletos (T,). Um
eletrdo gira em torno do seu préprio eixo, criando localmente um pequeno iman com um
spin (s), pelo que os estados S, e T, resultam do nimero quantico de spin. Assim, o
Principio de Exclusdo de Pauli refere que dois eletrfes que se encontram dentro de uma
orbital definida ndo podem possuir quatro nameros quanticos iguais, pelo que se véo
diferenciar no namero de spin. Deste modo, os dois niUmeros de spin atribuidos a um
eletrdo podem ser +1/2 e -1/2, pelo que dois eletrbes que se encontrem na mesma orbital

Va0 possuir rotacdes opostas [7].

De modo a quantificar os spins dos eletrdes € utilizada a multiplicidade (M), que

é um parametro que pode ser definido pela seguinte equacao [7]:
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M=|51+52|X2+1 (28)

Assim, tem-se um estado singleto S, quando os spins sdo paralelos (M = 1). O
estado tripleto T resulta da existéncia de spins antiparalelos (M = 3) (figura 2.11).

_ _ T
_ T _ T _ T
_ T _ T .
Estado Fundamental Estado Excitado Estado Excitado
Multiplicidade =1 Multiplicidade = 1 Multiplicidade = 3

Figura 2.11: Configuracdo do spins dos eletrdes nos estados singleto (M=1) e tripleto
(M=3) (Adaptado de [7]).

Como foi referido anteriormente, um eletrdo de uma populacdo de moléculas,
quando absorve radiacdo, vai passar do seu nivel eletrénico fundamental singleto, Sy,
para um estado excitado, S, (n > 1). Uma molécula excitada regressara a So, seguindo
dois passos sucessivos. Em primeiro lugar, a molécula no estado S, volta ao menor
estado excitado S; devido ao fendmeno de conversdo interna, que se baseia na
dissipacdo de parte da energia da molécula para 0 meio envolvente. O segundo passo
baseia-se no fato de a molécula atingir o estado fundamental S, a partir do estado
excitado Si;, com recurso a diferentes processos competitivos. Entre esses processos
encontra-se a emissdo de um fotdo (fluorescéncia), dissipacdo de parte da sua energia
para moléculas na proximidade, dissipacdo de parte da energia absorvida para 0 meio
sob a forma de calor. Para além dos processos competitivos ja referidos, existe ainda a

passagem do estado excitado S; para o estado tripleto T1[7].

Os processos pelos quais se da a desexcitacdo da molécula do estado tripleto séo
idénticos aos descritos anteriormente para a desexcitacdo do estado singleto, sendo eles
a emissdo de um fotdo (fosforescéncia), transferéncia de energia para uma molécula por

colisdo ou a distancia (figura 2.12) e a dissipacdo de energia ndo-radiativa [7].
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Figura 2.12: Diagrama das transi¢des eletronicas de Jablonski (Adaptado de [7]).

2.2.2. Tempo de vida de fluorescéncia

Por outro lado, as moléculas depois de serem excitadas, mantém-se no estado
excitado durante um pequeno intervalo de tempo, antes de voltarem ao seu estado
fundamental. O tempo de vida do estado excitado é também conhecido como tempo de
vida de fluorescéncia. Este é igual ao tempo durante o qual as moléculas, apos
excitacdo, ficam no estado excitado, sendo que esse intervalo de tempo pode variar
entre grandezas de nanossegundos (10 s) ou picossegundos (10™? s). O tempo de vida

de fluorescéncia (t¢) pode ser definido pela seguinte equacéo [7]:

-1 (2.9)

1
TF = - - -
k krt+kisctk;

sendo que k; representa a constante radiativa, k; representa a constante de desexcitacdo
de conversdo interna e, por fim, kis designa a constante de cruzamento entre sistemas.A
equacdo 2.9 resulta da participacdo dos processos radiativos e ndo radiativos na
desexcitacdo do fluor6foro. Assim, o tempo de vida de emissdo de um fotdo pode ser
dado por 1/k; dado que este deve ser medido de forma independente relativamente aos
outros processos que atuam na desativacdo da molécula. Mas, como estes ocorrem de
forma paralela ao processo radiativo, torna-se impossivel elimina-los no decorrer das

medicGes praticas do tempo de vida [7].
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2.2.3. Rendimento quantico de fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia (®¢) representa 0 numero de fotbes
emitidos pela via radiativa relativamente ao nimero de fotdes que sdo absorvidos pela

molécula e é dado pela seguinte equacéo [7]:

n.2 de fotdes emitidos k
= ! = & (2.10)

n.2 de fotdes absorvidos - krt+ki+kisc

sendo que k; representa a constante radiativa, ki representa a constante de desexcitagéo
devido ao efeito da temperatura e, por fim, kis. designa a constante de cruzamento entre
sistemas [7].

2.2.4. Anisotropia de fluorescéncia

Os fluordforos absorvem de forma preferencial os fotdes cujos dipolos elétricos
se encontrem alinhados paralelamente ao seu momento de transi¢cdo. Assim, quando
fluoroforos em situacao de difuséo livre sdo excitados com luz polarizada, a luz emitida
sera depois despolarizada, como resultado da difusdo rotacional que ocorre durante o
tempo de vida do estado excitado. Para concentracdes baixas de fluoréforos, a taxa de
difusdo rotacional dos fluoréforos determina a extensdo da polarizacdo da luz emitida.
No caso dos tempos de difusdo rotacional serem inferiores ao tempo de vida do
fluoroforo, considera-se que a fluorescéncia € despolarizada, mas no caso dos tempos de
difusdo rotacional serem superiores ao tempo de vida do fluoréforo, considera-se que a

emissao de fluorescéncia mantém-se polarizada de forma parcial [5; 8].

A anisotropia de fluorescéncia (r) pode ser calculada em estado estacionario com
recurso a excitacdo da amostra com luz polarizada, em geral, verticalmente. Por outro
lado, sdo adicionados polarizadores orientados de forma paralela ou perpendicular a
direcdo da excitacdo polarizada. Assim, € possivel avaliar-se a extensdo da
despolarizacdo através da determinacdo da intensidade de luz emitida que se encontra
paralela (1) e perpendicularmente (1) a luz excitada, através da equacéo [6; 5].

S (2.11)

I||+21¢
em que r é a anistrotopia de fluorescéncia.

Na medigdo experimental da anisotropia, é considerada a sensibilidade do
fotomultiplicador, sendo que esta é dependente das dire¢cbes dos polarizadores

adicionados ao sistema. Neste sentido, torna-se necessario corrigir esta sensibilidade,
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utilizando-se a razdo das medidas de luz de excitacdo polarizadas verticalmente e
horizontalmente, tendo-se atribuido a esta razdo o nome de fator G, que é descrito pela

seguinte equacao [6]:

G= 2 (212

Iy

Excitacio Vertical Excitacio Horizontal

A amostra HH amostra

- _ /S
[ 4

v HV

Figura 2.13: Esquema representativo das medicdes de anisotropia com adicdo de
polarizadores orientados de forma perpendicular e paralela [6].

Na figura 2.13 acima, é possivel observar as medicGes de anisotropia com a
adicdo de diferentes polarizadores. Assim V representa 0s polarizadores orientados
verticalmente e H os polarizadores orientados horizontalmente. Por outro lado, VV e
HH representam a excitacdo e emissao polarizadas paralelamente, pelo que VH e HV
representam a excitacdo e emissdo polarizadas de forma perpendicular. Tendo isto em
conta, o valor de anisotropia pode ser calculado com a correcdo do fator G, sendo a

equacdo resultante [6]:

r= Jwv=Glve (2.13)

Iyy+ 2Glyy

A anisotropia de fluorescéncia pode também ser relacionada com o tempo de
vida do estado excitado e o tempo de correlacdo rotacional da molécula fluorescente,

através da equacdo [9]:

t= 2 (14 —) (2.14)

r 70
sendo ry a anisotropia fundamental ou intrinseca, T o tempo de vida do estado excitado ¢
1. 0 tempo de correlagdo rotacional, dado por t. = % (em que Vi € o volume
hidrodindmico, n é a viscosidade do meio, k a constante de Boltzmann e T a

temperatura absoluta).
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2.2.5. Transferéncia de Energia de Ressonancia (FRET)

No presente trabalho, foi avaliada a interacdo ndo-especifica dos
magnetolipossomas produzidos com modelos de membranas celulares (GUVSs),
utilizando-se, para isso, a transferéncia de energia de ressonancia entre um fluoréforo
doador e um fluoréforo aceitador [10]. Esta é uma técnica de grande utilidade para
sondar interagcbes macromoleculares, para além de ser uma técnica sofisticada que exige
a determinacdo exata de parametros espetroscopicos criticos [11]. A formacdo da dupla
camada lipidica nos magnetolipossomas sélidos foi também investigada por FRET.

O processo de FRET (do inglés, Forster Resonance Energy Transfer) é um
processo que envolve a transferéncia de energia ndo radiativa entre uma molécula
doadora fotoexcitada e uma molécula aceitadora de espécie diferente, sendo que este
processo se da para distancias doador-aceitador entre os 10 e os 100 A (10 a 10 m)
[10; 12].

Este processo baseia-se no facto de uma molécula doadora (D) absorver
radiacdo, sendo que essa molécula transita para um estado eletrénico de maior energia.
Antes que se dé o decaimento para 0 estado fundamental, a proximidade a outra
molécula vai resultar na transferéncia de energia ndo radiativa de D para uma molécula
aceitadora (A). Este processo podera levar ao relaxamento para 0 seu estado
fundamental pela emissdo de um fotdo de menor energia, através de uma interacdo
induzida de dipolo-dipolo e fortemente dependente da distancia de separacédo
centro-a-centro. Ao utilizar-se o processo de FRET, verifica-se que apenas uma das
moléculas D ou A precisa de ser fluorescente, mas a maior parte das aplicacfes préaticas

utiliza moléculas D e A fluorescentes [10; 11].

De modo a garantir-se uma alta eficiéncia de transferéncia, é necessaria a
selecdo cuidadosa de um par doador-aceitador, que também fornece dois parametros
mensuraveis, a fotoemissao do doador ap6s a inibicdo de fluorescéncia e o aumento da
fluorescéncia do aceitador. De outro modo, uma boa sobreposicdo espetral € importante
para uma elevada eficiéncia da transferéncia de energia, assim como a sele¢cdo do
comprimento de onda de excitacdo, de modo a que este coincida com o valor minimo do
espetro de absorcdo do aceitador, reduzindo assim as contribui¢bes resultantes da

excitacdo direta do aceitador [10].
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Assim, quando se escolhem as moléculas para aplicagdo em FRET, devem-se ter

em conta trés condigdes [11]:
1. Deve haver uma sobreposicdo espetral entre a emissdo do doador e a

absorgdo do aceitador (figura 2.14).
O alinhamento entre os fluor6foros doador e aceitador deve ser suficiente

para que se dé a inducdo do dipolo aceitador pelo doador, no caso de
moléculas rigidas.
3. A molécula doadora e aceitadora deve encontrar-se a uma distancia minima

(entre os 10 e 0s 100 A) para maximizar a probabilidade de FRET.

Doador Aceitador

| I} 1
abs. am. abs. arm.

I."'f-x"'.ll / f'}/\a f-'f \\HII
I\

%’?:«” NN

Figura 2.14: llustracdo da sobreposicéo espetral entre o espetro de emissdo do doador e
a absorcdo do aceitador (Adaptado de [9]).

Para medir a eficiéncia de transferéncia por FRET quando a molécula esta
excitada, existem quatro formas principais, sendo elas [11]:

1. Diminuicdo do tempo de vida da molécula doadora.
2. Diminuicdo da intensidade de emissao de fluorescéncia do doador no estado

estacionario.
Aumento da intensidade de emissdo de fluorescéncia do aceitador no estado

estacionario.
4. Mudanga da polarizacao de fluorescéncia.

A eficiéncia de FRET, ®grer, € definida como a proporcdo de moléculas

doadoras que transferiram o seu excesso de energia para as moléculas aceitadoras, e

pode ser obtida tomando-se a razdo das intensidades de fluorescéncia integradas do

doador na presenca do aceitador (Fpa) € na auséncia do aceitador (Fp) [9]:

q)FRET S 1 - % (215)
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A distancia entre as moléculas doadora e aceitadora pode ser determinada
através da eficiéncia de FRET, pela seguinte equag&o:

_ 1/6
Tap = Ry x [Z2REL| (2.16)

DpRET

onde Ry € o raio Forster (distancia critica), que pode ser obtido pela sobreposicdo
espetral, J (A), entre a emissdo do doador e a absor¢do do aceitador, de acordo com as

equacdes 2.17 e 2.18 (com Ry em A, A em nm, ga(A) em M cm™):
Ry = 0.2108 [K2DOn~*J(D)]Y/e  (2.17)
J) = J; (D) ea(DA*dA (2.18)

onde k?= 2/3 é o fator orientacional assumindo uma orientacao aleatria das moléculas,
@Y é o rendimento quantico de fluorescéncia do doador na auséncia de transferéncia de

energia, n é o indice de refracdo do meio, I,,(1) é o espetro de fluorescéncia do doador
normalizado para que fooo Ip(A)dA =1, e ea()) é o coeficiente de absor¢do molar do

aceitador.

O rendimento quantico de fluorescéncia, ds, do doador de energia em

magnetolipossomas pode ser determinado pelo metodo do padréo:
o, = [(ArP;ng)(ArFrn%)]CDr (2-19)

onde A é a absorcdo no comprimento de onda de excitacdo, F € a area de emissdo
integrada e n € o indice de refracdo dos solventes. Os subscritos referem-se ao composto

de referéncia (r) ou a amostra (s) [9].

2.2.6. Espetrofluorimetro e seu funcionamento

O espetrofluorimetro € o instrumento geralmente utilizado para medir a emissao
de fluorescéncia (figura 2.15). Assim, este é constituido por uma fonte luminosa,
geralmente uma lampada de xénon ou mercurio. A radiacdo proveniente desta fonte
passa através de um monocromador de excitacdo, que vai selecionar a luz a partir de
uma banda estreita de comprimentos de onda, sendo que esta luz vai passar através da
amostra. A fluorescéncia é geralmente medida na direcdo perpendicular a direcédo da luz
de excitagdo. A luz emitida é depois recolhida num segundo monocromador (de
emissdo), que vai proceder a selecdo de uma gama particular de comprimentos de onda
a serem medidos. A luz é assim enviada para um tubo fotomultiplicador, onde a

intensidade de fluorescéncia é medida. As eficiéncias quanticas dos tubos
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fotomultiplicadores tipicos encontram-se entre os 10 e 0s 15%. Nos espetrofluorimetros,
é possivel acionar individualmente um dos monocromadores, para se obterem espetros

de emissdo ou excitagdo [13].

Monocromador Ay == [l
da excitagio da N\ Foate
erada duola SR 1

PMT

7
[7 E RN wm [ —+— obturador

—T svporta do filtro

- 2 ——+ divisor de feixe
: célula = :
referéneia LN~ polarizador
Monozromzdor Modulo

otico [

dz emizsdo . [ |
Ve sl egle| |
-I Cimara dz zmostra

J Monocromador Display
controlador Zx =
Computador

Figura 2.15: Esquema de um espetrofluorimetro (Adaptado de [14]).

Os espetrofluorimetros sdo equipamentos de maior complexidade do que os
espetrofotdmetros, em fatores como o facto da intensidade de iluminacdo se modificar
com o tempo. Para corrigir esta situacdo, utiliza-se geralmente um segundo detetor de
luz (fotodiodo), de modo a ser possivel medir-se a intensidade de iluminacdo e a saida
do fotomultiplicador é dividida pela sua intensidade. Outro fator reside no fato de as
fontes luminosas utilizadas ndo produzirem a mesma intensidade nos diferentes
comprimentos de onda. Por fim, o ultimo fator encontra-se no facto dos
fotomultiplicadores ndo serem sensiveis de igual modo em todos os comprimentos de
onda. Pode-se proceder a correcdo do segundo e terceiro fatores, pela obtencdo de

espetros absolutos contrariamente a obtencdo de espetros relativos [13].

2.3 Difracéo de Raios-X

A difracdo de raios-X (XRD, do inglés X-Ray Diffraction) é uma técnica ndo-
destrutiva poderosa que permite a caracterizacdo de materiais cristalinos. Esta técnica

fornece informagdo sobre a estrutura cristalina, fase, orientacdo preferida de cristal
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(textura) e também outros parametros estruturais, tais como o tamanho médio do gréo,

cristalinidade e possiveis defeitos ou deformagdes do cristal em analise [15].

A analise por XRD tem como principais aplicacdes a identificagdo/quantificacao
da fase cristalina; medicdo da tensdo, do tamanho médio do cristalito ou efeitos de
microtensdo em filmes finos ou materiais a granel, assim como a quantificacdo da
orientagéo preferencial em conjuntos de multicamadas, pecas fabricadas ou filmes finos
e, por fim, a determinacdo da razdo entre os materiais cristalinos e amorfos em filmes

finos e materiais a granel [15].

Esta técnica tem como pontos fortes ser uma técnica nao-destrutiva, como
anteriormente referido, assim como permitir a medi¢do quantitativa da orientacdo de
fase e textura, serem necessarios poucos ou nenhuns requisitos de preparacdo da
amostra e as condigdes ambientais para todas as analises. Contudo, esta técnica tambem
apresenta alguns pontos fracos, sendo eles o fato de ndo fornecer nenhuma informacéo
sobre a profundidade do perfil; a amostra tem de ter um tamanho minimo de

aproximadamente 20 um e, por fim, ndo é capaz de identificar materiais amorfos [15].

A analise ¢ realizada pela obtencdo de picos. Esses picos sdo produzidos pela
interferéncia construtiva de um feixe monocromatico de raios-X, que € difratado em
angulos especificos de cada conjunto de planos de rede numa determinada amostra [15].
A interacdo dos raios incidentes com a amostra produz interferéncia construtiva (e um
raio difratado) quando as condicGes satisfazem a Lei de Bragg, que € definida pela

equacéo [16]:
A=2d sinf (2.20)
onde 0 ¢é o angulo de incidéncia e d ¢ a distancia entre os planos atomicos.

Assim, o padrdo de XRD é como uma impressdo digital dos arranjos atdmicos
peridédicos num determinado material e, através de uma pesquisa na base de dados do
ICDD (International Center for Diffraction Data), € possivel proceder-se a

identificacdo de fase de uma grande variedade de amostras cristalinas [15].

2.4 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (TEM)

A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM, do inglés, Transmission

Electron Microscopy) € a técnica geralmente escolhida para a analise da microstrustura
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interna dos espécimes, assim como a avaliagdo de nanoestruturas como filmes finos,

fibras ou particulas e, imagiologia de atomos [17].

A figura 2.16 mostra a composicdo tipica de um microscopio eletrénico de
transmissdo, que engloba o feixe de eletres, lentes condensadoras, objetivas e de
projetor, assim como um conjunto de aberturas e detetores para recolha dos sinais

emitidos pela amostra durante a sua analise [17].

Assim, nos microscopios eletronicos de transmissdo, o feixe de eletrbes é
geralmente acelerado a 80-300 kV, para que consiga atravessar um 1um do material em
analise. Para imagiologia de rotina sdo utilizadas energias de 200 a 300 keV, enquanto
para andlise de elementos mais leves, como o carbono sdo utilizadas energias mais
baixas, tipicamente <100 keV, de modo a reduzir os danos nas amostras. Estes
microscopios tém mais lentes eletromagnéticas, comparativamente com 0s microscopios
eletronicos de varrimento (SEM), que se encontram dispostas de forma sequencial ao
longo da direcdo do feixe de eletrdes, como uma coluna de eletrdes (figura 2.16). As
diferentes lentes apresentam diferentes fungdes. Assim, as lentes condensadoras séo
responsaveis por concentrar os eletrbes num feixe de diametro e convergéncia
controlados. Ja as lentes objetivas procedem a focalizacdo dos eletrdes para formar a
primeira imagem e um padrdo de difracdo, enquando as lentes do projetor aumentam o
padrdo de imagem ou difracdo no sistema de detecdo. Por fim, para lentes adicionais,
pode-se proceder ao varrimento do feixe em modo STEM (microscopia eletronica de
transmissdo por varrimento, do inglés, Scanning Transmission Electron Microscopy)
[17].
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Figura 2.16: Esquema dos principais componentes de um microscopio eletronico de
transmisséo (Adaptado de [17]).

O feixe de eletrGes passa atraveés da amostra, sendo focados pelas lentes
objetivas para formar uma imagem. Essa imagem pode ser monitorizada ao vivo numa
camara de amplo angulo. As imagens obtidas sdo gravadas com recurso a um
dispositivo de gravacédo paralelo, com uma matriz de pixels o maior possivel. Os TEMs
mais modernos encontram-se equipados com sistemas de detecdo digital de eletrdes,
como é o caso dos dispositivos de acoplamento de carga (CCD), que sdo capazes de
converter os eletrbes de entrada num pulso eletronico por pixel. Para que um
microscopio TEM possa ser utilizado em modo STEM, é preciso ser equipado com
detetores adicionais, de campo claro axial, BF (do inglés, axial Bright-Field) e anulares

de campo escuro, ADF (do inglés, Annular Dark-Field) [17].

Os microscopios TEM sdo equipamentos sensiveis, pelo que precisam de ser
instalados em ambientes controlados, em que ndo existam vibracGes, se encontrem
livres de campos eletromagnéticos dispersos e a uma temperatura constante. O controlo
do feixe de eletrdes nestes microscopios € maior do que em SEM, devido a
sensibilidade da dispersdo de eletrdes a parametros de perfil de feixe, incluindo o
diametro do ponto dos eletrdes e a dispersdo angular dos mesmos. A metodologia de
otimizacdo dos pardmetros do feixe de eletrdes, o alinhamento das diferentes lentes e
aberturas, que procedem ao bloqueio parcial do feixe de eletrdes em diferentes pontos,

devera ser determinada para cada microscopio TEM [17].
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2.5 Dispositivo Supercondutor de Interferéncia Quantica (SQUID)

O SQUID (do inglés, Superconducting Quantum Interference Device) é um
dispositivo supercondutor de interferéncia quantica que tem sido utilizado com sucesso
para magnetometria e medigdes de corrente ou voltagem em campos como a medicina e
a metrologia [18]. Os instrumentos SQUID séo bastante sensiveis e assim, as suas
diferentes sensibilidades tipicas podem ser encontradas na tabela 2.1 abaixo.

Tabela 2.1: Sensibilidades tipicas de instrumentos SQUID (Adaptado de [19]).

Medigdes Sensibilidade
Corrente 10™% A / VHz
Campos magnéticos 10" T /\Hz
Voltagem dc 10" v /\VHz
Resisténcia dc 1072 Q
Mutual/auto-indutancia 102 H
Momento magnético 10 emu

O SQUID baseia-se na utilizacdo de fendmenos de efeito Josephson para medir
variacOes extremamente pequenas no fluxo magnético. Geralmente, este dispositivo é
um anel supercondutor interrompido por uma ou mais juncdes de Josephson [19].
Assim, uma juncdo Josephson consiste em elétrodos supercondutores fracamente
ligados, sendo que estes se encontram separados apenas por uma barreira isolante fina
[20].

Normalmente, a suscetibilidade magnética € medida pela aplicacdo de um campo
magnético externo (H) em bobinas de detecdo que, dependendo do material a ser

estudado podera estar numa posicao vertical ou transversa [19].
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Capitulo 3 — Procedimento Experimental

No presente capitulo, descreve-se o procedimento experimental utilizado, desde
a preparacdo de solucbes, preparacdo das diferentes nanoparticulas e as medicdes

efetuadas recorrendo as técnicas instrumentais referidas no capitulo anterior.

3.1 Preparacdo das nanoparticulas de Ferrite de Manganés (MnFe,O,).

A preparacdo das nanoparticulas de ferrite de manganés foi realizada pelo
método de coprecipitacdo descrito em [1]. Em primeiro lugar, num tubo de ensaio foram
adicionados hidréxido de sodio e agua destilada, como se pode observar na tabela 3.1
abaixo. Procedeu-se, entdo, ao aquecimento do tubo de ensaio fechado em banho-maria,

com agitacdo constante até atingir uma temperatura de 90°C.

Num gobelé, misturaram-se as solugdes de sulfato de manganés (1)
monohidratado e cloreto de ferro (l11) hexahidratado, com um racio de 1:2, como se
pode observar na tabela 3.1 abaixo. Quando a mistura de agua destilada e NaOH atingiu
0s 90°C, adicionou-se 1 mL da mistura de metais gota a gota. A agitacdo magnética e a

temperatura foram mantidas com o tubo de ensaio fechado durante duas horas.

Tabela 3.1: Diferentes concentracfes e volumes utilizados de cada reagente.

Concentracéo Concentracao final Volume inicial
inicial (M) (M) (uL)
NaOH 18,94 2,318 612
Fe®* 1 0,1 500
Mn** 0,5 0,05 500
HO | e e 3388
Total | = e e 5000

No final, as nanoparticulas foram lavadas varias vezes com etanol absoluto, por
centrifugacdes (10000 rpm, 10 minutos) e por decantacdo magnética, de modo a
retirarem-se possiveis restos dos reagentes. Por fim, as nanoparticulas de ferrite de

manganés foram secas na estufa e armazenadas até posterior utilizac&o.

3.1.1 Revestimento das nanoparticulas de MnFe,O, com ouro

O procedimento utilizado para revestir as nanoparticulas de MnFe,O, com Au

foi modificado devido a alguns problemas que se encontraram quando se utilizou o
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método descrito inicialmente em [2]. Assim, 20 mg de nanoparticulas de MnFe,O4
foram suspensas em 5 mL de &gua destilada. Esta suspensdo foi adicionada a 25 mL de
glicerol, sendo agitada vigorosamente, enquanto se procedia ao seu aguecimento em
banho de 6leo, com dleo de silicone, até atingir aproximadamente os 200°C.
Posteriormente adicionaram-se 2 mL de uma solucdo 0,02 M de sais de ouro, gota a
gota. Verificou-se uma mudanca de cor da mistura, de castanho-escuro para vermelho

escuro. O aquecimento foi continuado com agitacdo por mais 15 minutos.

A lavagem destas particulas foi realizada pela adicdo de 33 mL de etanol
absoluto, por centrifugacfes (10000 rpm, 10 minutos) em falcons de 10 mL, até que
todo o glicerol fosse removido, tornando-se assim possivel secar estas nanoparticulas na

estufa, sendo que estas foram depois armazenadas para posterior utilizacao.

3.2 Preparacdo das nanoparticulas de ouro

As nanosferas de ouro foram preparadas como descrito em [2]. A preparacdo de
5x10° mol/L de nanosferas de ouro foi realizada através de uma via de reducdo de
citrato. Assim sendo, 500 pL de HAuUCI, foram adicionados a 9 mL de agua bidestilada,
produzindo uma solucdo com um leve tom amarelo, que foi depois aquecida até ao

ponto de ebulicao.

Depois, adicionou-se a solucdo em ebulicdo 500 uL de citrato de sodio 1%, sob
forte agitacdo magnética. O aquecimento foi mantido durante cerca de 5 minutos, até a
solucdo mudar para uma cor proxima da cor de vinho. Depois de se verificar a mudanca
de cor, deixou-se a solucdo arrefecer até a temperatura ambiente e armazenou-se a

solucdo com as nanosferas de Au a 4°C.

3.2.1 Preparacdo de nanoparticulas de ouro e MPA

A preparacdo das nanoparticulas de ouro e MPA (&cido 3-mercaptopropiénco)
foi realizada por diferentes métodos descritos em [3] e [4], tendo sido o Gltimo aquele

que apresentou melhores resultados.

Assim, usou-se um procedimento adaptado a partir de [4], em que 1524 uL de
uma solucdo 0,02 M de Au foram aquecidos em banho-maria até evaporar a agua
presente na solugdo. Entdo, 12 mg de HAuUCI,-3H,O foram dissolvidos em,
aproximadamente, 30 mL de etanol absoluto, aos quais foram adicionados 659 uL de
MPA 0,01 M, de modo a ter-se 0,7 mg de MPA. Em seguida, 10 mg de borohidreto de
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sodio, NaBH,4, foram dissolvidos em 20 mL de etanol absoluto e esta solugdo foi
adicionada, gota a gota, a mistura anterior, sob agitacdo magnética, que foi mantida

durante cerca de duas horas, formando-se um precipitado castanho-escuro.

Estas particulas foram lavadas por centrifugacdo (3500 rpm, 3 minutos) em
tubos de ensaio. O seu armazenamento deu-se por dois métodos. Num dos métodos, as
particulas foram secas na estufa e redissolvidas em 5 mL de solucdo aquosa alcalina de
pH = 11, a qual foi adicionado NaCl 1 M, até se verificar a precipitacdo das particulas.
Posteriormente, estas foram secas num tubo de ensaio pesado, de modo a saber-se a
quantidade de nanoparticulas produzidas e armazenadas para posterior utilizacdo. No
outro método, logo apds a producdo das nanoparticulas de Au e MPA, estas foram secas
na estufa num tubo de ensaio pesado, para também se determinar a quantidade de

nanoparticulas produzidas, e foram depois armazenadas até posterior utilizacao.

3.3 Funcionalizagéo das diferentes nanoparticulas

O procedimento seguido para funcionalizar as nanoparticulas de Au e MPA e
MnFe,O,4 foi o descrito em [5] e [6], encontrando-se um resumo das quantidades dos

diferentes reagentes utilizados para o efeito na tabela 3.2.

Em dois tubos de ensaio, A e B, foram respetivamente adicionados 2,5 mg de
nanoparticulas de Au e MPA e 0,5 mg de nanoparticulas de MnFe,Q4, sendo que ambos
os tipos de particulas foram dispersos em 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido). Aos tubos
A e B foram adicionados, respetivamente, 10,29 e 3,52 mg de CDI (1,1°’-
Carbonildiimidazole) e os tubos foram aguecidos a 60°C e mantidos com a tampa
fechada durante 2 horas. As nanoparticulas foram depois lavadas por centrifugactes

sucessivas a 3500 rpm durante 6 minutos.

Posteriormente, adicionaram-se aos tubos A e B, respetivamente, 7,37 mg de
nanoparticulas de MnFe,0,4 e 15,8 mg de nanoparticulas de Au e MPA. Os tubos foram
entdo mantidos a 60°C, durante cerca de uma hora. Por fim, as nanoparticulas foram
lavadas por centrifugac@es sucessivas (3500 rpm, 10 minutos) com etanol absoluto, de
modo a eliminar todos os restos de DMSO, tendo o primeiro sobrenadante sido
guardado para posterior analise, de modo a determinar a sua composicdo. As particulas

foram secas na estufa a 90°C e armazenadas para posterior utilizacéo.
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Tabela 3.2: Tabela Resumo das quantidades das diferentes nanoparticulas utilizadas,
assim como CDI para funcionalizar e cobrir as nanoparticulas.

Tubo  Nanoparticulas Peso NPs  Peso CDI  Nanoparticulas Peso NPs
iniciais na superficie superficie (m
(mg) (mg) P perficie ()
A ‘ Au e MPA 2,5 10,29 MnFe,0, 7,37
B ‘ MnFe,0, 0,5 3,52 Au e MPA 15,8

3.4 Preparagao de magnetolipossomas

3.4.1 Magnetolipossomas Aquosos (AMLS)

O encapsulamento das nanoparticulas em magnetolipossomas aquosos foi
realizado por injecéo etandlica. Assim, uma mistura de Egg-PC (1x10° M) e composto
antitumoral A3 em etanol (2x10° M) foi injetada, gota a gota, nas diferentes solucdes
aquosas das diferentes nanoparticulas preparadas anteriormente, sob agitacdo no vortex
na velocidade maxima, de modo a que as solucdes se encontrassem bem dispersas.
Assim, torna-se possivel obter lipossomas com 102 M de lipido e 2x10° M de
composto, como descrito em [7-9]. As nanoparticulas ndo encapsuladas foram
removidas por decantagdo magnética, pois as nanoparticulas ndo encapsuladas
respondem melhor ao campo magnético aplicado do que as nanoparticulas que se

encontram encapsuladas.

3.4.2 Magnetolipossomas Solidos (SMLs)

A preparacdo de magnetolipossomas solidos foi realizada de acordo com o
descrito em [10]. Assim, adicionaram-se a tubos de ensaio, as diferentes nanoparticulas
sintetizadas e procedeu-se a sua deposicdo magnética. Caso esta ndo fosse possivel,
adicionou-se ao tubo 1 mL de agua ultrapura e centrifugou-se a 6000 rpm durante 3
minutos, de modo a depositar apenas as nanoparticulas. Depois, retirou-se todo o
sobrenadante e adicionam-se 10 plL de agua ultrapura. A amostra foi entdo
ultrassonificada durante um minuto a 189 W e adicionaram-se 3 mL de cloroformio,

dando-se a formacdo de agregados de nanoparticulas (figura 3.1).

Depois da formacdo destes agregados de nanoparticulas, procedeu-se a injecdo
da primeira camada lipidica de DPPC (1x10 M), acima da temperatura de transicdo de

fase, ou seja, a 45 °C, seguida de uma nova inje¢do do lipido DPPC, apds lavagem.
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Entre cada injecdo de lipido, deve-se proceder a lavagem por decantacdo magnética, de

modo a eliminar as nanoparticulas que ndo se encontrem encapsuladas.

Para confirmar a formacdo da bicamada lipidica nos SMLs, realizaram-se
ensaios de FRET. Para tal, o lipido marcado com NBD (nitrobenzoxadiazole)
NBD-Cs-HPC (2x10°° M) foi injetado junto com a primeira camada lipidica, enquanto o
lipido marcado com Rodamina Rh-DOPE (2x10° M), foi injetado junto com a segunda

camada lipidica (figura 3.2).

Para comparacédo, foram preparados SMLs marcados apenas com NBD-Cs-HPC
e ainda SMLs marcados apenas com Rh-DOPE.

Figura 3.1: Agregados de NPs em agua, em 3 mL de cloroférmio, antes da injecdo da
primeira camada lipidica.
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Figura 3.2: Estruturas dos diferentes lipidos marcados com sondas fluorescentes
utilizados (Adaptado de [11]).
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Para a realizacgdo dos ensaios de irradiacdo, foram preparados
magnetolipossomas sélidos marcados com Rodamina. No caso das nanoparticulas de
MnFe,O, decoradas com nanoparticulas de Au, foram utilizados o lipido DOPE
(1x10 M) para a injecdo da primeira camada lipidica (& temperatura ambiente, dado
que a sua temperatura de transicdo de fase se situa nos -16°C), o lipido DPPE (1x107 M)
para a injecdo da segunda camada lipidica (acima dos 70° C), junto com o lipido
marcado Rh-DOPE (2x10° M). De igual modo, procedeu-se & lavagem por decantacéo
magnética, entre cada injec&o lipidica, de modo a eliminar as nanoparticulas que ndo se

encontrem encapsuladas.

3.5 Preparacédo de modelos de membrana

Para a preparacdo de modelos de membrana foram utilizados GUVs de Egg-PC
(lecitina do ovo) (1x10® M) e lecitina de soja (1x10° M). De modo a marcar-se a
membrana para estudos de FRET, foram utilizados os seguintes marcadores

fluorescentes:

e NBD-C¢-HPC (2x10° M), excitagdo/emissdo méxima — 464/536 nm
e Nile Red (2x10° M), excitacdo/emissdo maxima — 553/637 nm (figura 3.3)

Q""
HeC™ > )N 0 0

H,C
Figura 3.3: Estrutura da sonda fluorescente Nile Red [10].

Os GUVs foram preparados a partir da formacéo de um filme lipidico, através de
evaporacgao por uma corrente de azoto ultrapuro, que passa huma solugdo que contém
1x10° M de Egg-PC e 2x10° M dos marcadores NBD-Cs-HPC e Nile Red. O filme é
pré-hidratado pela adicdo de 40 pL de agua e foi incubado a 45 °C, durante quinze
minutos. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de uma solugédo de glucose 0,1M e
volta-se a incubar a 37 °C, durante duas horas. Por fim, a solugdo é centrifugada a
14000g (12000 rpm) durante trinta minutos. Assim, remove-se qualquer tipo de

agregados moleculares de pequenas dimens6es, como o descrito em [12; 13].
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3.6 Estudos de transferéncia de energia

Os ensaios de transferéncia de energia (FRET) permitem avaliar a interacéo
ndo-especifica dos magnetolipossomas com os modelos de membrana celular (GUVS).
Assim, foram incorporados nos magnetolipossomas um lipido marcado NBD-Cg-HPC,
que funciona como doador de energia, enquanto o corante hidrofobico Nile Red
funciona como aceitador de energia. Estes ensaios permitem investigar a possibilidade
de internalizacdo do farmaco e se este sera capaz de sair dos magnetolipossomas para se

localizar nas células-alvo.

3.7 Ensaios de irradiacao

Para a realizagdo dos ensaios de irradiacdo, foram preparados
magnetolipossomas sdlidos contendo as diferentes nanoparticulas produzidas, como
descrito no capitulo 3.1, incorporando-se nos mesmos o lipido Rh-DOPE, marcado com

a sonda fluorescente rodamina.

Os ensaios realizados sdo semelhantes aos relatados por Chiu e Chu [14],
tendo-se utilizado uma lampada de arco de Xeénon de 200 W, que foi conectada a
camara do porta-amostras do espetrofluorimetro SPEX320 Fluorolog® 2, através de uma
entrada frontal como mostrado na figura 3.4, para irradiar os magnetolipossomas solidos

preparados que continham as diferentes nanoparticulas sintetizadas.

¥,

Figura 3.4: Imagem da disposicdo da fonte de energia e fibra Gtica em relacdo ao
espetrofluorimetro SPEX Fluorolog® 2.
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No interior da cdmara do porta-amostras, foi colocado um suporte, onde foi
fixado um filtro de corte (figura 3.5), que deixa passar comprimentos de onda superiores
a 600 nm.

, wmFibra Otica
Figura 3.5: Disposicdo do suporte, filtro e fibra Gtica no interior da cAmara do porta-
amostras.

Os parametros utilizados para os diferentes ensaios encontram-se resumidos na
tabela 3.3.

Tabela 3.3: Tabela resumo dos parametros experimentais utilizados nos ensaios de
irradiacdo das diferentes nanoparticulas.

Parametros Filtro A exc.> 600
nm
A exc (Nm) 515
A em (NM) 585
Tempo total (s) 7200
Incremento de tempo (S) 360
Modo de aquisicao S&r

Procedeu-se ainda ao registo da temperatura das diferentes solucdes, antes e
apos a realizacdo dos ensaios. Por fim, os valores de intensidade obtidos foram

normalizados.

3.8 Avaliacdo das propriedades magnéticas

As medicdes de propriedades magnéticas foram realizadas no Instituto de Fisica
dos Materiais da Universidade do Porto (IFIMUP), utilizando um magnetémetro
SQUID (Design Quantico MPMS5XL) a temperatura ambiente, utilizando-se um

campo magnético aplicado até 5,5 T, como o descrito em [15].
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A dependéncia da temperatura de magnetizacdo foi medida numa gama de
temperaturas entre os 5 e 0s 340 K. As curvas foram obtidas pelo arrefecimento da
amostra sob um campo magnético aplicado de H = 100 Oe (arrefecimento sem campo,
FC) e, posteriormente medindo-se a sua magnetizacdo com aumento da temperatura
(campo aplicado de H = 50 Oe). Subsequentemente, depois de atingir 340 K, a amostra
foi re-arrefecida, desta vez sem aplicacdo de campo magnético (arrefecimento sem
campo, ZFC) e as medigdes de magnetizacdo foram novamente realizadas com o
aumento da temperatura, sob o mesmo campo magnético de H = 50 Oe. A partir do
comportamento das curvas FC e ZFC, pode obter-se a temperatura de bloqueio (Tg) das

nanoparticulas superparamagnéticas.

As medigdes do ciclo de histerese de magnetizacdo foram realizadas pelo ajuste
da temperatura e medindo-se a magnetizacdo numa serie de diferentes campos
magnéticos aplicados. Este tipo de estudo fornece informacdes sobre a magnetizacéo
méaxima e 0 grau ao qual a amostra permanece magnetizada quando se remove 0 campo
aplicado e quéo facilmente se pode reverter a magnetizacdo da amostra, 0 denominado

campo COercivo.
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Capitulo 4 — Resultados e discussédo

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas preparadas

Foram preparados trés tipos de nanoparticulas contendo ferrite de manganés e
ouro, além de nanoparticulas apenas de ferrite de manganés, estas Gltimas de acordo
com o procedimento descrito em [1], que originou nanoparticulas de 26 £ 7 nm de

tamanho. Assim, obtiveram-se:

e Nanoparticulas magnéticas nuacleo/coroa, com nucleo de ferrite de

manganés e coroa de ouro

Estas foram obtidas por reacdo das nanoparticulas magnéticas de ferrite de
manganés [1] com cloreto de ouro, sob aquecimento em glicerol, de acordo com o

esquema:

AuCl,, A;

em glicerol

tamanho =26 £ 7 nm

Figura 4.1: Esquema da reacdo para producdo das nanoparticulas magnéticas
nacleo/coroa de MnFe,O4/Au.

e Nanoparticulas plasménicas de ouro decoradas com nanoparticulas de
ferrite de manganés

Este tipo de nanoparticulas foi preparado utilizando CDI (carbonildiimidazole)
como agente de acoplamento, para ativar os grupos COOH da superficie das

nanoparticulas de ouro, segundo a reagéo:
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Figura 4.2: Esquema da producdo de nanoparticulas plasmonicas de Au decoradas com
nanoparticulas de MnFe;Oy,
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e Nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com

nanoparticulas plasmonicas de ouro

Este tipo de nanoparticulas foi preparado usando também CDI como agente de
acoplamento, aqui utilizado para ativar os grupos -OH da superficie das nanoparticulas

de MnFe;Q,, segundo a reacao:

OH

) - . S
ﬁn-—U\AQ Au  Au

Figura 4.3: Esquema da producéo de nanoparticulas magnéticas de MnFe,O, decoradas
com nanoparticulas plasmonicas de Au.

Apos a sintese das nanoparticulas, foi utilizado um magneto para verificar se
estas possuiam magnetismo, sendo que todas as nanoparticulas preparadas
demonstraram ser magnéticas, ao reagirem de forma rdpida ao campo magnético
aplicado. Assim, na figura 4.4, é apresentado o comportamento das diferentes
nanoparticulas preparadas ap0s a aplicacdo de um campo magnético (presenca do

magneto).

a) ILW ]
Figura 4.4: Resposta das varias nanoparticulas preparadas na presenca de um campo
magnético: a) NPs nucleo/coroa de MnFe,O4/Au, b) NPs de Au decoradas com
MnFe,0,4, d) NPs de MnFe,O,4 decoradas com NPs de Au.

4.1.1. Espetros de absor¢do no UV-Visivel

Na figura 4.5, apresentam-se 0s espetros de absorcdo das varias nanoparticulas

preparadas. O espetro obtido para nanoparticulas apenas de ferrite de manganés, que
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evidencia que este material € um semicondutor indireto [1], é também mostrado, para

comparagéo.
Espetros de absorcdo das NPs dispersas em agua
0.12 NPs de Au 0,35
decoradas com
0,11 - MnFe,O, NPs nucleo/coroa - 0,3
NPs de Au MnFe,O,/Au
© 0,1 A T - 0,25
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S MnFe,O, decoradas (§
1 J - S
S 0,09 NPs de MnFe,0, com NPs de Au 0,2 5
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Figura 4.5: Espetros de absorcdo das varias nanoparticulas preparadas.

Para nanoparticulas de ouro, observa-se a forte banda do plasméo caracteristica
deste tipo de particulas, com absorvancia maxima em 520-524 nm, indicando particulas

de ouro de didmetro entre os 15 e 0s 20 nm [2].

Nas nanoparticulas de Au decoradas com MnFe,O, ndo € detetada a banda
plasmdnica do ouro. Por outro lado, as nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O4/Au tém
um comportamento semelhante ao observado para as nanoparticulas de ferrite de
manganés decoradas com NPs de Au. Para estes dois casos, verifica-se um alargamento
e desvio da banda do plasmdo do ouro para maiores comprimentos de onda
(580-600 nm), o que pode ser explicado pela existéncia de particulas de ouro maiores
que 20 nm. Este comportamento pode significar também uma maior proximidade entre
as particulas de ouro, a sua agregacdo em clusters ou uma maior espessura da camada
de ouro [3; 4]. Este desvio da banda de plasmao do ouro para comprimentos de onda na
regido dos 600 nm, foi igualmente observado por Umut e colaboradores [5], para
nanoparticulas nucleo/coroa de Au/Fe3O4, quando comparada com NPs de Au com uma

absorvancia maxima nos 520 nm.
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4.1.2. Medidas de XRD

Na figura 4.6, apresenta-se os difratogramas de XRD das vérias nanoparticulas

preparadas, com o correspondente ajuste pelo programa Match!.
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Figura 4.6: Difratogramas de XRD das diferentes particulas preparadas: a) NPs
nucleo/coroa de MnFe,O,4/Au, b) NPs de Au decoradas com NPs de MnFe,O,4 c) NPs de
MnFe,0, decoradas com NPs de Au.

As medicBes de XRD confirmam a sintese dos diferentes tipos de nanoparticulas
(figura 4.6). Todas as nanoparticulas apresentam estrutura cristalina cubica. Para alem
disso, todas as nanoparticulas apresentam picos que correspondem a estrutura cristalina
da ferrite de manganés [6 - 8] e ouro [9; 10]. Assim, para as nanoparticulas nicleo/coroa
de MnFe,O4/Au e nanoparticulas de Au decoradas com NPs de MnFe,Q, (figura4.6 a e

b), possuem picos de MnFe,O, e Au idénticos, sendo que estes se encontram,
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aproximadamente, a 18°, 30°, 35°, 43° 53° 56° e 62° para 0 caso do MnFe,O, e,
aproximadamente, a 38°, 45° e 65° para Au. Para o caso das nanoparticulas de MnFe,04
decoradas com NPs de Au (figura 4.6 c), estas apresentam picos mais alargados para o
ouro a, aproximadamente, 38° 45° e 65° comparativamente com as restantes
nanoparticulas. Para estas nanoparticulas, os picos para MnFe,O4 encontram-se a,
aproximadamente, 18° 30° e 35°, apresentando uma menor intensidade em relacdo as

restantes nanoparticulas.

Através das medic6es de XRD e posterior analise com o programa adequado, foi
também possivel proceder-se a determinacdo da quantidade de MnFe,O4 € Au em
percentagem, assim como o tamanho das particulas para cada um dos tipos produzidos,

sendo que estes valores se encontram resumidos na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Tabela-Resumo das quantidades e tamanhos de MnFe,O4 e Au, presentes
para os diferentes tipos de nanoparticulas produzidas.

Quantidade (%) Tamanho das
particulas (nm)

MnFe,O, Au MnFe,O, Au
NPs nicleo/coroa de 64,7 35,3 28,68 30,87
MnFe,O4/Au
NPs de Au decoradas com 91,2 8,8 34,18 35,94
NPs de MnFe,0,
NPs de MnFe,O, decoradas 52,1 47,9 7,02 7,06
com NPs de Au

Assim, verifica-se que as nanoparticulas de Au decoradas com NPs de MnFe,04
sdo as que possuem uma diferenca maior entre a quantidade de MnFe,0O, e a quantidade
de Au. Por outro lado, as NPs de MnFe,O,4 decoradas com NPs de Au sdo as que
apresentam quantidades de MnFe,O,4 e Au mais préximas entre si. No que diz respeito
ao calculo do tamanho das particulas, considera-se que estas se encontram na forma de
esferas. Assim, as NPs de MnFe,O, decoradas com NPs de Au sdo as que apresentam
particulas de MnFe,O4 e Au de menores dimensdes, 0 que se pode dever as quantidades

de MnFe,O, e Au utilizadas para preparar estas hanoparticulas [6; 9].

4.1.3. Medidas de TEM

No presente trabalho, foram realizadas medidas de microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM), para melhor caracterizacdo estrutural das nanoparticulas

preparadas. Na figura 4.7, sd@o apresentadas as imagens de TEM obtidas para as
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diferentes nanoparticulas produzidas e os respetivos histogramas com a distribuicdo de

tamanhos.
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Figura 4.7: Imagens de TEM de diferentes nanoparticulas: a) nanoparticulas
nucleo/coroa de MnFe,O4/Au e b) nanoparticulas de Au decoradas com nanoparticulas
de MnFe,0,. Histograma dos tamanhos das particulas, com ajuste a uma distribuicao
gaussiana: c) histograma da imagem (a) e d) histograma da imagem (b).

Na figura 4.7, encontram-se as imagens obtidas para dois tipos de nanoparticulas
produzidas, as nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O, e as nanoparticulas de Au
decoradas com nanoparticulas de MnFe,O4. Ambos os tipos de particulas apresentam,
em geral, uma forma esférica e é possivel observar particulas de diferentes tamanhos
para o caso das NPs ndcleo/coroa. Ja para o caso das particulas de Au decoradas com
nanoparticulas de MnFe,O4, € possivel observarem-se particulas de diferentes
tamanhos, mas pode-se observar também interferéncia na imagem. As imagens obtidas
para as NPs de MnFe,O, decoradas com nanoparticulas de Au apresentavam muita
interferéncia e ma resolugéo, o que impossibilitou a sua posterior anélise e determinacéo

da distribuicdo de tamanhos das mesmas.
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A distribuicdo de tamanhos das particulas nicleo/coroa apresenta o valor de
21 + 4 nm, enquanto para as NPs de Au decoradas com NPs de MnFe;O4 se obteve
10 £3 nm, sendo estes valores inferiores aos obtidos anteriormente para NPs de
MnFe,O,4 [1], mas proximos aos obtidos para outros tipos de NPs nicleo/coroa, como é
0 caso das NPs nucleo/coroa de Au/Fe;O4 que possuiam tamanhos de 15,92 + 0,36 nm

[5].

4.1.4. Propriedades magnéticas

Para avaliar as propriedades magnéticas das NPs nucleo/coroa de MnFe,O4/Au e
NPs de Au decoradas com NPs de MnFe;O4 foram realizados ensaios num
magnetémetro SQUID, onde se estudou a dependéncia da magnetizagdo em funcéo da
temperatura (ZFC-FC) e do campo aplicado (ciclo de histerese). Assim, na figura 4.8
sdo apresentados os ciclos de histerese das diferentes particulas avaliadas, assim como
as curvas de magnetizacdo ZFC e FC das particulas nucleo/coroa de MnFe,O4/Au. Os

ciclos de histerese mostram a relagdo entre 0 momento magnético induzido e o campo
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Figura 4.8: Ciclo de histerese das diferentes particulas avaliadas: a) NPs nucleo/coroa
de MnFe,04/Au (300 K), b) NPs nucleo/coroa de MnFe,04/Au (340 K), c) NPs de Au
decoradas com NPs de MnFe,0, (340 K), d) curvas ZFC e FC das NPs nucleo/coroa de
MnFe;O4. Os insets (a-b) sdo a ampliacdo da zona de baixo campo, onde se observa o
valor da coercividade.
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Através da andlise dos gréficos apresentados na figura 4.8 (a — c), foi possivel
obter os valores do campo de coercividade (c), magnetizacdo de remanescéncia e
magnetizacdo de saturacdo, assim como a razdo das duas magnetizagdes anteriormente

referidas, encontrando-se estes valores expressos na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Campo de coercividade (c), Magnetizacdo de remanescéncia (M),
Magnetizacdo de saturacdo (Ms) e razdo entre a magnetizacdo de remanescéncia e a
magnetizacdo de saturacdo (M,/Ms) para as diferentes nanoparticulas produzidas.

NPs nucleo/coroa de MnFe,O4/Au NPs de Au decoradas
com NPs de MnFe,O,4

T=5K T=300K T=340K T=5K T=340K
¢ (Oe) 173 13,57 6,76 547,16 0,17

M, (emu/g) 0,83 0,078 0,0381 4.1 0,0113

M (emu/g) 4,66 3,15 2,91 23,55 21,64
M//Ms 0,178 0,024 0,013 0,174 0,000522

Abaixo da temperatura de bloqueio (Tg), verifica-se que a coercividade é
elevada, com valores de 173 Oe para as NPs nucleo/coroa e 547,16 Oe para as NPs de
Au decoradas com NPs de MnFe,O,4. Para temperaturas de 300 K e 340 K, verifica-se
uma baixa histerese, com valores de ¢ baixos a temperatura ambiente, de 13,57 Oe e
6,76 Oe, a 300 K e 340 K, respectivamente, para as NPs nucleo/coroa e de 0,17 Oe para
as NPs de Au decoradas com NPs de ferrites de manganés. Os valores obtidos a 300 K
para as NPs nucleo/coroa sdo similares aos obtidos anteriormente NPs de MnFe,QO,
(6,03 Oe) [1], sendo os valores obtidos para as NPs de Au decoradas com NPs de

MnFe,O, inferiores aos referidos para as nanoparticulas de ferrite de manganés.

Por outro lado, a magnetizacdo de saturacdo (Ms) €, de igual modo, importante,
no que diz respeito as propriedades magnéticas das diferentes nanoparticulas. Assim,
para as nanoparticulas nucleo/coroa preparadas, foram obtidos valores baixos de Ms de
3,15emu g™ e 2,91 emu g™, para temperaturas de 300 e 340 K, respetivamente. No caso
das NPs de Au decoradas com NPs de MnFe,QO,4, 0 valor de magnetizacdo obtido foi
mais elevado, com valores de 21,64 emu g™ para uma temperatura de 340 K. Os valores
obtidos para ambas as nanoparticulas analisadas sdo inferiores aos ja publicados para
NPs de MnFe,0,, que apresentaram valores de 36 emu g™ [1] e 43,7 emu g™ [8]. Este
facto pode ser explicado pela presenga do ouro, que provoca uma diminui¢cdo da

magnetizacdo, mais pronunciada para a estrutura nucleo/coroa, onde a coroa de ouro
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apresenta um maior tamanho do que o nucleo de ferrite de manganés, como foi possivel

verificar-se pela analise de XRD, tendo assim a coroa de ouro uma maior contribuicéo.

O comportamento superparamagnético é estabelecido pelo valor da razdo entre a
magnetizacdo de remanescéncia e a magnetizagdo de saturacdo. Caso esta razdo
apresente valores proximos ou inferiores a 0,1, existe um comportamento
superparamagneético, isto €, verifica-se uma perda superior a 90% do seu magnetismo
quando se da a remocdo do campo magnético aplicado [11]. Neste sentido, ambos 0s
tipos de nanoparticulas produzidos apresentam, a temperatura ambiente, um
comportamento superparamagnético, com valores da razdo M,/Ms de 0,013 para 0 caso
das NPs nucleo/coroa de MnFe,O,4 e de 0,000522 para o caso das NPs de Au decoradas
com NPs de MnFe;Q4, & semelhanca do obtido por Rodrigues e colaboradores para NPs
de MnFe;04 [1].

Através da andlise das curvas ZFC e FC obtidas para as nanoparticulas
nucleo/coroa de MnFe,O4/Au, € possivel obter-se o valor da temperatura de bloqueio,
Ts, sendo esta um ponto critico entre o comportamento ferromagnético e
superparamagnetico, dado que, a partir desta temperatura, 0 sistema apresenta
comportamento superparamagnético [12; 13]. Para as nanoparticulas nucleo/coroa de
MnFe,O4/Au foi obtida uma Tg de, aproximadamente, 370 K. Este valor é superior ao
obtido para NPs de MnFe;O, com uma temperatura de bloqueio de 316 K [1]. Uma
explicacdo provavel para o valor obtido para as NPs nlcleo/coroa em estudo ser mais
elevado, pode dever-se a larga distribuicdo de tamanhos, observada para estas
nanoparticulas (como se pode verificar no capitulo 4.1.3), sendo que as particulas de
maiores dimensGes apresentam uma maior temperatura de bloqueio e,
consequentemente, contribuem para um pico da curva ZFC desviado para temperaturas

mais elevadas.

4.2 Magnetolipossomas aquosos (AMLS)

4.2.1. AMLs com composto antitumoral

Foram realizados estudos de emissao de fluorescéncia do composto antitumoral
A3 incorporado em lipossomas e magnetolipossomas de Egg-PC (fosfatidilcolina do

ovo), sendo que 0s magnetolipossomas preparados continham as particulas de
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nacleo/coroa de MnFe,O4/Au. A lecitina do ovo (Egg-PC) encontra-se, a temperatura

ambiente, na fase liquido-cristalina (fase fluida ou desordenada).
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Figura 4.9: Espetros de fluorescéncia do composto antitumoral A3 (2x10° M) em
lipossomas de Egg-PC e magnetolipossomas aquosos de Egg-PC contendo
nanoparticulas de nucleo/coroa de MnFe,O4, a temperatura ambiente.

Na figura 4.9, é possivel observar-se o efeito de inibicdo da fluorescéncia do
composto antitumoral pelas nanoparticulas magnéticas nucleo/coroa de MnFe,O4/Au
utilizadas, o que comprova a incorporacdo do composto A3 nestes nanossistemas, sendo
estes resultados similares aos obtidos por Rodrigues e colaboradores [1], para

magnetolipossomas aquosos contendo nanoparticulas de ferrite de manganés.

Por outro lado, o estudo fotofisico do composto antitumoral utilizado foi
realizado em estudos anteriores e ensaios de anisotropia de fluorescéncia, que
possibilitam estudar a localizacdo do composto, demonstraram que 0 mesmo pode ser

transportado na bicamada lipidica dos magnetolipossomas [1].

Estes resultados mostram que o0s magnetolipossomas aquosos, contendo as
nanoparticulas  ndcleo/coroa  sintetizadas, podem  ser  utilizados como
nanotransportadores de farmacos antitumorais, como o potencial farmaco aqui testado

(A3), sendo assim promissores para aplicacdo em terapia oncoldgica.
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4.2.2. Interacdo dos AMLs com modelos de membranas (GUVS)

Foram realizados estudos da interagdo dos magnetolipossomas aquosos (AMLS)
de lecitina de soja, contendo as diferentes nanoparticulas sintetizadas, com modelos de
membrana celular, GUVs (vesiculas unilamelares gigantes).

Para os ensaios de avaliagdo da interacdo de AMLs com GUVs por FRET, foram
utilizados 0 NBD-Cs-HPC (lipido marcado com o grupo fluorescente NBD) e o corante
hidrofébico Nile Red, que foram ambos incorporados nos magnetolipossomas aquosos.
Assim, o NBD atua como doador de energia e o Nile Red, atua como aceitador de

energia [14].
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Figura 4.10: Espetros de fluorescéncia (Aexc = 400 nm) de AMLs de lecitina de soja
marcados com NBD-Cg-HPC e Nile Red contendo as diferentes nanoparticulas, antes e
depois da sua interacdo com GUVs, em que: a) nanoparticulas nicleo/coroa de
MnFe,04, b) NPs de Au decoradas com MnFe,Q,, ¢) NPs de MnFe,0, decoradas com
Au.

A transferéncia de energia ndo radiativa (FRET) ocorre entre moléculas as
doadoras fotoexcitadas e as aceitadoras, de espécies diferentes. Este processo pode

ocorrer para distancias doador-aceitador entre os 10 e os 100 A [15; 16]. Outra condicio
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para que seja possivel ocorrer FRET é a necessidade de existir uma sobreposicao
espetral entre a emisséo do doador e a absorgéo do aceitador [17].

Na figura 4.10 s&o apresentados os espetros de fluorescéncia dos AMLs de
lecitina de soja marcados, contendo as vérias particulas produzidas, medidos antes e
depois da interagdo com os modelos membranares (GUVs), excitados a 400 nm, de
modo a excitar apenas o grupo doador NBD. Em todos os casos, para 0s AMLs das
diferentes nanoparticulas sintetizadas, é possivel observar-se duas bandas de emissdo,
correspondentes as emissdes do NBD (Ansx = 536 nm) e do Nile Red (Amax = 637 nm),
sendo a ultima banda resultado da transferéncia de energia das moléculas fotoexcitadas
do NBD para o aceitador, Nile Red.

Apos interagcdo com 0s modelos de membrana, verifica-se um aumento da banda
de emisséo do doador, assim como uma diminui¢do da banda de emisséo do Nile Red.
Quando os AMLs interagem com os GUVs, se ocorrer fusdo, € originada uma nova
membrana de maiores dimensdes e da-se um aumento da distancia entre o doador e 0
aceitador, o que corresponde a uma diminuicdo da eficiéncia de transferéncia de
energia. Assim sendo, é possivel comprovar-se a fusdo entre os AMLSs que contém o0s
diferentes tipos de nanoparticulas sintetizadas com os GUVs, sendo estes resultados
similares aos obtidos para o caso de AMLs contendo nanoparticulas de MnFe,O4 [1] e
de NiFe,O4 [18].

Foram ainda realizados estudos de interacdo com modelos de membranas
(GUVs) para magnetolipossomas aquosos de Egg-PC incorporando o composto
antitumoral A3, sendo que 0s magnetolipossomas preparados continham as diferentes
nanoparticulas sintetizadas. Para tal, tendo em conta o efeito de quenching de
fluorescéncia do composto A3, observado anteriormente na presenca das nanoparticulas
nucleo/coroa de MnFe,O4/Au (capitulo 4.2.1), procedeu-se a incorporacdo do composto
nos diferentes AMLs contendo as NPs nlcleo/coroa de MnFe;O4/Au, NPs de Au
decoradas com MnFe,O4 e NPs de MnFe,O, decoradas com Au. Realizou-se, entdo, o
estudo da interacdo dos AMLs contendo composto com modelos de membrana, sendo
medidos os espetros de fluorescéncia do potencial farmaco nos AMLs, antes e apos a

interacdo (figura 4.11).
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Figura 4.11: Espetros de fluorescéncia (Aexc = 360 nm) de AMLSs contendo as diferentes
nanoparticulas produzidas com composto A3, antes e apos interagdo com GUVs, em
que: a) NPs nucleo/coroa de MnFe,04/Au, b) NPs de Au decoradas com MnFe;Qy; )
NPs de MnFe,O, decoradas com NPs de Au.

Na figura 4.11, é possivel observar-se 0o aumento da emissdo do composto
antitumoral A3 para todos 0s casos, apés a interacdo dos magnetolipossomas aquosos
com os GUVs. Dado que as diferentes nanoparticulas produzidas absorvem energia num
grande intervalo de comprimentos de onda, se existir fusdo dos AMLs com 0s GUVs,
verifica-se um aumento da distancia entre os clusters das nanoparticulas produzidas e o
composto antitumoral utilizado. Desta forma, vai verificar-se um aumento da emisséo
do composto A3, 0 que comprova, mais uma vez, a fusdo entre 0s AMLs e 0s GUVS,

provando que a interacdo com membranas por fusdo ocorre também para AMLS
transportando o farmaco.

Em suma, através dos resultados obtidos para os ensaios de FRET e de interacdo
dos AMLs com composto e 0s GUVs, é possivel concluir-se que os magnetolipossomas
aquosos contendo os diferentes tipos de nanoparticulas sintetizadas sdo promissores

para aplicacdes de entrega de farmacos por fusdo com as membranas celulares.
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4.3 Magnetolipossomas sélidos (SMLs)

4.3.1. Prova da formacao da dupla camada lipidica

Foram realizados ensaios de FRET para provar a formagdo da dupla camada
lipidica nos magnetolipossomas sélidos (SMLs). Para estes ensaios foram preparados
SMLs de DPPC contendo as diferentes nanoparticulas produzidas.

Para estes ensaios, foram utilizados dois lipidos marcados com sondas
fluorescentes, 0 NBD-Cg-HPC (atuando o NBD como doador de energia) e o0 Rh-DOPE
(em que a rodamina atua como aceitador de energia), que tém sido utilizados com
sucesso em ensaios de FRET envolvendo estruturas lipidicas [19]. Os SMLs de cada um
dos tipos de nanoparticulas foram marcados apenas com NBD-Cg-HPC e com ambos 0s
lipidos NBD-Cs-HPC (na primeira camada lipidica) e Rh-DOPE (na segunda camada
lipidica) (figura 4.12), possibilitando, deste modo, a comparagdo dos espetros de
fluorescéncia dos SMLs marcados apenas com o doador, com o dos SMLs marcados
com o doador e o aceitador de energia.
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Figura 4.12: Espetros de fluorescéncia (Aexc = 470 nm, sem excitacdo da rodamina) de
SMLs marcados com NBD-Cs-HPC e com ambos os lipidos NBD-Cg-HPC e Rh-DOPE,
contendo as diferentes nanoparticulas preparadas: a) NPs nucleo/coroa de MnFe,O4/Au,
b) NPs de Au decoradas com MnFe,Q4; ¢) NPs de MnFe,O,4 decoradas com Au.

Todos os SMLs foram excitados a 470 nm, de modo a excitar-se apenas a

molécula doadora (NBD). Em primeiro lugar, para os SMLs marcados apenas com
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NBD-Cs-HPC, verifica-se a tipica banda de fluorescéncia do NBD. Por outro lado, no
caso dos SMLs marcados com NBD-Cg-HPC e Rh-DOPE, é possivel observar-se uma
forte diminuigdo da banda de emissdo do NBD-Cs-HPC e o0 aparecimento da banda de
emissdo da rodamina, préximo dos 583 nm [20], sendo isto resultado da transferéncia de
energia entre as moléculas doadoras excitadas (NBD-Cs-HPC) para as moléculas
aceitadoras (Rh-DOPE). Desta forma, é possivel confirmar a existéncia de FRET e,
consequentemente, a formacdo da dupla camada lipidica. O aumento mais evidente na
emissdo do aceitador de energia é observado para o caso das nanoparticulas
nlcleo/coroa de MnFe,O4/Au, quando comparado com 0s restantes casos.

Como resultado destes ensaios, foram calculadas as eficiéncias de FRET e as
distancias doador-aceitante correspondentes, a partir das equacfes 2.15 a 2.18, sendo

que os valores obtidos se encontram na tabela 4.3.

Tabela 4.3: Eficiéncias de FRET (®grer), Raio de Forster (Ro) e distancias doador-
aceitador (r) dos ensaios de formacdo da dupla camada lipidica em magnetolipossomas
solidos (SMLs).

: DrreT Ry (nm) r (nm)
gév:\l/_lfl lggznéi?gﬂ NPs ntcleo/coroa 0.65 2,35 2,06
decoradas comNPs de MFe0, | 091 347 214

Em termos de eficiéncia de transferéncia de energia, esta € mais baixa para 0s
SMLs contendo nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O4/Au e mais elevada para os
SMLs contendo NPs de Au decoradas com NPs de MnFe;O4. No caso das distancias
doador-aceitador correspondentes, o caso de maior proximidade entre doador e
aceitador é o dos SMLs com nanoparticulas de ouro decoradas com particulas de ferrite
de manganés. Diferentes autores referem, para a membrana celular, espessuras que
podem variar entre 0s 7 € 0s 9 nm [21] e 0s 7,5 a 10 nm [22] para o caso de bicamadas
moleculares. Assim, pode-se concluir que as moléculas doadoras e aceitadoras
utilizadas se encontram, respetivamente, na primeira e na segunda camada lipidica,
envolvendo as diferentes nanoparticulas sintetizadas. E assim possivel confirmar a
formacéo da dupla camada lipidica, mais compacta para 0s SMLs contendo NPs de Au
decoradas com NPs de MnFe,04, evidenciada pela menor distancia entre as moléculas

doadora e aceitadora.
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4.4 Ensaios de irradiacdo dos SMLs

Como j& referido, os varios tipos de nanoparticulas mistas de MnFe,O4 € Au
foram produzidas, foram cobertas com uma bicamada lipidica de DPPC para o caso das
NPs nacleo/coroa de MnFe;O4/Au e NPs de Au decoradas com NPs de MnFe;Oy,
enquanto a bicamada das NPs de MnFe,;O, decoradas com NPs de Au foi formada com
DOPE e DPPE. Em todos os magnetolipossomas solidos foi incorporado o lipido
marcado Rh-DOPE, procedendo-se posteriormente a irradiacdo dos mesmos com uma
lampada de arco de Xénon de 200 W, usando nesta um filtro de corte que apenas
permite a passagem de comprimentos de onda superiores a 600 nm. Nestas condicdes,
registou-se a intensidade de fluorescéncia em fung&o do tempo.

Ao excitar-se 0 ouro, € possivel ocorrerem varios efeitos distintos, cuja

eficiéncia depende da intensidade da luz incindente:

e Aquecimento local induzido pelo ouro, que se propaga ao longo da estrutura por
difusdo de calor, e que poderd originar uma inibicdo de fluorescéncia da
rodamina por aumento da eficiéncia dos processos ndo radiativos de
desexcitacéo.

e Aumento do rendimento quantico de fluorescéncia da rodamina por efeito
plasmodnico, correspondente ao aumento do campo elétrico na vizinhanga das

particulas de ouro.

Poderia ainda existir a possibilidade de ocorrer a inibicdo de fluorescéncia da
rodamina por transferéncia eletronica ou de energia a partir da rodamina excitada, caso
esteja perto da superficie de ouro (a menos de 10 nm), ndo implicando este processo a

excitacdo do ouro.

Na figura 4.13 é possivel observar-se os diferentes graficos de intensidade de
fluorescéncia da rodamina em funcdo do tempo para as diferentes nanoparticulas

produzidas, quando irradiadas com um comprimento de onda superior a 600 nm.
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Figura 4.13: Intensidade de fluorescéncia (normalizada a intensidade inicial) da
rodamina em funcdo do tempo para as diferentes nanoparticulas irradiadas a A> 600 nm:
a) nanoparticulas nacleo/coroa de MnFe,O4/Au, b) NPs de Au decoradas com NPs de
MnFe;O4, ¢) NPs de MnFe,O4 decoradas com NPs de Au.

Assim, para as nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O4/Au e as nanoparticulas
de MnFe,0, decoradas com NPs de Au (figura 4.13 a e c), verifica-se a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia da rodamina Rh-DOPE com o aumento do tempo de
irradiacdo, sendo esta resultado de um processo de inibicdo (quenching) de

fluorescéncia, por aumento da temperatura local, que se deve ao efeito do ouro.

Ja para o caso das nanoparticulas de Au decoradas com NPs de MnFe,QO, (figura
4.13 b), verifica-se que nao ha praticamente efeito ao longo do tempo, sendo que, neste
caso, 0 ouro estara mais longe da bicamada lipidica exterior onde se encontra
incorporada a rodamina (que esta ligada a uma cadeia lipidica), ndo se observando a

inibicdo de fluorescéncia da sonda.

Para todos os casos representados, verificou-se o aumento da temperatura da
solucdo entre 2 a 3° C durante 0s ensaios, 0 que ndo é suficiente para causar a inibicédo
de fluorescéncia observada. Os resultados indicam que é necessario um tempo ainda
significativo para o calor difundir e atingir os fluor6foros (moléculas de rodamina),
dando-se assim a inibicdo da sua fluorescéncia. Estes resultados sdo similares aos

obtidos anteriormente para o caso de nanoparticulas de ouro marcadas com triptofano,
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em que também se verificou uma diminuicdo da fluorescéncia ao longo do tempo

devido a um aumento local da temperatura [23].

A partir destes resultados, é possivel concluir-se que estes sistemas poderdo ser
promissores para futuras aplicacGes em terapias fototérmicas [24; 25], nomeadamente

na terapéutica do cancro.
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Capitulo 5 — Conclus6es e perspetivas futuras

Neste trabalho, foi possivel preparar e caracterizar trés tipos diferentes de
nanoparticulas magnéticas contendo ferrite de manganés e ouro: nanoparticulas
magnéticas nucleo/coroa, com nucleo de ferrite de manganés e coroa de ouro;
nanoparticulas plasménicas de ouro decoradas com nanoparticulas de ferrite de
manganés; e ainda nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com
nanoparticulas plasmoénicas de ouro. Procedeu-se depois a incorporacdo destas
nanoparticulas em lipossomas, em conjunto com um potencial farmaco antitumoral,

derivado de tienopiridina.

Os estudos realizados permitem concluir que ocorre a formacdo de
magnetolipossomas contendo os diferentes tipos de nanoparticulas e a incorporacdo do
composto antitumoral nos mesmos. Os resultados obtidos atraves de ensaios de FRET
permitiram verificar a fusdo dos magnetolipossomas com modelos de membranas
biologicas (GUVs), assim como a formacdo de uma bicamada lipidica rodeando um

cluster de nanoparticulas no caso dos magnetolipossomas solidos.

Os ensaios de SQUID permitiram concluir que as particulas produzidas
apresentam um comportamento superparamagnetico e, através dos ensaios de
irradiacdo, foi possivel verificar a inibicdo de fluorescéncia de uma sonda (rodamina)

promovida por aquecimento local provocado pelo ouro das nanoparticulas.

De um modo geral, pode concluir-se que as nanoparticulas produzidas séo
promissoras para diferentes tipos de aplicacBes biomeédicas, como o transporte de
farmacos e hipertermia magnética, assim como em terapias fototérmicas, para

terapéutica de cancro.

Desenvolvimentos futuros do trabalho apresentado nesta dissertacdo podem

envolver:

e Estudos de interacdo dos magnetolipossomas sélidos com modelos de membrana

(GUVs), assim como a incorporacdo do composto antitumoral A3 nos mesmos;

e Caracterizagdo por Microscopia de Forca Atomica (AFM), Microscopia
Eletrénica de Varrimento (SEM) e Difusdo Dinamica de Luz (DLS) das

diferentes nanoparticulas e magnetolipossomas produzidos;
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Realizag&o de ensaios de irradiacdo em linhas celulares tumorais, com recurso a
lasers de diferentes poténcias, e ap6s a incorporacgdo das diferentes particulas em

magnetolipossomas solidos;

Funcionalizacdo dos diferentes magnetolipossomas, com recurso a PEG-ilagdo e
uso de marcadores especificos, para direcionamento especifico a células

tumorais (por exemplo, folato ou transferrina);

Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes nanoparticulas produzidas e dos

magnetolipossomas;

Testes da atividade dos magnetolipossomas com 0 composto antitumoral
incorporado, ou outros compostos antitumorais, em linhas celulares tumorais

humanas.
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