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RESUMO 

Atualmente, a nanotecnologia tem, cada vez mais, permitido o desenvolvimento 

de novas técnicas e estratégias para aplicação na terapia do cancro, por exemplo, através 

do uso de hipertermia. Para além disso, as nanopartículas magnéticas (MNPs) 

mostram-se cada vez mais importantes neste sentido, devido às suas características 

únicas, tais como a capacidade de direcionamento para um local terapêutico alvo com 

recurso a gradientes de campo magnético externo. Por outro lado, o ouro tem sido 

utilizado em diversos estudos e em diferentes aplicações, desde o revestimento de 

partículas para prevenir a aglomeração, até aos testes do seu potencial no aquecimento 

local em terapia contra o cancro. Para além disso, outros estudos mostram que partículas 

revestidas com ouro conseguiram eliminar células cancerígenas.  

Neste trabalho, foram preparados três tipos de nanopartículas diferentes: 

nanopartículas núcleo-coroa com núcleo de ferrite de manganês e coroa de ouro; 

nanopartículas plasmónicas de ouro decoradas com nanopartículas magnéticas de ferrite 

de manganês; e ainda nanopartículas magnéticas de ferrite de manganês decoradas com 

nanopartículas de ouro. Foram avaliadas as propriedades estruturais, espetroscópicas e 

magnéticas destas nanopartículas. 

As partículas preparadas foram incorporadas em lipossomas, de modo a obter-se 

magnetolipossomas. Foram preparados magnetolipossomas quer aquosos (AMLs), quer 

sólidos (SMLs), contendo as nanopartículas sintetizadas.  

Nos magnetolipossomas aquosos, contendo os vários tipos de nanopartículas, foi 

incorporado um novo potencial fármaco antitumoral, derivado de tienopiridina. 

Verificou-se que o fármaco é transportado na bicamada lipídica destes nanossistemas e 

que estes interagem com modelos de membranas celulares (vesículas unilamelares 

gigantes, GUVs) por fusão.  

A formação da dupla camada lipídica nos magnetolipossomas sólidos foi 

provada por ensaios de FRET (transferência de energia de ressonância de Förster), entre 

lípidos marcados com o doador NBD e o aceitante rodamina. Com a finalidade do 

desenvolvimento posterior de aplicações em terapêutica do cancro, a capacidade de 

aquecimento local destes nanossistemas foi testada com recurso a excitação com uma 

lâmpada de arco de Xénon, tendo-se avaliado a inibição de fluorescência da rodamina 

incorporada na camada lipídica dos SMLs. Verificaram-se resultados promissores para 

os SMLs contendo nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e os que contêm 

nanopartículas de MnFe2O4 decoradas com partículas plasmónicas de ouro.
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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, GUVs) by 

fusion. 

For solid magnetoliposomes, the formation of the lipid bilayer was proved by 

FRET (Förster 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 MnFe2O4/Au nanoparticles and for those containing 

MnFe2O4 nanoparticles decorated with plasmonic gold nanoparticles. 
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Capítulo 1 - Introdução 

Desde há várias décadas, que a aplicação de partículas de tamanho reduzido é 

uma realidade em várias áreas. No que diz respeito à sua aplicação em medicina, 

verifica-se um aumento exponencial em áreas relacionadas com o direcionamento e 

libertação de fármacos em locais de doença, pretendendo-se que, através da diminuição 

da dosagem e do direcionamento mais eficiente e localizado, se consigam diminuir os 

efeitos colaterais deste tipo de estratégias [1]. 

Neste sentido, as nanopartículas tornam-se opções viáveis para o tratamento de 

doenças como o cancro, por apresentarem características desejáveis, que englobam 

desde a sua ampla área superficial, o rácio em volume e conseguirem aceder a diferentes 

tecidos. Nos últimos anos, aumentou a investigação e desenvolvimento em 

nanopartículas magnéticas (MNPs), que oferecem novas oportunidades, como o 

melhoramento da qualidade da imagiologia por ressonância magnética (MRI), o 

tratamento de hipertermia para células malignas, assim como a entrega de fármacos a 

um determinado local específico [2]. 

1.1.Nanotecnologia 

A nanotecnologia tem sido considerada como o principal centro para a 

convergência e a multidisciplinaridade, dado que engloba um vasto leque de áreas 

científicas, como a biologia, química, física, entre outras, com o intuito de desenvolver, 

produzir e aplicar sistemas, das mais variadas origens, a escalas que variam desde o 

tamanho de um único átomo, até à integração de nanostruturas resultantes em sistemas 

de maiores dimensões. Na nanotecnologia têm sido realizados vários esforços para 

aproveitar e manipular as diferentes propriedades optoeletónicas, catalíticas, 

magnéticas, elétricas e mecânicas de nanomateriais. Assim, podem desenvolver-se 

projetos que, não só envolvem uma diversidade de princípios, como nanomateriais para 

produzir resultados substanciais e sem precedentes. Estes prometem trazer avanços 

significativos em áreas tão distintas quanto a fabricação de materiais, medicina, 

biotecnologia, nanoeletrónica, energia, tecnologias de informação e segurança. 

Contudo, alguns dos resultados em investigações desenvolvidas em nanotecnologia 

foram postos em dúvida, devido à sua difícil reprodutibilidade [3 - 5]. 
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Os materiais construídos à nanoescala são maioritariamente preparados a partir 

dos seus constituintes elementares, sendo que diferentes exemplos de processos 

utilizados para o efeito são a síntese química, a auto-organização espontânea de clusters 

moleculares a partir de reagentes simples presentes em solução, o uso de moléculas 

biológicas (como o DNA) como blocos de construção para a produção de nanostruturas 

3D, e pontos quânticos com diferentes diâmetros, que podem variar entre os 10 e os 10
5
 

átomos. Por outro lado, uma nanopartícula é definida como um agregado de átomos 

ligados entre si, com um raio entre 1 e 100 nm e entre 10 a 10
5
 átomos [4]. 

A nanotecnologia é, atualmente, uma das áreas que, a nível mundial, tem um 

elevado financiamento, em grande parte fornecido pelo mundo industrializado. Há 

alguns anos, o investimento total em nanotecnologia rondava já valores entre os 5 e os 7 

milhares de milhões de dólares provenientes de diferentes fontes: federais, estatais e 

privadas. O financiamento por parte de governos encontra-se presente em diversos 

países, como o Japão, Canadá, Estados Unidos da América, Austrália, Alemanha e a 

Europa Ocidental. Estima-se que, em 2006, os EUA terão gasto 1,2 biliões de dólares 

em investigação em nanotecnologia, sendo que se prevê que o valor investido tenha um 

retorno bastante superior [6]. Apesar disto, é preciso ter-se em conta que a 

nanotecnologia deve ser cada vez mais sustentável, sendo que, para isso, existe um 

conjunto de diretrizes [5]: 

 Uso de precursores não-tóxicos com relação custo-eficácia, sempre que 

possível; 

 Minimização do uso de reagentes e solventes tóxicos (com recurso, por 

exemplo, a solventes aquosos); 

 Evitar o uso de compostos pirofóricos ou precursores que possam ser 

potencialmente letais ou instáveis; 

 Uso de pequenas quantidades de reagentes; 

 Redução do número de passos nos procedimentos, de modo a diminuir o 

desperdício e o consumo de energia; 

 Desenvolvimento de reações com o mínimo de subprodutos ou impurezas; 

 Uso de condições como a temperatura ambiente e baixa pressão, sempre que 

possível; 

 Possibilidade e eficácia de aumento de escala dos processos. 
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Mulvaney [7] refere o facto de existir uma diferença entre a nanotecnologia e a 

nanociência. Como referido anteriormente, a nanotecnologia consiste na separação, 

construção e consolidação de materiais à nanoescala. A nanociência resume-se ao 

estudo das propriedades à nanoscala, com foco sobre propriedades únicas dependentes 

dos tamanhos dos materiais em estado sólido, como é o caso do estudo das partículas de 

vidro, tal como Faraday e Mie fizeram. A nanociência e a nanotecnologia têm-se 

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

A nanobiotecnologia é uma área que resulta da fusão entre a biotecnologia e a 

nanotecnologia e a combinação entre a biologia molecular e abordagens com 

microtecnologia clássica. A biotecnologia utiliza conhecimentos e técnicas biológicas 

para conduzir processos celulares, moleculares e genéticos, de modo a construir 

produtos e serviços, cuja aplicabilidade pode ir desde a agricultura e ambiente, até à 

medicina. Assim, a conjugação desta com a nanotecnologia abre as portas à inovação 

que possa vir a ter um papel importante em aplicações biomédicas, tais como em terapia 

genética, entrega de fármacos, desenvolvimento de biomarcadores, imagiologia 

molecular e biossensores [8]. 

Num futuro próximo, as principais aplicações da nanotecnologia clínica passarão 

pelo desenvolvimento de fármacos à nano e micro escala, com aplicações em entrega 

direcionada, entrega controlada e aumento da biodisponibilidade, que pode passar pela 

associação com nanopartículas (NPs) a serem utilizadas em nanocápsulas, atualmente 

sintetizadas a partir de albumina ou lipossomas [8]. 

Uma outra área derivada da nanotecnologia é designada por nanotecnologia do 

cancro. Esta engloba os dispositivos nanotecnológicos numa gama de tamanhos entre os 

1 e os 100 nm em pelo menos uma dimensão. Exemplos de aplicações da 

nanotecnologia associados a cancro incluem a injeção de nanovetores para entrega 

direcionada de fármacos, como é o caso dos lipossomas, assim como o uso de agentes 

de contrastes nanométricos biologicamente direcionados para a utilização em MRI em 

casos de operação neuro-oncológica e, por fim, o uso de métodos baseados em 

nanopartículas para o uso em deteção de alta especificidade de DNA e proteínas [9]. 

No que diz respeito à nanotecnologia direcionada para o tratamento do cancro, 

pode ser possível alcançar diversas melhorias no que diz respeito aos tratamentos, sendo 

elas [10]: 
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 Melhoria da entrega de fármacos pouco hidrossolúveis; 

 Entrega direcionada de fármacos desde uma célula a um determinado tecido; 

 Transcitose de fármacos através de barreiras epiteliais e endoteliais; 

 Entrega de fármacos de grandes dimensões para locais intracelulares onde 

devem surtir efeito; 

 Coentrega simultânea de dois ou mais fármacos; 

 Combinação de diferentes agentes terapêuticos e de imagem, para 

possibilitar a visualização de locais de entrega de fármacos; 

 Observação em tempo real da eficácia in vivo de um dado agente terapêutico. 

Tendo a nanotecnologia produtos terapêuticos já validados quanto à sua ação de 

melhoria de medicamentos anteriormente aprovados, verifica-se assim um aumento do 

interesse neste assunto, tanto por investigadores a nível académico como industrial. Este 

interesse acrescido tem como objetivo a possibilidade de, no futuro, revisitar fármacos 

que são considerados subótimos a nível farmacêutico e biologicamente ativos, de modo 

a criar e comercializar novas classes de macromoléculas bioativas que precisam, por 

exemplo, de uma administração intracelular precisa para que se dê a sua bioatividade 

[10].  

1.2.Novos potenciais fármacos derivados de tienopiridinas   

Nos últimos anos, têm-se tentado desenvolver diferentes classes de compostos 

derivados de tienopiridinas, muitos dos quais se descobriu terem um largo espetro de 

atividades farmacológicas. As tienopiridinas têm uma estrutura molecular geral (figura 

1.1) e estes compostos têm sido usados no tratamento de osteoporose, artrite reumatóide 

e tratamento de cancro, funcionando ainda como agentes anti-inflamatórios, anti-

asmáticos, antipsicóticos, antitumorais e possuírem atividade antimicrobiana [11; 12]. 

 

Figura 1.1: Estrutura esquelética geral das tienopiridinas [11]. 
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 A Src quinase (um não-recetor tirosina-quinase), quando sobre-expressa ou 

superativada, está relacionada com várias doenças como a osteoporose, cancro e 

doenças isquémicas. Alguns derivados de tienopiridinas são inibidores da Src quinase 

[12; 13].  

Queiroz e colaboradores [14] referem que várias tieno[3,2-b]piridinas 

demonstraram possuir diferentes atividades antitumorais, antiangiogénicas e inibem os 

recetores da tirosina quinase I, II, III ou os não-recetores IV, envolvidos no crescimento 

e progressão de vários tipos de cancro no ser humano, e daí 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, é 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. 

 

Figura 1.2: Estrutura molecular do composto antitumoral A3 [15]. 

A síntese deste composto foi realizada no Centro de Química da Universidade 

do Minho (CQUM). 

1.3.Nanopartículas de ouro  

Os avanços da nanotecnologia, permitiram o desenvolvimento de novos designs 

de sistemas de entrega de fármacos a nível intracelular, baseados em nanopartículas 

para aplicação em medicina e farmacologia, no tratamento de doenças potencialmente 

mortais. Um dos sistemas de nanopartículas que tem vindo a ganhar destaque nos 

últimos anos, no campo da medicina, são as nanopartículas de ouro, verificando-se 

também que o número de artigos publicados sobre a utilização destas nanopartículas 

tem vindo a aumentar em campos como a biologia molecular, bioengenharia e 

imagiologia. As nanopartículas de ouro (GNPs) têm a propensão de absorver e dispersar 
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radiação ressonante no visível e no infravermelho próximo, tornando-se atraentes para 

serem aplicadas como veículos transportadores de fármacos por possuírem propriedades 

não tóxicas e não imunogénicas, existir facilidade de modificação da sua superfície e 

pelo fato de ser fácil sintetizar estas nanopartículas com diferentes formas, consoante a 

aplicação pretendida [16; 17]. Comparativamente com outros sistemas aplicados na 

terapia de cancro, as nanopartículas de ouro, devido ao seu tamanho, apresentam uma 

tendência para se acumularem, de forma preferencial, em locais de crescimento ou 

inflamação tumoral e conseguem entrar nas células através de mecanismos muito 

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

Entre as aplicações das nanopartículas de ouro, encontra-se o seu uso como 

ferramentas de imagem e diagnóstico, biossensores e antioxidantes, terapia 

fotodinâmica ou fototérmica, tendo ainda sido aplicadas em estudos envolvendo 

modelos do DNA. A sua possível aplicação em biossensores reside na sua utilização 

para detetar a ocorrência de eventos biológicos a nível de uma única molécula, através 

da exploração das propriedades de dispersão, que são dependentes da distância destas 

nanopartículas [16; 17].  

As nanopartículas de ouro podem ser sintetizadas pela utilização de sais de ouro 

na presença de agentes estabilizantes, sendo os últimos usados para prevenir a 

aglomeração das partículas. Por outro lado, a síntese das GNPs pode dar-se por vários 

métodos: físicos, biológicos, químicos e pela tecnologia de fluidos supercríticos. Os 

métodos físicos englobam a utilização da irradiação por microondas, ablação laser e 

radiação ultravioleta. Os métodos químicos englobam o uso de citrato ou boro-hidreto 

de sódio como agentes redutores. Por fim, os métodos biológicos 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 o uso de solventes orgânicos, 

que são usados nos métodos físicos e químicos [16].  

As nanopartículas de ouro podem ser classificadas, quanto à sua forma, como 

nanosferas, nanovaras, partículas núcleo-coroa ou nanogaiolas de ouro. As nanosferas 

são geralmente obtidas por um processo de redução controlada com uma solução de 

HAuCl4, com recurso a um agente redutor, como é o caso do citrato, e o seu tamanho 

pode ser controlado pela variação da proporção de ouro e do agente redutor. As 

nanovaras de ouro apresentam uma baixa citotoxicidade, excelente estabilidade e 

biocompatibilidade e, por esses motivos, têm recebido destaque como veículos para 
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entrega de fármacos. As partículas núcleo-coroa têm forma esférica e são consideradas 

estruturas nobres, devido ao conjunto de propriedades óticas, químicas e físicas, que 

podem ser modificadas para absorver ou dispersar radiação em comprimentos de onda 

tanto na região do visível, como na região 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 superfície e por serem 

bioinertes [16].  

No caso da aplicação das GNPs em terapia do cancro, o tipo de direcionamento 

utilizado (ativo ou passivo) pode resultar na acumulação destas nanopartículas dentro do 

organismo. Assim sendo, estas podem ser funcionalizados com recurso a ligandos 

específicos, proteínas ou biomoléculas, de modo a melhorar a sua eficácia de 

direcionamento e libertação controlada de fármacos pela utilização de estímulos 

externos, que podem ser alterações de pH, luz ou calor. Ainda nas aplicações in vivo, é 

preciso ter-se em conta que podem acontecer fenómenos como a agregação das 

nanopartículas, captação destas pelo sistema reticuloendotelial, adsorção de proteínas 

não-específicas ou mesmo o prolongamento da sua circulação sanguínea, pelo que as 

GNPs são, algumas vezes, conjugadas com polímeros orgânicos, para tentar prevenir a 

ocorrência dos fenómenos anteriormente referidos [17]. 

A biodistribuição de nanopartículas coloidais de ouro foi estudada por Sonavane 

e colaboradores [19], onde se procedeu à injeção intravenosa de GNPs de diferentes 

tamanhos (15, 50, 100 e 200 nm). Os resultados obtidos mostraram que a distribuição 

das GNPs é dependente do tamanho, sendo que as GNPs de 15 nm mostraram uma 

maior distribuição nos tecidos, quando comparada com os resultados obtidos para os 

restantes tamanhos utilizados. A acumulação destas nanopartículas ocorria 

primeiramente no fígado, seguindo-se os pulmões, o baço, os rins e o cérebro, sendo 

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

Khan e colaboradores [16] referem alguns complexos de ouro hidrossolúveis que 

demonstraram ter efeitos benéficos na artrite reumatóide, sendo eles o Myocrism™ 

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

Uma outra aplicação comercial destas nanopartículas é a do teste de gravidez 

First Response® (Carter-Wallace), onde se utilizam as propriedades das GNPs como 

um indicador ótico quimicamente estável e de alta visibilidade, que se baseia no facto 

de, no caso da presença da gonadotrofina coriónica 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 estão presentes micropartículas de polistireno imobilizado conjugado com 

anti-HCG que vai ligar a HCG num local diferente do local de ligação das GNPs, o que 

vai provocar uma acumulação de uma cor rosa intensa no local de leitura, indicando à 

utilizadora um resultado positivo para gravidez [18]. 

Chiodo e colaboradores [20] referem a utilização de gliconanopartículas de ouro 

como transportadores para pró-fármacos anti-HIV, como alternativa aos cocktails de 

medicamentos antirretrovirais geralmente utilizados. Estas gliconanopartículas de ouro 

foram revestidas com ligandos sulfatados e foi possível demonstrar-se que estas 

interferiam com a adesão ou fusão do HIV durante a sua entrada. Por outro lado, pensa-

se que, ao revestir as gliconanopartículas de ouro com hidratos de carbono, e na 

presença simultânea de várias moléculas antirretrovirais, este sistema é capaz de, pela 

administração de fármacos e/ou microbiocidas, prevenir a infeção sexual ou inibir a 

replicação do vírus [20]. 

1.4.Nanopartículas magnéticas (MNPs) 

O uso de materiais à nanoscala, tais como os materiais magnéticos, oferece 

atualmente grandes vantagens devido ao seu tamanho e propriedades físico-químicas. 

Assim, nanopartículas contendo ferro, níquel, cobalto ou ainda óxidos de metais, têm 

sido utilizadas para o desenvolvimento de alternativas às tecnologias atuais, podendo 

ser utilizadas em dispositivos, como motores, sensores, discos rígidos e geradores. 

Verifica-se a aplicação de nanopartículas magnéticas em diversas áreas, o que tem 

levado a um maior interesse no que diz respeito à síntese de diferentes tipos destas 

nanopartículas [21; 22]. Uma grande parte das aplicações destas nanopartículas são 

dependentes da utilização de campos magnéticos, para que se torne possível manipular 

as suas propriedades, que dependem da eficácia do momento magnético, assim como do 

gradiente do campo [1]. 

As nanopartículas magnéticas que apresentam um tamanho inferior ao limite de 

domínio único (cerca de 20 nm, no caso do óxido de ferro) exibem à temperatura 

ambiente superparamagnetismo, ou seja, as nanopartículas magnéticas ferromagnéticas 

ou ferrimagnéticas perdem o seu magnetismo quando se encontram abaixo da sua 

temperatura de Curie e são compostas por um único domínio magnético [22]. 
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Entre as aplicações das MNPs encontram-se as aplicações biomédicas, como são 

exemplos os meios de contraste em ressonância magnética, assim como agentes 

terapêuticos no tratamento de cancro por quimioterapia e hipertermia. Cada potencial 

aplicação das MNPs exige que estas tenham caraterísticas e propriedades próprias para 

essa aplicação. Para serem aplicadas em quimioterapia, as nanopartículas magnéticas 

podem ser manipuladas, de modo a que se dê a internalização específica nas células 

alvo, assim como o transporte de cargas quimioterapêuticas e, posteriormente, a 

libertação dessa carga para o citoplasma celular, para que possam então desempenhar as 

funções para as quais foram desenhadas [21; 1]. 

Na área biomédica, é desejável a aplicação de partículas que apresentem 

comportamento superparamagnético à temperatura ambiente. Por outro lado, quando a 

aplicação pretendida é a terapia e diagnóstico médico, requerem-se MNPs estáveis em 

água a um pH de 7 e num ambiente fisiológico. A estabilidade coloidal deste fluido 

dependerá da carga e química da superfície, sendo que estas dão origem a repulsões 

estereoquímicas e de Coulomb, que dependem do tamanho das partículas. Estas devem 

ser pequenas para evitar a ocorrência de precipitação por forças gravitacionais [21]. Por 

outro lado, o tamanho das partículas também vai afetar as suas propriedades, tempo de 

circulação na corrente sanguínea, assim como a sua biodistribuição. No entanto, grande 

parte dos estudos realizados foca-se apenas em partículas esféricas, sendo que há uma 

falta de estudos que contemplem partículas não-esféricas e com configurações 

anisotrópicas, existindo até ao momento alguns estudos sobre nanopartículas 

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

Uma das utilizações benéficas das nanopartículas magnéticas passa pela atração 

destas para um local específico, através do uso de gradientes de campo, referidos 

anteriormente (figura 1.3), o que também possibilita a sua manutenção no local, devido 

à concentração do complexo de partículas no local alvo dentro do corpo. Depois da 

acumulação no local alvo, pelo uso de um campo magnético externo, os fármacos ou 

genes podem ser libertados por atividade enzimática, calor ou mudanças fisiológicas e, 

por fim, dá-se a sua remoção após o final do tratamento. O equipamento deve ainda 

conter outras moléculas que permitam monitorizar as partículas, para saber se estas se 

encontram efetivamente no local desejado [2; 23; 1]. Um exemplo disso são as 

nanopartículas de ouro ou partículas núcleo-coroa de ouro, que têm recentemente sido 



10 
 

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

encontram limitados [24]. 

 

Figura 1.3: Esquema de um hipotético sistema de entrega de fármacos: coloca-se um 

íman no exterior do corpo, para que o seu gradiente de campo magnético possa capturar 

transportadores magnéticos de fluxo no sistema circulatório (Adaptado
 
de [24]). 

Como referido anteriormente, as nanopartículas magnéticas podem ser utilizadas 

como agentes de contraste em ressonância magnética ou como vetores para a entrega 

controlada de fármacos ou agentes para tratamento de cancro por hipertermia (figura 

1.4).  

 

Figura 1.4: Esquema do uso de nanopartículas magnéticas como estratégia terapêutica, 

para diagnóstico e tratamento simultâneo [25]. 

Para que seja possível a aplicação de uma dada partícula para entrega de 

fármacos, esta tem de ser funcionalizada, para que possa ligar-se a elementos biológicos 

específicos. Geralmente, as moléculas usadas para a funcionalização de nanopartículas 

magnéticas são anticorpos e fragmentos destes, proteínas, hormonas ou moléculas 

carregadas eletricamente (figura 1.5) [26]. 
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Figura 1.5: Representação esquemática da estrutura de uma nanopartícula magnética 

núcleo/coroa que se encontra funcionalizada com uma camada superficial 

multifuncional. A camada superficial é constituída por polímeros biocompatíveis. 

Diferentes ligandos alvo ou agentes penetrantes de célula ou alguma coloração ótica 

podem ser conjugados na superfície com a ajuda de ligandos. Para além disso, agentes 

terapêuticos podem ser adsorvidos à camada polimérica [27]. 

1.4.1. Propriedades  

As propriedades físicas e químicas das nanopartículas magnéticas dependem 

fortemente de características como o tamanho, estrutura cristalina e morfologia. Para 

além disso, características como a formação de monodomínios magnéticos, a 

possibilidade de revestimento com ligandos específicos, assim como terem uma grande 

área superficial relativamente ao volume, dão a estas partículas grande importância a 

nível da sua aplicação tecnológica. Por outro lado, as propriedades magnéticas destas 

partículas são dominadas pelos efeitos de tamanho finito e de superfície. Os efeitos de 

tamanho finito podem ser divididos em dois tipos: os efeitos dos limites de domínios 

simples e os efeitos de limites superparamagnéticos (SPM). Os efeitos de tamanho finito 

são resultantes do confinamento quântico dos eletrões, enquanto os efeitos de superfície 

têm base a nível de cada partícula, devido à estrutura de simetria do cristal na fronteira 

entre cada partícula [26]. 

A origem das propriedades magnéticas a nível microscópico reside no 

movimento de eletrões, cujo spin e momento angular se encontram associados ao 

momento magnético. A interação existente entre os momentos magnéticos de átomos de 

um mesmo material causa uma ordem magnética, que ocorre abaixo de uma 

determinada temperatura crítica. Os materiais bulk podem ser classificados consoante as 

suas interações e comportamento a diferentes temperaturas, como é exemplo o 

ferromagnetismo. Materiais bulk magnéticos são compostos por regiões denominadas 
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por domínios magnéticos, dentro dos quais existe um alinhamento dos momentos 

magnéticos. No caso do volume dos materiais ser reduzido, como são exemplo as 

nanopartículas magnéticas, ocorre uma situação na qual apenas um domínio é atingido e 

as suas propriedades magnéticas não são semelhantes às observadas nos materiais bulk 

[22]. 

Os materiais paramagnéticos são caracterizados por terem uma fraca atração por 

campos magnéticos, sendo que, quando um campo magnético é aplicado a um material 

deste tipo, o fluxo desse material vai ter o mesmo sentido que o do campo externo, 

adicionando-se. Neste tipo de material, a existência de agitação térmica a nível dos 

átomos vai perturbar a forma como os dipolos se encontram alinhados, provocando um 

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

O superparamagnetismo relaciona-se diretamente com as nanopartículas 

magnéticas. Em geral, apenas as partículas que tenham um diâmetro inferior a 30 nm 

podem ser superparamagnéticas, ou seja, são nanopartículas magnéticas que, na 

presença de um campo magnético externo, vão exibir um alinhamento dos momentos 

magnéticos (figura 1.6). O momento magnético de cada nanopartícula magnética pode 

rodar de forma aleatória, devido apenas à influência da temperatura. A uniformidade de 

tamanhos, assim como a forma aproximadamente esférica das partículas, torna estas 

nanopartículas mais eficientes e mais aplicáveis, por exemplo como ferrofluidos [22; 

29]. 

 

Figura 1.6: Esquema representativo de uma partícula superparamagnética. Apesar de, 

no interior de cada partícula, os momentos se encontrarem alinhados (setas vermelhas), 

o momento magnético de um sistema com MNPs será zero no campo zero e a 

temperaturas suficientemente elevadas. Na presença de um campo, dá-se um 

alinhamento estático dos momentos magnéticos [22]. 

Cada partícula superparamagnética tem um tempo característico de relaxação, 

isto é, o tempo médio necessário para reverter o momento magnético de um estado de 
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equilíbrio para outro. Este tempo de relaxação, τ, é determinado por uma frequência de 

tentativa de saltos, assim como por um fator de Boltzmann, exp(-KaV/kBT), sendo que 

kB representa a constante de Boltzmann, T representa a temperatura, V o volume da 

partícula e Ka a constante de anisotropia. Além disso, o volume crítico em 

superparamagnetismo é diretamente proporcional à temperatura, isto é, no caso de uma 

distribuição de partículas com tamanhos distintos, ao aumentar-se a temperatura, as 

partículas vão tornar-se progressivamente mais superparamagnéticas [28]. 

No caso de partículas com vários domínios, dá-se a reorientação do momento 

magnético através do ajuste das paredes de Bloch (perda de histerese), mas no caso de 

nanopartículas que tenham apenas um domínio, a reorientação pode ocorrer por dois 

métodos, sendo eles a rotação do momento magnético no interior da nanopartícula (dá-

se uma perda de Néel, por ultrapassagem da energia de anisotropia) ou a rotação 

mecânica da nanopartícula (perda de Brown, onde há fricção com o meio). No caso da 

relaxação pela perda de Brown e perda de histerese, há uma competição entre ambos e 

tendo em conta o tamanho das NPs e a temperatura, a sua prevalência pode mudar 

(figura 1.7) [22]. 

 

Figura 1.7: Esquema representativo dos diferentes métodos de reorientação do 

momento magnético em nanopartículas [22]. 

A fronteira de tamanho entre nanopartículas magnéticas que possuem vários 

domínios ou apenas um (preferidos para aplicação em hipertermia) depende da sua 

estrutura cristalina, sendo que geralmente os tamanhos se encontram entre os 50 e os 

100 nm (figura 1.8) [22]. 
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Figura 1.8: Fronteira entre os tamanhos de nanopartículas magnéticas com 

monodomínio ou multidomínios, dependendo da sua estrutura cristalina [22]. 

1.4.2. Síntese 

A síntese de nanopartículas magnéticas pode ser alcançada por dois tipos de 

métodos, físicos e químicos. Atualmente, os métodos químicos de síntese de 

nanopartículas magnéticas demonstram ser mais eficazes do que os métodos físicos, 

como a litografia por feixe de eletrões ou a deposição de fase gasosa, pois os métodos 

físicos não permitem o controlo do tamanho à nanoscala das partículas, enquanto que, 

pela utilização dos métodos químicos, verifica-se simplicidade e eficiência no controlo 

de caraterísticas como o tamanho e a composição. Para além disso, os métodos 

químicos permitem a obtenção de partículas com forma e tamanhos praticamente 

uniformes [25]. 

Alves [25] refere quatro métodos diferentes para a síntese de nanopartículas 

magnéticas: a precipitação química, síntese hidrotermal, uso de microemulsões e 

decomposição térmica. Chin e colaboradores [30]
 
referem ainda um outro método, a 

técnica de fluxo contínuo. A precipitação química é considerada o método mais rápido, 

simples e barato para obter nanopartículas magnéticas, sendo a mais comum a 

coprecipitação de sais de Fe
2+

 e Fe
3+

, utilizando uma solução alcalina [25; 30]. 

Dependendo da mistura estequiométrica dos sais ferrosos ou férricos utilizados no meio 

aquoso e de outras condições experimentais, como o pH do meio, a força iónica, e a 

natureza dos sais (nitratos, cloretos ou sulfatos), é possível obterem-se partículas de 

óxido de ferro com diâmetro e propriedades superficiais adequadas e com resposta 

magnética [31]. Por seu lado, o tamanho das partículas diminui com o aumento da força 

iónica e do pH do meio, e estes parâmetros afetam a composição química superficial e, 

consequentemente, a carga eletrostática superficial das partículas [32]. 
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A síntese hidrotérmica tem sido utilizada recentemente para sintetizar 

nanopartículas, devido ao facto de ser um processo simples através do qual, utilizando 

soluções aquosas acima dos 100ºC e com pressões elevadas, torna-se possível produzir 

nanocristais. Estudos indicam que, para se obterem partículas com um tamanho 

reduzido, as temperaturas entre os 80ºC e os 120ºC demonstraram ser as ideais [25]. 

Para além disso, o catalisador deste processo é a água e, por isso, as propriedades físicas 

das partículas vão sofrer alterações consideráveis durante a síntese hidrotérmica, devido 

às altas temperaturas em que esta ocorre (tabela 1.1) [33]. A síntese hidrotérmica foi 

utilizada para produzir nanopartículas de magnetite ferromagnéticas pela formação 

sequencial de precipitados de hidróxido de ferro, sendo que estas partículas 

apresentaram um tamanho médio de 8,5 nm [34]. 

A preparação de materiais inorgânicos em microemulsões de água em óleo 

(A/O) tem recebido muita atenção, por ser uma opção para fazer um melhor controlo da 

morfologia, composição química e tamanho das partículas [35; 36]. 

A preparação de materiais inorgânicos como, por exemplo, metais e óxidos 

metálicos em micelas invertidas ou em microemulsões, pode ser realizada de três 

maneiras diferentes: 

 Adição do agente precipitante numa microemulsão que contém o precursor [37] 

 Adição do agente precursor numa microemulsão com precipitante [37] 

 Mistura de duas microemulsões que tenham composições semelhantes 

(microemulsões I e II), onde estão dissolvidos os agentes redutores e 

precursores da reação [37]. Após a mistura das microemulsões, ocorre a colisão 

e coalescência das gotículas das microemulsões, fazendo com que haja reação 

entre o agente precursor e o agente redutor, que resulta na formação de um 

precipitado do metal ou óxido metálico desejado (figura 1.9) [38]. 
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Figura 1.9: Representação esquemática da síntese de metais e óxidos metálicos em 

microemulsões (Adaptado de [39]). 

Durante a síntese de metais e óxidos metálicos em microemulsões, encontra-se 

um problema no que diz respeito à separação e remoção dos solventes do material 

sintetizado. Assim, pode utilizar-se o dióxido de carbono (CO2) supercrítico como 

solvente, tendo como vantagens a rápida separação e a fácil remoção do CO2 do 

material formado. A prata (Ag) e o cobre (Cu) são exemplos de metais sintetizados 

utilizando o método em microemulsões [40; 41]. 

A decomposição térmica é um método para sintetizar nanopartículas magnéticas 

monodispersas e de qualidade elevada, tornando possível o controlo das propriedades 

físico-químicas das nanopartículas. A decomposição térmica usa diferentes tipos de iões 

precursores sob temperaturas elevadas, que poderão necessitar de um tratamento de 

purificação, tendo em conta a quantidade de precursores tóxicos que podem ser 

utilizados para realizar este processo [25; 30]. A decomposição térmica foi aplicada na 

obtenção de ferrites de cobalto dopadas com manganês, tendo essas partículas alta 

magnetização [42].  

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

encontram-se resumidas algumas das estratégias de síntese de nanopartículas.  
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Tabela 1.1: Comparação entre os diferentes métodos de preparação de nanopartículas 

magnéticas tendo em conta diferentes fatores (Adaptado de [43]). 

 
A superfície das MNPs pode ser funcionalizada pela adição ou troca de 

surfactantes. A adição de surfactantes é realizada através da adsorção de moléculas 

anfifílicas que contêm segmentos hidrofóbicos (que formam uma estrutura de camada 

dupla) e hidrofílicos, que são expostos ao exterior das NPs, tornando-as hidrossolúveis. 

Por outro lado, a troca de surfactantes ocorre quando se procede à substituição do 

surfactante original por um bifuncional que, por possuir um grupo funcional, torna 

capaz a ligação forte à superfície das nanopartículas, enquanto o segundo grupo, por ter 

um caráter polar, permite a dispersão destas nanopartículas em água [44]. 

1.4.3. Ferrite de Manganês 

No grupo das ferrites com estrutura em espinela podem-se encontrar as ferrites 

de manganês (MnFe2O4). Estas nanopartículas magnéticas têm recebido muito interesse, 

não só pelas suas propriedades, como pela variedade de possíveis aplicações. As NPs de 

ferrite de manganês apresentam propriedades magnéticas suaves, tais como a moderada 

magnetização de saturação, assim como a baixa coercividade, em conjunto com uma 

boa estabilidade química e dureza mecânica. A ferrite de manganês tem a magnetização 

mais forte entre o grupo das nanopartículas de ferrite, o que as torna excelentes agentes 

de contraste negativo (T2) em ressonância magnética, diminuindo o contraste de 

imagem. O forte efeito de contraste negativo das partículas de ferrite de manganês vai 

prevenir o aumento do efeito do contraste positivo (T1), responsável pelo aumento de 

sinal e a capacidade de produzir um maior contraste de imagem e de resolução espacial. 

Para além disso, as nanopartículas superparamagnéticas de MnFe2O4 mostraram ser 

úteis para a deteção de tumores, assim como para a definição de zonas danificas em 

edemas locais ou mesmo hemorragias. As aplicações deste tipo de nanopartículas 



18 
 

dependem das suas propriedades magnéticas, que se encontram fortemente 

correlacionadas com a sua estrutura de nível atómico [45 - 48]. 

As propriedades das ferrites, como as ferrites de manganês, surgem a partir da 

distribuição dos catiões (bivalentes e trivalentes) nos locais tetraédricos e octaédricos 

disponíveis perto dos aniões adjacentes de oxigénio, encontrados na estrutura das 

ferrites. Assim, o conhecimento detalhado da distribuição dos catiões neste tipo de 

nanopartículas torna-se essencial para compreender e controlar as propriedades 

magnéticas do material. As propriedades magnéticas destas nanopartículas, como a 

anisotropia efetiva, podem ser sintonizadas através do ajustamento da identidade 

química do ião de manganês (M
2+

) utilizado, controlo do tamanho do grão, assim como 

pelo controlo morfológico das partículas e pela sua química superficial. Pode obter-se 

informação sobre a distribuição dos catiões com recurso a várias técnicas, como a 

difração de raios-X (XRD) e de neutrões e a espetroscopia de Mössbauer, mas estas 

apresentam algumas limitações. Assim, a técnica de XRD encontra-se limitada pelos 

fatores de dispersão que são similares entre o manganês e o ferro e pelas dimensões 

nanométricas das partículas, que ampliam os picos obtidos. A espetroscopia de 

Mössbauer demonstra ser eficaz na determinação do estado de oxidação e do ambiente 

dos iões de ferro, mas não fornece informações sobre os catiões de manganês [46; 47]. 

Por outro lado, as propriedades das ferrites de manganês também dependem das 

características da microstrutura, como o tamanho e a forma da partícula, sendo que estes 

podem ser controlados pelo processo de fabricação escolhido. Atualmente, existem 

vários métodos diferentes para preparar nanocristais em espinela, que permitem a 

obtenção das propriedades físicas e químicas desejadas, como são os casos dos métodos 

sol-gel, coprecipitação, método hidrotermal e o método de micelas invertidas. Outro 

aspeto importante na produção destas nanopartículas é a escolha dos agentes de 

precipitação, que permitem obter nanopartículas com forma e tamanhos específicos, 

podendo estes ser matrizes orgânicas (método sol-gel), hidróxidos metálicos 

(coprecipitação), altas temperaturas e pressões (método hidrotermal) e o uso de 

surfactantes e amónia (método de micelas invertidas e microemulsões). A maioria 

destes processos demonstra ser eficaz na obtenção de partículas com tamanho e forma 

desejáveis, mas a sua aplicação em larga escala demonstra ser impraticável [45]. 

Recentemente, a síntese de NPs de ferrite de manganês por processos a altas 

temperaturas permitiu a obtenção de amostras de maior qualidade, que apresentavam 
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uma morfologia homogénea, sendo possível controlar-se o tamanho do grão, a 

cristalinidade e a composição das partículas [47]. 

1.4.4. Aplicações das nanopartículas magnéticas 

As nanopartículas magnéticas demonstram ter vantagens quando utilizadas na 

tecnologia de ferrofluido, em aplicações como a entrega de fármacos magneticamente 

guiada, terapia do cancro por hipertermia e imagiologia por ressonância magnética. Para 

além disso, outras aplicações de nanopartículas magnéticas, como no caso das ferrites, 

surgem a partir do fato de estas terem uma grande variedade de composições químicas 

sustentadas pela estrutura em espinela do material, que facilita a existência de mudanças 

da natureza e quantidade relativa de metais dentro da rede cristalina. No caso das 

ferrites que possuem catiões redutores, estas desempenham um papel significativo na 

produção de hidrogénio a partir dos ciclos termoquímicos de separação da água [49]. 

Um exemplo da aplicação de nanopartículas magnéticas é a reportada por Li e 

colaboradores [48] sobre o uso eficiente de NPs de ferrite de manganês ultrapequenas 

como agentes de contraste positivo. Estas nanopartículas são solúveis em água e 

monodispersas (D = 2,2 ± 0,4 nm), preparadas por uma abordagem de precipitação 

numa etapa a alta temperatura. As NPs demonstraram não ser tóxicas in vitro e os 

resultados obtidos em imagiologia por ressonância magnética mostraram a sua excelente 

adequação e eficácia 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 manganês ultrapequenas quando 

comparadas com as produzidas por métodos convencionais, sendo que estes processos 

mais ecológicos podem passar pela utilização de polímeros ligantes multidentados que 

podem efetivamente evitar a agregação e o crescimento das NPs. 

1.4.4.1.Termoterapia e hipertermia 

A termoterapia é um tratamento baseado na utilização de calor. Este tratamento 

numa forma mais simples tem sido aplicado para tratar infeções bacterianas, pela 

aplicação de compressas quentes na região afetada pela infeção. No caso do tratamento 

de infeções bacterianas, pode-se verificar um efeito colateral, isto é, o aumento da 

temperatura local leva a um aumento da corrente sanguínea e tensão de oxigénio e, 

consequentemente, estas últimas poderão levar a um aumento da atividade bacteriana 

[50]. 
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A termoterapia intersticial induzida por laser (do inglês, Laser-Induced 

Thermotherapy - LITT) é uma das modalidades da termoterapia aplicada para se 

proceder à destruição local de um tumor que se encontre dentro de órgãos sólidos. Esta 

é uma técnica minimamente invasiva, que requer uma monitorização adequada, não 

apenas pelas limitações no planeamento da terapia, mas também pelas falhas técnicas 

que podem ocorrer durante a irradiação com laser (mau funcionamento do laser, 

destruição do aplicador ou deslocamento da ponta da fibra). A LITT foi já aplicada no 

tratamento local de metástases hepáticas, dado que o fígado é considerado como um dos 

locais mais comuns de depósitos de tumores metásticos, 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 potência que, 

através das suas fibras óticas finas, forneceu energia luminosa numa área bem definida, 

que causou a destruição do tumor pela aplicação direta de energia térmica, fazendo, 

desde modo, que os danos às estruturas circundantes (vasos sanguíneos, nervos) 

pudessem ser minimizados [51; 52]. 

A hipertermia é um tratamento utilizado para aumentar a temperatura numa 

determinada região do corpo que esteja a ser afetado por uma neoplasia, sendo o 

objetivo deste procedimento causar a lise das células cancerígenas [53]. Este tratamento, 

não só danifica as células neoplásticas, como é ainda capaz de ativar o sistema 

imunitário e melhorar o extravasamento das nanopartículas administradas em tumores. 

O desenvolvimento de tratamentos de hipertermia específicos a diferentes tumores seria 

uma ferramenta de elevado valor para se manipularem os microambientes tumorais, de 

forma a ser possível aumentar a eficácia do direcionamento de nanopartículas, assim 

como aumentar o efeito dos agentes terapêuticos e, consequentemente, a sua eficácia 

[54]. 

Assim sendo, este tratamento baseia-se no facto de temperaturas entre os 41ºC e 

os 44ºC conseguirem destruir diretamente células tumorais, que possuem uma menor 

resistência a subidas repentinas de temperatura, quando comparadas com as células 

normais vizinhas. Este aumento de temperatura local pode ser alcançado com recurso a 

nanopartículas magnéticas (magneto-hipertermia ou magnetotermocitólise) que são 

mais eficientes a responder a estímulos de campos externos. Em hipertermia alcança-se 

o seu aquecimento quando é utilizado um campo magnético externo, com uma 

frequência alternada. Para que estas nanopartículas possam ser utilizadas no combate ao 
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cancro, estas devem ter um baixo nível de toxicidade e uma elevada magnetização, de 

modo a permitir a diminuição das doses requeridas para uma melhor eficácia 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 

só, 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 

terapêuticas mais poderosas, na medida em que melhora a evolução dos pacientes com 

cancro, devido também ao facto de melhorar a eficácia 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 extensão do corpo que vai ser tratada, podendo ser total, parcial ou local. 

Assim, a hipertermia total é aquela em que todo o corpo está a ser tratado, sendo de uma 

forma geral aplicada no tratamento de cancros metásticos, e o aquecimento é feito com 

recurso a câmaras térmicas ou cobertores de água quente. A hipertermia parcial é 

utilizada no tratamento de cancros mais avançados, utilizando-se a perfusão isolada ou 

aplicadores externos que emitem radiação micro-ondas. As áreas tratadas por 

hipertermia local são de menor dimensão, como membros ou órgãos e os efeitos 

colaterais são de menor gravidade. Esta pode ser realizada através da ablação laser ou 

por radiofrequência, por hipertermia de fluido magnético ou pelo uso de nanopartículas 

magnéticas [55].  

O primeiro tratamento clínico por hipertermia magnética foi desenvolvido em 

2004 na Universidade de Medicina de Berlim, e anos depois, o Magforce® recebeu a 

sua aprovação regulatória para ser utilizado no tratamento de doentes com tumores 

cerebrais. Apesar dos tratamentos com hipertermia magnética já terem sido aprovados 

para utilização na Europa, o mesmo não se verifica para os Estados Unidos da América 

e outras regiões do planeta, o que se pode dever a falhas no desenvolvimento de 

nanopartículas magnéticas otimizadas [56]. 

Castro e colaboradores [53] referem que estudos clínicos de Fase III 

comprovaram que, quando combinadas a radioterapia e a hipertermia, se verifica uma 

melhoria do controlo a nível local do melanoma; para além disso, provocou o aumento 
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não só da remissão total de cancro da mama recorrente, assim como do índice de 

remissão total de cancro cervical avançado, entre outros.  

Recentemente, uma nova abordagem à terapêutica baseada no aumento da 

temperatura interna do tecido é a hipertermia de fluido magnético (MFH, do inglês 

Magnetic Fluid Hyperthermia), que é baseada em fontes de aquecimento interno, sendo 

necessária a aplicação de convetores fototérmicos, de modo a permitir a produção de 

calor a nível local com energias incidentes baixas. O uso de uma camada fina de ouro 

para cobrir a superfície das partículas tem como benefícios, não só proteger as partículas 

contra a aglomeração, como também pode ser uma base ideal, na qual agentes 

biológicos ou químicos podem ser funcionalizados [57]. 

Nanopartículas de ouro e nanopartículas magnéticas oferecem o potencial 

desejado para aumentar a temperatura do tecido tumoral de forma seletiva a nível 

celular, com recurso a interações não invasivas com laser ou radiofrequência [58]. 

Elsherbini e colaboradores [58]
 

utilizaram nanosferas de ouro e nanocompósitos 

magnéticos revestidos com ouro para induzir hipertermia para tratar carcinoma de 

Ehrlich implantado subcutaneamente em fêmeas de rato. Na população tratada com 

nanosferas de ouro, verificou-se que os tumores continuavam a crescer, mas a uma 

velocidade menor. Mas na população tratada com nanocompósitos magnéticos 

revestidos com ouro, uma percentagem superior a 50% dos tumores tratados 

desapareceu totalmente, mostrando assim que este método não invasivo e simples 

poderá ser uma técnica promissora no que diz respeito ao tratamento magnético seletivo 

fototermal. Na figura 1.10, é possível observar-se imagens de microscopia eletrónica de 

transmissão do carcinoma de ascite de Ehrlich de controlo, após a injeção das diferentes 

partículas e algumas sessões após essas injeções. Assim, na figura 1.10B, são visíveis 

duas células filhas que retêm de imediato as nanopartículas núcleo/coroa injetadas, 

sendo que quase todas as nanopartículas visíveis se encontram no exterior das células e 

agregadas no interior dos espaços extracelulares (seta vermelha). As micrografias de 

TEM após as sessões de tratamento (figura 1.10D-F), evidenciam danos celulares nos 

tumores tratados com as nanopartículas núcleo/coroa e nanoesferas de ouro, sendo que o 

citoplasma contém vacúolos de grandes dimensões, ocorrendo destruição da membrana 

celular (setas amarelas) e citoplasma derramado no espaço extracelular. Para além disso, 

verifica-se a presença de estruturas necróticas não estruturadas adjacentes à célula (setas 



23 
  

azuis), que podem ser o que resta de células destruídas, observando-se também a 

presença das nanopartículas núcleo/coroa utilizadas (setas vermelhas) [58]. 

 

Figura 1.10: Micrografias TEM (2.4 μm) de carcinoma de ascite de Ehrlich (EAC) em 

que: (A) controlo; (B e C) após injeção de nanopartículas núcleo-coroa, com núcleo de 

Fe3O4 e coroa de Au e (D-F) após irradiação com laser e rádio frequência, após várias 

sessões de tratamento, sendo respetivamente, uma, três e seis sessões depois [58]. 

1.4.4.2.Imagiologia por ressonância magnética 

A imagiologia por ressonância magnética (MRI) é uma ferramenta poderosa de 

diagnóstico que permite obter imagens anatómicas de alta resolução de tecidos moles de 

animais e seres humanos. Esta tem sido o foco principal para o desenvolvimento de 

nanoplataformas que possam conjugar a administração de fármacos com agentes de 

contraste (CAs). Quando comparada com outras técnicas de imagem ótica, a MRI 

apresenta outras vantagens que residem na sua segurança, relevância clínica e saída 

tridimensional, para além da sua excelente resolução espacial e temporal, assim como 

uma falta de exposição a radiação e a aquisição rápida de imagens in vivo. Os agentes 

de contraste de MRI, que podem ser positivos (quando existe um clarear da imagem) ou 

negativos (quando se dá um escurecimento da imagem), apresentam vantagens na 

formação de imagens de metabolismo, pela resolução espacial das variações ocorridas 

no tecido, pelo pH, oxigenação ou níveis de metabolitos. Contudo, quando comparados 

com outras modalidades de imagem, como a medicina nuclear ou de fluorescência, os 

agentes de contraste de MRI são menos sensíveis quando utilizados para monitorização 

de atividade molecular ou celular e de pequenas lesões, pois são detetados indiretamente 

[59 - 61].    

A MRI permite ao utilizador uma grande flexibilidade para produzir variações 

de contraste entre tecidos doentes e normais, pela escolha das sequências de impulsos e 
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dos parâmetros de medição, assim como pela aquisição de imagens em tecido 

estacionário ou em tecidos em que há fluxo sanguíneo. Num exame típico de 

imagiologia por ressonância magnética, procede-se à aquisição de um conjunto de 

imagens com diversos tipos de contraste e várias orientações de corte, o que vai dar ao 

clínico uma informação mais completa, não só sobre a natureza do tecido em estudo, 

como existe um aumento da probabilidade de serem detetadas lesões. Para que isto 

aconteça, torna-se necessário que estes exames sejam adequados a cada paciente 

individual, ao tipo de doença e ao órgão/órgãos em investigação. O médico tem a 

escolha entre fornecer parâmetros de medição detalhados para cada exame ou utilizar 

um regime anteriormente definido, para que o técnico possa realizá-los. No caso dos 

protocolos de medição já definidos, é assegurado o funcionamento adequado e eficiente 

do scanner de ressonância magnética, assim como a obtenção de resultados 

reprodutíveis e de confiança [62]. 

No caso dos diagnósticos por MRI, são três os princípios fundamentais: a 

qualidade de imagem reprodutível e precisa, uma boa visualização dos processos 

patológicos e, por fim, a obtenção de informação compreensiva das imagens da área do 

corpo que se encontra em observação. Como a realização destes três princípios pode não 

ser prática, pode-se verificar uma dificuldade na visualização da doença em relação ao 

tecido normal, devido ao protocolo de medição escolhido para a aquisição de imagens 

[62]. 

Em imagiologia por ressonância magnética, existem três parâmetros sensíveis à 

temperatura, sendo eles, o tempo de relaxamento T1, a mudança química e a constante 

de difusão. No que diz respeito a configurações clínicas, o tempo de relaxamento T1, 

assim como o método de mudança de fase, são os que adquirem maior importância. Em 

primeiro lugar, é possível demonstrar-se, através de ensaios in vivo e in vitro, a 

existência de uma correlação linear entre o tempo de relaxamento T1 e a temperatura. 

Contudo, a inclinação utilizada para a aquisição das imagens, que varia entre os 

diferentes tecidos, torna obrigatório proceder-se a uma determinação quantitativa da 

temperatura, baseada na medição do tempo de relaxação T1, devendo-se para o efeito 

colocar um sensor de temperatura separado dentro do tecido a ser analisado. 

Atualmente, nos procedimentos clínicos, as imagens ponderadas em T1 utilizadas 

durante o procedimento de irradiação do tecido por laser, exibem apenas uma 
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informação semiquantitativa sobre as alterações de temperatura que estão a decorrer 

dentro do tecido, devido ao fato de não se proceder previamente a uma calibração [52]. 

Lu e colaboradores [61] utilizaram nanopartículas magnéticas de ferrite de 

manganês para formar agentes de contraste ultrassensíveis para aplicação em 

imagiologia do fígado por ressonância magnética e verificaram alterações de 

intensidade dos sinais de -80% num período de 5 minutos após a sua administração 

intravenosa. A janela de tempo para uma melhoria do MRI pode durar cerca de 36 

horas, mantendo-se um contraste óbvio nas imagens hepáticas, sendo a sua aplicação 

possível para identificar pequenas lesões hepáticas, assim como se proceder ao 

diagnóstico diferencial de doenças hepáticas e avaliar graus de cirrose. 

1.5.Lipossomas 

Os lipossomas são definidos como vesículas esféricas de tamanho microscópico. 

Assim, em soluções aquosas e num ambiente controlado, os fosfolípidos anfipáticos vão 

sofrer um processo de autoagregação em bicamadas lipídicas. A força dominante deste 

processo é a interação hidrofóbica, força essa que favorece a proteção das cadeias acilo 

do contacto aquoso. Para evitar esta exposição, as bicamadas vão deformar-se em 

estruturas fechadas (vesículas) [63; 64]. 

Os lipossomas são estruturas macias de forma esférica, constituídos por uma ou 

mais bicamadas lipídicas, e são normalmente compostos por um conjunto de 

fosfolípidos que encapsulam um determinado meio aquoso, que é geralmente o mesmo 

em que os lipossomas se encontram em suspensão (mas pode ser trocado, por exemplo, 

por microinjeção). Os lipossomas membranares são compostos por lípidos naturais ou 

sintéticos que são relativamente biocompatíveis, biodegradáveis e um material não-

imunogénico. Os fosfolípidos podem ser saturados, como no caso do DPPC 

(dipalmitoilfosfatidilcolina), DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol) e DSPC (diestearoil-

fosfatidilcolina), ou podem ser fosfolípidos insaturados, como o DOPG 

(dioleoilfosfatidilglicerol) [63; 65; 66].  

As substâncias hidrofílicas (na cavidade aquosa), hidrofóbicas (dentro da 

bicamada lipídica) e anfifílicas podem ser incorporadas no interior de vesículas, 

desenvolvendo assim um vasto potencial de aplicações. Devido às propriedades únicas 

da estrutura de bicamada, os lipossomas são utilizados atualmente como transportadores 

lipofílicos e hidrossolúveis, sendo que compostos hidrofílicos podem ser encapsulados 
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no interior do compartimento aquoso, enquanto compostos lipofílicos são geralmente 

encapsulados no interior da bicamada lipídica. Tendo em conta a composição e o 

mecanismo de entrega intracelular, os lipossomas podem ser divididos em cinco tipos, 

sendo eles os lipossomas convencionais, sensíveis ao pH, lipossomas catiónicos, 

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

Os lipossomas podem ser preenchidos com fármacos, sendo que podem ser 

utilizados posteriormente para tratamento de doenças, como é o caso do cancro. A 

preparação destes lipossomas pode ser realizada pela disrupção de membranas 

biológicas, por exemplo, por sonificação. Devido à grande variação de lipofilicidade dos 

fármacos, estes podem ser encapsulados em lipossomas, quer na bicamada de 

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

Os lipossomas, quando comparados com outros sistemas de partículas, 

apresentam um conjunto de características e vantagens que os tornam uma opção 

interessante no que diz respeito à entrega de fármacos. Assim sendo, algumas vantagens 

dos lipossomas são a melhoria da performance de encapsulamento pelo aumento da 

estabilidade e solubilidade do fármaco, a entrega de fármacos a alvos específicos e uma 

libertação sustentável dos mesmos quando atingem o local alvo. Para além disso, a 

absorção é relativamente mais elevada comparativamente com outros sistemas. Os 

lipossomas alteram a farmacocinética e a farmacodinâmica do fármaco, melhoram a 

biodisponibilidade dos fármacos in vivo, podem ser administrados por várias vias, 

podem incorporar micro- e macromoléculas, e são sistemas biodegradáveis, flexíveis e 

biocompatíveis. Algumas outras vantagens incluem uma elevada eficiência de 

encapsulação independentemente da solubilidade do fármaco, assim como uma baixa 

toxicidade devido ao conteúdo em fosfolípidos e a proteção do fármaco contra fatores 

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

Por outro lado, os lipossomas apresentam como desvantagens a baixa 

estabilidade e solubilidade, alto custo de produção, tempo de vida médio curto. Outras 

desvantagens residem no facto de os fosfolípidos poderem sofrer oxidação e hidrólise, 

assim como a possibilidade de ocorrência de reações alérgicas aos constituintes 

lipossomais [66; 69].  

Atualmente, várias formulações lipossomais foram aprovadas para uso clínico, 

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 vários métodos diferentes, com o 

intuito de se prepararem sistemas com dimensões e número de camadas controlados. 

Assim, a maior parte dos procedimentos experimentais para produzir suspensões de 

lipossomas homogéneas e reprodutíveis, numa determinada gama de tamanhos, envolve 

duas fases, sendo respetivamente, a hidratação lipídica e o dimensionamento de 

lipossomas [71]. 

 Na hidratação lipídica, os lípidos são dissolvidos num solvente orgânico, que é 

posteriormente seco para formar uma película fina. Os agregados multilamelares são 

produzidos de forma espontânea pela hidratação do filme lipídico quando o sistema é 

agitado a uma temperatura acima da temperatura de transição (Tm). Na segunda fase, 

vesículas unilamelares pequenas podem ser produzidas através de extrusão ou 

ultrasonificação, originando distribuições de tamanhos que são mais previsíveis e 

reprodutíveis. A extrusão é um processo que consiste em forçar a dispersão de 

lipossomas através de filtros de membrana de policarbonato com diâmetro de poro 

controlado. A sonificação pode ser feita continuamente ou por pulsos, usando uma 

sonda ou um banho, e tem sido utilizada em lipossomas para diminuir o tamanho das 

vesículas multilamelares ou remodelação destas para vesículas unilamelares [71; 72]. 

Outros métodos de preparação são baseados na solubilização de solventes 

orgânicos no meio aquoso, como é o caso do processo de injeção etanólica 

desenvolvido por Batzri e Korn [73]. Assim, podem-se produzir lipossomas 

unilamelares pela injeção de uma solução etanólica de fosfolípidos numa solução com 

excesso de salinidade ou numa solução aquosa. A mistura completa das duas soluções é 

alcançada devido à força de injeção, que, quando é rápida, produz pequenos lipossomas, 

mas quando é feita lentamente resulta na produção de vesículas maiores. Este é um 

processo rápido, altamente reprodutível, com preparação de grandes quantidades de 

lipossomas, sem degradação química dos lipossomas e onde se pode controlar a 

oxidação trabalhando sob azoto. As desvantagens residem nas grandes quantidades de 

etanol, soluções aquosas e solutos que são utilizadas, mas que pode resolver-se 

recorrendo à ultrafiltração [71; 73]. 
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1.5.1. Constituição 

Os lipossomas são os principais componentes das membranas celulares. Os 

fosfolípidos possuem uma porção polar (cabeça hidrofílica) com afinidade por água e 

uma porção apolar (cauda hidrofóbica) (figura 1.11). A sua cabeça polar e as cadeias 

acilo apolares encontram-se ligadas ao álcool. É a variação nos grupos da cabeça, nas 

cadeias alifáticas e nos álcoois que faz com que existam vários fosfolípidos [74; 75]. 

 

Figura 1.11: Ilustração de um fosfolípido (Adaptado de [75]). 

A caracterização dos diferentes fosfolípidos pode ser feita pela sua temperatura 

de transição de fase (Tm). Esta temperatura é função do método de preparação, e de 

fatores como a curvatura da vesícula e a natureza do contra-ião. A esta temperatura, 

ocorre uma transição de fase, de gel para um estado fluido. Abaixo da Tm, os 

fosfolípidos encontram-se na sua fase gel, que é altamente ordenada. Quando se 

aumenta a temperatura de um fosfolípido acima da sua Tm, vai-se dar uma transição 

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

Os fosfolípidos podem ainda ser caracterizados pela sua carga eletrostática, 

podendo ser assim: aniónicos (quando carregados negativamente), catiónicos (quando 

carregados positivamente), neutros (sem carga), zwitteriónicos (neutros, pois as cargas 

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

Existem diferentes fosfolípidos que apresentam diferentes características físicas 

e químicas. Na tabela 1.2 abaixo encontram-se os diferentes fosfolípidos utilizados no 

decorrer do presente trabalho, assim como as suas características. 
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Tabela 1.2: Diferentes fosfolípidos e as suas características químicas. 

Fosfolípido Tm (ºC) Carga elétrica 

Egg- PC 

(Fosfatidilcolina do ovo (lecitina)) 

-20 [77] Zwitteriónica [78] 

DPPC 

(dipalmitoilfosfatidilcolina) 

41,7 [79] Zwitteriónica [80] 

DPPE 

(dipalmitoilfosfatidiletanolamina) 

63 [81] Zwitteriónica [80] 

DOPE  

(dioleoilfosfatidilcolina) 

-16 [81] Zwitteriónica [82] 

 

1.5.2. Auto-organização 

A auto-organização (do inglês self-assembly) é um processo pelo qual um 

sistema desordenado dá origem a uma estrutura organizada e complexa, devido a 

interações locais entre os monómeros. Este processo ocorre em sistemas biológicos, 

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

O processo de auto-organização tem a capacidade de usar subunidades simples 

para construir sistemas moleculares ou supramoleculares. Este tipo de processos é 

responsável pela grande diversidade de funções e estruturas observadas na Natureza. 

Para além disso, este aproveita várias interações não-covalentes fracas entre 

subunidades ou outras estruturas, para formar uma estrutura final que é, assim, mais 

estável. Por ser um processo dinâmico, quando são detetadas ligações incorretas de 

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

Deste modo, o processo de auto-organização necessita da montagem de 

subunidades diferentes, para que a estrutura final apresente complementaridade na sua 

forma geométrica e nas propriedades eletrónicas da superfície. Esta estabilidade é então 

conseguida pelas diversas interações não-covalentes fracas, que podem ser dependentes 

da forma (interações de van der Waals) ou dirigidas (ligações de hidrogénio/interações 

eletrostáticas), distribuídas ao longo do volume da estrutura final [83]. 

Assim, o processo de auto-organização pode utilizar, tanto ligações não-

covalentes (para formar uma estrutura primária), como ligações covalentes (para 

capturar e consolidar a estrutura primária anteriormente construída). Este processo 

ocorre geralmente sob um controlo de equilíbrio, ou seja, uma estrutura em construção 
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pode reorganizar-se durante o processo, de modo a maximizar os contactos 

complementares de superfície, sendo que a estrutura final vai apresentar um mínimo 

termodinâmico para um dado conjunto de átomos com uma dada conectividade [83]. 

A auto-organização é o processo pelo qual os surfactantes e copolímeros 

anfifílicos de bloco, quando em concentrações baixas, se vão agregar em micelas, que 

dependendo de fatores como a sua hidrofobicidade relativa, assim como a geometria 

relativa das porções hidrofílicas e hidrofóbicas, poderão formar micelas achatadas, 

alongadas ou esféricas. Por outro lado, os lípidos podem formar estruturas em 

bicamadas ou vesículas, quando se encontram em soluções diluídas. A formação de 

vesículas mostrou ser um modelo de auto-agregação que se estendeu para além dos 

lípidos [84].   

Portanto, tornou-se claro que a compreensão do processo de auto-organização de 

estruturas biológicas de larga escala, assim como o conhecimento da síntese química de 

estruturas de pequenas dimensões, é uma mais-valia, por exemplo, para a construção de 

estruturas e nanossistemas representados pelos métodos de nanofabricação “bottom-up” 

ou engenharia up [83]. 

1.5.3. Estrutura e características 

Os lipossomas podem ser classificados tendo em conta diferentes propriedades 

estruturais, como o número de camadas e o tamanho, ou tendo em conta o seu método 

de preparação. Assim os lipossomas podem ser divididos em quatro classes principais 

[71]: 

 Vesículas unilamelares pequenas (SUVs, do inglês Small Unilamellar 

Vesicles), com um diâmetro inferior a 100 nm; 

 Vesículas unilamelares grandes (LUVs, do inglês Large Unilamellar 

Vesicles), com um diâmetro que varia entre os 100 nm aos 10 μm; 

 Vesículas unilamelares gigantes (GUVs, do inglês Giant Unilamellar 

Vesicles), com um diâmetro superior a 1 μm; 

 Vesículas multilamelares grandes (MLVs, do inglês Multilamellar Large 

Vesicles) com lamelas mais concêntricas, com diâmetros superiores a 0,5 

μm. Quando o número de lamelas é reduzido, estas estruturas podem ser 

referidas como lipossomas oligolamelares (OLV, do inglês Oligolamellar 

Liposomes).  
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A classificação dos lipossomas e a sua respetiva nomenclatura pode ser 

encontrada na tabela 1.3.  

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

 Classificação dos Lipossomas  

 Denominação Diâmetro Morfologia 

SUV Vesículas Unilamelares pequenas 20-100 nm 

 
LUV 

GUV 

Vesículas unilamelares grandes 

Vesículas unilamelares gigantes 

>100 nm 

> 1 μm 

 
OLV 

MLV 

Vesículas oligolamelares 

Vesículas multilamelares grandes 

0.1-0.5 μm 

> 0.5 μm 

 
 

Nos estudos das aplicações de lipossomas, são geralmente utilizadas vesículas 

unilamelares (LUVs, SUVs, GUVs) devido à sua simplicidade de interpretação 

comparativamente com sistemas multilamelares (MLVs). Atualmente, os sistemas 

vesiculares mais usados são os LUVs, SUVs e MLVs, sendo que os GUVs continuam a 

ter grande importância no que diz respeito à sua aplicabilidade em estudos com recurso 

a técnicas de microscopia de fluorescência [85]. 

1.6.Magnetolipossomas  

Os magnetolipossomas formam um grupo particular de sistemas de lipossomas, 

que se baseiam num núcleo de nanopartículas magnéticas rodeado por uma bicamada 

fosfolipídica. O potencial dos magnetolipossomas como nanoplataformas 

multifuncionais deve-se ao facto de ser possível combinarem-se fármacos antitumorais, 

direcionamento passivo ou ativo e as suas propriedades como agentes de contraste em 

imagiologia por ressonância magnética (MRI) para aplicações terapêuticas, 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 representação de um 

magnetolipossoma. Este tipo de sistemas apresenta vantagens, como alta 

biocompatibilidade e flexibilidade na natureza dos lípidos utilizados na construção da 

bicamada, uma grande gama de possíveis modificações de superfície, que podem ser 

levadas a cabo por manipulações químicas, como o acoplamento de ligandos. No que 

diz respeito à aplicação in vivo deste tipo de sistemas, é preciso ter em conta parâmetros 

como o tamanho, sendo que devem ter um diâmetro que ronda os 100 nm, de modo a 

prolongar a sua manutenção na circulação sanguínea. O outro parâmetro deve ser o seu 

conteúdo em nanopartículas magnéticas, que deve ser o maior possível, de modo a 

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

  

Figura 1.12: Ilustração representativa de um magnetolipossoma, em que as partículas a 

preto representam nanopartículas magnéticas, e a vermelho e a verde, marcadores 

fluorescentes ou fármacos hidrofóbicos [88]. 

Existem ainda os magnetolipossomas termossensíveis (TMs), que combinam a 

libertação sensível à temperatura com a entrega magneticamente direcionada. Estes 

magnetolipossomas apenas libertam a sua carga quando a temperatura ambiente é 

superior à temperatura de transição de fase dos componentes lipossómicos que os 

formam. A alteração da temperatura de transição de fase permite ajustar a taxa de 

libertação de fármaco, assim como a sua extensão [89].  

Os magnetolipossomas podem ser divididos em dois tipos pela forma como 

encapsulam as nanopartículas magnéticas, podendo ser: magnetolipossomas aquosos 

(AMLs, do inglês Aqueous Magnetoliposomes) e magnetolipossomas sólidos (SMLs, do 

inglês Solid Magnetoliposomes). Assim, no caso dos magnetolipossomas aquosos, as 

nanopartículas magnéticas, como a ferrite de manganês, são encapsuladas num volume 

aquoso interior. Os magnetolipossomas sólidos são aqueles formados por clusters de 

nanopartículas magnéticas cobertos por lípidos, não contendo um núcleo aquoso [90]. 

Pradhan e colaboradores [91]
 
referiram que o método de hidratação de filme lipídico é o 
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mais eficaz para encapsular ferrite de manganês em magnetolipossomas aquosos, sendo 

que estes sistemas podem ser úteis em hipertermia. 

1.6.1. Avanços e Aplicações 

Magnetolipossomas catiónicos marcados com folato foram preparados por 

Bothun e colaboradores [92] com coencapsulamento de doxorrubicina (DOX) e 

nanopartículas superparamagnéticas aniónicas de óxido de ferro, tendo-se verificado 

uma elevada percentagem de encapsulação por cryo-TEM, assim como o facto de a 

presença de nanopartículas com carga oposta à dos lipossomas não causar a agregação 

dos lipossomas. Os magnetolipossomas possuíam um diâmetro médio que rondava os 

174 ± 53 nm e existiam sob a forma de lipossomas unilamelares e em forma de copo, 

sendo as diferentes conformações atribuídas a parâmetros de empacotamento dos lípidos 

utilizados, assim como à presença de PEG (polietilenoglicol). Verificou-se um aumento 

de cerca de três vezes no que diz respeito à libertação de DOX ao longo de duas horas, 

quando as nanopartículas anteriormente referidas sofreram aquecimento por 

radiofrequência, com recurso a um campo eletromagnético alternado. Os resultados 

mostram que as células de cancro cervical humano (HeLa), que mostravam uma 

expressão elevada de recetores de folato, confirmaram a ligação superficial dos 

magnetolipossomas, sendo que o mesmo não se verificou para células do carcinoma 

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

Martins e colaboradores [93] desenvolveram novos magnetolipossomas de longa 

circulação, revestidos com PEG e carregados com nanopartículas superparamagnéticas 

de óxido de ferro (SPION, Superparamagnetic Iron Oxide Nanopartices). Estes 

magnetolipossomas mostraram-se eficazes como agentes de contraste negativo em 

ressonância magnética. Para além disso, a eficácia do sistema com estes novos 

magnetolipossomas como agentes de contraste negativo foi comparada com a ação de 

agentes comerciais de contraste negativo, como o Endorem e Sinerem, tendo-se 

comprovado a vantagem do uso dos magnetolipossomas descritos [93]. Quando 

administraram os novos magnetolipossomas in vivo, verificou-se que a administração 

destes não interferia com os mecanismos clínicos e histológicos que ocorriam durante a 

isquemia/ reperfusão (IR) no fígado. Apesar disso, é necessária a realização de mais 

testes, de modo a provar a segurança deste sistema. A utilização do PEG permitiu 

verificar que a incorporação dos lipossomas, com tamanho inferior a 150 nm, afeta a 

captação do fígado e a sua distribuição intra-hepática. A acumulação dos agentes de 
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contraste nas lesões está relacionada com o tempo de circulação. Assim sendo, os 

autores sugerem que este possa ser um sistema potencialmente eficaz como agente de 

contraste negativo para ressonância magnética com aplicação na deteção de lesões de 

isquemia-reperfusão no fígado [93]. 

Hamaguchi e colaboradores [94] reportaram o estudo do efeito da hipertermia 

aplicada na metástase dos nódulos linfáticos cervicais de metástases de cancro da língua 

VX7 em fêmeas de coelho branco japonês, 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 injeção dos MLs na 

língua, a maior concentração de magnetite foi alcançada 24 horas depois da sua 

injecção, nos módulos linfáticos, língua, baço, sangue e fígado. Procedeu-se à separação 

dos coelhos em três grupos: grupo de controlo (I); grupo onde se procedeu à injeção de 

apenas MLs (II); e grupo onde se procedeu à injeção de MLs e tratamento com 

hipertermia no pescoço com aplicação de campo magnético alternado (118 kHz) 24 

horas depois da injeção (grupo III) [94]. A avaliação do tratamento hipertérmico foi 

realizada pelo cálculo do índice apoptótico (AI) e pelo cálculo da percentagem de 

necrose proporcional ao tumor metastático em estudo, tendo-se verificado que a 

temperatura dos nódulos linfáticos do grupo III atingiu temperaturas superiores a 44ºC. 

Por outro lado, o grupo III foi também o que apresentou um AI (22,9%) bastante 

superior ao dos grupos I (0,67%) e II (1,42%). O grupo III apresentou ainda uma área 

média de necrose (58%) mais elevada comparativamente com os grupos I (19,6%) e II 

(20,4%). Por se observar, no grupo III, a ocorrência de necrose à volta dos seus MLs, 

foi possível concluir que estes MLs, quando injetados na língua, conseguem acumular-

se a concentrações suficientes para gerar temperaturas (44ºC) que são eficazes a nível 

terapêutico [94]. 
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Capítulo 2 – Técnicas de Caracterização e Análise  

Neste capítulo descrevem-se as técnicas de caracterização e análise utilizadas 

que permitiram analisar e caracterizar as diferentes nanopartículas produzidas e 

estudadas. 

2.1 Fundamentos de espetroscopia de absorção no UV-Visível 

2.1.1. Radiação eletromagnética 

A radiação eletromagnética é considerada como uma conjugação dos campos 

magnéticos e elétricos alternados que se propagam no espaço com o movimento de uma 

onda. O espetro eletromagnético é composto por diferentes tipos de radiação como a 

ultravioleta, visível e infravermelha, como se pode observar na figura 2.1 [1]. 

 

Figura 2.1: O espetro eletromagnético (Adaptado de [1]).  

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

comprimento de onda ou frequência, que podem ser relacionados através da seguinte 

equação [1]: 

𝑣 = 𝑐/𝜆  (2.1) 

sendo que v representa a frequência (s
-1

), c é a velocidade da luz no vácuo (3×10
8 

ms
-1

) 

e λ representa o comprimento de onda (m). Em espetroscopia de absorção UV-Visível, 

o comprimento de onda é geralmente expresso em nanómetros, sendo que 1 nm é o 

equivalente a 10
-9 

m [1]. 

A equação 2.2 mostra que radiação de menor comprimento de onda possui uma 

energia mais alta, como é o caso da radiação UV. Em alguns casos, a energia é 
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suficiente para que aconteçam reações fotoquímicas indesejadas quando se procede à 

medição dos espetros das amostras [1]. 

Por outro lado, a energia associada à radiação eletromagnética pode ser definida 

pela equação: 

E = ℎ𝑣 (2.2) 

sendo que E representa a energia (em Joule), h representa a constante de Planck 

(6.62×10
-34

 Js) e v representa a frequência (em s
-1

) [1]. 

2.1.2. Interação entre radiação e matéria 

Quando existe interação entre a radiação e a matéria, podem ocorrer diversos 

processos, como a difusão, reflexão, absorção, a fluorescência/fosforescência ou uma 

reação fotoquímica (quando se dá a absorção e rutura da ligação). Geralmente, pretende-

se que ocorra apenas a absorção, quando se procede à medição de um espetro UV-

Visível [1]. 

A radiação é uma forma de energia; deste modo a absorção da radiação pela 

matéria pode causar o aumento do conteúdo energético nos átomos 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 =  Eeletrónica +  Evibracional +  Erotacional  (2.3) 

A energia total de uma molécula não é dada de uma forma contínua, isto porque 

possui uma série de níveis ou estados discretos. Deste modo, dentro das suas diferentes 

energias constituintes, a energia rotacional é a menos energética e a energia eletrónica é 

a mais energética [1]. 

Os fotões de radiação UV, em alguns átomos ou moléculas, possuem energia 

suficiente para causar transições entre os diferentes níveis eletrónicos, movendo um 

eletrão de um nível de energia inferior para um nível de maior energia. No caso dos 

átomos, estas transições resultam na obtenção de bandas de absorção estreitas que, por 

serem correspondentes a diferentes níveis energéticos, são característicos das diferentes 

espécies, como se pode observar na figura 2.2 [1]. 
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Figura 2.2: Transições eletrónicas e espetro de absorção UV-Visível de átomos [1]. 

Mas, no caso das moléculas, observa-se uma sobreposição dos níveis energéticos 

vibracionais e rotacionais aos níveis energéticos eletrónicos. Verifica-se a ampliação 

das riscas para este caso, isto porque se dão várias transições com diferentes níveis 

energéticos. As riscas podem ser ainda mais largas nas soluções em que existem 

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

 

Figura 2.3: Transições eletrónicas e espetro de absorção UV-Visível de moléculas 

(Adaptado de [1]).  

2.1.3. Transmitância e absorvância 

Quando se dá uma interação entre a radiação 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 cálculo da diferença entre a radiação 

incidente (I0) e a radiação transmitida (I) (figura 2.4) [2]. 
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Figura 2.4: Esquema ilustrativo da absorção de luz [2]. 

Assim, a quantidade de luz que é absorvida pela amostra pode ser expressa como 

transmitância ou absorvância. A transmitância (T) pode então ser definida pela seguinte 

equação [1; 2]: 

𝑇 =  
𝐼

𝐼0
  ou  %𝑇 =  

𝐼

𝐼0
× 100   (2.4) 

A absorvância, é definida pela seguinte equação: 

𝐴 = − log10 𝑇  (2.5) 

Para a maior parte das aplicações, os valores obtidos para a absorvância podem 

ser utilizados desde que a relação entre a absorvância e a concentração da amostra seja 

linear. Por outro lado, a absorvância de uma solução aumenta com o aumento da 

atenuação do feixe luminoso [1; 2].  

2.1.4. Níveis de energia 

Tanto moléculas como átomos possuem energia. Assim, os átomos possuem 

energia eletrónica e cinética, enquanto as moléculas apresentam energia eletrónica, 

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 átomo (figura 2.5), sendo que isto se deve ao facto de cada estado eletrónico de 

uma molécula ter associados a si vários estados rotacionais e vibracionais [3]. 
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Figura 2.5: Esquema do diagrama dos diferentes níveis energéticos de uma molécula 

(Adaptado de [3]). 

Uma transição molecular, à temperatura ambiente ocorre a partir do primeiro 

nível vibracional do estado eletrónico fundamental para níveis rotacionais ou 

vibracionais dos diferentes estados excitados. A banda de absorção de uma transição 

eletrónica é composta para um conjunto de transições quase contínuo. No caso das 

soluções, as diferenças entre os níveis rotovibracionais são menores que as observadas 

para o estado gasoso, devendo-se isto às interações soluto-solvente [3].  

A estrutura das moléculas no seu estado fundamental apenas permite que 

ocorram determinadas mudanças de energia. A energia fornecida aos eletrões numa 

determinada orbital deve ser a necessária para que estes transitem para uma orbital 

energética de maior energia. Verifica-se que a absorção dos fotões é demasiado rápida 

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

Na maior parte das moléculas estáveis, verifica-se que todas as orbitais de 

ligação já se encontram preenchidas por eletrões na sua totalidade pelo que, a transição 

necessita ser bastante rápida, pois não permite a mudança de posição dos eletrões e estes 

devem estar entre orbitais sobrepostas. Assim, os eletrões de ligação vão-se mover 

maioritariamente para as orbitais antiligantes correspondentes. As orbitais do estado 

fundamental, envolvidas podem ser ligantes (σ, π) ou não-ligantes (n) e anti-ligantes (σ* 

e π*). A transição de um eletrão de uma orbital ligante para a sua correspondente orbital 

anti-ligante σ* é referida como transição σ-σ*, enquanto a transição de um eletrão de 

uma orbital ligante π para a sua orbital anti-ligante correspondente é referida como uma 

transição π-π* (figura 2.6). A absorção de radiação UV-visível pode levar a outras 
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transições eletrónicas como n-σ* e n-π*. As transições n-σ* e σ-σ* ocorrem geralmente 

na região UV entre os 150 e os 250 nm e requerem uma maior quantidade de energia, 

sendo estas transições absorvedores relativamente fracos. A maior parte do espetro UV-

visível envolve transições como n-π* e π-π* (mais intensa), sendo que estas orbitais 

geralmente se sobrepõem [4]. 

Um espetro representa a absorvância de uma substância como função do 

comprimento de onda da radiação. O espetro vai apresentar picos nos comprimentos de 

onda onde existem diferenças de energia entre transições n-π* e π-π* [4].  

Em moléculas, cada ligação covalente tem orbitais σ e σ* correspondentes. Cada 

ligação dupla terá orbitais π e π* correspondentes. Numa molécula, cada par solitário de 

eletrões têm uma orbital n correspondente, como é o caso dos átomos de azoto, dado 

que têm cinco eletrões e maioritariamente três ligações covalentes. Um exemplo de um 

caso de dois pares de eletrões solitários é o de átomos de oxigénio, que possuem seis 

eletrões e no máximo duas ligações covalentes [4]. 

 

Figura 2.6: Transições eletrónicas entre orbitais moleculares σ, π e n (Adaptado de [4]). 

2.1.5. Lei de Lambert-Beer 

Quando uma espécie absorvente é atravessada por um feixe de radiação 

eletromagnética (figura 2.7), verifica-se uma diminuição da intensidade devido a vários 

processos, como absorção, reflexão ou fenómenos de dispersão. Se forem considerados 

apenas os processos de absorção, as intensidades dos feixes transmitido (I) e incidente 

(I0) podem ser relacionados através da utilização da equação [3]: 

I = 𝐼0 10−𝜀(𝜆)𝑐𝑏 (2.6) 
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onde ε (l mol
-1

 cm
-1

) representa o coeficiente de absorção, c (mol l
-1

) representa a 

concentração da espécie absorvente no meio e b (cm) representa o percurso ótico da 

radiação no meio [3]. 

 

Figura 2.7: Diagrama dos vários processos ocorridos durante a absorção de um feixe 

eletromagnético por uma solução (Adaptado de [3]). 

A razão entre as intensidades dos feixes incidente e transmitido é medida 

experimentalmente através da transmitância. Existem casos em que a transmitância é 

nula (I=0) quando um meio é totalmente absorvente, ou unitária (I=I0) quando um meio 

é completamente transparente. A transmitância é normalmente substituída pela 

absorvância, devido ao fato de esta variar de forma linear com a concentração, percurso 

ótico e coeficiente de absorção molar [3]: 

𝐴 =  − log10 𝑇 =  𝜀(𝜆)𝑐𝑏  (2.7) 

A lei de Lambert-Beer pode apresentar desvios no que diz respeito à linearidade 

da relação da absorvância com a concentração, tornando esta lei limitada. Assim, estes 

desvios acontecem em casos em que a concentração da substância a ser medida é muito 

alta (> 0,01 M), resultante da variação do coeficiente de absorção molar. Outros desvios 

podem dever-se à existência de reações secundárias entre a amostra a ser medida e o 

solvente, quando a radiação utilizada não é estritamente monocromática e, por fim, 

quando existem limitações instrumentais [2; 3]. 

2.1.6. Espetrofotómetro e seu funcionamento 

O espetrofotómetro é um instrumento utilizado para medir a transmitância e a 

absorvância de uma amostra em função do comprimento de onda da radiação 

eletromagnética. Este instrumento é compostos principalmente por: uma fonte de 

radiação de banda larga, um dispositivo de dispersão que seleciona um dado 

comprimento de onda a partir da banda larga fornecida pela fonte, uma área de amostra, 
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um ou mais detetores para medir a intensidade da radiação, um conversor analógico-

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

Os espetrofotómetros de UV-Visível usam geralmente fontes contínuas, como a 

combinação de lâmpadas de deutério (região do UV) e tungsténio-halogénio (região do 

visível), existindo ainda uma fonte de luz alternativa pela utilização de uma lâmpada de 

xénon que abrange as regiões do UV e visível. A luz passa depois por um 

monocromador, que consiste numa fenda de entrada, sistemas de dispersão (que podem 

ser primas ou grelhas holográficas) e uma fenda de saída. A luz passa depois pela 

amostra, sendo que incide posteriormente num detetor, que vai proceder à conversão do 

sinal luminoso em elétrico. 

Num espetrofotómetro convencional de feixe simples (figura 2.8), a absorvância 

é determinada através da medição da intensidade luminosa que atinge o detetor no 

branco (sem amostra) comparativamente com a intensidade luminosa que atinge o 

detetor após passar pela amostra. Este design é apropriado para medir a absorvância 

num único ponto do espetro, mas demonstra ser menos adequado para a medição de 

diferentes compostos em diferentes comprimentos de onda [1]. 

 

Figura 2.8: Esquema de um espetrofotómetro convencional de feixe simples (Adaptado 

de [1]). 

Um espetrofotómetro de feixe-dividido (figura 2.9) é idêntico ao 

espetrofotómetro 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 idênticos 

mas separados. Esta configuração permite a leitura simultânea do branco e da amostra. 

O design deste espetrofotómetro fornece alta estabilidade, boa razão sinal/ruído, mas 

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

2.2 Fundamentos de espetroscopia de fluorescência 

A espetroscopia de fluorescência é uma das técnicas óticas mais amplamente 

utilizadas em áreas como a biologia celular e a bioquímica. Esta é uma técnica de alta 

sensibilidade e versatilidade, sendo os espetrofluorímetros, os instrumentos geralmente 

utilizados [5]. 

Assim a absorção de um fotão de energia adequada vai provocar uma transição 

eletrónica a partir do estado fundamental para um estado excitado. Como a molécula se 

encontra num estado eletrónico excitado, a energia deverá ser dissipada para que seja 

possível que a molécula volte ao seu estado fundamental, sendo estes processos 

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

A absorção de um fotão a partir do nível vibracional mais baixo do estado 

fundamental (S0) para estados eletrónicos e vibracionais mais elevados (como o S1 e S2) 

é um processo bastante rápido (10
-15

 s). O relaxamento do eletrão ocorre rapidamente 

para estados energéticos mais baixos (entre 10
-10 

e
 
10

-12
 s) para o nível vibracional mais 

baixo do primeiro estado excitado (S1), sendo este processo conhecido como conversão 

interna. Os processos de perda energética do estado excitado são radiativos e 

não-radiativos, quando não se verifica a existência de reações fotoquímicas. A 

fluorescência é um processo de perda de energia por via radiativa, onde se dá a 

libertação de um fotão a partir do primeiro estado singleto excitado para o estado 

fundamental. Por outro lado, existem casos em que um eletrão se move de um estado 

singleto excitado para um estado tripleto excitado, sendo este um cruzamento 

intersistemas. A fosforescência é o processo de emissão de um fotão, quando um eletrão 

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 excitação de um 

eletrão por absorção de um fotão (hA) para estados eletrónicos superiores S1 ou S2. O 

eletrão volta ao estado fundamental, S0, a partir do nível vibracional mais baixo de S1. A 

fluorescência é observada pela libertação do fotão (hF). As setas sólidas e tracejadas 

representam, respetivamente, transições eletrónicas radiativas e não radiativas 

(Adaptado de [5]). 

Assim, pode-se definir a espetroscopia de fluorescência como a técnica 

resultante no espetro da radiação emitida por uma molécula ou átomo quando se dá o 

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

2.2.1. Estados eletrónicos 

Uma população de moléculas encontra-se normalmente no seu nível eletrónico 

fundamental (S0). Quando os eletrões dessa população absorvem radiação, verifica-se a 

passagem do seu nível eletrónico fundamental para um estado excitado (Sn). Os estados 

excitados de uma molécula podem ser divididos entre singletos (Sn) e tripletos (Tn). Um 

eletrão gira em torno do seu próprio eixo, criando localmente um pequeno íman com um 

spin (s), pelo que os estados Sn e Tn resultam do número quântico de spin. Assim, o 

Princípio de Exclusão de Pauli refere que dois eletrões que se encontram dentro de uma 

orbital definida não podem possuir quatro números quânticos iguais, pelo que se vão 

diferenciar no número de spin. Deste modo, os dois números de spin atribuídos a um 

eletrão podem ser +1/2 e -1/2, pelo que dois eletrões que se encontrem na mesma orbital 

vão possuir rotações opostas [7].  

De modo a quantificar os spins dos eletrões é utilizada a multiplicidade (M), que 

é um parâmetro que pode ser definido pela seguinte equação [7]: 
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𝑀 = |𝑠1 + 𝑠2| × 2 + 1 (2.8) 

Assim, tem-se um estado singleto S, quando os spins são paralelos (M = 1). O 

estado tripleto T resulta da existência de spins antiparalelos (M = 3) (figura 2.11). 

 

Figura 2.11: Configuração do spins dos eletrões nos estados singleto (M=1) e tripleto 

(M=3) (Adaptado de [7]). 

Como foi referido anteriormente, um eletrão de uma população de moléculas, 

quando absorve radiação, vai passar do seu nível eletrónico fundamental singleto, S0, 

para um estado excitado, Sn (n ≥ 1). Uma molécula excitada regressará a S0, seguindo 

dois passos sucessivos. Em primeiro lugar, a molécula no estado Sn volta ao menor 

estado excitado S1 devido ao fenómeno de conversão interna, que se baseia na 

dissipação de parte da energia da molécula para o meio envolvente. O segundo passo 

baseia-se no fato de a molécula atingir o estado fundamental S0 a partir do estado 

excitado S1, com recurso a diferentes processos competitivos. Entre esses processos 

encontra-se a emissão de um fotão (fluorescência), dissipação de parte da sua energia 

para moléculas na proximidade, dissipação de parte da energia absorvida para o meio 

sob a forma de calor. Para além dos processos competitivos já referidos, existe ainda a 

passagem do estado excitado S1 para o estado tripleto T1 [7].  

Os processos pelos quais se dá a desexcitação da molécula do estado tripleto são 

idênticos aos descritos anteriormente para a desexcitação do estado singleto, sendo eles 

a emissão de um fotão (fosforescência), transferência de energia para uma molécula por 

colisão ou à distância (figura 2.12) e a dissipação de energia não-radiativa [7]. 



54 
 

 

Figura 2.12: Diagrama das transições eletrónicas de Jablonski (Adaptado de [7]). 

2.2.2. Tempo de vida de fluorescência 

Por outro lado, as moléculas depois de serem excitadas, mantêm-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 fluorescência. Este é igual ao tempo durante o qual as moléculas, após 

excitação, ficam no estado excitado, sendo que esse intervalo de tempo pode variar 

entre grandezas de nanossegundos (10
-9

 s) ou picossegundos (10
-12

 s). O tempo de vida 

de fluorescência (τF) pode ser definido pela seguinte equação [7]:  

𝜏𝐹 =  
1

𝑘
=  

1

𝑘𝑟+𝑘𝑖𝑠𝑐+𝑘𝑖
 (2.9) 

sendo que kr representa a constante radiativa, ki representa a constante de desexcitação 

de conversão interna e, por fim, kisc designa a constante de cruzamento entre sistemas.A 

equação 2.9 resulta da participação dos processos radiativos e não radiativos na 

desexcitação do fluoróforo. Assim, o tempo de vida de emissão de um fotão pode ser 

dado por 1/kr dado que este deve ser medido de forma independente relativamente aos 

outros processos que atuam na desativação da molécula. Mas, como estes ocorrem de 

forma paralela ao processo radiativo, torna-se impossível eliminá-los no decorrer das 

medições práticas do tempo de vida [7]. 
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2.2.3. Rendimento quântico de fluorescência 

O rendimento quântico de fluorescência (ФF) representa o número de fotões 

emitidos pela via radiativa relativamente ao número de fotões que são absorvidos pela 

molécula e é dado pela seguinte equação [7]: 

ФF =  
𝑛.º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑡õ𝑒𝑠 𝑒𝑚𝑖𝑡𝑖𝑑𝑜𝑠

𝑛.º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑡õ𝑒𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑖𝑑𝑜𝑠
=  

𝑘r

𝑘r+𝑘i+𝑘isc
 (2.10) 

sendo que kr representa a constante radiativa, ki representa a constante de desexcitação 

devido ao efeito da temperatura e, por fim, kisc designa a constante de cruzamento entre 

sistemas [7]. 

2.2.4. Anisotropia de fluorescência 

Os fluoróforos absorvem de forma preferencial os fotões cujos dipolos elétricos 

se encontrem alinhados paralelamente ao seu momento de transição. Assim, quando 

fluoróforos em situação de difusão livre são excitados com luz polarizada, a luz emitida 

será depois despolarizada, como resultado da difusão rotacional que ocorre durante o 

tempo de vida do estado excitado. Para concentrações baixas de fluoróforos, a taxa de 

difusão rotacional dos fluoróforos determina a extensão da polarização da luz emitida. 

No caso dos tempos de difusão rotacional serem inferiores ao tempo de vida do 

fluoróforo, considera-se que a fluorescência é despolarizada, mas no caso dos tempos de 

difusão rotacional serem superiores ao tempo de vida do fluoróforo, considera-se que a 

emissão de fluorescência mantém-se polarizada de forma parcial [5; 8]. 

A anisotropia de fluorescência (r) pode ser calculada em estado estacionário com 

recurso à excitação da amostra com luz polarizada, em geral, verticalmente. Por outro 

lado, são adicionados polarizadores orientados de forma paralela ou perpendicular à 

direção da excitação polarizada. Assim, é possível avaliar-se a extensão da 

despolarização através da determinação da intensidade de luz emitida que se encontra 

paralela (I║) e perpendicularmente (I
┴
) à luz excitada, através da equação [6; 5]. 

𝑟 =  
𝐼║−𝐼

┴

𝐼║+2𝐼
┴

 (2.11) 

em que r é a anistrotopia de fluorescência. 

Na medição experimental da anisotropia, é considerada a sensibilidade do 

fotomultiplicador, sendo que esta é dependente das direções dos polarizadores 

adicionados ao sistema. Neste sentido, torna-se necessário corrigir esta sensibilidade, 
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utilizando-se a razão das medidas de luz de excitação polarizadas verticalmente e 

horizontalmente, tendo-se atribuído a esta razão o nome de fator G, que é descrito pela 

seguinte equação [6]:  

𝐺 =   
𝐼𝐻𝑉

𝐼𝐻𝐻
  (2.12) 

 

Figura 2.13: Esquema representativo das medições de anisotropia com adição de 

polarizadores orientados de forma perpendicular e paralela [6]. 

Na figura 2.13 acima, é possível observar as medições de anisotropia com a 

adição de diferentes polarizadores. Assim V representa os polarizadores orientados 

verticalmente e H os polarizadores orientados horizontalmente. Por outro lado, VV e 

HH representam a excitação e emissão polarizadas paralelamente, pelo que VH e HV 

representam a excitação e emissão polarizadas de forma perpendicular. Tendo isto em 

conta, o valor de anisotropia pode ser calculado com a correção do fator G, sendo a 

equação resultante [6]: 

𝑟 =  
𝐼𝑉𝑉− 𝐺𝐼𝑉𝐻

𝐼𝑉𝑉+ 2𝐺𝐼𝑉𝐻
 (2.13) 

A anisotropia de fluorescência pode também ser relacionada com o tempo de 

vida do estado excitado e o tempo de correlação rotacional da molécula fluorescente, 

através da equação [9]: 

1

𝑟
=  

1

𝑟0
 (1 +

𝜏

𝜏𝑐
) (2.14) 

sendo r0 a anisotropia fundamental ou intrínseca, τ o tempo de vida do estado excitado e 

τc o tempo de correlação rotacional, dado por c =
𝑉h 

𝑘𝑇
 (em que Vh é o volume 

hidrodinâmico,  é a viscosidade do meio, k a constante de Boltzmann e T a 

temperatura absoluta). 
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2.2.5. Transferência de Energia de Ressonância (FRET) 

No presente trabalho, foi avaliada a interação não-específica dos 

magnetolipossomas produzidos com modelos de membranas celulares (GUVs), 

utilizando-se, para isso, a transferência de energia de ressonância entre um fluoróforo 

doador e um fluoróforo aceitador [10]. Esta é uma técnica de grande utilidade para 

sondar interações macromoleculares, para além de ser uma técnica sofisticada que exige 

a determinação exata de parâmetros espetroscópicos críticos [11]. A formação da dupla 

camada lipídica nos magnetolipossomas sólidos foi também investigada por FRET. 

O processo de FRET (do inglês, Förster Resonance Energy Transfer) é um 

processo que envolve a transferência de energia não radiativa entre uma molécula 

doadora fotoexcitada e uma molécula aceitadora de espécie diferente, sendo que este 

processo se dá para distâncias doador-aceitador entre os 10 e os 100 Ǻ (10
-9 

a
 
10

-8
 m) 

[10; 12]. 

Este processo baseia-se no facto de uma molécula doadora (D) absorver 

radiação, sendo que essa molécula transita para um estado eletrónico de maior energia. 

Antes que se dê o decaimento para o estado fundamental, a proximidade a outra 

molécula vai resultar na transferência de energia não radiativa de D para uma molécula 

aceitadora (A). Este processo poderá levar ao relaxamento para o seu estado 

fundamental pela emissão de um fotão de menor energia, através de uma interação 

induzida de dipolo-dipolo e fortemente dependente da distância de separação 

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 aplicações práticas 

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

De modo a garantir-se uma alta eficiência de transferência, é necessária a 

seleção cuidadosa de um par doador-aceitador, que também fornece dois parâmetros 

mensuráveis, a fotoemissão do doador após a inibição de fluorescência e o aumento da 

fluorescência do aceitador. De outro modo, uma boa sobreposição espetral é importante 

para uma elevada eficiência da transferência de energia, assim como a seleção do 

comprimento de onda de excitação, de modo a que este coincida com o valor mínimo do 

espetro de absorção do aceitador, reduzindo assim as contribuições resultantes da 

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

em conta três condições [11]: 

1. Deve haver uma sobreposição espetral entre a emissão do doador e a 

absorção do aceitador (figura 2.14). 

2. O alinhamento entre os fluoróforos doador e aceitador deve ser suficiente 

para que se dê a indução do dipolo aceitador pelo doador, no caso de 

moléculas rígidas. 

3. A molécula doadora e aceitadora deve encontrar-se a uma distância mínima 

(entre os 10 e os 100 Å) para maximizar a probabilidade de FRET. 

  

Figura 2.14: Ilustração da sobreposição espetral entre o espetro de emissão do doador e 

a absorção do aceitador (Adaptado de [9]). 

Para medir a eficiência de transferência por FRET quando a molécula está 

excitada, existem quatro formas principais, sendo elas [11]: 

1. Diminuição do tempo de vida da molécula doadora. 

2. Diminuição da intensidade de emissão de fluorescência do doador no estado 

estacionário. 

3. Aumento da intensidade de emissão de fluorescência do aceitador no estado 

estacionário. 

4. Mudança da polarização de fluorescência. 

A eficiência de FRET, ФFRET, é definida como a proporção de moléculas 

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

pode ser obtida tomando-se a razão das intensidades de fluorescência integradas do 

doador na presença do aceitador (FDA) e na ausência do aceitador (FD) [9]: 

Ф𝐹𝑅𝐸𝑇 = 1 −
𝐹𝐷𝐴

𝐹𝐷
 (2.15) 
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A distância entre as moléculas doadora e aceitadora pode ser determinada 

através da eficiência de FRET, pela seguinte equação: 

𝑟𝐴𝐷 =  𝑅0 × [
1−Ф𝐹𝑅𝐸𝑇

Ф𝐹𝑅𝐸𝑇
]

1/6

 (2.16) 

onde R0 é o raio Förster (distância crítica), que pode ser obtido pela sobreposição 

espetral, J (λ), entre a emissão do doador e a absorção do aceitador, de acordo com as 

equações 2.17 e 2.18 (com R0 em Å, λ em nm, εA(λ) em M
-1

 cm
-1

): 

𝑅0 = 0.2108 [𝑘2Ф𝐷
0 𝑛−4𝐽(𝜆)]1/6  (2.17) 

𝐽 (𝜆) =  ∫ 𝐼𝐷(𝜆)
∞

0
𝜀𝐴(𝜆)𝜆4𝑑𝜆  (2.18) 

onde k
2
= 2/3 é o fator orientacional assumindo uma orientação aleatória das moléculas, 

Ф𝐷
0  é o rendimento quântico de fluorescência do doador na ausência de transferência de 

energia, n é o índice de refração do meio, 𝐼𝐷(𝜆) é o espetro de fluorescência do doador 

normalizado para que ∫ 𝐼𝐷(𝜆)
∞

0
𝑑𝜆 = 1, e εA(λ) é o coeficiente de absorção molar do 

aceitador. 

O rendimento quântico de fluorescência, ФS, do doador de energia em 

magnetolipossomas pode ser determinado pelo método do padrão: 

Ф𝑠 =  [(𝐴𝑟𝐹𝑠𝑛𝑠
2)(𝐴𝑟𝐹𝑟𝑛𝑟

2)]Ф𝑟 (2.19) 

onde A é a absorção no comprimento de onda de excitação, F é a área de emissão 

integrada e n é o índice de refração dos solventes. Os subscritos referem-se ao composto 

de referência (r) ou à amostra (s) [9].  

2.2.6. Espetrofluorímetro e seu funcionamento 

O espetrofluorímetro é o instrumento geralmente utilizado para medir a emissão 

de fluorescência (figura 2.15). Assim, este é constituído por uma fonte luminosa, 

geralmente uma lâmpada de xénon ou mercúrio. A radiação proveniente desta fonte 

passa através de um monocromador de excitação, 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 fluorescência é geralmente medida na direção perpendicular à direção da luz 

de excitação. A luz emitida é depois recolhida num segundo monocromador (de 

emissão), que vai proceder à seleção de uma gama particular de comprimentos de onda 

a serem medidos. A luz é assim enviada para um tubo fotomultiplicador, onde a 

intensidade de fluorescência é medida. As eficiências quânticas dos tubos 
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fotomultiplicadores típicos encontram-se entre os 10 e os 15%. Nos espetrofluorímetros, 

é possível acionar individualmente um dos monocromadores, para se obterem espetros 

de emissão ou excitação [13]. 

 

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

Os espetrofluorímetros são equipamentos de maior complexidade do que os 

espetrofotómetros, em fatores como o facto da intensidade de iluminação se modificar 

com o tempo. Para corrigir esta situação, utiliza-se geralmente um segundo detetor de 

luz (fotodíodo), de modo a ser possível medir-se a intensidade de iluminação e a saída 

do fotomultiplicador é dividida pela sua intensidade. Outro fator reside no fato de as 

fontes luminosas utilizadas não produzirem a mesma intensidade nos diferentes 

comprimentos de onda. Por fim, o último fator encontra-se no facto dos 

fotomultiplicadores não serem sensíveis de igual modo em todos os comprimentos de 

onda. Pode-se proceder à correção do segundo e terceiro fatores, pela obtenção de 

espetros absolutos contrariamente à obtenção de espetros relativos [13]. 

2.3 Difração de Raios-X 

A difração de raios-X (XRD, do inglês X-Ray Diffraction) é uma técnica não-

destrutiva poderosa que permite a caracterização de materiais cristalinos. Esta técnica 

fornece informação sobre a estrutura cristalina, fase, orientação preferida de cristal 
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(textura) e também outros parâmetros estruturais, tais como o tamanho médio do grão, 

cristalinidade e possíveis defeitos ou deformações do cristal em análise [15].   

A análise por XRD tem como principais aplicações a identificação/quantificação 

da fase cristalina; medição da tensão, do tamanho médio do cristalito ou efeitos de 

microtensão em filmes finos ou materiais a granel, assim como a quantificação da 

orientação preferencial em conjuntos de multicamadas, peças fabricadas ou filmes finos 

e, por fim, a determinação da razão entre os materiais cristalinos e amorfos em filmes 

finos e materiais a granel [15]. 

Esta técnica tem como pontos fortes ser uma técnica não-destrutiva, como 

anteriormente referido, assim como permitir a medição quantitativa da orientação de 

fase e textura, serem necessários poucos ou nenhuns requisitos de preparação da 

amostra e as condições ambientais para todas as análises. Contudo, esta técnica também 

apresenta alguns pontos fracos, sendo eles o fato de não fornecer nenhuma informação 

sobre a profundidade do perfil; a amostra tem de ter um tamanho mínimo de 

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

A análise é realizada pela obtenção de picos. Esses picos são produzidos pela 

interferência construtiva de um feixe monocromático de raios-X, que é difratado em 

ângulos específicos de cada conjunto de planos de rede numa determinada amostra [15]. 

A interação dos raios incidentes com a amostra produz interferência construtiva (e um 

raio difratado) quando as condições satisfazem a Lei de Bragg, que é definida pela 

equação [16]: 

𝜆 = 2𝑑 sin 𝜃  (2.20) 

onde θ é o ângulo de incidência e d é a distância entre os planos atómicos.  

Assim, o padrão de XRD é como uma impressão digital dos arranjos atómicos 

periódicos num determinado material e, através de uma pesquisa na base de dados do 

ICDD (International Center for Diffraction Data), é possível proceder-se à 

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

2.4 Microscopia Eletrónica de Transmissão (TEM) 

A microscopia eletrónica de transmissão (TEM, do inglês, Transmission 

Electron Microscopy) é a técnica geralmente escolhida para a análise da microstrustura 



62 
 

interna dos espécimes, assim como a avaliação de nanoestruturas como filmes finos, 

fibras ou partículas e, imagiologia de átomos [17].  

A figura 2.16 mostra a composição típica de um microscópio eletrónico de 

transmissão, que engloba o feixe de eletrões, lentes condensadoras, objetivas e de 

projetor, assim como um conjunto de aberturas e detetores para recolha dos sinais 

emitidos pela amostra durante a sua análise [17]. 

Assim, nos microscópios eletrónicos de transmissão, o feixe de eletrões é 

geralmente acelerado a 80-300 kV, para que consiga atravessar um 1μm do material em 

análise. Para imagiologia de rotina são utilizadas energias de 200 a 300 keV, enquanto 

para análise de elementos mais leves, como o carbono são utilizadas energias mais 

baixas, tipicamente <100 keV, de modo a reduzir os danos nas amostras. Estes 

microscópios têm mais lentes eletromagnéticas, comparativamente com os microscópios 

eletrónicos de varrimento (SEM), que se encontram dispostas de forma sequencial ao 

longo da direção do feixe de eletrões, como uma coluna de eletrões (figura 2.16). As 

diferentes lentes apresentam diferentes funções. Assim, as lentes condensadoras são 

responsáveis por concentrar os eletrões num feixe de diâmetro e convergência 

controlados. Já as lentes objetivas procedem à focalização dos eletrões para formar a 

primeira imagem e um padrão de difração, enquando as lentes do projetor aumentam o 

padrão de imagem ou difração no sistema de deteção. Por fim, para lentes adicionais, 

pode-se proceder ao varrimento do feixe em modo STEM (microscopia eletrónica de 

transmissão por varrimento, do inglês, Scanning Transmission Electron Microscopy) 

[17]. 
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Figura 2.16: Esquema dos principais componentes de um microscópio eletrónico de 

transmissão (Adaptado de [17]). 

O feixe de eletrões passa através da amostra, sendo focados pelas lentes 

objetivas para formar uma imagem. Essa imagem pode ser monitorizada ao vivo numa 

câmara de amplo ângulo. As imagens obtidas são gravadas com recurso a um 

dispositivo de gravação paralelo, com uma matriz de pixels o maior possível. Os TEMs 

mais modernos encontram-se equipados com sistemas de deteção digital de eletrões, 

como é o caso dos dispositivos de acoplamento de carga (CCD), que são capazes de 

converter os eletrões de entrada num pulso eletrónico por pixel. Para que um 

microscópio TEM possa ser utilizado em modo STEM, é preciso ser equipado com 

detetores adicionais, de campo claro axial, BF (do inglês, axial Bright-Field) e anulares 

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

Os microscópios TEM são equipamentos sensíveis, pelo que precisam de ser 

instalados em ambientes controlados, em que não existam vibrações, se encontrem 

livres de campos eletromagnéticos dispersos e a uma temperatura constante. O controlo 

do feixe de eletrões nestes microscópios é maior do que em SEM, devido à 

sensibilidade da dispersão de eletrões a parâmetros de perfil de feixe, incluindo o 

diâmetro do ponto dos eletrões e a dispersão angular dos mesmos. A metodologia de 

otimização dos parâmetros do feixe de eletrões, o alinhamento das diferentes lentes e 

aberturas, que procedem ao bloqueio parcial do feixe de eletrões em diferentes pontos, 

deverá ser determinada para cada microscópio TEM [17]. 
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2.5 Dispositivo Supercondutor de Interferência Quântica (SQUID) 

O SQUID (do inglês, Superconducting Quantum Interference Device) é um 

dispositivo supercondutor de interferência quântica que tem sido utilizado com sucesso 

para magnetometria e medições de corrente ou voltagem em campos como a medicina e 

a metrologia [18]. Os instrumentos SQUID são bastante sensíveis e assim, as suas 

diferentes sensibilidades típicas podem ser encontradas na tabela 2.1 abaixo. 

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

Medições Sensibilidade 

Corrente 10
-12

 A / √Hz 

Campos magnéticos 10
-15

 T / √Hz 

Voltagem dc 10
-14

 V / √Hz 

Resistência dc 10
-12

 Ω 

Mutual/auto-indutância  10
-12

 H 

Momento magnético 10
-10

 emu 

 

O SQUID baseia-se na utilização de fenómenos de efeito Josephson para medir 

variações extremamente pequenas no fluxo magnético. Geralmente, este dispositivo é 

um anel supercondutor interrompido por uma ou mais junções de Josephson [19]. 

Assim, uma junção Josephson consiste em elétrodos supercondutores fracamente 

ligados, sendo que estes se encontram separados apenas por uma barreira isolante fina 

[20].  

Normalmente, a suscetibilidade magnética é medida pela aplicação de um campo 

magnético externo (H) em bobinas de deteção que, dependendo do material a ser 

estudado poderá estar numa posição vertical ou transversa [19].  
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Capítulo 3 – Procedimento Experimental 

 No presente capítulo, descreve-se o procedimento experimental utilizado, desde 

a preparação de soluções, preparação das diferentes nanopartículas e as medições 

efetuadas recorrendo às técnicas instrumentais referidas no capítulo anterior.  

3.1 Preparação das nanopartículas de Ferrite de Manganês (MnFe2O4). 

A preparação das nanopartículas de ferrite de manganês foi realizada pelo 

método de coprecipitação descrito em [1]. Em primeiro lugar, num tubo de ensaio foram 

adicionados hidróxido de sódio e água destilada, como se pode observar na tabela 3.1 

abaixo. Procedeu-se, então, ao aquecimento do tubo de ensaio fechado em banho-maria, 

com agitação constante até atingir uma temperatura de 90ºC.  

Num gobelé, misturaram-se as soluções de sulfato de manganês (II) 

monohidratado e cloreto de ferro (III) hexahidratado, com um rácio de 1:2, como se 

pode observar na tabela 3.1 abaixo. Quando a mistura de água destilada e NaOH atingiu 

os 90ºC, adicionou-se 1 mL da mistura de metais gota a gota. A agitação magnética e a 

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

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

 Concentração 

inicial (M) 

Concentração final 

(M) 

Volume inicial 

(μL) 

NaOH 18,94 2,318 612 

Fe
3+

 1 0,1 500 

Mn
2+

 0,5 0,05 500 

H2O ----------- ----------- 3388 

Total ----------- ----------- 5000 

 

No final, as nanopartículas foram lavadas várias vezes com etanol absoluto, por 

centrifugações (10000 rpm, 10 minutos) e por decantação magnética, de modo a 

retirarem-se possíveis restos dos reagentes. Por fim, as nanopartículas de ferrite de 

manganês foram secas na estufa e armazenadas até posterior utilização. 

3.1.1 Revestimento das nanopartículas de MnFe2O4 com ouro 

 O procedimento utilizado para revestir as nanopartículas de MnFe2O4 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 nanopartículas de MnFe2O4 

foram suspensas em 5 mL de água destilada. Esta suspensão foi adicionada a 25 mL de 

glicerol, sendo agitada vigorosamente, enquanto se procedia ao seu aquecimento em 

banho de óleo, com óleo de silicone, até atingir aproximadamente os 200ºC. 

Posteriormente adicionaram-se 2 mL de uma solução 0,02 M de sais de ouro, gota a 

gota. Verificou-se uma mudança de cor da mistura, de castanho-escuro para vermelho 

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

 A lavagem destas partículas foi realizada pela adição de 33 mL de etanol 

absoluto, por centrifugações (10000 rpm, 10 minutos) em falcons de 10 mL, até que 

todo o glicerol fosse removido, tornando-se assim possível secar estas nanopartículas na 

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

3.2 Preparação das nanopartículas de ouro 

As nanosferas de ouro foram preparadas como descrito em [2]. A preparação de 

510
-3

 mol/L de nanosferas de ouro foi realizada através de uma via de redução de 

citrato. Assim sendo, 500 μL de HAuCl4 foram adicionados a 9 mL de água bidestilada, 

produzindo uma solução com um leve tom amarelo, que foi depois aquecida até ao 

ponto de ebulição. 

Depois, adicionou-se à solução em ebulição 500 μL de citrato de sódio 1%, sob 

forte agitação magnética. O aquecimento foi mantido durante cerca de 5 minutos, até à 

solução mudar para uma cor próxima da cor de vinho. Depois de se verificar a mudança 

de cor, deixou-se a solução arrefecer até à temperatura ambiente e armazenou-se a 

solução com as nanosferas de Au a 4ºC.  

3.2.1 Preparação de nanopartículas de ouro e MPA 

 A preparação das nanopartículas de ouro e MPA (ácido 3-mercaptopropiónco) 

foi realizada por diferentes métodos descritos em [3] e [4], tendo sido o último aquele 

que apresentou melhores resultados. 

 Assim, usou-se um procedimento adaptado a partir de [4], em que 1524 μL de 

uma solução 0,02 M de Au foram aquecidos em banho-maria até evaporar a água 

presente na solução. Então, 12 mg de HAuCl4·3H2O foram dissolvidos em, 

aproximadamente, 30 mL de etanol absoluto, aos quais foram adicionados 659 μL 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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sódio, NaBH4, foram dissolvidos em 20 mL de etanol absoluto e esta solução foi 

adicionada, gota a gota, à mistura anterior, sob agitação magnética, que foi mantida 

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

 Estas partículas foram lavadas por centrifugação (3500 rpm, 3 minutos) em 

tubos de ensaio. O seu armazenamento deu-se por dois métodos. Num dos métodos, as 

partículas foram secas na estufa e redissolvidas em 5 mL de solução aquosa alcalina de 

pH = 11, à qual foi adicionado NaCl 1 M, até se verificar a precipitação das partículas. 

Posteriormente, estas foram secas num tubo de ensaio pesado, de modo a saber-se a 

quantidade de nanopartículas produzidas e armazenadas para posterior utilização. No 

outro método, logo após a produção das nanopartículas de Au e MPA, estas foram secas 

na estufa num tubo de ensaio pesado, para também se determinar a quantidade de 

nanopartículas produzidas, e foram depois armazenadas até posterior utilização. 

3.3 Funcionalização das diferentes nanopartículas 

 O procedimento seguido para funcionalizar as nanopartículas de Au e MPA e 

MnFe2O4 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 

nanopartículas de Au e MPA e 0,5 mg de nanopartículas de MnFe2O4, sendo que ambos 

os tipos de partículas foram dispersos em 5 mL de DMSO (dimetilsulfóxido). Aos tubos 

A e B foram adicionados, respetivamente, 10,29 e 3,52 mg de CDI (1,1’- 

Carbonildiimidazole) e os tubos foram aquecidos a 60ºC e mantidos com a tampa 

fechada durante 2 horas. As nanopartículas foram depois lavadas por centrifugações 

sucessivas a 3500 rpm durante 6 minutos.  

 Posteriormente, adicionaram-se aos tubos A e B, respetivamente, 7,37 mg de 

nanopartículas de MnFe2O4 e 15,8 mg de nanopartículas de Au e MPA. Os tubos foram 

então mantidos a 60ºC, durante cerca de uma hora. Por fim, as nanopartículas foram 

lavadas por centrifugações 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 análise, de modo a determinar a sua composição. As partículas 

foram secas na estufa a 90ºC e armazenadas para posterior utilização.    
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Tabela 3.2: Tabela Resumo das quantidades das diferentes nanopartículas utilizadas, 

assim como CDI para funcionalizar e cobrir as nanopartículas. 

Tubo Nanopartículas 

iniciais 

Peso NPs 

(mg) 

Peso CDI 

(mg) 

Nanopartículas 

na superfície 

Peso NPs 

superfície (mg) 

A Au e MPA 2,5 10,29 MnFe2O4 7,37 

B MnFe2O4 0,5 3,52 Au e MPA 15,8 

3.4 Preparação de magnetolipossomas 

3.4.1 Magnetolipossomas Aquosos (AMLs) 

O encapsulamento das nanopartículas em magnetolipossomas aquosos foi 

realizado por injeção etanólica. Assim, uma mistura de Egg-PC (1x10
-3 

M) e composto 

antitumoral A3 em etanol (2x10
-6 

M) foi injetada, gota a gota, nas diferentes soluções 

aquosas das diferentes nanopartículas preparadas anteriormente, sob agitação no vórtex 

na velocidade máxima, de modo a que as soluções se encontrassem bem dispersas. 

Assim, torna-se possível obter lipossomas com 10
-3

 M de lípido e 210
-6 

M de 

composto, como descrito em [7-9]. As nanopartículas não encapsuladas foram 

removidas por decantação magnética, pois as nanopartículas não encapsuladas 

respondem melhor ao campo magnético aplicado do que as nanopartículas que se 

encontram encapsuladas. 

3.4.2 Magnetolipossomas Sólidos (SMLs) 

A preparação de magnetolipossomas sólidos foi realizada de acordo com o 

descrito em [10]. Assim, adicionaram-se a tubos de ensaio, as diferentes nanopartículas 

sintetizadas e procedeu-se à sua deposição magnética. Caso esta não fosse possível, 

adicionou-se ao tubo 1 mL de água ultrapura e centrifugou-se a 6000 rpm durante 3 

minutos, de modo a depositar apenas as nanopartículas. Depois, retirou-se todo o 

sobrenadante e adicionam-se 10 μL de água ultrapura. A amostra foi então 

ultrassonificada durante um minuto a 189 W e adicionaram-se 3 mL de clorofórmio, 

dando-se a formação de agregados de nanopartículas (figura 3.1).  

Depois da formação destes agregados de nanopartículas, procedeu-se à injeção 

da primeira camada lipídica de DPPC (1x10
-3 

M), acima da temperatura de transição de 

fase, ou seja, a 45 ºC, seguida de uma nova injeção do lípido DPPC, após lavagem. 
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Entre cada injeção de lípido, deve-se proceder à lavagem por decantação magnética, de 

modo a eliminar as nanopartículas que não se encontrem encapsuladas.  

Para confirmar a formação da bicamada lipídica nos SMLs, realizaram-se 

ensaios de FRET. Para tal, o lípido marcado com NBD (nitrobenzoxadiazole) 

NBD-C6-HPC (2x10
-6 

M) foi injetado junto com a primeira camada lipídica, enquanto o 

lípido marcado com Rodamina Rh-DOPE (2x10
-6 

M), foi injetado junto com a segunda 

camada lipídica (figura 3.2). 

Para comparação, foram preparados SMLs marcados apenas com NBD-C6-HPC 

e ainda SMLs marcados apenas com Rh-DOPE. 

 

 

Figura 3.1: Agregados de NPs em água, em 3 mL de clorofórmio, antes da injeção da 

primeira camada lipídica.  

 

Figura 3.2: Estruturas dos diferentes lípidos marcados com sondas fluorescentes 

utilizados (Adaptado de [11]). 
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Para a realização dos ensaios de irradiação, foram preparados 

magnetolipossomas sólidos marcados com Rodamina. No caso das nanopartículas de 

MnFe2O4 decoradas com nanopartículas de Au, foram utilizados o lípido DOPE     

(1x10
-3 

M) para a injeção da primeira camada lipídica (à temperatura ambiente, dado 

que a sua temperatura de transição de fase se situa nos -16ºC), o lípido DPPE (1x10
-3 

M) 

para a injeção da segunda camada lipídica (acima dos 70º C), junto com o lípido 

marcado Rh-DOPE (2x10
-6 

M). De igual modo, procedeu-se à lavagem por decantação 

magnética, entre cada injeção lipídica, de modo a eliminar as nanopartículas que não se 

encontrem encapsuladas. 

3.5 Preparação de modelos de membrana 

Para a preparação de modelos de membrana foram utilizados GUVs de Egg-PC 

(lecitina do ovo) (1x10
-3 

M) e lecitina de soja (1x10
-3

 M). De modo a marcar-se a 

membrana para estudos de FRET, foram utilizados os seguintes marcadores 

fluorescentes: 

 NBD-C6-HPC (2x10
-6

 M), excitação/emissão máxima – 464/536 nm 

 Nile Red (2x10
-6 

M), excitação/emissão máxima – 553/637 nm (figura 3.3) 

 

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

Os GUVs foram preparados a partir da formação de um filme lipídico, através de 

evaporação por uma corrente de azoto ultrapuro, que passa numa solução que contém 

1x10
-3 

M de Egg-PC e 2x10
-6 

M dos marcadores NBD-C6-HPC e Nile Red. O filme é 

pré-hidratado pela adição de 40 μL de água e foi incubado a 45 ºC, durante quinze 

minutos. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de uma solução de glucose 0,1M e 

volta-se a incubar a 37 ºC, durante duas horas. Por fim, a solução é centrifugada a 

14000g (12000 rpm) durante trinta minutos. Assim, remove-se qualquer tipo de 

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

Os ensaios de transferência de energia (FRET) permitem avaliar a interação 

não-específica dos magnetolipossomas com os modelos de membrana celular (GUVs). 

Assim, foram incorporados nos magnetolipossomas um lípido marcado NBD-C6-HPC, 

que funciona como doador de energia, enquanto o corante hidrofóbico Nile Red 

funciona como aceitador de energia. Estes ensaios permitem investigar a possibilidade 

de internalização do fármaco e se este será capaz de sair dos magnetolipossomas para se 

localizar nas células-alvo. 

3.7 Ensaios de irradiação 

Para a realização dos ensaios de irradiação, foram preparados 

magnetolipossomas sólidos contendo as diferentes nanopartículas produzidas, como 

descrito no capítulo 3.1, incorporando-se nos mesmos o lípido Rh-DOPE, marcado com 

a sonda fluorescente rodamina. 

Os ensaios realizados são semelhantes aos relatados por Chiu e Chu [14], 

tendo-se utilizado uma lâmpada de arco de Xénon de 200 W, que foi conectada à 

câmara do porta-amostras do espetrofluorímetro SPEX320 Fluorolog
®
 2, através de uma 

entrada frontal como mostrado na figura 3.4, para irradiar os magnetolipossomas sólidos 

preparados que continham as diferentes nanopartículas sintetizadas.  

 

Figura 3.4: Imagem da disposição da fonte de energia e fibra ótica em relação ao 

espetrofluorímetro SPEX Fluorolog
®

 2. 
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No interior da câmara 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. 

 

Figura 3.5: Disposição do suporte, filtro e fibra ótica no interior da câmara do porta-

amostras. 

Os parâmetros utilizados para os diferentes ensaios encontram-se resumidos na 

tabela 3.3. 

Tabela 3.3: Tabela resumo dos parâmetros experimentais utilizados nos ensaios de 

irradiação das diferentes nanopartículas. 

Parâmetros Filtro λexc> 600 

nm 

λexc (nm) 515 

λem (nm) 585 

Tempo total (s) 7200 

Incremento de tempo (s) 360 

Modo de aquisição  s&r 

 
Procedeu-se ainda ao registo da temperatura das diferentes soluções, antes e 

após a realização dos ensaios. Por fim, os valores de intensidade obtidos foram 

normalizados.  

3.8 Avaliação das propriedades magnéticas  

As medições de propriedades magnéticas foram realizadas no Instituto de Física 

dos Materiais da Universidade do Porto (IFIMUP), utilizando um magnetómetro 

SQUID (Design Quântico MPMS5XL) à temperatura ambiente, utilizando-se um 

campo magnético aplicado até 5,5 T, como o descrito em [15]. 
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A dependência da temperatura de magnetização foi medida numa gama de 

temperaturas entre os 5 e os 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 magnetização com aumento da temperatura 

(campo aplicado de H = 50 Oe). Subsequentemente, depois de atingir 340 K, a amostra 

foi re-arrefecida, desta vez sem aplicação de campo magnético (arrefecimento sem 

campo, ZFC) e as medições de magnetização 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 (TB) das 

nanopartículas superparamagnéticas. 

As medições do ciclo de histerese de magnetização foram realizadas pelo ajuste 

da temperatura e medindo-se a magnetização numa série de diferentes campos 

magnéticos aplicados. Este tipo de estudo fornece informações sobre a magnetização 

máxima e o grau ao qual a amostra permanece magnetizada quando se remove o campo 

aplicado e quão facilmente se pode reverter a magnetização da amostra, o denominado 

campo coercivo. 
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Capítulo 4 – Resultados e discussão 

4.1 Caracterização das nanopartículas preparadas 

Foram preparados três tipos de nanopartículas contendo ferrite de manganês e 

ouro, além de nanopartículas apenas de ferrite de manganês, estas últimas de acordo 

com o procedimento descrito em [1], que originou nanopartículas de 26 ± 7 nm de 

tamanho. Assim, obtiveram-se: 

 Nanopartículas magnéticas núcleo/coroa, com núcleo de ferrite de 

manganês e coroa de ouro 

Estas foram obtidas por reação das nanopartículas magnéticas de ferrite de 

manganês [1] com cloreto de ouro, sob aquecimento em glicerol, de acordo com o 

esquema: 

 

Figura 4.1: Esquema da reação para produção das nanopartículas magnéticas 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au. 

 Nanopartículas plasmónicas de ouro decoradas com nanopartículas de 

ferrite de manganês 

Este tipo de nanopartículas foi preparado utilizando CDI (carbonildiimidazole) 

como agente de acoplamento, para ativar os grupos COOH da superfície das 

nanopartículas de ouro, segundo a reação: 

 

 

 

 

Figura 4.2: Esquema da produção de nanopartículas plasmónicas de Au decoradas com 

nanopartículas de MnFe2O4. 
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 Nanopartículas magnéticas de ferrite de manganês decoradas com 

nanopartículas plasmónicas de ouro 

Este tipo de nanopartículas foi preparado usando também CDI como agente de 

acoplamento, aqui utilizado para ativar os grupos -OH da superfície das nanopartículas 

de MnFe2O4, segundo a reação:  

 

Figura 4.3: Esquema da produção de nanopartículas magnéticas de MnFe2O4 decoradas 

com nanopartículas plasmónicas de Au. 

Após a síntese das nanopartículas, foi utilizado um magneto para verificar se 

estas possuíam magnetismo, sendo que todas as nanopartículas preparadas 

demonstraram ser magnéticas, ao reagirem de forma rápida ao campo magnético 

aplicado. Assim, na figura 4.4, é apresentado o comportamento das diferentes 

nanopartículas preparadas após a aplicação de um campo magnético (presença do 

magneto).   

 

Figura 4.4: Resposta das várias nanopartículas preparadas na presença de um campo 

magnético: a) NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, b) NPs de Au decoradas com 

MnFe2O4, d) NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au. 

4.1.1. Espetros de absorção no UV-Visível 

Na figura 4.5, apresentam-se os espetros de absorção das várias nanopartículas 

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

comparação. 

 
Figura 4.5: Espetros de absorção das várias nanopartículas preparadas. 

Para nanopartículas de ouro, observa-se a forte banda do plasmão característica 

deste tipo de partículas, com absorvância máxima em 520-524 nm, indicando partículas 

de ouro de diâmetro entre os 15 e os 20 nm [2]. 

Nas nanopartículas de Au decoradas com MnFe2O4 não é detetada a banda 

plasmónica do ouro. Por outro lado, as nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au têm 

um comportamento semelhante ao observado para as nanopartículas de ferrite de 

manganês decoradas com NPs de Au. Para estes dois casos, verifica-se um alargamento 

e desvio da banda do plasmão do ouro para maiores comprimentos de onda 

(580-600 nm), o que pode ser explicado pela existência de partículas de ouro maiores 

que 20 nm. Este comportamento pode significar também uma maior proximidade entre 

as partículas de ouro, a sua agregação em clusters ou uma maior espessura da camada 

de ouro [3; 4]. Este desvio da banda de plasmão do ouro para comprimentos de onda na 

região dos 600 nm, foi igualmente observado por Umut e colaboradores [5], para 

nanopartículas núcleo/coroa de Au/Fe3O4, quando comparada com NPs de Au com uma 

absorvância máxima nos 520 nm.  
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4.1.2. Medidas de XRD 

Na figura 4.6, apresenta-se os difratogramas de XRD das várias nanopartículas 

preparadas, com o correspondente ajuste pelo programa Match!.  

 

Figura 4.6: Difratogramas de XRD das diferentes partículas preparadas: a) NPs 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, b) NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4, c) NPs de 

MnFe2O4 decoradas com NPs de Au. 

As medições de XRD confirmam a síntese dos diferentes tipos de nanopartículas 

(figura 4.6). Todas as nanopartículas apresentam estrutura cristalina cúbica. Para além 

disso, todas as nanopartículas apresentam picos que correspondem à estrutura cristalina 

da ferrite de manganês [6 - 8] e ouro [9; 10]. Assim, para as nanopartículas núcleo/coroa 

de MnFe2O4/Au e nanopartículas de Au decoradas com NPs de MnFe2O4 (figura 4.6 a e 

b), possuem picos de MnFe2O4 e Au idênticos, sendo que estes se encontram, 
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aproximadamente, a 18º, 30º, 35º, 43º, 53º, 56º e 62º, para o caso do MnFe2O4 e, 

aproximadamente, a 38º, 45º e 65º para Au. Para o caso das nanopartículas de MnFe2O4 

decoradas com NPs de Au (figura 4.6 c), estas apresentam picos mais alargados para o 

ouro a, aproximadamente, 38º, 45º e 65º, comparativamente com as restantes 

nanopartículas. Para estas nanopartículas, os picos para MnFe2O4 encontram-se a, 

aproximadamente, 18º, 30º e 35º, apresentando uma menor intensidade em relação às 

restantes nanopartículas. 

Através das medições de XRD e posterior análise com o programa adequado, foi 

também possível proceder-se à determinação da quantidade de MnFe2O4 e Au em 

percentagem, assim como o tamanho das partículas 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 MnFe2O4 e Au, presentes 

para os diferentes tipos de nanopartículas produzidas. 

 

 
Quantidade (%) Tamanho das 

partículas (nm) 

MnFe2O4 Au MnFe2O4 Au 
NPs núcleo/coroa de 
MnFe2O4/Au 

64,7 35,3 28,68 30,87 

NPs de Au decoradas com 

NPs de MnFe2O4  

91,2 8,8 34,18 35,94 

NPs de MnFe2O4 decoradas 

com NPs de Au 
52,1 47,9 7,02 7,06 

 

Assim, verifica-se que as nanopartículas de Au decoradas com NPs de MnFe2O4 

são as que possuem uma diferença maior entre a quantidade de MnFe2O4 e a quantidade 

de Au. Por outro lado, as NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au são as que 

apresentam quantidades de MnFe2O4 e Au mais próximas entre si. No que diz respeito 

ao cálculo do tamanho das partículas, considera-se que estas se encontram na forma de 

esferas. Assim, as NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au são as que apresentam 

partículas de MnFe2O4 e Au de menores dimensões, o que se pode dever às quantidades 

de MnFe2O4 e Au utilizadas para preparar estas nanopartículas [6; 9]. 

4.1.3. Medidas de TEM  

No presente trabalho, foram realizadas medidas de microscopia eletrónica de 

transmissão (TEM), para melhor caracterização estrutural das nanopartículas 

preparadas. Na figura 4.7, são apresentadas as imagens de TEM obtidas para as 
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diferentes nanopartículas produzidas e os respetivos histogramas com a distribuição de 

tamanhos. 

 

Figura 4.7: Imagens de TEM de diferentes nanopartículas: a) nanopartículas 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e b) nanopartículas de Au decoradas com nanopartículas 

de MnFe2O4. Histograma dos tamanhos das partículas, com ajuste a uma distribuição 

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 nanopartículas 

produzidas, as nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4 e as nanopartículas de Au 

decoradas com nanopartículas de MnFe2O4. Ambos os tipos de partículas apresentam, 

em geral, uma forma esférica e é possível observar partículas de diferentes tamanhos 

para o caso das NPs núcleo/coroa. Já para o caso das partículas de Au decoradas com 

nanopartículas de MnFe2O4, é possível observarem-se partículas de diferentes 

tamanhos, mas pode-se observar também interferência na imagem. As imagens obtidas 

para as NPs de MnFe2O4 decoradas com nanopartículas de Au apresentavam muita 

interferência e má resolução, o que impossibilitou a sua posterior análise e determinação 

da distribuição de tamanhos das mesmas.  
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A distribuição de tamanhos das partículas núcleo/coroa apresenta o valor de 

21 ± 4 nm, enquanto para as NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4 se obteve 

10 ± 3 nm, sendo estes valores inferiores aos obtidos anteriormente para NPs de 

MnFe2O4 [1], mas próximos aos obtidos para outros tipos de NPs núcleo/coroa, como é 

o caso das NPs núcleo/coroa de Au/Fe3O4 que possuíam tamanhos de 15,92 ± 0,36 nm 

[5]. 

4.1.4. Propriedades magnéticas 

Para avaliar as propriedades magnéticas das NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e 

NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4, foram realizados ensaios num 

magnetómetro SQUID, onde se estudou a dependência da magnetização em função da 

temperatura (ZFC-FC) e do campo aplicado (ciclo de histerese). Assim, na figura 4.8 

são apresentados os ciclos de histerese das diferentes partículas avaliadas, assim como 

as curvas de magnetização ZFC e FC das partículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au. Os 

ciclos de histerese mostram a relação entre o momento magnético induzido e o campo 

magnético aplicado (H).  

 

Figura 4.8: Ciclo de histerese das diferentes partículas avaliadas: a) NPs núcleo/coroa 

de MnFe2O4/Au (300 K), b) NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au (340 K), c) NPs de Au 

decoradas com NPs de MnFe2O4 (340 K), d) curvas ZFC e FC das NPs núcleo/coroa de 

MnFe2O4. Os insets (a-b) são a ampliação da zona de baixo campo, onde se observa o 

valor da coercividade. 
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Através da análise dos gráficos apresentados na figura 4.8 (a – c), foi possível 

obter os valores do campo de coercividade (c), magnetização de remanescência e 

magnetização de saturação, assim como a razão das duas magnetizações anteriormente 

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

Tabela 4.2: Campo de coercividade (c), Magnetização de remanescência (Mr), 

Magnetização de saturação (Ms) e razão entre a magnetização de remanescência e a 

magnetização de saturação (Mr/Ms) para as diferentes nanopartículas produzidas. 

 

 
NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au NPs de Au decoradas 

com NPs de MnFe2O4 

T = 5 K T = 300 K T = 340 K T = 5 K T = 340 K 

c (Oe) 173 13,57 6,76 547,16 0,17 

Mr (emu/g) 0,83 0,078 0,0381 4,1 0,0113 

Ms (emu/g) 4,66 3,15 2,91 23,55 21,64 

Mr/Ms 0,178 0,024 0,013 0,174 0,000522 

 

Abaixo da temperatura de bloqueio (TB), verifica-se que a coercividade é 

elevada, com valores de 173 Oe para as NPs núcleo/coroa e 547,16 Oe para as NPs de 

Au decoradas com NPs de MnFe2O4. Para temperaturas de 300 K e 340 K, verifica-se 

uma baixa histerese, com valores de c baixos à temperatura ambiente, de 13,57 Oe e 

6,76 Oe, a 300 K e 340 K, respectivamente, para as NPs núcleo/coroa e de 0,17 Oe para 

as NPs de Au decoradas com NPs de ferrites de manganês. Os valores obtidos a 300 K 

para as NPs núcleo/coroa são similares aos obtidos anteriormente NPs de MnFe2O4 

(6,03 Oe) [1], sendo os valores obtidos para as NPs de Au decoradas com NPs de 

MnFe2O4 inferiores aos referidos para as nanopartículas de ferrite de manganês. 

Por outro lado, a magnetização de saturação (Ms) é, de igual modo, importante, 

no que diz respeito às propriedades magnéticas das diferentes nanopartículas. Assim, 

para as nanopartículas núcleo/coroa preparadas, foram obtidos valores baixos de Ms de 

3,15 emu g
-1

 e 2,91 emu g
-1

, para temperaturas de 300 e 340 K, respetivamente. No caso 

das NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4, o valor de magnetização obtido foi 

mais elevado, com valores de 21,64 emu g
-1

 para uma temperatura de 340 K. Os valores 

obtidos para ambas as nanopartículas analisadas são inferiores aos já publicados para 

NPs de MnFe2O4, que apresentaram valores de 36 emu g
-1

 [1] e 43,7 emu g
-1 

[8]. Este 

facto pode ser explicado pela presença do ouro, que provoca uma diminuição da 

magnetização, mais pronunciada para a estrutura núcleo/coroa, onde a coroa de ouro 
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apresenta um maior tamanho do que o núcleo de ferrite de manganês, como foi possível 

verificar-se pela análise de XRD, tendo assim a coroa de ouro uma maior contribuição.  

O comportamento superparamagnético é estabelecido pelo valor da razão entre a 

magnetização de remanescência e a magnetização de saturação. Caso esta razão 

apresente valores próximos ou inferiores a 0,1, existe um comportamento 

superparamagnético, isto é, verifica-se uma perda superior a 90% do seu magnetismo 

quando se dá a remoção do campo magnético aplicado [11]. Neste sentido, ambos os 

tipos de nanopartículas produzidos apresentam, à temperatura ambiente, um 

comportamento superparamagnético, com valores da razão Mr/Ms de 0,013 para o caso 

das NPs núcleo/coroa de MnFe2O4 e de 0,000522 para o caso das NPs de Au decoradas 

com NPs de MnFe2O4, à semelhança do obtido por Rodrigues e colaboradores para NPs 

de MnFe2O4 [1]. 

Através da análise das curvas ZFC e FC obtidas para as nanopartículas 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, é possível obter-se o valor da temperatura de bloqueio, 

TB, sendo esta um ponto crítico entre o comportamento ferromagnético e 

superparamagnético, dado que, a partir desta temperatura, o sistema apresenta 

comportamento superparamagnético [12; 13]. Para as nanopartículas núcleo/coroa de 

MnFe2O4/Au foi obtida uma TB de, aproximadamente, 370 K. Este valor é superior ao 

obtido para NPs de MnFe2O4 com uma temperatura de bloqueio de 316 K [1]. Uma 

explicação provável para o valor obtido para as NPs núcleo/coroa em estudo ser mais 

elevado, pode dever-se à larga distribuição de tamanhos, observada para estas 

nanopartículas (como se pode verificar no capítulo 4.1.3), sendo que as partículas de 

maiores dimensões 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 emissão de fluorescência do composto antitumoral 

A3 incorporado em lipossomas e magnetolipossomas de Egg-PC (fosfatidilcolina do 

ovo), sendo que os magnetolipossomas preparados continham as partículas de 
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núcleo/coroa de MnFe2O4/Au. A lecitina do ovo (Egg-PC) encontra-se, à temperatura 

ambiente, na fase líquido-cristalina (fase fluida ou desordenada). 

 

Figura 4.9: Espetros de fluorescência do composto antitumoral A3 (2x10
-6 

M) em 

lipossomas de Egg-PC e magnetolipossomas aquosos de Egg-PC contendo 

nanopartículas de núcleo/coroa de MnFe2O4, à temperatura ambiente.  

Na figura 4.9, é possível observar-se o efeito de inibição da fluorescência do 

composto antitumoral pelas nanopartículas magnéticas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au 

utilizadas, o que comprova a incorporação do composto A3 nestes nanossistemas, sendo 

estes resultados similares aos obtidos por Rodrigues e colaboradores [1], para 

magnetolipossomas aquosos contendo nanopartículas de ferrite de manganês. 

Por outro lado, o estudo fotofísico do composto antitumoral utilizado foi 

realizado em estudos anteriores e ensaios de anisotropia de fluorescência, que 

possibilitam estudar a localização do composto, demonstraram que o mesmo pode ser 

transportado na bicamada lípidica dos magnetolipossomas [1]. 

Estes resultados mostram que os magnetolipossomas aquosos, contendo as 

nanopartículas núcleo/coroa sintetizadas, podem ser utilizados como 

nanotransportadores de fármacos antitumorais, como o potencial fármaco aqui testado 

(A3), sendo assim promissores para aplicação em terapia oncológica.  
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4.2.2. Interação dos AMLs com modelos de membranas (GUVs) 

Foram realizados estudos da interação dos magnetolipossomas aquosos (AMLs) 

de lecitina de soja, contendo as diferentes nanopartículas sintetizadas, com modelos de 

membrana celular, GUVs (vesículas unilamelares gigantes).  

Para os ensaios de avaliação da interação de AMLs com GUVs por FRET, foram 

utilizados o NBD-C6-HPC (lípido marcado com o grupo fluorescente NBD) e o corante 

hidrofóbico 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]. 

 

Figura 4.10: Espetros de fluorescência (λexc = 400 nm) de AMLs de lecitina de soja 

marcados com NBD-C6-HPC e Nile Red contendo as diferentes nanopartículas, antes e 

depois da sua interação com GUVs, em que: a) nanopartículas núcleo/coroa de 

MnFe2O4, b) NPs de Au decoradas com MnFe2O4, c) NPs de MnFe2O4 decoradas com 

Au. 

A transferência de energia não radiativa (FRET) ocorre entre moléculas as 

doadoras fotoexcitadas e as aceitadoras, de espécies diferentes. Este processo pode 

ocorrer para distâncias doador-aceitador entre os 10 e os 100 Å [15; 16]. Outra condição 
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para que seja possível ocorrer FRET é a necessidade de existir uma sobreposição 

espetral entre a emissão do doador e a absorção do aceitador [17]. 

Na figura 4.10 são apresentados os espetros de fluorescência dos AMLs de 

lecitina de soja marcados, contendo as várias partículas produzidas, medidos antes e 

depois da interação com os modelos membranares (GUVs), excitados a 400 nm, de 

modo a excitar apenas o grupo doador NBD. Em todos os casos, para os AMLs das 

diferentes nanopartículas sintetizadas, é possível observar-se duas bandas de emissão, 

correspondentes às emissões do NBD (λmáx = 536 nm) e do Nile Red (λmáx = 637 nm), 

sendo a última banda resultado da transferência de energia das moléculas fotoexcitadas 

do NBD para o aceitador, Nile Red.  

Após interação com os modelos de membrana, verifica-se um aumento da banda 

de emissão do doador, assim como uma diminuição da banda de emissão do Nile Red. 

Quando os AMLs interagem com os GUVs, se ocorrer fusão, é originada uma nova 

membrana de maiores dimensões e dá-se um aumento da distância entre o doador e o 

aceitador, o que corresponde a uma diminuição da eficiência de transferência de 

energia. Assim sendo, é possível comprovar-se a fusão entre os AMLs que contêm os 

diferentes tipos de nanopartículas sintetizadas com os GUVs, sendo estes resultados 

similares aos obtidos para o caso de AMLs contendo nanopartículas de MnFe2O4 [1] e 

de NiFe2O4 [18]. 

Foram ainda realizados estudos de interação com modelos de membranas 

(GUVs) para magnetolipossomas aquosos de Egg-PC incorporando o composto 

antitumoral A3, sendo que os magnetolipossomas preparados continham as diferentes 

nanopartículas sintetizadas. Para tal, tendo em conta o efeito de quenching de 

fluorescência do composto A3, observado anteriormente na presença das nanopartículas 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au (capítulo 4.2.1), procedeu-se à incorporação do composto 

nos diferentes AMLs contendo as NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, NPs de Au 

decoradas com MnFe2O4 e NPs de MnFe2O4 decoradas com Au. Realizou-se, então, o 

estudo da interação dos AMLs contendo composto com modelos de membrana, sendo 

medidos os espetros de fluorescência do potencial fármaco nos AMLs, antes e após a 

interação (figura 4.11).  
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Figura 4.11: Espetros de fluorescência (λexc = 360 nm) de AMLs contendo as diferentes 

nanopartículas produzidas com composto A3, antes e após interação com GUVs, em 

que: a) NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, b) NPs de Au decoradas com MnFe2O4; c) 

NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au. 

Na figura 4.11, é possível observar-se o aumento da emissão do composto 

antitumoral A3 para todos os casos, após a interação dos magnetolipossomas aquosos 

com os GUVs. Dado que as diferentes nanopartículas produzidas absorvem energia num 

grande intervalo de comprimentos de onda, se existir fusão dos AMLs com os GUVs, 

verifica-se um aumento da distância entre os clusters das nanopartículas produzidas e o 

composto antitumoral utilizado. Desta forma, vai verificar-se um aumento da emissão 

do composto A3, o que comprova, mais uma vez, a fusão entre os AMLs e os GUVs, 

provando que a interação com membranas por fusão ocorre também para AMLs 

transportando o fármaco.  

Em suma, através dos resultados obtidos para os ensaios de FRET e de interação 

dos AMLs com composto e os GUVs, é possível concluir-se que os magnetolipossomas 

aquosos contendo os diferentes tipos de nanopartículas sintetizadas são promissores 

para aplicações de entrega de fármacos por fusão com as membranas celulares. 
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4.3 Magnetolipossomas sólidos (SMLs) 

4.3.1. Prova da formação da dupla camada lipídica  

Foram realizados ensaios de FRET para provar a formação da dupla camada 

lipídica nos magnetolipossomas sólidos (SMLs). Para estes ensaios foram preparados 

SMLs de DPPC contendo as diferentes nanopartículas produzidas. 

Para estes ensaios, foram utilizados dois lípidos marcados com sondas 

fluorescentes, o NBD-C6-HPC (atuando o NBD como doador de energia) e o Rh-DOPE 

(em que a rodamina atua como aceitador de energia), que têm sido utilizados com 

sucesso em ensaios de FRET envolvendo estruturas lipídicas [19]. Os SMLs de cada um 

dos tipos de nanopartículas foram marcados apenas com NBD-C6-HPC e com ambos os 

lípidos NBD-C6-HPC (na primeira camada lipídica) e Rh-DOPE (na segunda camada 

lipídica) (figura 4.12), possibilitando, deste modo, a comparação dos espetros de 

fluorescência dos SMLs marcados apenas com o doador, com o dos SMLs marcados 

com o doador e o aceitador de energia.  

 

Figura 4.12: Espetros de fluorescência (λexc = 470 nm, sem excitação da rodamina) de 

SMLs marcados com NBD-C6-HPC e com ambos os lípidos NBD-C6-HPC e Rh-DOPE, 

contendo as diferentes nanopartículas preparadas: a) NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, 

b) NPs de Au decoradas com MnFe2O4; c) NPs de MnFe2O4 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-C6-HPC, verifica-se a típica banda de fluorescência do NBD. Por outro lado, no 

caso dos SMLs marcados com NBD-C6-HPC e Rh-DOPE, é possível observar-se uma 

forte diminuição da banda de emissão do NBD-C6-HPC e o aparecimento da banda de 

emissão da rodamina, próximo dos 583 nm [20], sendo isto resultado da transferência de 

energia entre as moléculas doadoras excitadas (NBD-C6-HPC) para as moléculas 

aceitadoras (Rh-DOPE). Desta forma, é possível confirmar a existência de FRET e, 

consequentemente, a formação da dupla camada lipídica. O aumento mais evidente na 

emissão do aceitador de energia é observado para o caso das nanopartículas 

núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, quando comparado com os restantes casos. 

Como resultado destes ensaios, foram calculadas as eficiências de FRET e as 

distâncias doador-aceitante correspondentes, a partir das equações 2.15 a 2.18, sendo 

que os valores obtidos se encontram na tabela 4.3. 

Tabela 4.3: Eficiências de FRET (ФFRET), Raio de Förster (R0) e distâncias doador-

aceitador (r) dos ensaios de formação da dupla camada lipídica em magnetolipossomas 

sólidos (SMLs). 

 ФFRET R0 (nm) r (nm) 

SMLs contendo NPs núcleo/coroa 

de MnFe2O4/Au 
0,65 3,36 3,06 

SMLs contendo NPs de Au 

decoradas com NPs de MnFe2O4 

0,91 3,17 2,14 

SMLs contendo NPs de MnFe2O4 

decoradas com NPs de Au 
0,83 3,70 2,84 

 

Em termos de eficiência de transferência de energia, esta é mais baixa para os 

SMLs contendo nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e mais elevada para os 

SMLs contendo NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4. No caso das distâncias 

doador-aceitador correspondentes, o caso de maior proximidade entre doador e 

aceitador é o dos SMLs com nanopartículas de ouro decoradas com partículas de ferrite 

de manganês. Diferentes autores referem, para a membrana celular, espessuras que 

podem variar entre os 7 e os 9 nm [21] e os 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 lipídica, 

envolvendo as diferentes nanopartículas sintetizadas. É assim possível confirmar a 

formação da dupla camada lipídica, mais compacta para os SMLs contendo NPs de Au 

decoradas com NPs de MnFe2O4, evidenciada pela menor distância entre as moléculas 

doadora e aceitadora. 
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4.4 Ensaios de irradiação dos SMLs  

Como já referido, os vários tipos de nanopartículas mistas de MnFe2O4 e Au 

foram produzidas, foram cobertas com uma bicamada lipídica de DPPC para o caso das 

NPs núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e NPs de Au decoradas com NPs de MnFe2O4, 

enquanto a bicamada das NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au foi formada com 

DOPE e DPPE. Em todos os magnetolipossomas sólidos foi incorporado o lípido 

marcado Rh-DOPE, procedendo-se posteriormente à irradiação dos mesmos com uma 

lâmpada 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 condições, 

registou-se a intensidade de fluorescência em função do tempo.  

Ao excitar-se o ouro, é possível ocorrerem vários efeitos distintos, cuja 

eficiência depende da intensidade da luz incindente: 

 Aquecimento local induzido pelo ouro, que se propaga ao longo da estrutura por 

difusão de calor, e que poderá originar uma inibição de fluorescência da 

rodamina por aumento da eficiência dos processos não radiativos de 

desexcitação. 

 Aumento do rendimento quântico de fluorescência da rodamina por efeito 

plasmónico, correspondente ao aumento do campo elétrico na vizinhança das 

partículas de ouro. 

Poderia ainda existir a possibilidade de ocorrer a inibição de fluorescência da 

rodamina por transferência eletrónica ou de energia a partir da rodamina excitada, caso 

esteja perto da superfície de ouro (a menos de 10 nm), não implicando este processo a 

excitação do ouro. 

Na figura 4.13 é possível observar-se os diferentes gráficos de intensidade de 

fluorescência da rodamina em função do tempo para as diferentes nanopartículas 

produzidas, quando irradiadas com um comprimento de onda superior a 600 nm.  
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Figura 4.13: Intensidade de fluorescência (normalizada à intensidade inicial) da 

rodamina em função do tempo para as diferentes nanopartículas irradiadas a λ> 600 nm: 

a) nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au, b) NPs de Au decoradas com NPs de 

MnFe2O4, c) NPs de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au. 

Assim, para as nanopartículas núcleo/coroa de MnFe2O4/Au e as nanopartículas 

de MnFe2O4 decoradas com NPs de Au (figura 4.13 a e c), verifica-se a diminuição da 

intensidade de fluorescência da rodamina Rh-DOPE com o aumento do tempo de 

irradiação, sendo esta resultado de um processo de inibição (quenching) de 

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

Já para o caso das nanopartículas de Au decoradas com NPs de MnFe2O4 (figura 

4.13 b), verifica-se que não há praticamente efeito ao longo do tempo, sendo que, neste 

caso, o ouro estará mais longe da bicamada lipídica exterior onde se encontra 

incorporada a rodamina (que está ligada a uma cadeia lipídica), não se observando a 

inibição de fluorescência da sonda.  

Para todos os casos representados, verificou-se o aumento da temperatura da 

solução entre 2 a 3º C durante os ensaios, o que não é suficiente para causar a inibição 

de fluorescência observada. Os resultados indicam que é necessário um tempo ainda 

significativo para o calor difundir e atingir os fluoróforos (moléculas de rodamina), 

dando-se assim a inibição da sua fluorescência. Estes resultados são similares aos 

obtidos anteriormente para o caso de nanopartículas de ouro marcadas com triptofano, 
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em que também se verificou uma diminuição da fluorescência ao longo do tempo 

devido a um aumento local da temperatura [23]. 

A partir destes resultados, é possível concluir-se que estes sistemas poderão ser 

promissores para futuras aplicações em terapias fototérmicas [24; 25], nomeadamente 

na terapêutica do cancro.  
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Capítulo 5 – Conclusões e perspetivas futuras 

Neste trabalho, foi possível preparar e caracterizar três tipos diferentes de 

nanopartículas magnéticas contendo ferrite de manganês e ouro: nanopartículas 

magnéticas núcleo/coroa, com núcleo de ferrite de manganês e coroa de ouro; 

nanopartículas plasmónicas de ouro decoradas com nanopartículas de ferrite de 

manganês; e ainda nanopartículas magnéticas de ferrite de manganês decoradas com 

nanopartículas plasmónicas de ouro. Procedeu-se depois à incorporação destas 

nanopartículas em lipossomas, em conjunto com um potencial fármaco antitumoral, 

derivado de tienopiridina.  

Os estudos realizados permitem concluir que ocorre a formação de 

magnetolipossomas contendo os diferentes tipos de nanopartículas e a incorporação do 

composto antitumoral nos mesmos. Os resultados obtidos através de ensaios de FRET 

permitiram verificar a fusão dos magnetolipossomas com modelos de membranas 

biológicas (GUVs), assim como a formação de uma bicamada lipídica rodeando um 

cluster de nanopartículas no caso dos magnetolipossomas sólidos.  

Os ensaios de SQUID permitiram concluir que as partículas produzidas 

apresentam um comportamento superparamagnético e, através dos ensaios de 

irradiação, foi possível verificar a inibição de fluorescência de uma sonda (rodamina) 

promovida por aquecimento local provocado pelo ouro das nanopartículas.  

De um modo geral, pode concluir-se que as nanopartículas produzidas são 

promissoras para diferentes tipos de aplicações biomédicas, como o transporte de 

fármacos e hipertermia magnética, assim como em terapias fototérmicas, para 

terapêutica de cancro. 

Desenvolvimentos futuros do trabalho apresentado nesta dissertação podem 

envolver: 

 Estudos de interação dos magnetolipossomas sólidos com modelos de membrana 

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

 Caracterização por Microscopia de Força Atómica (AFM), Microscopia 

Eletrónica de Varrimento (SEM) e Difusão Dinâmica de Luz (DLS) das 

diferentes nanopartículas e magnetolipossomas produzidos; 
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 Realização de ensaios de irradiação em linhas celulares tumorais, com recurso a 

lasers de diferentes potências, e após a incorporação das diferentes partículas em 

magnetolipossomas sólidos;  

 Funcionalização dos diferentes magnetolipossomas, com recurso à PEG-ilação e 

uso de marcadores específicos, para direcionamento específico a células 

tumorais (por exemplo, folato ou transferrina); 

 Avaliação da citotoxicidade das diferentes nanopartículas produzidas e dos 

magnetolipossomas;  

 Testes da atividade dos magnetolipossomas com o composto antitumoral 

incorporado, ou outros compostos antitumorais, em linhas celulares tumorais 

humanas. 
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