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Magnetolipossomas funcionalizados para melhoria do potencial terapéutico de novos farmacos

antitumorais

RESUMO

O cancro é uma doenca com uma enorme taxa de mortalidade, em que a falta de diagnéstico precoce e
a citotoxicidade associada as terapias convencionais dificultam o seu tratamento. Os sistemas de transporte
direcionado de farmacos tém sido alvo de grande interesse na area biomédica. Deste modo, tém sido
desenvolvidos nanotransportadores baseados em nanoparticulas magnéticas que permitem o direcionamento do
farmaco ao local alvo.

Neste trabalho, desenvolveram-se magnetolipossomas (MLs) funcionalizados com PEG (polietilenoglicol)
e uma molécula sensivel ao pH, o CHEMS, para aplicacdo em terapia dual do cancro (quimioterapia e hipertermia
magnética). Assim, foram desenvolvidos nanotransportadores magnéticos de farmacos, envolvendo a sintese de
nanoparticulas de ferrites mistas de manganés e magnésio (Mn,,Mg,.Fe,0,) e ferrites mistas de manganés e calcio
(Mn,.Ca,sFe,0,), por trés métodos de preparacao diferentes (coprecipitacdo, coprecipitacdo com cobertura de
citrato e sol-gel). As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas estruturalmente pelas técnicas de XRD e SEM,
exibindo tamanhos entre 8 nm e 30 nm, e a caracterizacdo magnética foi efetuada por SQUID. As nanoparticulas
que revelaram melhores propriedades magnéticas foram as de Mn,,Ca,,Fe,0, obtidas por coprecipitacdo com
citrato, que apresentam baixa coercividade e elevada magnetizacdo de saturacdo (53,91 emu/g).

As nanoparticulas foram cobertas com diferentes formulacgdes lipidicas ou encapsuladas em lipossomas,
contendo PEG (polietilenoglicol) e/ou CHEMS, originando MLs com tamanhos inferiores a 160 nm.

Foram encapsulados nos MLs dois novos potenciais farmacos fluorescentes, derivados de tienopiridina,
com atividade antitumoral promissora. A localizacdo dos farmacos nos nanossistemas foi avaliada por medidas de
anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario. A interacdo nédo especifica entre os MLs e vesiculas
unilamelares gigantes (GUVs) que foram usadas como modelos de membranas celulares, confirmou a interacédo
entre ambos.

Por fim, foram realizados ensaios de libertacdo dos compostos antitumorais encapsulados nos
nanosistemas mais promissores em diferentes condicdes de pH. Verificou-se que a libertacdo é mais eficiente para
0s SMLs e menor para as formulacdes com PEG, sendo em todos os casos seguido o modelo de Korsmeyer-

Pepper com difusao nao-Fickiana.



Functionalized magnetoliposomes for enhanced therapeutic potential of new antitumor drugs

ABSTRACT

Cancer is a disease with a high mortality rate, where the lack of early diagnosis and the cytotoxicity of
conventional techniques cause difficulties in treatment. Drug delivery systems have been a focus of great interest
in the biomedical field. Thus, nanocarriers based on magnetic nanoparticles have been developed because they

enable targeting of drugs to tumor sites.

In this work, magnetoliposomes (MLs) functionalized with PEG (polietilenoglicol) and the pH-sensitive
molecule CHEMS, aiming at cancer dual therapy (chemotherapy and magnetic hyperthermia) were developed. For
that, magnetic drug nanocarriers were prepared, involving the synthesis of magnetic nanoparticles of mixed
manganese/magnesium (MnosMgosFe,0s) or manganese/calcium ferrites (MnosCaosFe.04), using three
preparation methods (co-precipitation, co-precipitation with citrate coating and sol-gel). The structural
characterization of the synthesized nanoparticles was carried out by XRD and SEM, revealing sizes between 8 nm
and 30 nm, and the magnetic characterization was obtained by SQUID. The MnosCaosFe204 nanoparticles
synthesized by co-precipitation with citrate have revealed the best magnetic properties, with a low coercivity and

high saturation magnetization (53,91 emu/g).

The nanoparticles were covered with lipid bilayers of different formulations or entrapped in liposomes,
containing PEG and/or CHEMS, yielding MLs with sizes below 160 nm.

Two new potential fluorescent drugs, thienopyridine derivatives, with promising antitumor activity, were
encapsulated into the MLs and their location was studied by steady-state fluorescence anisotropy measurements.
The non-specific interaction between the MLs and GUVs (Giant Unilamellar Vesicles), used as models of cell
membranes, evidenced the fusion between the two systems.

Finally, the release behavior of the new compounds from loaded MLs of the most promising formulations
was studied under different pH conditions. It was observed that the release is more efficient for the SMLs and lower

for the PEGylated nanosystems, in all cases being followed the Korsmeyer-Pepper model with non-Fickian diffusion.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Desafios associados a terapia do cancro

O cancro é um grande problema de saude publica em todo o mundo, sendo atualmente a
segunda principal causa de morte. Prevé-se que nos préximos anos se classifique como a principal causa
de morte e a maior barreira ao aumento da esperanca média de vida, em todos os paises do mundo no

século XXI [1].

A principal caracteristica que define o cancro ¢é a proliferacdo anormal de células que crescem
além dos seus limites usuais e que podem invadir tecidos adjacentes espalhando-se eventualmente para

outros 6rgaos (metastases). As metastases sdo uma das principais causas de morte por cancro [2].

O cancro surge da transformacao de células normais em células tumorais, num processo de
varios estagios que geralmente progride para um tumor maligno. Essas alteracdes sao o resultado da
interacdo entre os fatores genéticos de uma pessoa e diversos agentes externos como, radiacao,

tabagismo, alimentacao ou alcool.

Embora os tratamentos convencionais como a quimioterapia, radioterapia e cirurgia tenham
apresentado avancos nas Ultimas décadas, eles permanecem longe do ideal. Os principais obstaculos
na luta contra o cancro devem-se a dificuldades no diagnostico precoce, citotoxicidade associada aos
farmacos antitumorais utilizados na quimioterapia convencional e a falta de terapias mais eficientes.
Normalmente, na quimioterapia convencional, apenas 0,1% dos farmacos chegam as células tumorais e
0s restantes 99,9% atacam os tecidos saudaveis, comprometendo a eficacia do tratamento desde o inicio
[3]. A maioria dos agentes quimioterapicos atuais nao consegue diferenciar entre células tumorais e
normais, levando a toxicidade sistémica e efeitos adversos. Além disso, a sua rapida eliminacao
associada a distribuicao sistémica em orgaos e tecidos forcam a administracao de farmacos em grandes
quantidades, o que resulta em toxicidade indesejavel e consequente limitacao das doses maximas

permitidas [4].

Assim, é necessario desenvolver novas abordagens de detecéo precoce da doenca, assim como
estudar novos sistemas de entrega controlada de farmacos que permitam aumentar a concentracao de

agentes terapéuticos no tumor [5].



De modo a contornar todos os problemas associados as terapias convencionais, a utilizacao de
nanotransportadores de farmacos tem sido amplamente estudada e tém-se mostrado uma alternativa
promissora na terapia do cancro, uma vez que podem ser capazes de ser dirigidos especificamente para
o local alvo, de modo a potenciar a eliminacdo das células tumorais de forma mais seletiva e controlada

[6].

1.2. Importancia da nanotecnologia e da nanomedicina no tratamento do cancro

A nanotecnologia estd hoje presente em varios aspetos das nossas vidas. E uma ciéncia
altamente interdisciplinar, envolvendo varias areas cientificas, entre as quais estao a fisica, a quimica e
a biologia. Diz respeito a compreensao basica das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas em escalas
atomicas ou quase atomicas e emprega a manipulacao controlada dessas propriedades, de forma a criar

materiais e sistemas funcionais com capacidades unicas.

As particulas de tamanho nanométrico (<100 nm) apresentam novas propriedades oticas,
eletronicas, estruturais, magnéticas e bioldgicas, que as torna um grande foco de investigacdo. Os
nanomateriais apresentam caracteristicas Unicas, uma vez que a escala nanométrica sdo os efeitos
quanticos que dominam. Uma das propriedades fisicas de grande vantagem das estruturas de dimensao

nanomeétrica é o aumento da area superficial de contacto, que torna estes materiais muito mais reativos

[71.

A nanotecnologia estd, cada vez mais, a tornar-se na forca motriz crucial por detras das inovacoes
na medicina e na saude. Apesar das inumeras aplicacées da nanotecnologia, ha um grande foco na
investigacdo das suas aplicacdes na prevencao, detecdo, monotorizacdo e tratamento do cancro. A
nanomedicina visa usar as propriedades e caracteristicas fisicas dos nanomateriais para o diagnéstico e
tratamento de doencas a nivel molecular [8]. Atualmente, a nanomedicina ja é usada em todo o0 mundo
para melhorar a qualidade de vida de pacientes numa série de doencas, uma vez que permite uma
abordagem Uunica através de um diagndstico precoce, prevencao e terapia personalizada. No tratamento
do cancro mostra-se vantajosa em relacdo a medicina convencional (cirurgia, radiacao e quimioterapia),
uma vez que faz uso de abordagens mais sofisticadas para matar células especificas ou repara-las [9].
Atualmente, ja é possivel observar imensos avancos, nomeadamente através do desenvolvimento de

biossensores, sistemas de entrega de farmacos e técnicas de imagiologia [10].



Como referido anteriormente, as terapias convencionais levam a toxicidade sistémica e efeitos
adversos sendo necessario desenvolver novas estratégias que permitam aumentar a eficacia dos
tratamentos e, simultaneamente, reduzir os efeitos colaterais associados a quimioterapia [11]. Uma das
grandes classes de nanomateriais mais estudados atualmente para fazer face a este problema sdo os
sistemas transportadores de farmacos, nos quais se encontram varios nanossistemas como 0s

lipossomas e hidrogéis [12].

Estes nanotransportadores podem ser conjugados com varias moléculas funcionais
simultaneamente, incluindo, ligandos especificos de tumores, anticorpos, farmacos antitumorais e
sondas de imagiologia. Assim, estes dispositivos podem funcionar como veiculos de distribuicao de
farmacos direcionaveis e personalizaveis, capazes de transportar agentes quimioterapicos para as células
malignas, enquanto as células saudaveis nao sdo afetadas. E possivel encapsular varios farmacos para
uma terapia combinada, enquanto se aumenta a sua biodisponibilidade, permitindo alcancar uma melhor
distribuicao de farmacos pouco sollveis em agua e realizar uma entrega direcionada para células e
tecidos especificos [13]. A eficacia destes sistemas de transporte de farmacos é atribuida ao seu tamanho
pequeno, a reducao da toxicidade dos farmacos encapsulados e a sua libertacdo direcionada e
controlada. Desta forma, os nanodispositivos multifuncionais oferecem a possibilidade de mudar
radicalmente a pratica clinica da oncologia, permitindo uma melhor detecao e terapéutica em estagios

iniciais da doenca [4].

1.3. Os lipossomas como transportadores de farmacos antitumorais

1.3.1. Compostos antitumorais derivados de tienopiridinas

Os derivados de tienopiridinas apresentam grande interesse devido a sua ampla gama de
atividades bioldgicas, sendo bastantes promissores para a industria farmacéutica. O esqueleto de

tienopiridina apresenta atividades antiangiogénicas, antitumorais ou ambas [14,15].

No ambito deste trabalho foram estudados dois novos derivados de tienopiridinas (figura 1.1), o
composto A e o composto B. Estes potenciais farmacos antitumorais foram sintetizados no Centro de

Quimica da Universidade do Minho (CQ-UM).
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Figura 1.1 - Representacéo da estrutura dos compostos A e B.

A atividade inibitoria do crescimento de células tumorais foi previamente testada para os
compostos A e B em duas linhas celulares tumorais humanas, especificamente, HCT-15
(Adenocarcinoma colorretal) e NCI-H460 (cancro do pulméao de células nao pequenas). Este ensaio
consiste na determinacao dos valores de Gls, correspondente as concentracdes que inibem 50% do
crescimento celular. Os valores mostram-se bastante baixos, revelando que os compostos A ¢ B
apresentam uma promissora atividade antitumoral (tabela 1.1). Na tabela 1.1 sdo também apresentados

também os valores da atividade da doxorubicina, usada como controlo positivo, para comparacao.

Tabela 1.1 - Média e desvio padrao dos valores de Gl,, dos compostos A e B.

HCT-15 (nM) NCI-H460 (nM)
Composto A 56+0,6 >75
Composto B 10,8+ 1,1 170+1,2
Doxorubicina 353,3 + 24,2 25 +0,8

1.3.2. Lipossomas

Os lipossomas sao estruturas esféricas formadas por uma ou varias bicamadas lipidicas
concéntricas, com uma fase aquosa no interior e entre as varias bicamadas lipidicas, se for o caso (figura

1.2).



Figura 1.2 - Representacdo esquematica de um lipossoma. Retirado de [16].

Os lipossomas tém sido amplamente estudados devido as suas aplicacdes como modelos de
membranas celulares no estudo da bioguimica e biologia molecular, bem como nanotransportadores
enquanto sistemas de entrega de farmacos [17]. Em seguida, serdo abordadas as suas caracteristicas,

bem como as propriedades que os tornam excecionais como sistemas de nanoencapsulamento.

As unidades estruturais dos lipossomas sao os fosfolipidos. Estes sdo moléculas anfifilicas, que
possuem uma cabeca polar hidrofilica, constituida por um grupo fosfato ligado a um glicerol, e uma
cauda apolar hidrofobica constituida por duas cadeias de acidos gordos (figura 1.3). Quando os
fosfolipidos s@o colocados em meio aquoso, devido a interacdo dos grupos da cabeca hidrofilica dos
lipidos com a agua, da-se a auto-organizacao dos fosfolipidos, que resulta na formacao espontanea de

vesiculas [18].

Grupo fosfato

Glicerol

Acido gordo saturado Bicamada

fosfolipidica

Acido gordo insaturado

Cauda hidrofébica

Cabega hidrofilica

Figura 1.3 - Representacdo esquematica da composicéo estrutural dos fosfolipidos. Adaptado de [19].



Os fosfolipidos podem ser de origem natural ou sintética, sendo que os segundos sdo mais
estaveis que os primeiros. Para além de poderem ser caracterizados quanto a sua origem, os fosfolipidos
podem também ser caracterizados quanto as ligacbes entre os atomos de carbono nas cadeias
hidrocarbonadas, podendo, assim, ser saturados ou insaturados. Os fosfolipidos saturados apresentam
apenas ligacdes simples entre os atomos de carbono (C-C), enquanto os insaturados apresentam uma
ou mais ligacoes duplas (C=C). O grau de saturacdo das cadeias lipidicas tem influéncia na temperatura
de transicdo, temperatura a qual as membranas passam da fase ordenada para a fase fluida. A
temperatura de transicdo aumenta com o grau de saturacdo das membranas lipidicas [20]. Os
fosfolipidos podem ainda ser caracterizados quanto a sua carga ionica, dividindo-se em i6nicos
(cationicos ou anionicos), nao idnicos (neutros) ou zwitterionicos (neutros, com cargas opostas em

atomos diferentes).

Neste trabalho foram usados dois tipos de fosfolipidos para a formacdo dos magnetolipossomas,

estando as suas caracteristicas e estrutura descritos na tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Classificacéo das propriedades dos lipidos utilizados quanto a sua estrutura, carga e temperatura de transicao.

TEMPERATURA
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NN ofPo ..
(L-a- e e e o- M.
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I
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. 9 o _lbon [ o
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Em meio aquoso, os fosfolipidos sdo obrigados a formar estruturas fechadas, devido as

interacdes hidrofilicas/hidrofébicas, eletrostaticas e de van der Walls [22]. Uma vez que as cabecas sado



polares estas preferem interagir com o ambiente aquoso, enquanto as caudas apolares promovem a

interacdo entre si de forma a evitar o contacto com a agua [23].

Dependendo das propriedades fisicas e quimicas das cabecas e das caudas das moléculas, elas
vao-se organizar de formas diferentes e formar diferentes tipos de estruturas organizadas, tais como
micelas, bicamadas lipidicas e lipossomas. Dentro da categoria dos lipossomas, 0s mesmos podem
ainda ser classificados em diversos tipos, dependendo do tamanho e numero de lamelas que os

constituem (figura 1.4), tais como:

e Vesiculas multilamelares (MLVs, do inglés, multiamellar vesicles) - estruturas que possuem
no seu interior varias bicamadas lipidicas de menores dimensodes, separadas por agua;
e \Vesjculas unilamelares, estruturas que possuem uma bicamada lipidica, com agua no seu
interior, que se dividem em:
o Pequenas (SUVs - do inglés, small unilamellar vesicles), que apresentam tamanhos
<100 nm;

o Grandes (LUVs - do inglés, /arge unilamellar vesicles), com tamanhos > 100 nm;

O

MLV LUV SUV

(> 0.1 um) (= 0.1 pm) (< 0.1 pm)

Figura 1.4 - Figura ilustrativa dos diferentes tipos de tipos de lipossomas. Adaptado de [24].

Os lipossomas apresentam grande relevancia como sistemas de nanoencapsulamento, devido a
serem biocompativeis e biodegradaveis, a sua baixa toxicidade e ainda a capacidade de incorporacao de

farmacos hidrofilicos e lipofilicos [23].

Perante todas as vantagens e caracteristicas apresentadas, os lipossomas sao sistemas de

eleicdo para o transporte de farmacos na terapia do cancro, uma vez que diminuem a toxicidade



sistémica do farmaco nos tecidos saudaveis, aumentam a estabilidade do agente encapsulado e

potenciam o indice terapéutico do agente encapsulado no local alvo [25].

Apesar de melhorarem a farmacocinética dos compostos e reduzirem a sua toxicidade nos
tecidos saudaveis, os lipossomas nao possuem capacidade intrinseca de direcionamento as células
tumorais. Desta forma, o tempo de circulacdo dos lipossomas na corrente sanguinea € determinante,
uma vez que podem ser facilmente reconhecidos e fagocitados pelo sistema imunitario antes de chegar
ao local alvo. Assim, podem ser feitas modificacdes na sua estrutura de forma a minimizar interacoes
indesejaveis com proteinas plasmaticas e membranas celulares, aumentando o seu tempo de circulacao
e favorecendo a entrega dos compostos no local alvo [26]. Tém sido, entao, desenvolvidos lipossomas
que apresentam caracteristicas que visam aumentar o tempo de circulacao e, ao mesmo tempo, permitir

um direcionamento para as células cancerigenas [27].

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero biocompativel, soltvel em meios aquosos e organicos
que possui baixa toxicidade, imunogenicidade e antigenicidade, o que o torna muito interessante para
varias aplicacdes na nanomedicina. Tem a capacidade de proteger os lipossomas do sistema fagocitico,
impedir a sua interacdo com outras moléculas e a sua agregacao, favorecendo a formacéo de particulas

monodispersas e aumentando o tempo de circulacéo [23].

Os tecidos tumorais apresentam geralmente um microambiente diferente dos tecidos saudaveis,
sendo esta uma vantagem para o desenvolvimento de sistemas de libertacdo com especificidade para
estes tecidos. O microambiente tumoral apresenta um pH abaixo de 7. Assim, o desenvolvimento de
lipossomas sensiveis ao pH, que sejam estaveis ao pH do sangue (cerca de 7,4) e desestabilizados a um
pH mais baixo como se verifica no local do tumor (pH < 6), é uma abordagem que permite promover a
fusdo dos lipossomas com membranas celulares e a consequente libertacao do seu contetido no tecido
tumoral [28]. Sabe-se ainda que as células tumorais apresentam uma sobreexpressao de recetores de
folato, assim, a funcionalizacado de lipossomas direcionados aos recetores de folato tem-se apresentado
uma abordagem promissora que permite aumentar significativamente a interacéo destes lipossomas

com células tumorais [29].

Neste trabalho iremos explorar a funcionalizacao de lipossomas através do desenvolvimento de
formulacbes que permitam aumentar o tempo de circulacao e entrega controlada de farmacos, através
da inclusdo de PEG e de moléculas sensiveis ao pH (especificamente usando hemisuccinato de

colesterol, CHEMS).



1.4. Nanoparticulas magnéticas

1.4.1. Caracteristicas estruturais

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém sido exploradas para varias aplicacdes biomédicas,
quer no diagndstico enquanto agentes de marcacao e separacao celular e de contraste em ressonancia
magneética, quer na terapia, enquanto agentes de hipertermia e no direcionamento e libertacao controlada

de farmacos [27-29].

As NPMs sao comumente baseadas em elementos quimicos que apresentam propriedades
magnéticas como o ferro, niquel, cobalto e manganés. O o6xido de ferro é o material mais utilizado devido
as suas excelentes propriedades magnéticas [30]. As nanoparticulas superparamagnéticas de dxido de
ferro (SPIONs, do inglés Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles), tém-se mostrado de grande
interesse; no entanto, quanto ao seu perfil de toxicidade, atualmente, ainda ha algum debate. Alguns
estudos demonstram que os dxidos de ferro produzem espécies reativas de oxigénio em células de
mamiferos, levando a inducéo de quebras nas cadeias de DNA por meio de danos oxidativos [31]. Deste
modo, neste trabalho foram selecionadas ferrites mistas de manganés/calcio e manganés/magnésio,

em vez de dxidos de ferro, uma vez que se demonstraram pouco toxicas em diversos estudos [32-34].

Para aplicacao de NPMs em biotecnologia é necessario ter em conta as suas caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas, tais como a composicdo quimica, propriedades de adsorcdo, estrutura

superficial, solubilidade, toxicidade e tamanho [35].

1.4.2. Propriedades magnéticas

A origem das propriedades magnéticas a nivel microscopico reside no movimento dos eletroes e
tem origem no momento angular orbital (movimento dos eletrdes em torno dos atomos) e no momento

angular de spin (movimento dos eletrdes em torno de si mesmos).

A classificacdo das propriedades magnéticas de um material é baseada na sua suscetibilidade
magnética (x), uma grandeza adimensional que indica o grau de magnetizacdo (M) do material em
resposta a um campo magnético aplicado (H) [36]. Existem varios tipos de materiais magnéticos, tais

como (figura 1.5):



e Diamagnéticos: nestes materiais, 0s niveis de energia estao completos e os eletrées
estdo todos emparelhados, de tal forma que todos os momentos se cancelam. Logo, na
auséncia de campo externo ndo ha momento magnético. Na presenca de um campo
magnético, o momento magnético é antiparalelo, resultando em suscetibilidades
negativas e muito pequenas. Estes materiais nao retém as propriedades magnéticas
quando o campo externo € removido.

e Paramagnéticos: nestes materiais, os niveis de energia estao parcialmente completos.
Ou seja, ha eletrdes desemparelhados que conferem um pequeno momento magnético
ao material e 0 seu magnetismo é caracterizado por uma suscetibilidade positiva fraca.
Na presenca de um campo magnético externo, pequenos momentos tendem a alinhar-
se dando origem a um campo magnético. Contudo, quando este campo é retirado os
dipolos voltam a alinhar-se de forma aleatdria e a magnetizacdo é perdida.

e Ferromagnéticos: estes materiais apresentam niveis de energia parcialmente cheios e
muitos eletrdes desemparelhados que produzem fortes momentos magnéticos e, por
isso, sao caracterizados por uma grande suscetibilidade positiva. Na presenca de um
campo magnético, os momentos magnéticos alinham-se permanentemente, resultando

numa magnetizacao permanente do material [37].

Sem campo Campo magnetico

magnético aplicado aplicado
erromagnético @@@-S @@@)%
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aramagnetico @ @ @ § @ @ @ E
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000 099 .
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;2 ©060,°
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Figura 1.5 - Representacao esquematica dos momentos dipolares dos diferentes materiais magnéticos, na auséncia e presenca de campo
magnético. Adaptado de [38].
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A nanocescala, os materiais ferromagnéticos apresentam um  comportamento
superparamagnetico, tornando-se materiais de elevado interesse para aplicacbes biomédicas. Em
seguida, irdo ser abordadas em maior detalhe as caracteristicas e propriedades deste tipo de

comportamento magnético.

No estado bu/k, o comportamento magnético dos materiais ferromagnéticos, surge de estruturas
de varios dominios magnéticos. Dominios magnéticos sao regides de magnetizacao uniforme onde
momentos magnéticos individuais se alinham espontaneamente na mesma direcao, de forma a reduzir
a energia magnetostatica [37]. A interface que separa os dominios magnéticos ¢ chamada de parede de
Bloch e a sua espessura ¢ limitada pela anisotropia do material. Na parede de Bloch, a magnetizacao
gira coerentemente do momento num dominio para o dominio vizinho, como podemos ver na figura 1.6
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Figura 1.6 - A - Representacéo dos varios dominios de uma nanoparticula e B - Parede de Bloch (B) com a reorientacéo gradual
dos momentos magnéticos entre dois dominios (A) e (C).

Quando o tamanho de um material ferromagnético diminui, a energia necessaria para a
formacao de um dominio aumenta e, abaixo de um diametro critico, a formacao dos dominios torna-se
energeticamente desfavoravel. Assim, abaixo deste diametro critico, é energeticamente menos favoravel
formar uma parede de dominio do que suportar a energia magnetostatica de um sistema de dominio
unico. Nesse estado, a magnetizacao das nanoparticulas € aproximada como um momento gigante, pela

soma dos momentos magnéticos individuais () de cada atomo constituinte e as particulas passam a ter
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um comportamento superparamagnético. Esta aproximacao € chamada de “aproximacao macro-spin” e

é responsavel pelo forte momento magnético em nanoparticulas superparamagnéticas [39].

O diametro critico (D.) para uma particula magnética atingir o limite de dominio tnico é igual a:

_ 36VAK

D
¢ woMZ

Equacao 1.1

onde A é a constante de troca, A a constante de anisotropia efetiva, 4, € a constante magnética

(4rx10°NA?) e M. a magnetizacao de saturacao [40].

Para identificar este tipo de comportamento é necessario primeiro considerar as propriedades
intrinsecas dos nanomateriais magnéticos, nomeadamente, a magnetizacdo de saturacao, a remanéncia
e a coercividade. As nanoparticulas magnéticas possuem uma magnetizacdo maxima chamada de
magnetizacao de saturacao (M.) que € a situacao em que todos 0s momentos magnéticos estao alinhados
na presenca de um campo magnético externo, uma magnetizacdo remanescente (M) que é a
magnetizacao que permanece depois da remocao do campo magnético e a coercividade (H.) que é a

intensidade de um campo externo necessaria para forcar a magnetizacao a zero.

Quando o tamanho de particulas de dominio Unico diminui abaixo de um diametro critico, estas
passam a nao apresentar histerese (tendéncia das nanoparticulas conservarem o magnetismo na
auséncia do campo magnético que o gerou) e essas particulas tornam-se superparamagnéticas. Nas
particulas superparamagnéticas, as flutuacdes térmicas sdo fortes o suficiente para desmagnetizar
espontaneamente um conjunto previamente saturado, apos a remocao do campo aplicado. Assim, estas

particulas ndao apresentam coercividade nem remanescéncia no seu ciclo de histerese [37].

Para uma particula de dominio unico, a quantidade de energia necessaria para reverter a
magnetizacao de uma configuracao magnética estavel para a outra é proporcional a KV/k:T, onde V é o
volume da particula, k; é a constante de Boltzmann e T é a temperatura. Se a energia térmica for grande
o suficiente para superar a energia da anisotropia, a magnetizacéo nao é mais estavel e a particula é dita

superparamagnética.

Diminuindo o tamanho das particulas, a energia anisotrépica (KV), que é a energia que separa
as duas direcoes de magnetizacao energeticamente equivalentes, diminui até que a energia térmica (ksT)
causa flutuacoes de todos os momentos magnéticos. Nessa situacao, as flutuacdes térmicas podem

afetar a orientacdo da magnetizacao se forem grandes o suficiente para superar a barreira de anisotropia
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magnética. Assim, a anisotropia magnética funciona como uma barreira de energia que bloqueia 0s
momentos magnéticos. Se a temperatura estiver acima da chamada temperatura de bloqueio (T:), que
¢ a temperatura acima da qual as flutuacdes térmicas sdo ativadas, a energia é alta o suficiente para
superar a barreira de energia da anisotropia e 0s momentos magnéticos sao desbloqueados, resultando
na perda de magnetizacao. A temperatura de blogueio depende do tamanho da particula, da constante

a anisotropia efetiva, do campo magnético aplicado e do tempo e ¢ dada por:

KV .
Ty = —ksm(fr_?) Equacao 1.2

onde K; a constante de Boltzmann, K é a densidade de energia de anisotropia magnética da particula, V

0 volume e T é o tempo.

O comportamento superparamagnético é, entao, caracterizado pela elevada magnetizacao,
apenas na presenca de um campo magnético externo, ou seja, depois da remocao do campo magnético,
a magnetizacao retorna a zero como resultado de flutuacdes térmicas. A perda de magnetizacéo
remanescente, apo6s remocao do campo, permite que as particulas mantenham a sua estabilidade
coloidal e que a sua aglomeracéo seja evitada. Além disso, a elevada magnetizacdo deste tipo de
particulas é de interesse para aplicacoes biomédicas de entrega direcionada de farmacos, uma vez que

0 uso destes materiais permite um maior controlo externo sobre a sua localizacdo [41].

Perante todas as caracteristicas apresentadas anteriormente € possivel concluir que as particulas
magnéticas, nomeadamente as superparamagnéticas, sao de elevado interesse para aplicacdes

biomédicas.

1.4.3. Nanoparticulas magnéticas para aplicacdes biomédicas

As nanoparticulas magnéticas, devido as suas propriedades unicas, tém sido amplamente
investigadas para novas aplicacdes em biomedicina, tais como em ressonancia magnética, biossensores,
entrega direcionada de farmacos e hipertermia magnética. Assim, é necessario ter em conta alguns

critérios para o sucesso na utilizacao destas particulas, tais como [35]:

e Tamanho da particula: as particulas ndo podem apresentar tamanho superior a 100 nm

para facilitar a sua difusdo nos tecidos, mas por outo lado também ndo podem apresentar
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um tamanho demasiado pequeno, uma vez que poderdo apresentar problemas de toxicidade
indesejada;

e (Caracteristicas de superficie: é necessario que as nanoparticulas magnéticas apresentem
elevada estabilidade de modo a evitar grandes agregados e serem passiveis de
biodegradacao;

e Resposta magnética: as particulas precisam apresentar superparamagnetismo para que
percam a magnetizacao apos remocao do campo magnético externo, bem como

apresentarem alta suscetibilidade magnética.

1.4.3.1. Diagnostico

A ressonancia magnética é uma das técnicas de imagem mais usadas atualmente. E uma técnica
nao invasiva, nao destrutiva, capaz de reconstruir imagens 3D de uma estrutura interna do corpo
humano. Isto permite que a ressonancia magnética seja uma técnica muito valiosa para o diagndéstico

do cancro.

A intensidade do sinal de ressonancia magnética esta relacionada com os tempos de relaxacéo
de protdes da agua /7 vivo (T1 e T2). O tempo de relaxacdo T1 diz respeito a rapidez com que a
magnetizacao paralela ao campo magnético recupera apos uma perturbacao aplicada ao sistema, ja o
tempo de relaxacdo T2 refere-se a rapidez com que a magnetizacdo no plano perpendicular ao campo
magnético é perdida [42]. Apesar de ser uma técnica muito utilizada, a resolucdo da imagem muitas
vezes nao é suficientemente boa, e para melhorar essa problematica sdo usados os chamados agentes
de contraste. Estes tém como funcao aperfeicoar o contraste das imagens através da diminuicao dos
tempos de relaxacao dos protdes da agua presentes nos tecidos. As nanoparticulas magnéticas tém sido
utilizadas como agentes de contraste em imagiologia de ressonancia magnética, uma vez que diminuem

os tempos de relaxacéo dos protdes circundantes resultando num contraste negativo aprimorado [44].

1.4.3.2. Terapia

A utilizacao de nanoparticulas magnéticas na entrega de farmacos tem-se mostrado bastante

promissora, uma vez que ao serem direcionadas permitem realizar a acado terapéutica no local alvo.
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Desta forma, esta abordagem permite reduzir a distribuicdo sistémica de farmacos e aumentar a

captacao no local alvo, podendo resultar em tratamentos com dosagens mais reduzidas (figura 1.7) [43].
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Figura 1.7 - Representacdo esquematica da entrega de farmacos direcionada magneticamente. Adaptado de [44].

Perante todas as limitacdes da terapia do cancro apresentadas nos capitulos anteriores,
podemos concluir que direcionamento magnético pode ser o futuro para ultrapassar varios obstaculos
das terapias convencionais. A hipertermia magnética resulta do aumento da temperatura local onde se
acumulam as nanoparticulas magnéticas, levando a morte celular seletiva nos tecidos tumorais [45].
Esta abordagem baseia-se no facto das células tumorais serem mais sensiveis ao aumento de
temperatura do que as células saudaveis, e assim, quando sobreaquecidas acabam por ser destruidas

ou danificadas [46,47,48].

Neste tipo de abordagem terapéutica, as nanoparticulas magnéticas acumuladas no tumor séo
expostas a um campo magnético de corrente alternada (CA), absorvendo essa energia e convertendo-a

em calor pelo relaxamento dos momentos magnéticos rotativos induzidos pelo CA (figura 1.8) [49].
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Figura 1.8 - Representacao esquematica da acumulacao de NP magnéticas no local do tumor e consequente tratamento por hipertermia.
Adaptado de [50].

Para producao de calor eficaz nos tecidos tumorais, tem de se contemplar a contribuicao da
propagacao do calor na matéria viva que inclui a resposta do sistema ao aquecimento local através da
circulacdo sanguinea que atua como um sistema de refrigeracao eficiente em tumores altamente
vascularizados. Assim, a temperatura (T) nos tecidos préximos pode ser estimada pela equacédo de

Pennes [51]:

I = X {k,V2T — wyc,(T — T,) + Q} Equacao 1.3
ot peCe

onde p, e C sao a densidade e a capacidade de calorifica especifica do tecido, respetivamente, k, é a
condutividade térmica, Q¢ a densidade da taxa de producao de calor, 7, é a temperatura a distancias

infinitas e w;, ¢, s@o a taxa de perfusao e a capacidade de calor especifica do sangue, respetivamente.

A capacidade de aquecimento de um material magnético é quantificada por meio da taxa de
absorcdo especifica (SAR), definida como a quantidade de energia convertida em calor por tempo e
massa (expresso em Watt por quilograma). Em termos experimentais, . taxa de absorcao especifica, por
unidade de massa, ¢ obtida a partir do declive do aumento inicial da temperatura (AT/At) da curvas de

aquecimento, através da equacao [58]:

SAR = C, = Equacao 1.4
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onde C;é a capacidade calorifica especifica do material, calculada como [51]:

MEeCFretmMC|

Cs = Equacao 1.5

Mmre+my

com ¢, Mk, € ¢, M, sendo as capacidades de calorificas especificas e as massas do material magnético

e do solvente, respetivamente.

A grande vantagem da hipertermia magnética é o facto desta técnica permitir que o aquecimento
seja restrito a area do tumor, garantindo que as células saudaveis nao sao afetadas. Além disso, o uso
de particulas de tamanhos nanométricos permite uma melhor producao de calor na presenca de campos

de corrente alternada [37].

A hipertermia tem sido empregue como uma abordagem terapéutica adjuvante de outras
terapias, como a quimioterapia, com o intuito de melhorar o efeito terapéutico do tratamento. A sinergia
entre as duas técnicas permite um tratamento mais seguro e eficaz, quando comparado com a utilizacdo

individual das técnicas.

1.4.4. Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas sao um grupo particular de sistemas de lipossomas, que se baseiam
num nucleo contendo nanoparticulas magnéticas rodeado por uma bicamada fosfolipidica. Dividem-se
em dois tipos (figura 1.9), os magnetolipossomas aquosos (AMLs), onde as nanoparticulas magnéticas
estado dispersas na fase aquosa do lipossoma, e 0s magnetolipossomas sélidos (SMLs), constituidos por
um cluster de nanoparticulas magnéticas rodeado pela bicamada lipidica. Os magnetolipossomas sao
sistemas flexiveis e biocompativeis que oferecem a possibilidade de funcionalizacdo da superficie para

melhorar a entrega de farmacos.
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Figura 1.9 - Representacdo esquematica de AMLs e de SMLs. Adaptado de [52]

Uma vez que 0s magnetolipossomas juntam as caracteristicas dos lipossomas e das
nanoparticulas magnéticas num so sistema, eles representam, entdo, um sistema ideal que pode ser
utilizado em varias aplicacdes biomédicas, sejam elas de diagnostico ou de terapia. Apesar de serem
varias as suas aplicacoes, as que merecem maior destaque sao as de administracdo magneticamente
guiada de farmacos e a hipertermia, no ramo da terapéutica. Por outro lado, no que diz respeito ao
diagnostico, os magnetolipossomas sao promissores enquanto agentes de contraste em ressonancia
magnética [18,53]. O direcionamento magnético de farmacos, através de magnetolipossomas para
tratamento do cancro, tem sido intensivamente estudado uma vez que as vantagens da utilizacao destes

sistemas sao inumeras.

Estes sistemas baseados em nanoparticulas magnéticas, diferenciam-se de outros nanosistemas
usados nas terapias atuais baseados em lipossomas, uma vez que podem fornecer uma abordagem
terapéutica dual, combinando a capacidade de hipertermia magnética e quimioterapia localizada num
unico bionanossistema, melhorando o tratamento desde o inicio [54]. Isto ¢ demonstrado num estudo
levado a cabo por K. Hayashi e colaboradores em 2014, onde foi observada uma melhor eficacia
terapéutica /7 vivo no tratamento de mieloma multiplo resultante da combinacao de hipertermia e
quimioterapia com nanotransportadores inteligentes baseados em NP magnéticas carregados com

doxorubicina [55].

Neste trabalho irao ser produzidos magnetolipossomas como sistemas de entrega controlada de

potenciais farmacos antitumorais.
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1.4.4.1. Quimioterapia magneticamente controlada

Os magnetolipossomas sao sistemas com potencial para revolucionar o tratamento do cancro,
uma vez que permitem ultrapassar desafios associados as terapias convencionais. Sabe-se que a maioria
dos farmacos anticancerigenos usados sdo extremamente toxicos e causam efeitos colaterais sistémicos.
A administracdo de farmacos encapsulados em magnetolipossomas veio contornar esta toxicidade
protegendo e transportando os farmacos para os locais de interesse através de campos magnéticos

externos, resultando numa melhor distibuicdo dos mesmos (Figura 1.10) [56,57].
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Figura 1.10 - Representacao esquematica das diferencas entre quimioterapia convencional e quimioterapia controlada magneticamente.
Adaptado de [52].

Para além da reducao da toxicidade sistémica, outras vantagens advém da utilizacao destes

nanossistemas, tais como:

e Reducdo da quantidade de farmacos necessaria para atingir uma determinada concentracéo
especifica no tumor [58];
e Possibilidade de biofuncionalizacdes para controlo remoto dos sistemas, como por exemplo,

0s magnetolipossomas termosensiveis.

Esta nova abordagem visa substituir os tratamentos de quimioterapia convencionais uma vez
que contorna os seus grandes problemas de altas dosagens, baixa eficacia e efeitos colaterais

significativos, que geralmente resultam em grandes problemas nos pacientes.
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1.4.4.2. Tratamento dual e sinérgico por hipertermia e quimioterapia

As potencialidades das nanoparticulas magnéticas em conjunto com as dos lipossomas
permitem otimizar todo o processo de distribuicao de farmacos. O facto de existir um nucleo magnético
faz com que 0s magnetolipossomas sejam sistemas que respondem a estimulos por diferentes campos
magnéticos externos aplicados permitindo modular o transporte e acumulacao do sistema no local alvo,
a libertacdo controlada do farmaco e uma terapia dual, que combina a libertacdo do farmaco com o
aquecimento local por hipertermia [59]. Uma vez direcionados para o local alvo, é necessario induzir a
libertacao do farmaco. A libertacdo pode ser induzida através da aplicacdo de um campo magnético
alternado, que leva ao aquecimento local, e, usando formulacdes lipidicas termosensiveis permite induzir
a libertacao controlado dos farmacos encapsulados nos magnetolipossomas. Para tal, é necessario que
a temperatura local seja superior a temperatura de transicdo de fase do lipido, permitindo uma
diminuicao das interacdes hidrofébicas entre as cadeias lipidicas, e consequente aumento da fluidez da

membrana.

Varios estudos tém demonstrado que as taxas de crescimento de tumores, tratados apenas com
hipertermia ou apenas com quimioterapia, ndo apresentam reducdes significativas. No entanto, quando
estes dois tratamentos séo aplicados simultaneamente observa-se uma diminuicao consideravel na taxa

de crescimento tumoral como consequéncia da sinergia entre os dois tratamentos [60].

Os magnetolipossomas sao um nanossistema flexivel e biocompativel, promissor para a entrega
controlada de farmacos e hipertermia magnética. Assim, este tipo de sistemas é ideal para uma
abordagem terapéutica dual e sinérgica por quimioterapia e hipertermia. Para além disso, apresentam-
se como sistemas de tratamento menos invasivos que os tradicionais, melhorando a eficacia terapéutica

[61,62].
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Capitulo 2 — Técnicas de Caracterizacao

2.1. Radiacao Eletromagnética

A radiacao eletromagnética ¢ uma forma de energia que se propaga no espaco com uma
velocidade de aproximadamente 3x10:m/s e que apresenta caracteristicas ondulatorias e corpusculares.
Muitos fenomenos 6ticos tais como a interferéncia, a reflexao, a refracao, a difracao e a polarizacdo sao
descritos considerando a radiacao como um movimento ondulatério. No entanto, este modelo ondulatorio
apresentou falhas importantes na interpretacao da absorcao e emissao de energia, e dai surgiu a
necessidade de considerar a teoria corpuscular, onde se admite que a radiacdo eletromagnética é

constituida por particulas discretas de energia.

A descricao quantitativa de algumas interacées da radiacdo com o meio material implicou
considerar que a radiacao é constituida por particulas de energia ou fotdes. A energia, E, de um fotéo

depende da frequéncia da radiacéo, v, e é dada por
E=hv=— Equacdo 2.1

em que h é a constante de Planck (6,6256x1034 J.s), ¢ é a velocidade da luz no vacuo (3x108m/s) e
A o comprimento de onda da radiacdo. Uma onda eletromagnética propaga-se liviemente no espaco e é
constituida por um campo elétrico e um campo magnético oscilante. A onda comporta um vetor campo
elétrico (E) e um vetor campo magnético (5). Os dois vetores variam de modo sinusoidal e oscilam em

planos perpendiculares um ao outro, perpendicularmente a direcéo de propagacao da onda (Figura 2.1)

[1].
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\ — —
\ (o
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Figura 2.1 - Representacdo de uma onda eletromagnética, onde E representa o vetor campo elétrico, B o vetor campo magnético e ¢ o
vetor da diregdo de propagacao da onda.
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2.1.1. Espetro eletromagnético

O espetro eletromagnético ¢ o intervalo de todas as ondas eletromagnéticas conforme as
respetivas frequéncias e esta dividido em varias regides, de acordo com o seu comprimento de onda e
frequéncia. A regido de luz visivel (figura 2.2), que é a luz observavel pelo olho humano, esta
compreendida entre os comprimentos de onda de 380 a 750nm. A regido ultravioleta abrange
comprimentos de onda menores do que 400 nm. Por outro lado, a regido do infravermelho corresponde

a comprimentos de onda superiores a 750 nm.

L i —~ ~
— > = -
-~
sony T - — —
E o =z —

2 T = 2 = = B —
P | g LUZ VISIVEL S g -~

-

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm
Comprimento de onda (nm)

Figura 2.2 - Representacao do espetro da regido da luz visivel.

A absorcao de radiacdo, e também a emissao, por parte da matéria esta relacionada com a
natureza da sua superficie. A radiacao incidente numa superficie pode ser, parcialmente, absorvida,

refletida ou transmitida.

Quando um feixe de radiacdo atravessa um meio, certas frequéncias podem ser seletivamente
absorvidas. A energia dos fotdes é absorvida por atomos ou moléculas que, consequentemente, sofrem
excitacdo, passando do seu estado energético fundamental para estados energéticos superiores. Os
atomos, as moléculas e os ides possuem um numero limitado de niveis de energia quantificados. Para
que possa ocorrer absorcao, o fotdo deve possuir uma determinada energia, igual ou superior a diferenca
de energia, AE, entre o estado fundamental e o estado excitado. Assim, nas transicdes entre dois niveis

quanticos de energia como, por exemplo, de E, (estado fundamental) para E1 (primeiro estado excitado),

a quantidade de energia absorvida é determinada pela equacao (Equacédo 2.2):

hc
AE=E1-Eop=hv= 7 Equacéo 2.2
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onde ¢ ¢ a velocidade da luz no vacuo, / € a constante de Planck, v é a frequéncia e A o comprimento

de onda da radiacao absorvida.

O tempo de vida de um estado eletronico excitado singleto é geralmente muito pequeno, da

ordem de grandeza de 10 segundos. Apos a absorcdo, as substancias retornam ao seu estado

fundamental através de diferentes processos e a energia da radiacao absorvida pode ser convertida em

energia térmica, energia radiante, ou ainda em energia quimica.

2.2. Espetroscopia de absorcao UV-Visivel

2.2.1. Niveis de energia e transicoes eletronicas

Um nivel de energia é definido como o estado quantico (de um eletrdo, atomo ou molécula) cuja
energia esta bem definida ao longo do tempo. Uma camada eletronica pode ser pensada como um
conjunto de eletrdes que giram ao redor do nucleo do atomo. As camadas correspondem aos nimeros
quanticos principais (n =1, 2, 3, 4...) e vdo aumentando de numero conforme se afasta do ntcleo (figura

2.3).

n—>eo
0
0,85 eV n _g
1,51eV n-
34eV n=2
136 eV fi =

Figura 2.3 - Representacdo esquematica de um diagrama de niveis de energia.

Um atomo, ido ou molécula que estdo no menor estado possivel de energia, com os eletrdes no

nivel de energia mais baixo, diz-se que estao no estado fundamental. Qualquer atomo, ido ou molécula
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que possua eletrdes que estejam num nivel mais alto de energia, é dito no estado excitado. Os eletrdes
em atomos ou moléculas podem realizar transicdes entre niveis de energia ao absorverem ou emitirem
um fotdo (ou radiacdo eletromagnética). A energia total de uma molécula compreende trés tipos

diferentes de energia:

e energia rotacional, que esta associada a rotacao da molécula em torno do seu centro de
gravidade;

e energia vibracional, que esta relacionada com a vibracao dos atomos ou grupos de atomos
dentro da molécula;

e energia eletronica, relacionada com a distribuicao dos eletrdes em torno dos nucleos dos

atomos.

Estes trés tipos de energia (juntamente com a energia nuclear) contribuem para a energia total
da molécula e estdo quantificados, de modo que, para cada estado eletronico, existe um conjunto de

niveis vibracionais e rotacionais, como se pode observar na figura 2.4 [2].

» Niveis rotacionais

Energia

Niveis vibracionais

Estado electronico excitado

»+ Niveis rotacionais

Niveis vibracionais

Estado electronico fundamental

Figura 2.4 - Representacdo esquematica dos niveis de energia eletronica, niveis rotacionais e vibracionais de uma molécula.

A temperatura ambiente, a maioria das moléculas encontram-se no nivel de energia vibracional

mais baixo do estado eletronico fundamental, por isso, as transicoes para o estado excitado dao-se a

28



partir deste nivel. Uma vez que as diferentes transicdes correspondem a intervalos de energia diferentes,
irdo obter-se picos (ou bandas) de absorcdo de diferentes comprimentos de onda [3]. Em espetroscopia
de absorcdo, estes comprimentos de onda correspondem a absorcao de radiacao na regido do

ultravioleta e visivel.

As transicdes eletronicas que ocorrem numa molécula estao relacionadas com a existéncia de
orbitais moleculares ligantes (o, ), antiligantes (o*, T1*) e de orbitais ndo ligantes (n), sendo a relacédo

entre as suas energias a seguinte:
E antiligantes > E nao ligantes > E ligantes .

As orbitais moleculares associadas a ligacdes simples sdo designadas orbitais o e a distribuicdo
da densidade eletronica é rotacionalmente simétrica em relacao ao eixo da ligacdo. As orbitais 11 s@o
formadas pela sobreposicao paralela de orbitais atémicas p. A sua distribuicao eletronica é caracterizada
por um plano nodal (regido de densidade eletronica baixa) ao longo do eixo da ligacdo e densidade

maxima em regides acima e abaixo do plano.
Algumas das transicdes possiveis entre orbitais sao:

e Transicoes o— o™: Neste caso, um eletrao numa orbital o ligante de uma molécula é excitado
a orbital antiligante correspondente, pela absorcéo de radiacao. Em relacéo a outras transicoes
possiveis, a energia necessaria para induzir uma transicdo c— o* é extremamente elevada,
correspondendo a frequéncias na regido do ultravioleta de vacuo, ndo sendo observada na regido
ultravioleta.

e Transicoes n— o*: Compostos saturados contendo atomos com pares de eletrdes nao ligantes
sao capazes de sofrer transicdes n— o*. Em geral, estas transicoes requerem menos energia
que as do tipo o— o™ e podem ser produzidas por radiacdo na regido entre 150 e 250 nm,
aparecendo a maior parte dos picos abaixo de 200 nm. Contudo, o numero de grupos funcionais
organicos que apresenta com picos n— ¢* na regiao ultravioleta é relativamente pequeno.

e Transicbes n— 1" e T— T*: A maioria das aplicacdes da espetroscopia de absorcdo a
compostos organicos baseia-se em transicoes de eletrdes n ou 11 para o estado excitado 17*. As
energias necessarias para estas transicdes situam-se numa regiao espetral experimental de
comprimentos de onda entre os 200 e 700 nm. Os picos associados a transicoes n— 17° sao
geralmente deslocados para comprimentos de onda menores (deslocamento hipsocrémico ou

deslocamento para o azul) com o aumento da polaridade do solvente. O efeito hipsocrémico é

29



devido a maior solvatacéo do par de eletrdes na orbital ndo-ligante n, o que baixa a energia desta
orbital. Normalmente, uma tendéncia oposta (deslocamento batocrémico ou deslocamento para

o vermelho) é observada para transicoes T— 17*.

A intensidade da banda de absorcao encontra-se relacionada com a probabilidade de ocorréncia
de uma determinada transicdo. Quanto maior a probabilidade da transicéo, mais intensa é a banda, o
que revela uma transicao permitida. Se a transicao for proibida, a probabilidade de ocorréncia é baixa e
a banda correspondente sera pouco intensa [4]. A ocorréncia de uma determinada transicao eletronica

depende de varios fatores como o spin eletronico, a simetria orbital, a paridade e 0 momento.

2.2.2. Leide Lambert-Beer

A intensidade de um feixe de radiacao eletromagnética é diminuida quando esta atravessa um
meio que contém uma espécie absorvente. A temperatura ambiente, a maioria das moléculas estao no
estado de menor energia vibracional do nivel mais baixo de energia eletronica, o estado fundamental (E),
onde a absorcao de radiacao UV ou luz visivel leva a promocéao dos eletrdes de E, para o nivel eletronico

excitado, E..

A lei de Lambert-Beer baseia-se no facto da quantidade de luz absorvida por uma amostra ser
proporcional ao nimero de moléculas presentes nessa amostra capazes de absorver a luz. Na figura 2.5

¢ ilustrado o principio da absorcéo de radiacao.

Figura 2.5 - Esquema representativo da diminuicdo da intensidade de uma radiacdo monocromica, apds atravessar uma cuvette de
comprimento b, que contém uma solugcdo de concentracao ¢, com um coeficiente de absorcdo molar €.
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A Lei de Lambert-Beer tem por base a quantificacdo da luz absorvida por uma solucdo, que pode
ser expressa pela transmitancia ou pela absorvancia, sendo esta proporcional ao numero de moléculas
capazes de absorver a luz incidente. Quando um feixe de luz interceta uma amostra, a quantidade de luz
absorvida é dada pela diferenca entre a intensidade do feixe incidente (I,) e a intensidade do feixe
transmitido (I). Tendo em conta apenas os processos de absorcdo, a intensidade do feixe transmitido

relaciona-se com a do feixe incidente pela equacao 2.3,

I = 1,1078R)cb Equacao 2.3

onde ¢ € a concentracdo da espécie absorvente (mol cm3), € o coeficiente de absorcdo molar
(cm?2 mol) ao comprimento de onda A, e b o percurso 6tico da radiacdo no meio (cm). A transmitancia,
7, é dada por:

T =-— Equacao 2.4

Para um dado comprimento de onda e uma Unica espécie absorvente, a absorvancia (A) é uma funcao

linear da sua concentracdo, dada pela equacao 2.5.

A= -log,,T Equacéo 2.5

Relacionando as equacdes apresentadas, conseguimos obter a equacéo 2.6 que traduz a Lei de Lambert-

Beer para um uUnico comprimento de onda e uma Unica espécie absorvente:
A, = gbc Equacéo 2.6

que representa a capacidade que uma espécie possui de absorver a radiacao para um determinado

comprimento de onda.

Para a utilizacéo correta da lei de Lambert-Beer é necessario que alguns pré-requisitos sejam

cumpridos, entre os quais:

e As particulas presentes na solucéo devem absorver a luz de forma independente entre si;
e A solucao deve ser homogénea e nao dispersar a radiacao;
e A radiacao incidente deve estar colimada (raios paralelos entre si) e deve atravessar a

mesma distancia durante a qual interage com as particulas existentes em solucao;
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e A radiacdo deve ser monocromatica, isto &, ser composta por apenas um comprimento de

onda;

Normalmente, a lei tende a nao ser valida para concentracoes elevadas, pois alguns processos
como, por exemplo, a difusao da luz, sdo cada vez mais significativos. Assim, para concentracoes
superiores a 0,01M, verificam-se desvios a linearidade entre a absorvancia e a concentracao, pois o
coeficiente de absorcao molar deixa de ser constante, devido a interacdes entre as nuvens eletronicas

das moléculas em solucao.

2.2.3. Funcionamento de um Espetrofotometro

Um espetrofotometro é um instrumento utilizado para a medicao da absorvancia e transmitancia
de uma amostra, em funcdo do comprimento de onda da radiacdo eletromagnética. Existem
espetrofotémetros basicos que medem a absorvancia a um comprimento de onda especifico, definido
pelo utilizador, e outros, que podem analisar toda a gama de UV-visivel. Os espetrofotémetros permitem
produzir um feixe de luz monocromatica e posteriormente medir a quantidade dessa luz que ¢é absorvida
pela amostra em estudo. A configuracdo destes aparelhos permite medir a transmitancia (T), que se

traduz na absorvancia através da equacao 2.5.

Os espetrofotdmetros de feixe simples medem a absorcao da referéncia em primeiro lugar e, de
seguida, a amostra, usando um unico feixe [5]. No espetrofotémetro de feixe duplo, a luz é dividida em
dois feixes paralelos, cada um dos quais atravessa uma célula; uma célula contém a amostra dissolvida
em solvente e a outra célula contém apenas o solvente. Assim, esta medida é feita de forma indireta,
onde o detetor mede a intensidade da luz transmitida através do solvente (lo) e compara-a com a
intensidade da luz transmitida através da célula da amostra (). O espetrofotometro de feixe duplo é
constituido essencialmente por uma fonte de radiacdo, um monocromador, dois porta-células (um para
a amostra a analisar e outro para a referéncia), e um detetor (onde a luz é convertida num sinal elétrico
pelo fotomultiplicador) para medir a quantidade de luz que passa através das células (cuvettes). As
intensidades sao seguidamente reconhecidas e convertidas num grafico de absorvancia em funcdo do

comprimento de onda [2].
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2.3. Espetroscopia de Fluorescéncia

A emissdo de fotdes devida aos processos de desexcitacdo é chamada fotoluminescéncia. O
modo de excitacdo é a absorcdo de um fotdo, que coloca as espécies que absorvem a luz em estados
eletronicos excitados. A fluorescéncia e a fosforescéncia sao casos particulares de fotoluminescéncia. Na
fosforescéncia, a luz persiste depois de cessar a excitacdo pois a emissdo de luz ocorre a partir de
estados tripleto excitado, ou seja, transicdes proibidas. A fluorescéncia distingue-se da fosforescéncia
pelo facto de a molécula excitada voltar ao estado fundamental imediatamente apés a excitacdo. A
emissao de fluorescéncia ocorre sempre a partir do nivel vibracional mais baixo do estado eletronico
excitado, normalmente do estado excitado singleto, em que os spins opostos dos eletrdes sao
conservados, para o estado fundamental, sendo esta uma transicdo permitida. O tempo médio que a

molécula permanece no estado excitado € da ordem dos 10°s (tempo de vida do estado excitado) [6].

2.3.1. Diagrama de Jablonski

Os processos que ocorrem entre a absorcdo e a emissao luz sdo ilustrados pelo Diagrama de
Jablonski. Este diagrama ilustra os varios processos moleculares que ocorrem entre estados excitados e
o estado fundamental. E uma ferramenta essencial para a descricdo de processos quanticos envolvidos
na absorcdo e na emissdo de luz, tais como absorcdo de fotdo, conversdo interna, cruzamento
intersistemas, fosforescéncia, transicoes tripleto-tripleto e fluorescéncia. Os estados eletronicos singleto
fundamental, primeiro e segundo sao representados por S,, S; e S,, respetivamente. Em cada um desses
niveis eletronicos pode existir um conjunto de niveis energéticos vibracionais denotados por 0, 1, 2, (...).
As transicdes entre estados sao descritas com linhas verticais para ilustrar a natureza instantanea da
absorcdo da luz e ocorrem num intervalo de tempo da ordem dos 10%°s. Apds a absorcédo da luz, um

fluordforo é excitado para um nivel vibracional de um estado excitado singleto (por exemplo: S, ou S,).

Depois de absorverem fotdes, as moléculas excitadas tém de perder o excesso de energia
eletronica para voltarem ao estado fundamental. A perda do excesso de energia pode ser feita por
processos radiativos, em que o excesso de energia € perdido através da emissao de fotdes, e processos
nao radiativos, em que nao ocorre emissao de luz. Os processos nao radiativos, como relaxacao
vibracional, conversao interna e cruzamento intersistemas, sao processos em que 0 excesso de energia
¢ perdido por exemplo com colisdes entre as moléculas excitadas com as moléculas de solvente. Os

processos de fluorescéncia e fosforescéncia sdo processos radiativos. Normalmente, a emissao de
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radiacao eletromagnética ocorre na regiao visivel do espetro eletromagnético, contudo, pode também

ocorrer na regido do ultravioleta e ainda do infravermelho.

Conforme se pode observar na figura 2.6, o estado tripleto (T1) possui uma energia mais baixa
do que o estado singleto (S1). A figura ilustra também os processos radiativos (aqueles que envolvem

emissao de fotdes) e nao radiativos (aqueles em que a energia dos estados excitados é degradada sob a
forma de calor mediante colisdes entre as moléculas ou através de redistribuicdes eletronicas que

originam uma conversao interna).
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Figura 2.6 - Representacao esquematica do diagrama de Jablonski, ilustrando os varios processos radiativos e nao radiativos envolvidos
na excitacao e desexcitacdo eletrénica. Adaptado de [7]

2.3.2. Processos moleculares radiativos e ndo radiativos

Como referido anteriormente, os processos intramoleculares de desexcitacdo podem ser
radiativos ou nao radiativos. Nos processos nao radiativos a perda de energia ndo é devida a emissao de
radiacdo, mas sim a conversao interna (IC), cruzamento intersistemas (ISC) e relaxacdo (ou relaxamento)

vibracional (VR).

Uma molécula pode ser conduzida a varios niveis vibracionais, durante o processo de excitacao
eletronica. No entanto, a energia vibracional em excesso € perdida imediatamente como consequéncia
de colisdes entre as moléculas da espécie excitada e as do solvente. O resultado é uma transferéncia de

energia para o solvente e um aumento da sua temperatura. Este processo de relaxacao vibracional é tao
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eficiente que o tempo de vida médio de uma molécula excitada vibracionalmente ¢ de 102 segundos

Ou menos.

Na conversdo interna, ocorre a transferéncia de um estado eletronico para outro estado
eletronico da mesma multiplicidade, num processo isoenergético. A velocidade da conversao interna
entre estados singletos excitados € muito alta. Consequentemente, os tempos de vida dos estados

excitados mais elevados sdo extremamente curtos (10t a 103 s).

Se o processo é de cruzamento intersistemas, da-se uma transicdo para estados eletronicos de
diferente multiplicidade. O processo de conversado intersistemas mais importante é Si— Ti.
Normalmente, a transicao ocorre para um nivel vibracional de T1 em que a molécula tem a mesma
geometria de S;. Como envolve uma transicdo proibida por inversdo do spin, a transicdo é lenta
(102 a 10® s). Quanto maior for a energia de separacdo entre os niveis vibracionais mais baixos dos

estados envolvidos na transicao, mais lenta é a taxa de decaimento dos processos de conversao interna
e de conversao intersistemas. De facto, uma grande energia de separacao entre os niveis vibracionais

mais baixos dos estados S1 e So e dos estados T1 e Sp contribui para uma menor eficiéncia dos processos
de conversdo interna S1— Sp e conversao intersistemas Ti— So. As escalas de tempo em que estes
processos ocorrem sdo 107 a 10° segundos para a conversdo interna S;— So, e cerca de

103 segundos para o decaimento do estado tripleto Ty — So.

Nos processos radiativos, a perda de energia é devida a emissdo de fotdes. Existem dois tipos

de fotoluminescéncia:

e Fluorescéncia - quando a transicao radiativa é permitida e ocorre entre dois estados da mesma
multiplicidade (em geral, S1— So).
e Fosforescéncia - quando a transicdo é proibida, pois ocorre entre estados de diferente

multiplicidade (T:— So), sendo necessario haver uma inversao de spin.

A figura 2.7 esquematiza a relacdo entre os processos de absorcdo, fluorescéncia e

fosforescéncia para uma molécula.
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Figura 2.7 - Esquema representativo do mecanismo de fluorescéncia e fosforescéncia [8].

A fluorescéncia ocorre sempre do primeiro estado excitado singleto para o estado fundamental,
mesmo que durante a absorcdo, a molécula seja excitada para niveis eletronicos mais elevados do que
o primeiro. Isto verifica-se devido a eficiéncia do processo de conversao interna, onde o excesso de
energia vibracional ¢ facilmente perdido pelas colisbes moleculares até ao equilibrio térmico, que é
rapidamente atingido em solucdo. Como consequéncia da eficiéncia deste processo, a banda de
fluorescéncia para uma dada transicdo eletronica encontra-se deslocada para menores valores de
frequéncia (maiores valores de comprimentos de onda) relativamente a banda de absorcdo. A esta
diferenca da-se o nome de desvio de Stokes (figura 2.8). Assim, a fluorescéncia resulta de uma transicado
radiativa entre o nivel vibracional mais baixo do primeiro estado eletrénico excitado para os varios niveis

vibracionais do estado fundamental.

Desvio de Stokes

Absorgdo Emissdo

Intensidade

v

Comprimento de onda

Figura 2.8 - Esquema representativo do posicionamento das bandas de absorgéo e emissao do processo de fluorescéncia, mostrando o
desvio de stokes.

Por outro lado, a fosforescéncia resulta da transicdo radiativa a partir do nivel vibracional mais

baixo de T1 para os varios niveis vibracionais de So. Como a energia do estado eletrénico tripleto T1 é
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mais baixa do que a do estado excitado singleto S1 o espetro de fosforescéncia é de fraca intensidade,
ao contrario da fluorescéncia que corresponde a transicoes permitidas entre estados com a mesma

multiplicidade.

2.3.3. Rendimento quantico de fluorescéncia

A eficiéncia do processo de emissdo radiativa & medida pelo rendimento quéantico de

fluorescéncia, @, dada pela fracdo de moléculas excitadas que fluorescem, de acordo & equacao:

Nede fotbes emitidos
OF =

" Nede fotdes absorvidos

Equacao 2.7

O rendimento quantico de fluorescéncia é independente da intensidade da luz de excitacao e
constante para uma dada temperatura na auséncia de processos intermoleculares. Na auséncia de

inibidores de fluorescéncia (“quenchers’), o rendimento quantico de fluorescéncia é dado por:

F= kr
krptkic+kisc

Equacao 2.8

em que 4 € a constante de velocidade do processo de fluorescéncia, 4, a constante de velocidade do

processo de conversao interna e As a constante de velocidade do processo de conversao intersistemas.

2.3.4. Anisotropia de fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia mede a difusao rotacional de uma molécula a partir da diferenca
na correlacao de polarizacao em fluorescéncia, ou seja, entre os fotdes absorvidos e os fotdes emitidos.
Esta correlacdo permite medir o "tempo de rotacao" de uma molécula no seu conjunto, ou de uma parte
da molécula em relacao ao todo. A anisotropia (/) esta assim relacionada com o tempo de vida do estado

excitado e pode ser obtida pela equacéo [7],

% _ 1 (1 n _) Fquacdo 2.9

37



onde 7, é a anisotropia fundamental ou intrinseca, t o tempo de vida do estado excitado e . 0 tempo de

~ . %4 . C A , . .
correlagéo rotacional dado por: 7, = ﬁ sendo, I4 o volume hidrodinamico da molécula, n a viscosidade
B

do meio, 4 a constante de Boltzmann e 7a temperatura absoluta.

Fazendo incidir luz polarizada numa amostra existe absorcao preferencial de fotdes cujos vetores
elétricos estao alinhados paralelamente ao momento de transicao do fluoroéforo, isto €, orientados com
a luz de excitacao (fotoselecado). Se entre a absorcao e emissao de radiacao, as moléculas se moverem
para fora do plano de polarizacdo da radiacao incidente, a emissao de radiacao vai perder polarizacao.

Assim, experimentalmente, a anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario, 7, é calculada por:

_ _lvv=Glyy
Iyy+2Glyy

Equacao 2.10

onde Awv e An S0 as intensidades dos espetros de emissao obtidos com polarizacao vertical e horizontal,
respetivamente (para luz de excitacao polarizada verticalmente), e G = Inv/Iun € 0 fator de correcao
instrumental, onde lv e lun sao as intensidades de emissao obtidas com polarizacao horizontal (para luz

de excitacao polarizada horizontalmente).

As medidas de anisotropia de fluorescéncia fornecem informacdes sobre o tamanho e forma de
proteinas e a rigidez de diferentes ambientes moleculares, permitindo medir também a fluidez das

membranas.

2.3.5. Transferéncia de energia de ressonancia (FRET)

A técnica de FRET (do inglés, Forster Resonance Energy Transfer), é um processo fisico de
transferéncia de energia ndo radiativa que permite estudar interacdes moleculares entre dois fluordforos
que estejam suficientemente perto (distancias entre os 10 e os 100 A) [9]. Esta transferéncia ocorre por
ressonancia entre os eletroes do estado eletronico excitado da molécula doadora fluorescente e os
eletroes da molécula aceitadora, através de interacdes dipolo-dipolo, sem que ocorra transferéncia de
eletroes. Este processo sd pode ocorrer se existir uma sobreposicdo entre o espetro de emissao de
fluorescéncia do doador e 0 espetro de absorcao do aceitador (figura 2.9), de forma que ocorram algumas

transicoes vibronicas do dador com aproximadamente a mesma energia das do aceitador.
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Figura 2.9 - Representacédo da sobreposicao espetral entre o espetro de emisséo do doador e absorcédo do aceitador. Adaptado de [10].

A teoria de Forster mostra que a eficiéncia de FRET (£qe) varia de acordo com a seguinte

equacao:
EFRET = 1/[1 + (r/Ro)G] Equa(;éo 21].

no qual ré a distancia entre o doador e o aceitador e A,(raio de Forster) é a distancia caracteristica onde
a eficiéncia de FRET é de 50%, e que pode ser calculada para qualquer par de moléculas fluorescentes.

O raio de Forster é calculado por [11]:
R, = 0,2108. [k2.®%.n~4 (1) 176 Equacdo 2.12

onde A € o comprimento de onda (nm), J (A) € a integral da sobreposicao espetral entre a emissao do
doador e a absorcao do aceitador, &= 2/3 é o fator orientacional assumindo uma orientacao aleatéria
das moléculas, @9 ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia do doador na auséncia de transferéncia
de energia e 17 ¢é o indice de refracao do meio. A sobreposicao espetral entre a emissao do doador e a

absorcao do aceitador é obtida por [11]:

JA) = [ I (D). £4(2). A* dA Equacdo 2.13
onde Ip(A) é o espetro de fluorescéncia do doador normalizado de forma que fooo Ipb(AD)=1leg(A)é
o coeficiente de absorcdo molar do aceitador.

Os outros parametros que podem afetar a eficiéncia de FRET sao, assim, o rendimento quantico

do doador e o coeficiente de absorcdo molar do aceitador.
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2.3.6. Funcionamento de um Espetrofluorimetro

O espetrofluorimetro é o equipamento usado para medir a intensidade de fluorescéncia. E
constituido por uma fonte de radiacao continua com excitacao no ultravioleta e visivel (lampada de xénon,
tungsténio ou mercurio). Em geral, possuem otica de feixe duplo, de forma a compensar as flutuacoes
da intensidade da fonte de radiacdo. No que diz respeito & sua geometria, a radiacdo passa primeiro por
um monocromador (monocromador de excitacdo) que incide na amostra, excitando as moléculas da
espécie em estudo. De seguida, a radiacao emitida pela amostra passa por um segundo monocromador
(monocromador de emissao) e, por fim, no fotomultiplicador onde é amplificada e registada. A presenca

de polarizadores no aparelho permite selecionar o plano depolarizacdo da luz [6].

O uso de dois monocromadores permite obter dois tipos de espetros, espetros de emissao e
espetros de excitacdo. Nos espetros de emissao de fluorescéncia o comprimento de onda de excitacdo
¢ mantido contante. Geralmente, é selecionado o comprimento de onda onde a absorcdo de luz pelo
fluoréforo é maxima. O espetro obtido corresponde a uma distribuicdo espetral da emissdo do composto
num intervalo de comprimentos de comprimento de onda. Nos espetros de excitacao, o comprimento de
onda da fonte de excitacdo varia, enquanto a detecao da luz emitida é feita a um comprimento de onda
especifico. Dai, obtém-se informacdo acerca da variacdo da intensidade de fluorescéncia num
determinado comprimento de onda, dependente do comprimento de onda de excitacdo. A detecéo da
emissao de fluorescéncia é realizada num angulo de 90°, de forma a reduzir ao maximo a intensidade

de radiacao transmitida no detetor, registando somente a radiacao de fluorescéncia da amostra.

2.4. SQUID

O SQUID (do inglés, superconducting quantum interference device), € um dispositivo bastante
sensivel utilizado para medir sinais magnéticos extremamente fracos (permite detetar campos
magnéticos bastante baixos, na ordem de 1015T). E composto por materiais supercondutores que
permitem analisar as propriedades magnéticas de uma amostra. Os SQUIDs sao sensores versateis
capazes de medir qualquer quantidade fisica que possa ser convertida em fluxo magnético, como campo
magnético, gradiente de campo magnético, suscetibilidade magnética, corrente, voltagem ou

deslocamento mecanico.
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O seu funcionamento combina dois fendmenos fisicos: a quantizacdo de fluxo num anel
supercondutor e o efeito de Josephson. O efeito de Josephson manifesta-se por uma corrente que flui,
indefinidamente por muito tempo sem nenhuma tensao aplicada, através de um dispositivo conhecido
como Juncao de Josephson. A juncao consiste em dois supercondutores acoplados por um elo fraco que
pode ser uma barreira isolante fina ou uma seccéo curta de metal nao supercondutor que enfraquece a
supercondutividade no ponto de contacto. Este equipamento ¢ formado por um anel supercondutor
interrompido por uma ou duas juncées Josephson. Fazendo uso das juncdes de Josephson, € possivel
detetar pequenas variacdes de energia. De acordo com o numero de juncoes existentes, & possivel
distinguir dois tipos de equipamentos SQUID. Num equipamento de radiofrequéncia, uma juncdo de
Josephson esta montada num anel supercondutor em que uma corrente oscilante € aplicada a um
circuito externo cuja tensao muda como efeito da interacdo entre ela e o anel. Qutro equipamento mais
sensivel, de corrente continua, € composto por duas juncdes de Josephson em paralelo, de modo que
0s eletrdes que passam através das juncdes demonstram interferéncia quantica que depende da forca
do campo magnético dentro de um /oop. Os SQUIDs de corrente continua medem variacées muito

peqguenas de campo magnético, o que lhes confere a capacidade de detetar alteracdes minimas.

2.5. Difracao de raios-X (XRD)

A difracao de raios-X (XRD) é uma técnica ndo destrutiva utilizada para caracterizar materiais
cristalinos. Esta técnica fornece informacdes sobre a estrutura, fase cristalina e orientacéo preferencial
dos cristais entre outros parametros tais como tamanho médio de grao e deformacdes no material.
Baseia-se na interferéncia construtiva de raios-X incidentes sobre uma determinada estrutura cristalina.
A regularidade com que os atomos estao distribuidos na rede cristalina produz raios difratados que se
cancelam mutuamente, mas, em certas direcées pode ocorrer uma interferéncia construtiva se as

condicoes satisfizerem a lei de Bragg, de acordo a equacao:

niA=2dsin@ Equacdo 2.15

onde n € um numero inteiro, A € o comprimento de onda da radiacao incidente, d ¢ a distancia entre

planos atémicos e 6 é o angulo de incidéncia em relacao ao plano considerado [12].

Esta lei relaciona o comprimento de onda da radiacao eletromagnética com o angulo de difracao

e 0 espacamento da rede na amostra cristalina. A direcdo das difracoes possiveis depende do tamanho
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e forma da célula unitaria do material, ja a sua intensidade depende do tipo de arranjo entre os atomos
na estrutura cristalina. Os raios-X sao filtrados de modo a produzir radiacdo monocromatica e sao
direcionados a amostra variando o angulo de incidéncia de modo a que todas as direcoes da rede sejam
alcancadas. Quando a geometria dos raios-X incidentes satisfazem a lei de Bragg, ocorre interferéncia
construtiva evidenciada por um pico de intensidade. Os raios-X difratados sao detetados e processados.
A conversao dos picos de difracdo em espacamento (d) permite a identificacdo de uma amostra, por

comparacao a um padrao de referéncia, uma vez que esses espacamentos sdo caracteristicos.

Assim, esta técnica tem como objetivo obter informacdo sobre a estrutura cristalina dos
materiais, permitindo a sua caracterizacado e identificacdo, tendo por base um padrao de difracao

apresentado.

2.6. Difusao Dinamica de Luz (DLS)

A difusdo dinamica de luz, DLS (do inglés, Dynamic Light Scattering), ¢ uma técnica utilizada
para a determinacédo do tamanho e forma de particulas. Esta técnica baseia-se no principio de que as
particulas apresentam movimento browniano, ou seja, movimentos aleatorios por estarem sujeitas a
forcas aleatdrias resultantes da colisdo com moléculas de solvente, de tal forma que as mais pequenas
se movem mais rapido e as maiores mais lentamente. Como o movimento depende da temperatura,
viscosidade e do tamanho, é necessario assegurar condicbes estaveis, para que a viscosidade se
mantenha constante e, assim, ndo se obtenha resultados ambiguos [13]. O DLS é um dos métodos que
pode ser utilizado para determinar o tamanho das nanoparticulas e de nanossistemas, possuindo uma

sensibilidade de 1 nma 10 um.

Fazendo incidir um feixe de luz monocromatico, como um laser, numa solucdo de particulas, a
intensidade da luz difundida muda, sendo assim possivel medir as variacdes consequentes do movimento
das particulas no tempo (figura 2.10). A analise dessas flutuacoes de intensidade permite a determinacéo
da distribuicdo dos coeficientes de difusao dos sistemas, que sdo convertidos em distribuicdo de

tamanho.
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Figura 2.10 - llustracao da difusao dinamica de luz em duas amostras com tamanhos diferentes.

Quanto maior o tamanho da particula, menor o movimento browniano e maior difusdo de luz,
pois a correlacdo obtida entre a intensidade de luz espalhada diminui com o passar do tempo devido ao
movimento das particulas. Este movimento permite determinar o coeficiente de difusao translacional (D)
com a ajuda da funcao de autocorrelacao da intensidade de luz difundida ao longo do tempo com uso
de algoritmos. Posteriormente, é aplicada a equacdo de Stokes-Einstein (equacdo 2.14) que calcula o

diametro hidrodinamico das particulas (R.) [11]:

__ KT

= SRy Equacédo 2.14

T

onde A é a constante de Boltzmann, T a temperatura e 7 a viscosidade do solvente. Uma dificuldade
inerente a esta técnica é a formacao de agregados de nanoparticulas, ja que o valor médio de Rn depende

fortemente da intensidade de luz difundida pelas particulas.

A técnica de DLS, na modalidade de medida da mobilidade eletroforética, permite também
determinar outro parametro, o potencial zeta. Este parametro mede a carga superficial de nanoparticulas
em suspensao, revela detalhes sobre a sua estabilidade na solucdo/suspensao e pode ajudar a confirmar
0 revestimento das nanoparticulas. Quanto maior o valor deste potencial, maiores as repulsdes
eletrostaticas e menor o grau de agregacdo das particulas. Se o valor se aproxima de zero, existe

probabilidade de formacéo de agregados [14].
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Um sistema de DLS convencional é constituido por sete componentes: um laser, um atenuador,
uma célula que contém a amostra, dois detetores, um correlador e um software que devolve a informacao

medida e permite o seu tratamento.

2.7. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

A microscopia eletrdnica de varrimento, SEM (do inglés, scanning eletron microscopy), € uma
técnica que permite a analise da superficie de amostras condutoras, semicondutoras e nao condutoras.
Possui elevada resolucao, na ordem de 2 a 5 nm. A preparacao das amostras para SEM tem de ser
cuidada. As amostras de metal ndo precisam de nenhuma preparacao especial; contudo, as restantes
precisam de ser cobertas por um material condutor. Por outro lado, amostras biologicas necessitam de

ser desidratadas, de forma a preservar a sua estrutura.

Os componentes basicos de um microscopio de SEM sao o sistema de lentes, canhao de
eletroes, coletor de eletroes, tubos de raios catddicos visuais e de gravacao, e ainda toda a parte
eletronica que lhes esta associada [15]. No SEM, os feixes de eletrdes produzidos passam por uma série
de bobinas e de lentes objetivas que defletem vertical e horizontalmente de forma a fazer um varrimento
da superficie da amostra. Utiliza um feixe de eletrdes para examinar a amostra através da quantificacao
dos eletrdes secundarios (eletrdes de baixa energia) emitidos por uma amostra em resposta a uma
excitacdo eletronica incidente [16]. Os eletrdes sdo gerados a partir de um filamento de tungsténio, dentro
de uma coluna de alto vacuo, e posteriormente sao acelerados por uma diferenca de potencial entre um
catodo e um anodo. O feixe gerado passa por lentes condensadoras que reduzem o seu didametro e por
uma lente objetiva, que o foca na amostra que é varrida. Este feixe interage com a regido de incidéncia
da amostra, conhecida por volume de interacdo, que gera os sinais que sdo detetados e utilizados para
a formacdo da imagem. Neste tipo de equipamento, os eletrdes tém uma baixa capacidade de

penetracdo da amostra, sendo indicado para estudos de superficie.
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3. Capitulo 3 — Procedimento Experimental

Todas as solucdes foram preparadas em solventes de grau espetroscopico e agua ultrapura (grau
Milli-Q), para evitar contaminacdes nas amostras, devido a elevada sensibilidade da técnica de emissao

de fluorescéncia.

As medidas de espetroscopia de absorcao e fluorescéncia foram realizadas nos Laboratérios de
Fotofisica | e Il do Centro de Fisica da Universidade do Minho. Os espetros de absorcao foram medidos
num espetrofotometro UV-Vis—NIR Shimadzu, modelo UV-3101PC. Os espetros de emissao de
fluorescéncia foram determinados num espetrofluorimetro Fluorolog 3, com monocromadores duplos na

excitacao e emissao, porta-amostras com controlo de temperatura e polarizadores Glan-Thompson.

As medidas de SQUID foram realizadas num magnetdmetro Quantum Design MPMS5XL, no

IFIMUP (Universidade do Porto), e posteriormente analisadas no software Origin.

As medidas de DLS foram realizadas no Centro de Engenharia Biologica da Universidade do
Minho, num equipamento Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS. A analise das amostras neste
equipamento foi feita em células de polistireno com um percurso 6tico de 10 mm. As imagens de SEM
foram realizadas no Laboratorio de Servicos de Caracterizacao de Materiais da Universidade do Minho

(SEMAT/UM) num Microscopio Eletronico de Varrimento NanoSEM FEI Nova 2000 (FEG/SEM).

3.1. Propriedades fotofisicas dos compostos antitumorais

Os compostos antitumorais derivados de tienopiridina séo de grande interesse, uma vez que o
seu esqueleto apresenta atividade simultaneamente antitumoral e antiangiogénica, atividades
promissoras no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para doencas como o cancro [1]. Os
novos compostos em estudo foram sintetizados e caracterizados (estrutura e massa molar) no Centro de
Quimica da Universidade do Minho. A sua estrutura encontra-se representada na figura 1.1 e as formulas

moleculares e massas molares, na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Formula molecular e massa molar dos compostos A e B em estudo.

Férmula molecular Massa molar (M)
Composto A C18H13NO2S 307,37
Composto B C16H10N202S 294,33

Foram preparadas solucoes méae dos compostos em etanol, para cada um dos compostos, numa

concentracao final de, aproximadamente, 10*M.

As propriedades fotofisicas da absorcao UV-visivel e fluorescéncia dos compostos antitumorais
foram estudadas em varios solventes com diferentes polaridades. Para este estudo, foram preparadas
solucdes de composto A e B de concentracdo final 10® M, a partir das respetivas solucdes méae, nos

diferentes solventes.

Os solventes utilizados para estes ensaios estao listados na tabela 3.2. Cada solvente tem um
comprimento de onda caracteristico abaixo do qual passa a absorver luz (do inglés, cut-off. Neste estudo,
foi tido em conta o cutoff de cada solvente, para garantir que se observa a zona de absorcao dos

compostos sem interferéncia da absorcao de luz por parte do solvente.

Tabela 3.2 - Massa molar, constante dielétrica, cut-off e indice de refracdo dos solventes utilizados no estudo fotofisico dos compostos A

eB[2].
Constante indice de
Solvente Massa molar (M) Cut-off (nm)

dielétrica refracao

Etanol 46,07 24,50 207 1,36

Cloroformio 119,38 4,81 245 1,43

Acetonitrilo 41,05 37,50 190 1,34

Acetato de etilo 88,11 6,02 256 1,38

Todas as solucdes foram desarejadas por uma corrente de azoto ultrapuro comprimido, durante
um periodo de cerca de vinte minutos antes das medicdes. Desta forma, evita-se o fendmeno de inibicao

de fluorescéncia (em inglés, guenching por parte do oxigénio livre nas solucoes.
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0 rendimento quantico de fluorescéncia dos compostos foi determinado pelo método do padrao
(equacdo 3.1). Neste método, o rendimento quantico dos compostos A e B ¢é obtido por comparacéo da
Sua area espetral integrada com a de uma referéncia (padrao) de rendimento quantico conhecido, através

da equacao seguinte:

_ (ApFn? ~
o = (AFpn%)) D, Equacdo 3.1

em que Ae Ay séo, respetivamente, o valor de absorvancia da amostra e do padrdo no comprimento de
onda de excitacdo; F e fp, sao respetivamente a area sob a curva de emissao da amostra e do padrao;
e 71e npsao, respetivamente o indice de refracdo do solvente e do padrao. Como padrao, foi utilizada

uma solucao de sulfato de quinino em acido sulfurico 0,05 M, de concentracdo 1 ppm (partes por

milhao), cujo rendimento quantico de fluorescéncia é ®, = 0,546 a 25 °C [3].

3.2. Preparacao de nanoparticulas magnéticas

3.2.1. Método de coprecipitacio

Foram preparadas nanoparticulas de ferrite mista de manganés e magnésio e ferrite mista de
manganés e calcio, pelo método de coprecipitacdo na proporcao de Mn/Mg e Mn/Ca de 0,5:0,5. A
sintese de nanoparticulas por este método baseia-se na reducao dos percursores metalicos em solucao

por um agente redutor e permite um elevado rendimento a um baixo custo.

3.2.1.1. Ferrite mista de manganés e magnésio

As nanoparticulas de ferrite mista de manganés e magnésio foram preparadas de duas formas
distintas, no que diz respeito ao precursor metalico de magnésio. Em primeiro lugar, foi preparada, e
aquecida em banho-maria sob agitacdo magnética, uma solucdo de NaOH com concentracéo 2,32 M.
Quando atingida a temperatura de 90 °C, foi adicionada, gota a gota, uma solucdo contendo os trés
precursores metalicos. No método 1, foram usados os precursores metalicos cloreto de ferro (lIl)
hexahidratado, FeCls-6H,0 (M, =270,30 g/mol), cloreto de magnésio hexahidratado, MgCl,-6H,0
(My=203,327 g/mol) e sulfato de manganés hidratado MnSO4-H,O (M,= 169,02 g/mol), com
concentracées 1 M, 0,26 M e 0,25 M, respetivamente. No método 2, foram usados enquanto
precursores metalicos, o cloreto de ferro (lll) hexahidratado, FeCls-6H,0 (M, = 270,30 g/mol), sulfato de

manganés monohidratado, MnSO4-H,O (M,= 169,02 g/mol) e o sulfato de magnésio, MgSO4
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(My= 120,37 g/mol) com concentracées 1 M, 0,25 M e 0,25 M, respetivamente. Depois da adicao dos
precursores, a mistura foi mantida a 90°C durante duas horas, para o processo de formacao de

nanoparticulas ocorrer.

Posteriormente, as nanoparticulas obtidas foram lavadas com &cido cloridrico e etanol em varios
ciclos de centrifugacdo, para purificacdo. Por fim, as nanoparticulas resultantes do método 1 foram
submetidas a calcinacdo com diferentes temperaturas, uma de 300 °C por trinta minutos, e outra de
300 °C por trés horas. As nanoparticulas resultantes do método 2 foram também submetidas a
calcinacao de 800 °C por duas horas, 600 °C por duas horas, 300 °C por duas horas e 300 °C por trés

horas.

3.2.1.2. Ferrite mista de manganés e calcio

A sintese das ferrites mistas de manganés e calcio foi semelhante ao descrito em 3.2.1.1.
Primeiro, uma solucdo de NaOH com concentracdo 2,32 M foi preparada e aquecida em banho-maria,
sob agitacdo magnética. Quando atingida a temperatura de 90 °C, foi adicionada, gota a gota, uma
solucdo aquosa contendo os precursores metalicos de ferro, manganés e calcio. Para tal, foi usado
cloreto de ferro (lll) hexahidratado, FeCls-6H,O M, = 270,30 g/mol), sulfato de manganés hidratado
MnSO,-H.,0 (M,= 169,02 g/mol) e acetato de calcio hidratado (CH3C00),Ca-H,0 (Mw = 158,7 g/mol),
com concentracoes de 1 M, 0,25 M e 0,25 M, respetivamente. De seguida, a mistura foi mantida a 90 °C
e, apoés duas horas, as nanoparticulas estavam formadas. Posteriormente, as nanoparticulas foram
purificadas com varios ciclos de lavagem com acido cloridrico e etanol. Por fim, as nanoparticulas
resultantes foram submetidas a diferentes calcinacdes, a 600 °C por duas horas e a 300 °C por trés

horas.

3.2.2. Método de coprecipitacdo com adicdo de citrato

Para este método, procedeu-se de igual forma como foi descrito em 3.2.1.1. para as particulas
de ferrite mista de magnésio e manganés e em 3.2.1.2. para as particulas de ferrite mista de manganés
e calcio. Este método difere do descrito em 3.2.1., uma vez que foi adicionado citrato na solucao basica
inicial, numa proporcao de 1 mmol de citrato para 2 mmol do total de ides. O citrato tem um papel
fundamental na velocidade da reacao, resultando numa solucao aquosa de nanoparticulas uniformes e
estaveis. Os ides citrato também se mostram importantes para uma adequada distribuicao de tamanho

das nanoparticulas [4,5].
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3.2.3. Método sol-gel

Foram preparadas nanoparticulas de ferrites mistas de manganés e magnésio e de ferrites

mistas de manganés e calcio, pelo método sol-gel.

3.2.3.1. Ferrite mista de manganés e magnésio

As particulas mistas de ferrite de manganés e magnésio foram preparadas de duas formas
distintas, usando diferentes precursores metalicos do ido magnésio. Assim, no primeiro método foram
usados como precursores metalicos, o cloreto de ferro (lll) hexahidratado, FeCl,-6H,0
(My= 270,30 g/mol), cloreto de magnésio hexahidratado, MgCl,-6H,0 (M,= 203,327 g/mol), sulfato de
manganés hidratado MnSO,-H,0 (M, = 169,02 g/mol), com concentracdes de 0,1 M, 0,025 M, 0,025 M.
Foi também usado acido nitrico, HNO, (M, = 63,01 g/mol) e acido citrico, C:H:O, (M= 210,14 g/mol)
com concentracdes de 0,05 M e 0,15 M, respetivamente. Para o segundo método foi usado o cloreto de
ferro (lll) hexahidratado, FeCl;-6H,0 (M,=270.30 g/mol), sulfato de manganés monohidratado,
MnS0O,-H,0 (169.02 g/mol) e sulfato de magnésio, MgSO. (M,= 120,37 g/mol), enquanto precursores
metalicos, nas mesmas concentracdes do método 1. Usaram-se acido nitrico, HNO; (M,=63,01 g/mol)
e acido citrico, CH:0, (M,=210,14 g/mol), com concentracdes de 0,05 M e 0,15 M, respetivamente. A
solucao, contendo a mistura dos precursores e acidos, foi aquecida lentamente até 90 °C, sob agitacéo
magneética, até se transformar num xerogel. Apos a formacao do xerogel, a temperatura foi aumentada
até se obter um po. Por fim, as nanoparticulas foram submetidas a diferentes calcinacoes, a

temperaturas de 300 °C e 600 °C por trés horas.

3.2.3.2. Ferrite mista de manganés e calcio

De forma semelhante ao descrito em 3.2.3.1., para a sintese das ferrites mistas de manganés e
calcio, pelo método sol-gel, foram usados como reagentes o cloreto de ferro (lIl) hexahidratado,
FeClz-6H,0 (M,= 270,30 g/mol), sulfato de manganés hidratado MnSQO4-H,0 (M, = 169,02 g/mol) e
acetato de calcio hidratado (CH3COO),Ca-H,O (M,= 158,7 g/mol), com concentracdes de 0,1 M,
0,025 M, 0,025 M, respetivamente. Foi usado também acido nitrico, HNOs (M, = 63,01 g/mol) e acido
citrico, CeHgO7 (M= 210,14 g/mol) com concentracdes de 0,05 M e 0,15 M, respetivamente. A solucéo
contendo a mistura dos precursores e acidos foi aquecida lentamente até 90 °C, sob agitacao magnética,

até se transformar num xerogel. Apds a formacao do xerogel, a temperatura foi aumentada até se obter
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um po. Por fim, as nanoparticulas foram submetidas a diferentes calcinacdes, a temperatura de 300 °C

e 600 °C, por trés horas.

3.3. Caracterizacao estrutural por difracao de raios-X

A composicao e as fases cristalinas das nanoparticulas obtidas foram avaliadas pela técnica de
difracao de raios-X (XRD, do inglés Xvay diffraction), com recurso a um difratometro PAN'alytical X'Pert
PRO, operando com radiacdo CuKa e configuracdo Bragg-Brentano, na Unidade de Microscopia
Eletronica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Os difratogramas das nanoparticulas foram
analisados no software Mafch!, que nos permite identificar as fases presentes na amostra, pela
comparacao entre o padrao de difracao obtido com padrdes de referéncia presentes na base de dados.

Através da largura a meia altura dos picos, € possivel avaliar o tamanho, através da equacao de Scherrer:

_ K2
- Lcos6

Equacao 3.2

onde d é o tamanho médio das particulas, K a constante da forma geométrica (normalmente assume
valor de 0,9 para nanoparticulas esféricas), A € o comprimento de onda dos raios-X, 8 é a largura a meia

altura de um pico e @ é o angulo de Bragg (em graus).

3.4. Ensaios de sedimentacao

Para os ensaios de sedimentacdo das nanoparticulas, foram preparadas solucdes de diferentes
concentracdes para varias nanoparticulas sintetizadas, com concentracdées de 0,2%, 0,1%, 0,05% e
0,025% (% m/v). A taxa de deposicdo das nanoparticulas foi obtida através da medida da cinética de
sedimentacao, com determinacdo da absorvancia de suspensdes de nanoparticulas em intervalos de

15 min, durante 3 horas.

O processo de sedimentacao € descrito por uma cinética de primeira ordem e os resultados
experimentais da dependéncia da taxa de sedimentacdo na concentracdo de nanoparticulas foi obtida

pelo ajuste a funcédo de Becquerel, de acordo com a seguinte equacao:

1

I(t) =
[1+(1-p)

t
]

]1/(1_;;) Equacdo 3.3
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onde t é o tempo decorrido na experiéncia, 5 € um parametro de controlo que variaentre O e 1 e 7, é

uma constante de decaimento.

3.5. Quantificacao do ferro nas nanoparticulas

A quantificacdo de ferro nas nanoparticulas foi baseada num protocolo desenvolvido por Torras
et al [6]. Este procedimento permite a quantificacao de ferro através da medicdo da concentracédo de

complexos de cloreto de ferro (lll) usando espetroscopia de absorcao UV-visivel.

Foram preparadas solucdes de concentracdo de ferro entre 1,5 e 600 mg Fe/L, em acido
cloridrico 4,9 M. Os autores relataram um limite de detecdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) de
0,18 e 1,2 mg Fe/L, respetivamente, e um ajuste linear y = 0,0482 x + 0,0320, para o comprimento de
onda de 348 nm, associado a presenca das espécies de ferro. A Tabela 3.3 mostra as condicdes para a

preparacao das solucdes padrao (este ensaio envolveu trés réplicas para cada amostra padrao).

Tabela 3.3 - Condicoes para a preparacao de solu¢des padrao de cloreto de ferro (Ill) (as concentracdes correspondem ao cloreto férrico
heptahidratado).

[FeS]inicial 2,5 20 40 60
[Fe]final 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 10 12 14 16 20 24 30
Fe (mL) 0,5 1 2 4 1 2 4 5 3 3,5 4 5 4 5
H20 (mL) 5,4 4,9 39 19149 39 19 0929 24 19 09|19 09
HCI (mL) 41 41 41 41|41 41 41 41 |41 41 41 41 41 41

Volume total
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(mL)

As amostras de concentracao de ferro desconhecida foram preparadas a partir de diluicées de
1 mg ou 2 mg de nanoparticulas em 1,2 mL de HCI 37%, de forma a garantir a sua digestao. De seguida,
foram redispersadas em 1,8 mL de solucdo de acido cloridrico 4,9 M, para posterior medicao da

absorvancia.

3.6. Preparacao de magnetolipossomas

Neste trabalho foram preparados magnetolipossomas aquosos e solidos, com e sem o0s
compostos antitumorais encapsulados. Foram preparadas diferentes formulacdes de MLs, contendo
CHEMS e PEG. O CHEMS foi utilizado pela sua sensibilidade as variacdes de pH. Por outro lado, o PEG

foi utilizado para aumentar o tempo de circulacdo dos MLs na corrente sanguinea.
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3.6.1. Magnetolipossomas aguosos (AMLs)

Os magnetolipossomas aquosos foram preparados pelo método de injecdo etandlica. Neste
método, a solucao de lipido & injetada gota a gota e sob vortex, numa solucao aquosa de nanoparticulas
de concentracao 0,02 mg/mL, acima da temperatura de transicdo de fase do lipido, de modo a obter
lipossomas com concentracao final de 103 M de lipido. No final da preparacéo, os magnetolipossomas
foram purificados por decantacdo magnética, utilizando um magneto para eliminar as nanoparticulas

que nao foram encapsuladas.

Para o encapsulamento dos compostos, os AMLs foram sintetizados de forma semelhante,
adicionando-se o composto (10°M) a solucdo etanolica de lipido, realizando-se a co-injecao do lipido e
do composto.

Foram ainda preparados magnetolipossomas aquosos contendo CHEMS, numa proporcao de

lipido para CHEMS de 80:20, e contendo CHEMS e PEG, na proporcao de lipido para CHEMS e PEG

80:20:0,4. As concentracdes das formulacdes utilizadas encontram-se na tabela seguinte.

Tabela 3.4 - Concentracdes de lipido, composto, CHEMS e PEG nas diferentes formulacdes de AMLs.

Formulagées lipidicas [DPPC] (M) [CHEMS] (M) [PEG] (M)
DPPC 1x10°% - -
DPPC:CHEMS 8x10% 2x10% -
DPPC:CHEMS:PEG 8x 10* 2x10% 4x10%

3.6.2. Magnetolipossomas solidos (SMLs)

Os magnetolipossomas solidos foram preparados conforme o descrito em [7]. Para tal, uma gota
de 20 pL de uma solucédo aquosa contendo 0,02 mg/ml de nanoparticulas foi colocada em 3 ml de
cloroformio. A seguir, uma solucao lipidica de DPPC em etanol foi adicionada, com agitacéo vigorosa em
vortex, para formar a primeira camada de lipido. Foram feitas duas lavagens por decantacao magnética
com agua ultrapura, de modo a eliminar o excesso de lipido. Em seguida, foi injetada uma segunda
solucaéo de DPPC em etanol na dispersao aquosa das nanoparticulas cobertas com a primeira camada,

formando assim a segunda camada lipidica. Para o encapsulamento dos compostos A ou B nos SMLs,
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estes foram incorporados numa solucao etandlica injetada imediatamente antes da formacéo da segunda

camada lipidica.

Foram também preparadas formulacdes de SMLs contendo CHEMS, na proporcéo de lipido para
CHEMS 80:20, e contendo CHEMS e PEG, na proporcédo de lipido para CHEMS e PEG 80:20:0,4, tal
como nos AMLs e de acordo com a tabela 3. Neste caso, a incorporacéo tanto do CHEMS como do PEG

¢ feita apenas na injecao correspondente a segunda camada lipidica.

3.7. Caracterizacao dos Magnetolipossomas

Apds serem sintetizados, os magnetolipossomas foram caraterizados pelas técnicas ja descritas
no Capitulo 2. Para a prova de sintese da bicamada lipidica nos magnetolipossomas sélidos recorreu-se
a técnica de transferéncia de energia de ressonancia (FRET) com o uso de lipidos marcados com sondas
fluorescentes. A localizacdo dos compostos antitumorais nos magnetolipossomas foi estudada
anisotropia de fluorescéncia, uma vez que os compostos sdo fluorescentes, conforme ja referido. A
caracterizacao estrutural foi obtida por microscopia eletrdnica de varrimento (no caso dos SMLs) e por

difusdo dinamica de luz (para AMLs e SMLs).

3.7.1. Anisotropia de fluorescéncia

Foram realizadas medidas de anisotropia de fluorescéncia dos compostos antitumorais nos
magnetolipossomas, de modo a tirar conclusdes acerca da localizacdo do composto antitumoral presente

nos nanossistemas.

A emissao de fluorescéncia dos compostos encapsulados em lipossomas foi monitorizada para

a fase gel (abaixo da Tm) e fase liquido-cristalina (acima da Trm) dos lipidos. Como. neste estudo, o lipido
utilizado foi o DPPC, e este possui uma Tm de 41 °C, os ensaios foram realizados a 25 °C e a 55 °C.

Para efeitos de comparacao, foram também realizadas mediadas de anisotropia dos compostos em

glicerol (solvente muito viscoso).

3.7.2. Ensaios de transferéncia de energia (FRET)

Os ensaios de transferéncia de energia foram realizados de modo a verificar a formacdo da

bicamada lipidica nos SMLs. Para o efeito, foram sintetizados SMLs contendo lipidos marcados com
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sondas fluorescentes adequadas para a ocorréncia de FRET. O lipido marcado NBD-Cs-HPC, incluido na
primeira camada lipidica, funcionou como doador de energia (através do grupo NBD), enquanto o lipido
marcado com rodamina B (Rh-DOPE), que foi incluido na segunda camada lipidica, atuou como aceitador
de energia. Para que ocorra transferéncia de energia, a distancia entre doador e aceitador (NBD-Cs-HPC
e Rh-DOPE, respetivamente) tem de ser suficientemente pequena, 10-100 A. Outro requisito para a
ocorréncia de transferéncia de energia é a existéncia de uma sobreposicao espetral entre o espetro de
emissdo do doador e o espetro de absorcdo do aceitador, o que se verifica no caso do par

NBD/Rodamina.

De modo a provar a formacado da bicamada lipidicas foram entéo sintetizados trés sistemas
diferentes:

e SMLs contendo apenas o lipido marcado NBD-Cs-HPC na primeira camada;

e SMLs contendo apenas o lipido marcado Rh-DOPE na segunda camada;

e SMLs contendo ambos os lipidos marcados NBD-Ce-HPC e Rh-DOPE, na primeira e segunda

camada, respetivamente.

3.8. Interacao com modelos de membranas biolégicas

A interacdo ndo-especifica entre 0os magnetolipossomas carregados com 0s potenciais farmacos
e 0s GUVs (vesiculas unilamelares gigantes) foi avaliada por inibicdo da intensidade de fluorescéncia do
composto encapsulado (unguenching). As nanoparticulas apresentam um espetro de absorcdo numa
larga gama de comprimentos de onda e, consequentemente, podem inibir a emissdo de fluorescéncia
dos compostos nos magnetolipossomas. Esta interacdo foi avaliada a diferentes pHs, de modo a inferir
se havera um aumento da capacidade de fusao a pH ligeiramente acido, semelhante ao microambiente

tumoral.

3.8.1. Preparacdo dos modelos de membrana

Os modelos de membrana utilizados neste trabalho foram GUVs (do inglés, Giant Unilamellar
Vesicles) de lecitina de soja. A preparacao dos GUVs foi feita a partir de um filme lipidico, obtido por
evaporacao sob uma corrente de azoto ultrapuro, que passa numa solucao que contém 1 mM de lecitina
de soja [8]. Posteriormente, este filme foi pré-hidratado com 40 L de agua ultrapura e incubado a 45 °C,

por 30 minutos. Por fim, foi adicionada uma solucao de 0,1 M de glucose e voltou-se a incubar, durante
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duas horas a 37 °C. No fim da incubacéo, a solucéo foi sujeita a uma centrifugacao de 14000 g por
30 minutos, de modo a remover qualquer tipo de agregado molecular de pequenas dimensdes que

estivesse na solucao.

Foram também preparados GUVs em solucao tampao de pH 7,4 e 5, para serem utilizados nos

ensaios de libertacao e nos estudos de fusdo membranar.

3.9. Ensaios de eficiéncia de encapsulamento dos compostos em ANLs e SMLs

A avaliacéo da eficiéncia de encapsulamento dos compostos nos MLs foi feita através do uso de
filtros AMICON®, que permitem separar o composto ndo encapsulado dos MLs contendo composto
encapsulado. A solucdo de magnetolipossomas contendo o composto encapsulado foi colocada na parte
superior de um filtro AMICON e submetida a uma centrifugacdo a 3000 rpm durante dez minutos. A
solucao contendo o composto nao encapsulado foi evaporada e redispersa em etanol. Posteriormente,
foi obtido o espetro de fluorescéncia e a sua intensidade permitiu determinar a concentracao de
composto nao encapsulado, através de uma reta de calibracao (intensidade de fluorescéncia em funcéo
da concentracao) previamente obtida. No caso dos SMLs, foi também contabilizada a fracédo de composto
que foi eliminada através das lavagens. Assim, foi possivel quantificar a quantidade de composto

encapsulado nos nanossistemas, utilizado a seguinte expressao:

(C(total de composto)—C(composto nao encapsulada)

EE(%) = x 100 Equacao 3.4

C (total de composto)

3.10. Ensaios de libertacao dos compostos

Foram realizados ensaios de libertacdo dos compostos ao longo do tempo, a 37 °C. Neste ensaio,
0s magnetolipossomas contendo os compostos encapsulados foram colocados na parte de cima de
microfiltros adequados (com porosidade menor que o diametro dos magnetolipossomas), sendo colocada
na parte inferior uma solucdo de GUVs. Foram feitos varios ensaios independentes para cada sistema,
em solucdes tampao de pH 7,4 e de pH=5. Foram recolhidas aliquotas de 300 uL da parte inferior dos
microfiltros, durante intervalos de tempo de 10 minutos na primeira hora de cada ensaio, de 30 em 30
minutos até as 3 horas de ensaio e de hora a hora até as 8 horas de experiéncia. A ultima aliquota foi
retirada as 24h de experiéncia. Foi medida a intensidade de fluorescéncia de todas as aliquotas e a

cinética de libertacado foi ajustada ao modelo de Korsmeyer-Peppas [9], de acordo com a expressao:
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= = Kt" Equacéo 3.5

onde C: e Cp sdo as concentracdes no tempo fe 0, respetivamente, A'a taxa de libertacdo, 0 tempo e

n é o expoente de transporte. Quando 77 < 0,45, 0 mecanismo de libertacao é controlado por difusao

(libertacao Fickiana); se 0,45 < n< 0,89, existe libertacao por combinacdo dos mecanismos de difusao

e erosao (libertacao nao-Fickiana); se 0,89 < n< 1, a libertacao é controlada por relaxamento; e quando

n > 1, a libertacao é controlada por inchamento e relaxamento do sistema [10].
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas produzidas foram caracterizadas por diferentes técnicas para
avaliacdo do seu tamanho, forma, cristalinidade, propriedades magnéticas e estabilidade. Foram
selecionadas nove amostras de nanoparticulas para estes estudos, sendo elas: Mno.sCao.sFe20O4citrato,
Mno.sCao.sFe204 por coprecipitacdo calcinadas a 300 °C 3h, MnosCaosFe204 sol-gel e calcinadas a
300 °C 3h, Mno.sMgo.sFe204citrato 1, Mno.sMgo.sFe20a por coprecipitacao 1 calcinadas a 300 °C 3h,
Mno.sMgosFe;04 sol-gel 1 e calcinadas a 300 °C 3h, MnosMgosFez04 citrato 2, MnosMgo.sFe204
coprecipitacao 2 calcinadas a 300 °C 3h e Mno.sMgo.sFe204sol-gel 2 calcinadas a 300 °C 3h. Como
referido em 3.2 as particulas denominadas 1 foram sintetizadas com os precursores metalicos cloreto
de ferro (lll) hexahidratado, cloreto de magnésio hexahidratado e sulfato de manganés hidratado. As
particulas denominadas 2 foram sintetizadas com os precursores metalicos cloreto de ferro (lll)
hexahidratado, sulfato de magnésio e sulfato de manganés monohidratado. Apds as varias calcinacdes
testadas, foram escolhidas aquelas que apresentavam melhor resposta magnética quando aplicado um

iman.

4.1.1. Cinéticas de sedimentacdo das nanoparticulas magnéticas

O estudo da cinética de sedimentacédo € de extrema importancia para perceber a estabilidade
das nanoparticulas em solucao aquosa. Numa fase inicial, a sedimentacdo das nanoparticulas segue
uma cinética de primeiro grau, sendo seguida de uma diminuicao da velocidade de sedimentacao. Assim,
para o ajuste de todos os pontos obtidos, recorreu-se a funcao de Becquerel (Equacao 3.3), considerando
as duas fases de deposicao. Através desta funcao, é possivel determinar as taxas de sedimentacao das
nanoparticulas (4). Esta analise foi feita para quatro concentracoes diferentes de nanoparticulas (0,025%

m/v, 0,05% m/v, 0,1% m/v e 0,2% m/v) e os resultados encontram-se na tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Taxas de sedimentacéo (K) calculados pela funcdo de Becquerel para as nanoparticulas sintetizadas.

Concentracgao (wt %) K (min®)
0,025 0,0023
MngsCagsFe,0, 0,050 0,0028
coprecipitacao 0,10 0,0022
0,20 0,0030
0,025 0,0004
MngsCagsFe;04 0,050 0,0010
citrato 0,10 0,0014
0,20 0,0020
0,025 0,0123
MngsCagsFe.04 0,050 0,0205
sol-gel 0,10 0,0490
0,20 0,0394
0,025 0,0024
Mng,sMgo sFe,0, 0,050 0,0017
Coprecipitacao 1 0,10 0,0033
0,20 0,0127
0,025 0,0012
Mno,sMgo sFe,04
0,050 0,0014
Citrato 1
0,10 0,0009
0,20 0,0002
0,025 0,0047
Mno,5Mgo,5Fe204
0,050 0,0068
sol-gel 1
0,10 0,0065
0,20 0,0074
0,025 0,0006
Mno,sMgo sFe,04
0,050 0,0006
coprecipitacao2
0,10 0,0012
0,20 0,0027
0,025 0,0023
Mno,5Mgo,5Fe204 0,050 0,0023
citrato2 0,10 0,0063
0,20 0,0125
0,025 0,0061
Mng,sMgo sFe,0, 0,050 0,0118
sol-gel2 0,10 0,0146
0,20 0,0222
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As particulas que apresentam uma menor taxa de sedimentacao sdo as ferrites mistas de
manganés e calcio, sintetizadas com adicdo de citrato. Isto pode ser justificado pelo facto de a cobertura
de citrato proporcionar as nanoparticulas maior estabilidade, uma vez que contribui para o aumento das
repulsdes eletrostaticas, impedindo a agregacao. As particulas produzidas pelo método sol-gel sdo as
menos estaveis em solucao, uma vez que apresentam valores de taxa de deposicao mais altos. Para
baixas concentracoes, todas as NPs apresentam taxas de deposicao baixas, mas a medida que aumenta
a concentracdo, a taxa aumenta, sendo que as particulas de MnosMgosFe04 citrato apresentam
resultados mais favoraveis. O tamanho das NPs também influencia o processo de sedimentacao, pelo

que, possivelmente, as particulas de maior tamanho serdo as Mno.sCao.sFe;04s0l-gel, por apresentarem

taxas de deposicao mais elevadas.

4.1.2. Propriedades magnéticas das nanoparticulas

Neste trabalho, a sintese de nanoparticulas superparamagnéticas ¢é vantajosa, pela sua elevada
magnetizacao apenas na presenca de um campo magnético externo. Todas as nanoparticulas obtidas
apresentam caracteristicas magnéticas, tendo-se observado uma resposta imediata das mesmas quando
um campo magnético externo é aplicado. Verificou-se ainda que a magnetizacao desaparece quando este
campo magnético é retirado, o que pode indicar que estas apresentam um comportamento
superparamagnético. Assim, foi avaliada a dependéncia do momento magnético em funcao do campo
magneético aplicado, por SQUID, de forma a obter a curva de histerese. As NPs superparamagnéticas nao
possuem praticamente histerese, ou seja, nao conservam as propriedades magnéticas apos a remogao
do estimulo que as gerou. A sua resposta magnética assemelha-se ao comportamento de Langevin para
materiais paramagnéticos, mas com altos valores de magnetizacao e suscetibilidade caracteristicos dos
materiais ferromagnéticos que as compdem [1]. Na figura 4.1, podemos observar alguns exemplos das

curvas de histerese das NPs sintetizadas.
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Figura 4.1 - Curva de histerese das nanoparticulas de Mng sCag sFe204citrato (A), MngsCao,sFe204s0l-gel (B), MngsMgo sFe,04citrato 2
(C) e Mng sMgo sFe,04s0l-gel 2 (D), a temperatura ambiente. Inserido: Ampliacdo da zona de baixo campo da curva de histerese.

A partir das curvas de histerese foi possivel determinar o valor da coercividade, que é o valor do
campo magnético inverso que deve ser aplicado para que o fluxo magnético volte a zero. Estes valores
encontram-se listados na tabela 4.2, bem como os valores da magnetizacdo de remanéncia (a
magnetizacdo que persiste apds se ter retirado o campo magnético), da magnetizacdo de saturacéo
(maximo de magnetizacdo) e da razdo entre a remanéncia e a saturacdo, que nos permite avaliar se as

particulas apresentam ou nao um comportamento superparamagnético.
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Tabela 4.2 - Valores de coercividade, magnetizacao de remanéncia, magnetizacao de saturagéo e razdo entre magnetizagcao de remanéncia
e magnetizacao de saturacdo (M,/Ms), obtidos a partir das curvas de histerese, para as diferentes nanoparticulas obtidas.

Coercividade Remanéncia Magnetizacao de M./M
(Oe) (emu/g) saturacao (emu/g) i
Mno,sCao,sFe204
13,90 0,95 53,91 0,018
citrato
MnosCao,sFe204
—_ —_ 11,35 —_
coprecipitacao
Mno,sCao,sFe204
95,04 5,70 27,40 0,21
sol-gel
Mno,sMgo,sFe204
5,12 0,01 18,35 0,0004
citrato 1
Mno,sMgosFe204
8,99 0,06 9,21 0,01
citrato 2
Mno,sMgo,sFe204
_ J— 6,52 —
coprecipitacao 1
Mno,sMgo,sFe204
—_— —_ 10,03 —_
coprecipitacao 2
Mno,sMgosFe204
133,37 —_ 9,01 —_
sol-gel 1
Mno,sMgo,sFe204
118,79 3,16 15,27 0,21
sol-gel 2

Pela analise dos resultados, & possivel observar que as particulas preparadas pelo método de
coprecipitacao sem adicao de citrato e algumas do método sol-gel sdo as que apresentam valores mais
baixos de magnetizacao de saturacao. Verifica-se também que as particulas preparadas pelo método sol-
gel apresentam uma maior histerese, com valores de coercividade (~100 Oe) elevados, bem como

valores de magnetizacao de remanescéncia significativos (entre 3 e 5 emu/g).

As NPs que apresentam melhores propriedades magnéticas sao as preparadas pelo método de
coprecipitacdo com adicao de citrato, nomeadamente, MnosMgosFe20a 1, MnosMgosFe0s 2 e
Mno.sCao.sFe204. Os valores de coercividade destas NP assemelham-se aos referidos na literatura para
as nanoparticulas de MnFe;04 (6,03 Oe), MgFe204(22,1 Oe) e de CaFe;04 (3,41 Oe), bem como os
valores de remanescéncia (0,06 e 0,26 emu/g para particulas de CaFe20se MgFe 04 respetivamente)
[2-4]. As nanoparticulas de ferrites mistas de magnésio e manganés preparadas neste trabalho
apresentam valores inferiores aos referidos para particulas de ferrite de magnésio. Os valores da

magnetizacdo de saturacdo das NP MnosMgosFe O citrato 1, MnosMgosFeaOs sol-gel 2,
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Mno.sCao.sFe204 citrato e Mno.sCaosFe204 sol-gel também se apresentam mais elevados do que nos
estudos referidos anteriormente, com excecao das particulas de MnFe;O4 que apresentam Ms de

36 emu/g.

As ferrites mistas de manganés e calcio produzidas pelo método da coprecipitacao com adicao
de citrato apresentam também uma melhoria na magnetizacao de saturacao relativamente a estudos ja
publicados de particulas de ferrite de calcio sintetizadas pelo método sol-gel, com tamanhos entre os 5

e 0s 10 nm [4].

O comportamento superparamagnético também pode ser avaliado pelo valor da razao entre a
magnetizacao de remanescéncia e a magnetizacdo de saturacao. Se esta razao for inferior a 0,1, verifica-
se uma perda superior a 90% do seu magnetismo quando o campo magnético é retirado, e as NPs
dizem-se superparamagnéticas [5]. Podemos observar (tabela 4.3) que apenas as particulas de
Mno.sCaosFex04 citrato, MnosMgosFe204 citrato 1 e MnosMgosFe 04 citrato 2 apresentam um
comportamento superparamagnético, com valores da razao M./Ms de 0,018, 0,0004 e 0,01,

respetivamente.

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo das propriedades magnéticas, foram selecionadas
as amostras MngsCaosFe 04 citrato, MngsCaosFe;0a sol-gel, MnosMgosFe,Os citrato 1 e

Mno.sMgosFe204 sol-gel 2 para prosseguir os estudos deste trabalho.

4.1.3. Caracterizacado por difracdo de Raios-X

Os difratogramas de XRD foram analisados com recurso ao software Mafch!e permitiram estudar
a constituicdo das nanoparticulas referentes as amostras Mno.sCao.sFe;04 citrato, Mno.sCaosFe204 sol-
gel, MnosMgosFe 04 citrato 1 e MnosMgosFe 04 sol-gel 2. Na figura 4.2 estdo representados os
difratogramas onde é possivel verificar, para as NPs de ferrites mistas de manganés e calcio, a presenca
dos picos caracteristicos de uma fase cristalina pura. E também possivel notar que a sintese de NPs pelo
método sol-gel resulta em amostras com algumas impurezas, o que é comprovado pela presenca de
hematite. A presenca de hematite também pode ser justificada pelo facto das nanoparticulas de sol-gel

terem sofrido calcinacado a maiores temperaturas.
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Figura 4.2 - Difratogramas de XRD das nanoparticulas: A — Mng sCag,sFe204 citrato, B - Mng sCag,sFe,04 sol-gel, C - Mno,sMgo,sFe204 sol-
gel 2.
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A amostra de nanoparticulas de Mno.sMgo.sFe 04 citrato 1 (figura 4.3) apresenta-se totalmente

amorfa, pelo que podera ser necessario um tratamento térmico para melhorar a sua estrutura cristalina.

1inMg citrato

T T T T T T T T T
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 10&.00
Cu-Ka (1541874 A) 2theta

Figura 4.3 - Difratograma de XRD das nanoparticulas Mno sMgo sFe,04 citrato 1.

Pela equacdo de Scherrer (equacédo 3.2), foi possivel determinar o tamanho das cristalites,
encontrando-se estes valores na tabela 4.3. Nos célculos foi usada a constante de forma geométrica

(com valor de 0,9) e 0 A do equipamento de XRD (1,54056 A).

Tabela 4.3 - Tamanhos das nanoparticulas calculados pela equacao de Scherrer, pureza da amostra e ;{2

Tamanho (nm) Pureza (%) x>
MnosCaosFe;0; citrato 8,1 100 5,8
MnosCag,sFe;04 sol-gel 15 86 6,1
Mno,sMgo sFe.04 sol-
osiiBost €204 SO 33,1 18,3 7,3
gel 2

Esta analise permitiu-nos concluir que foram formadas nanoparticulas de tamanhos pequenos,
ideais para encapsulamento, sendo as mais puras as ferrites de manganés e calcio preparadas por

coprecipitacdo com citrato.
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4.1.4. Determinacdo de forma e tamanho por microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas foi realizada pela técnica de SEM. As imagens
permitiram observar a forma das nanoparticulas, bem como obter a distribuicdo de tamanhos de cada
amostra. As imagens das NPs obtidas por SEM permitem observar varios aglomerados representados
por regides mais escuras da imagem. Apesar da agregacao, é possivel distinguir particulas isoladas de
formato circular com tamanhos muito pequenos. As imagens sugerem também que as NPs sintetizadas

apresentam, de forma geral, uma distribuicdo de tamanhos relativamente estreita.

As imagens SEM foram processadas com o software /mage.. Foi feito um aumento do contraste
e subtracdo do fundo, seguido de uma contagem manual das nanoparticulas com os melhores limites
definidos (média entre 100-150 contagens). As areas obtidas foram convertidas em didametros e os
resultados ajustados a uma Guassiana ou a soma de duas Gaussianas, permitindo obter a distribuicao

de tamanhos de cada uma das amostras.

Na figura 4.4 estao representadas as imagens tratadas pelo programa, bem como o0s
histogramas relativos a distribuicao de tamanhos. Através da analise foi possivel chegar a um valor médio

do didametro das NP, resultados que estao apresentados na tabela 4.4.
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Figura 4.4 - Imagens obtidas por SEM tratadas pelo software ImageJ e os respetivos histogramas da distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas: A - Mng.sCag.sFe;04 citrato, B - Mng sCag.sFe,04 sol-gel e C - MngsMgo sFe204 sol-gel2.
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Tabela 4.4 - Tamanhos médios e respetivos desvios padrao para as nanoparticulas selecionadas.

Tamanho (nm)

Mno sCao.sFe.0; citrato 9,15 + 3,32
MnosCao.sFe204 sol-gel 13,23+ 2,00
Mno.sMgo.sFe204 sol-gel 2 22,34 + 3,32

As amostras de Mno.sMgo.sFe;04 com citrato 1 sdo demasiadas pequenas, pelo que as imagens
de SEM nao tém qualidade suficiente para se conseguir obter uma distribuicao de tamanhos desta
amostra. Contudo, é possivel perceber que, além de serem particulas muito pequenas e esféricas, com
tamanhos inferiores aos obtidos para as MnosCaosFe;0s de citrato, o método de citrato origina

populacdes de baixa polidispersividade.

Comparando estes resultados com os obtidos pela técnica de XRD, é possivel inferir que os
valores de tamanhos sdo muito semelhantes, revelando uma boa qualidade dos resultados. Os resultados
obtidos por SEM permitem comprovar a sintese de particulas com tamanho suficientemente pequeno
para serem incorporadas em lipossomas, formando magnetolipossomas. Assim, os MLs baseados nestas
NPs sao promissores para aplicacoes em MRI, tratamentos por hipertermia e entrega controlada de
farmacos, /n vivo, por aplicacao de um campo magnético externo, uma vez que, nesta gama de

tamanhos, as nanoparticulas apresentam comportamento superparamagnético.

4.1.5. Quantificacdo de ferro nas nanoparticulas

A massa experimental de ferro presente nas nanoparticulas Mno.sMgo.sFe204 1 e MnosCao.sFe204

sintetizadas com adicao de citrato foi obtida, para confirmar a relacéo estequiométrica do ferro para os
restantes ides. Para uma maior confianca nos resultados, foram preparadas nanoparticulas de magnetite

com citrato enquanto branco neste ensaio.

A razado estequiomeétrica teorica de ferro para os restantes ides M nas ferrites de formula geral
MFe;04 seria de 2(Fe) para 1(M). Os valores da massa experimental de ferro obtidos e razao

estequiomeétrica corrigida sdo apresentados na tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Massa experimental de ferro e relacao estequiométrica corrigida para as particulas Mng sMgo.sFe204 1€ Mng sCag sFe20scom
adicao de citrato.

Massa Massa ferro Correcao da
particulas (mg) experimental (mg) estequiometria
Mno.sMgo.sFe;204
1,09 0.538 (MnMg)1,1F61.904
citrato 1 !
Mno.sCaosFe204
2,04 1, 10 (Mnca)o,34F62.1604
citrato

Com estes resultados, foi possivel corrigir a razao estequiométrica passando o ferro a ter uma
estequiometria de 1,19 e 2,16, para as particulas de ferrite mista de manganés e magnésio e ferrite

mista de manganés e calcio, respetivamente.

A caracterizacado estrutural e magnética das nanoparticulas, produzidas pelos varios métodos
permitiu-nos escolher as melhores para prosseguir os estudos. Assim, as particulas selecionadas foram
Mno.sCao.sFe204 citrato para os varios estudos que se seguem, uma vez que apresentaram melhores

propriedades magnéticas.

4.2. Estudo fotofisico dos compostos em varios solventes

Devido a sua atividade antitumoral promissora, encapsularam-se nos magnetolipossomas dois
novos compostos fluorescentes derivados de tienopiridinas. Como estudo prévio, foi avaliado o
comportamento dos novos compostos em quatro solventes com diferentes polaridades, tendo sido

medidos os seus espetros de absorcao e fluorescéncia.

Os espetros de fluorescéncia normalizados dos compostos A e B nos varios solventes sao
mostrados na figura 4.5. Os espetros de absorcdo dos compostos em etanol e acetonitrilo estdo inseridos
nas figuras, a titulo de exemplo. O composto A apresenta um espetro estruturado, enquanto o composto
B apresenta uma banda larga sem estrutura vibracional, com desvios batocromicos com o aumento da
polaridade do solvente, mostrando uma maior conjugacao pelo facto de nao ter o azoto no anel benzénico
e pelo efeito doador de eletrdes do grupo metilo. Ha ainda a possibilidade de formacao de ligacdes de

ligacOes de hidrogénio com os solventes proticos (cloroféormio e etanol), principalmente através do grupo
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éster (0=C-0) e do azoto do anel de piridina, justificando maiores desvios batocrémicos nestes solventes.
Uma caracteristica distintiva de outras tienopiridinas estudadas anteriormente é a emissao de

fluorescéncia que se observa em etanol para os compostos aqui estudados [6].
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Figura 4.5 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto A (106M) (Aexe=350 nm) (A) € B (Aexe=330 nm) (B), nos varios
solventes. Inserido: Espetros de absorcdo dos compostos A e B (106M) em etanol e acetonitrilo.

Na tabela 4.6 sdo apresentados os maximos de absorcdo e emissao e o rendimento quantico
de fluorescéncia dos compostos A e B nos varios solventes estudados. Os rendimentos quéanticos de
fluorescéncia dos compostos foram calculados relativamente ao sulfato de quinino (em H2SO4 0,05M);

@, =0,546 a 25 °C.

Tabela 4.6 - Comprimento de onda de absor¢do maximo (Aaps) e coeficiente de absorcédo molar (g), comprimento de onda de emissao
maximo (Aem) € rendimento quantico de fluorescéncia dos compostos A e B em diferentes solventes.

Aabs /nm (g/10°M:cm=) Aem (Nm) (o]
Solvente
A B A B A B

337 346 371

Acetato de Etilo 401 0,02 0,06
(1,02) (1,35) 387
341 353 375

Cloroformio 406 0,02 0,08
(1,26) (1,15) 394
338 348 371

Acetonitrilo 410 0,02 0,05
(0,87) (1,27) 385
338 351 375

Etanol 421 0,02 0,15
(0,88) (0,79) 389
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Pela analise dos resultados apresentados na tabela 4.6, é possivel observar que os compostos
apresentaram uma fluorescéncia relativamente fraca para todos os solventes em estudo, com a excecao

do composto B em etanol.

A figura 4.6 mostra uma comparacao entre os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos
compostos A e B nos solventes em estudo. Podemos observar que o composto B apresenta maiores
rendimentos do que o composto A, em todos os solventes testados. O composto A apresenta
rendimentos quanticos de fluorescéncia na ordem dos 2% para todos os solventes. Por outro lado, os

rendimentos quanticos do composto B estdo numa gama entre 5% e 15%.

0,2

[ 1Composto A
[ Composto B

411

Cloroférmio Acetato de Etilo Etanol Acetonitrilo

Rendimento quantico de fluorescéncia

Figura 4.6 - Grafico comparativo dos rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos nos varios solventes.

Pelos espetros de absorcao dos compostos A e B em cada solvente, € possivel determinar o
coeficiente de absorcdo molar, através da equacao 2.6 referente a Lei de Lambert-Beer, e usando o
percurso otico da cuvette (1 cm). Assim, o coeficiente (absortividade) ¢ determinado pela divisédo da
absorvancia maxima em cada solvente pela concentracdo do composto. A absortividade mede a
capacidade de uma substancia absorver radiacdo a uma determinada frequéncia, estando os valores
obtidos também representados na tabela 4.6. E possivel verificar que os valores da absortividade molar
correspondem a transicdes fortemente permitidas, uma vez que estas apresentam uma alta absortividade

molar (€,,>10%M-1cm™).

A sensibilidade da emissao de fluorescéncia dos compostos ao meio envolvente pode ser util no
estudo do comportamento e localizacao dos mesmos nos magnetolipossomas, sendo que o composto B

€ 0 que apresenta melhores qualidades para atuar como sonda solvatocrémica.
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4.3. Caracterizacao dos magnetolipossomas

4.3.1. Cinéticas de sedimentacdo dos magnetolipossomas aquosos

As NPs preparadas foram encapsuladas em lipossomas, formando magnetolipossomas aquosos.
Foram analisadas as taxas de deposicdo destes nanossistemas e comparadas com as taxas de deposicao

das nanoparticulas. Os resultados estdo apresentados na tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Taxa de sedimentacao (K) calculados pela funcao de Becquerel dos magnetolipossomas aquosos.

Concentracio (wt %) K (min?)
Mno.sCao.sFe204 0,025 0,0010
coprecipitacao 0,050 0,0007
Mno.sCao.sFe204 0,025 0,0003
citrato 0,050 0,0003
Mno.sCao.sFe204 0,025 0,0023
sol-gel 0,050 0,0071
Mno.sMgo.sFe;04 0,025 0,0007
coprecipitacao 0,050 0,0014
Mno.sMgo.sFe204 0,025 0,0024
sol-gel 0,050 0,0006

Para este estudo foram selecionadas as NPs que apresentaram melhor taxas de deposicéo no
estudo das cinéticas de sedimentacéo. Os resultados obtidos permitiram concluir que a taxa de deposicéo
das NPs encapsuladas diminui. Estes resultados sao importantes para a aplicacao destas NPs, uma vez
que mostram que o encapsulamento das nanoparticulas em lipossomas permite aumentar a sua
estabilidade. Mais uma vez, os AMLs baseados em NPs de Mng.sCao.sFe204 com citrato apresentam
valores mais estaveis, tal como aconteceu para as nanoparticulas sozinhas. Foi observada uma

diminuicdo de 0,0010 para 0,0002 na taxa de sedimentacao, que representa uma reducao consideravel.

Os resultados para os magnetolipossomas solidos nao foram os esperados. Possivelmente, estes
sistemas estarao sujeitos a agregacao, levando a formacao de aglomerados que ndo permitiu determinar

as cinéticas de sedimentacao ao longo do tempo.
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4.3.2. Prova da formacdo dos magnetolipossomas solidos por FRET

De forma a provar que a bicamada lipidica dos magnetolipossomas solidos (SMLs) esta de facto
formada, foram realizados ensaios de transferéncia de energia para as formulacées de SMLs com e sem
PEG. Para este estudo, foram preparados trés sistemas de SMLs contendo lipidos marcados com sondas

fluorescentes:

e SMLs contendo um lipido marcado com NBD-Ce-HPC, que vai atuar como doador de energia,
na primeira camada do sistema;

e SMLs contendo um lipido marcado com Rh-DOPE (rodamina B), que ira atuar como aceitador
de energia, na segunda camada do sistema.

e SMLs contendo lipidos com as duas sondas, o lipido com NBD-Ce-HPC na primeira camada

e o lipido Rh-DOPE na segunda camada.

Apds determinacao do espetro de fluorescéncia dos trés sistemas, excitando apenas no
comprimento de onda de excitacdo do doador (NBD-Ce-HPC), é possivel observar que os SMLs foram
formados (figura 4.7). No espetro do sistema contendo as duas sondas, é possivel observar uma
diminuicdo da banda de emissao do doador, comparando com o sistema que contém apenas lipido com
NBD-Ce-HPC, e um aumento da banda do aceitante (Rh-DOPE), comparando com o sistema que contém
apenas o lipido com sonda aceitante. Este efeito resulta da transferéncia de energia do doador (NBD-Ce-
HPC) para o aceitador (Rh-DOPE), provando que as duas sondas estdo perto uma da outra e, por
consequéncia, a formacao da bicamada lipidica constituinte dos SMLs. Os resultados obtidos foram

semelhantes para a adicdo de PEG na formulacdo do sistema.
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Figura 4.7 - Espetros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 440 nm) dos SMLs de DPPC (A) e SMLs DPPC:PEG (B) baseados em NPs de
Mn0.5Ca0.5Fe204 contendo apenas lipido com NBD-C6-HPC (10-6 M), apenas lipido com Rh-DOPE (10-6 M) e contendo lipidos com
ambas as sondas.
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Como resultado destes ensaios, foi possivel calcular a distancia doador-aceitante, o raio de
Forster e a eficiéncia de FRET. Os resultados para os sistemas com e sem PEG estdo apresentados na

tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Parametros da Transferéncia de energia ressonante de Forster: eficiéncia de FRET (®grer), raio de Forster (Ro) e distancia
doador-aceitador (r) obtidos para os ensaios de SMLs baseados em nanoparticulas de MngsCao sFe;04 citrato com e sem PEG.

®FRET Ro(A) r (nm)
SMLs DPPC 0,45 32,63 3,38
SMLs DPPC : PEG 0,86 43,53 3,24

Os resultados relativos ao processo de FRET sao favoraveis para ambos os sistemas, uma vez
que eficiéncia é de 45% para o sistema sem PEG e 86% para o sistema com PEG, correspondendo a uma
distancia entre o dador e o aceitante de cerca de 3 nm para ambos os casos. Uma vez que a espessura
das membranas celulares varia entre 7,5 € 10 nm [7], é possivel concluir que a bicamada lipidica foi
formada, contendo a molécula doadora na primeira camada e a molécula aceitante na segunda camada
lipidica. Desta forma, demonstrou-se que as ferrites mistas de manganés e calcio com citrato podem ser

cobertas com uma bicamada lipidica (PEGuilada ou nao), dando origem a magnetolipossomas solidos.

4.3.3. Caracterizacdo do tamanho e polidispersividade

A caracterizacao do tamanho e indice de polidispersividade dos magnetolipossomas sintetizados
foi realizada pela técnica de difusdo dinamica de luz (DLS) e por microscopia eletronica de varrimento
(SEM). A técnica de DLS permite-nos determinar o tamanho das particulas em solucdo aquosa através
da velocidade a estas se movem, mas nao faz a distincdo entre particulas isoladas e agregados de
particulas. Assim, os resultados de DLS s&o fiaveis quando existe uma boa curva de autocorrelacédo, bem

como um indice de polidispersividade inferior a 0,3 [8].

Neste ensaio, foram estudadas trés formulacoes diferentes, DPPC (100 %), DPPC:CHEMS
(80:20) e DPPC:CHEMS:PEG (80:20:0,4). Os valores de diametro médio, polidispersividade e potencial
zeta dos AMLs e SMLs sintetizados estdo apresentados na tabela 4.9. A titulo de exemplo, o correlograma

de distribuicdo de tamanhos de AMLs de DPPC (100%) baseados em nanoparticulas Mno.sCao.sFe204

com citrato é apresentado na figura 4.8.
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Tabela 4.9 - Diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta dos magnetolipossomas (AMLs e SMLs) baseados
em particulas de Mng sCag sFe;04 citrato, obtidos por DLS.

Diametro
Formulacao lipidica hidrodinamico Pdl Potencial Zeta (mV)
(nm)

DPPC 160,47 + 35,39 0,17 -1,83

AMLs DPPC:CHEMS 77,70 + 19,54 0,34 5,10
DPPC:CHEMS:PEG 87,69 + 24,59 0,27 5,70

DPPC 137,43 £ 96,94 0,28 -11,33

SMLs DPPC:CHEMS 160,13 + 48,97 0,35 9,580
DPPC:CHEMS:PEG 89,15 + 24,02 0,25 -16,90

G1 Correlation Function

1 10 100 1000 10000 100000
Time (ps)

Figura 4.8 - Correlograma da distribuicao de tamanhos obtido para AMLs 100% DPPC baseados em nanoparticulas de Mng sCapsFe;04
citrato.

Os resultados apontam para variacdes nos tamanhos entre os 77 e 160 nm de didametro, sendo
que os AMLs apresentam menores tamanhos que os SMLs. Podemos ainda observar que a adicao de
CHEMS e PEG ao sistema reduz o seu diametro hidrodinamico. Esta diminuicao podera estar relacionada
a uma menor agregacdo dos sistemas, ou um rearranjo da bicamada lipidica, ja que ndo se verifica

alteracéo apreciavel da carga superficial.

Apesar do ajuste razoavel dos correlogramas, nalguns casos, verifica-se uma aglomeracéo dos
nanossistemas, pelo que os valores dos diametros médios obtidos por DLS serdo superiores aos valores
reais. De facto, em algumas amostras, ¢ possivel observar duas ou trés populacdes distintas com
diferentes tamanhos, sendo que populacdes com tamanho menor poderdo corresponder a

magnetolipossomas isolados e as populacdes com tamanho maior poderao corresponder a agregados
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de MLs ou poeiras na amostra. A titulo de exemplo, estd representado na figura 4.9 um grafico de

distribuicao de tamanhos, onde ¢é possivel comprovar a existéncia de duas populacdes distintas.

Size Distribution by Intensity
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Figura 4.9 - Representacéo da intensidade dos picos da amostra de SMLs retirada do software do equipamento Zetasize.

Os resultados do potencial zeta vao de encontro ao esperado, uma vez que sao proximos de O
mV para sistemas com 100% DPPC (lipido zwitterionico), mas quando sao adicionados CHEMS e PEG,
ha um aumento de carga superficial negativa. Este aumento da carga (em valor absoluto) faz com que a
agregacao seja evitada pela repulsao eletrostatica, resultando em tamanhos menores. A presenca do

cluster de NPs nos SMLs pode contribuir para um potencial zeta mais negativo.

A constituicao sélida dos SMLs permite a sua observacao por SEM, na medida em que a sua
estrutura nao é destruida pelo sistema de vacuo do equipamento. Através das imagens obtidas por SEM,
foi possivel observar a superficie destes sistemas e o seu didmetro médio, com maior precisdo,
relativamente aos resultados obtidos por DLS. Na figura 4.10, esta representada a imagem obtida para

a amostra de SMLs 100% DPPC baseados em nanoparticulas Mng sCao.sFe204 citrato.
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Figura 4.10 - Imagem de SEM de SMLs 100% DPPC nanoparticulas de MngsCao sFe;04 citrato.

Pela analise da imagem é possivel observar um grande agregado de SMLs, no entanto, no canto
inferior direito podemos observar um SML que aparenta ter uma dimensao aproximada de 200 nm e
uma forma oval. Apesar da sua constituicao solida, o vacuo do SEM pode destruir alguns SMLs devido a
agua residual constituinte destes sistemas. Comparando com os resultados obtidos por DLS para este
sistema, concluimos que existe alguma agregacdo dos SMLs em solucéo. No futuro, sera de interesse
realizar uma analise SEM de formulacées de SMLs com adicdo de CHEMS e PEG, uma vez que 0s

resultados de DLS sugerem uma diminuicdo da agregacao dos sistemas.

4.4. Encapsulamento dos compostos

4.4.1. Estudo fotofisico dos compostos em magnetolipossomas

As propriedades fotofisicas dos compostos encapsulados nos magnetolipossomas foram
estudadas para varias composicdes dos magnetolipossomas. Neste estudo, foram usadas trés
formulagdes diferentes de AMLs e SMLs de DPPC (100%), DPPC:CHEMS (80:20) e DPPC:CHEMS:PEG
(80:20:0,4).

A incorporacéao e localizacao dos potenciais farmacos antitumorais nos magnetolipossomas pode
ser estudada através de medicdes da anisotropia de fluorescéncia (/). Este estudo pode fornecer

informacéo relevante, uma vez que o valor de anisotropia aumenta com o tempo de correlacao rotacional
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da molécula fluorescente e, consequentemente, com a viscosidade do meio [9] (de acordo com a

equacao 2.9).

O lipido DPPC apresenta uma temperatura de transicao de fase de cerca de 41 °C [10]. Deste
modo, as medidas de anisotropia foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C) e acima da
temperatura de transicao de fase (55 °C), de forma a monitorizar a fase gel e a fase liquido-cristalina dos

lipidos.

Os compostos exibem emissao de fluorescéncia razoavel quando incorporados nas diferentes
formulacbes de magnetolipossomas, como é possivel observar na figura 4.11, onde estao representados

dois espetros a titulo de exemplo.
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Figura 4.11 - Espetros emissao de fluorescéncia: A - do composto A (10¢ M) em AMLs 100% DPPC a 55 °C e B - do composto B (10
M) em SMLs, DPPC:CHEMS a 25 °C. [condicdes de analise: A - Aexc=350nm € B - Aexe =330nm]

Para comparacao, foram realizadas também medidas de anisotropia de fluorescéncia dos
compostos em glicerol, que € um solvente altamente viscoso (n = 993,4 cP a 25 °C). Assim, o glicerol
apresenta uma viscosidade de aproximadamente 1000 cP a temperatura ambiente, enquanto a
viscosidade das membranas lipidicas ronda 100 a 200 cP [11]. Considerando a dependéncia da
anisotropia de fluorescéncia na viscosidade do meio, espera-se, para os farmacos incorporados nos

magnetolipossomas, uma anisotropia significativamente inferior a obtida em glicerol.

As anisotropias de fluorescéncia dos compostos encapsulados nas diferentes formulacdes de

AMLs e SMLs em estudo estao apresentadas na tabela 4.10.
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Tabela 4.10 - Valores de anisotropia de fluorescéncia (r) para os compostos A e B em SMLs e AMLs, abaixo (25 °C) e acima (55 °C) da
temperatura de transicao do DPPC. Os valores de anisotropia dos compostos em glicerol a temperatura ambiente sdo mostrados para
comparacao.

r
Formulacao T (=C)
Composto A Composto B
25 0,08 + 0,04 0,03 +0,01
DPPC (100%)
55 0,06 + 0,03 0,02 + 0,02
25 0,14 + 0,03 0,14 + 0,01
SMLS DPPC:CHEMS
55 0,10 + 0,02 0,11 +0,01
25 0,11 +0,01 0,14 + 0,02
DPPC:CHEMS:PEG
55 0,07 + 0,01 0,10 + 0,02
25 0,05 + 0,01 0,13+0,01
DPPC (100%)
55 0,02 + 0,01 0,12 + 0,01
25 0,15+ 0,01 0,23 +0,01
AMLS DPPC:CHEMS
55 0,12 +0,01 0,21 +0,01
25 0,17 + 0,02 0,23 + 0,004
DPPC:CHEMS:PEG
55 0,12 + 0,02 0,19 + 0,003
Glicerol 25 0,33 0,30

Os valores de anisotropia permitem concluir que ambos 0s compostos se encontram localizados
na regiao interna da bicamada lipidica. A anisotropia de fluorescéncia dos compostos encapsulados nas
diferentes formulacdes de AMLs e SMLs diminui & temperatura de 55 °C, para todas as formulacdes
estudadas. Este comportamento pode ser atribuido a uma diminuicao no tempo de correlacéo rotacional
do fluordforo, permitindo detetar a transicdo da fase gel para a fase liquido-cristalina, resultante da
diminuicao da microviscosidade da membrana. Desta forma, os resultados de anisotropia permitiram
concluir que os farmacos estao localizados maioritariamente na membrana dos MLs, uma vez que foi
possivel observar a transicdo de fase gel para a fase liquido-cristalina do DPPC, componente maioritario

de todas as formulacdes.

As formulacdes de DPPC 100% revelam valores de anisotropia relativamente baixos, apontando
para uma localizacao mais interna dos compostos na membrana, uma vez que a viscosidade da
membrana diminui de fora para dentro da membrana [12,13]. Por outro lado, o efeito do hemisuccinato
de colesterol (CHEMS) nas membranas, conforme observado pelo aumento de anisotropia de
fluorescéncia, podera indicar uma afinidade dos compostos para estas moléculas [14]. E de notar
também um comportamento semelhante para as formulacées contendo CHEMS e PEG.

A diminuicao na viscosidade local das membranas (ou por aquecimento, ou por adicdo de

CHEMS) podera facilitar uma penetracao mais profunda destes compostos nas bicamadas lipidicas,
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sentindo um ambiente menos hidratado. Desta forma, estes compostos revelam-se promissores na

monitorizacdo de alteracdes na fluidez das membranas lipidicas.

4.4.2. Eficiéncias de encapsulamento

Os ensaios de eficiéncia de encapsulamento dos compostos A e B nos magnetolipossomas
permitem-nos estimar a percentagem de composto encapsulado nos sistemas. Para estes ensaios, foram
realizadas trés réplicas para cada formulacdo de magnetolipossomas, tendo sido também realizados

ensaios em lipossomas para comparacao. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 4.11.

Tabela 4.11 - Eficiéncias de encapsulamento dos compostos A e B em AMLs, SMLs e lipossomas 100% DPPC.

Eficiéncia de encapsulamento

Composto A Composto B

SMLs 54,(7) + 12 65,(2) + 1,3
AMLs 97,1+0,1 88,(9) + 2,7
Lipossomas 95,(7) £ 2 86,(4) + 6

No geral, obtiveram-se eficiéncias de encapsulamento razoaveis. Os melhores valores foram
observados para os AMLs e lipossomas, sendo os valores semelhantes e superiores a 85%, para ambos
0s compostos. Por outro lado, os SMLs registaram eficiéncias de encapsulamento mais baixas, entre os
55% e os 65% para os compostos A e B, respetivamente. Ao contrario do que acontece para os AMLs, a
técnica de sintese dos SMLs é mais complexa e leva a perdas de composto aquando das lavagens,
reduzindo assim a eficiéncia de encapsulamento. As eficiéncias de encapsulamento obtidas apontam
para um uso promissor destes nanotransportadores no transporte magneticamente guiado dos

compostos A e B, e como agentes para quimioterapia e hipertermia simultdneas em terapia oncolégica.

4.5. Ensaio de fusao com modelos de membranas

De modo a inferir se 0s magnetolipossomas serao capazes de se fundir com as membranas
celulares, libertando assim o seu conteudo, foram feitos ensaios de fusdo com modelos de membrana
celular, os GUVs (do inglés, giant unilamellar vesicles). Este estudo foi realizado com base no efeito de
inibicao (“guenching’) da intensidade de fluorescéncia dos compostos, provocado pela presenca das

nanoparticulas magnéticas (que absorvem numa regiao larga de comprimentos de onda). Os espetros
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de fluorescéncia dos compostos encapsulados em lipossomas e magnetolipossomas da mesma
formulacao, apresentados na figura 4.12, mostram que, para a mesma concentracao de composto, a
intensidade de fluorescéncia dos compostos é maior nos lipossomas do que nos magnetolipossomas,
devido a absorcao de parte dessa emissdo pelas nanoparticulas nos MLs. Verificamos ainda que o efeito
de quenching ¢ maior para os SMLs, devido a maior proximidade dos compostos ao cluster de

nanoparticulas neste tipo de estrutura.
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Figura 4.12 - Espetros de emisséo de fluorescéncia dos compostos (106 M) A-A (Aexc= 350nm) e B- B (Aexe= 330nm) em lipossomas,
AMLs e SMLs de DPPC (100 %).

Foram realizados ensaios de fusdo a diferentes valores de pH, de modo a estudar a influéncia
do pH na capacidade de fusdo com as membranas. Estes ensaios foram realizados para as formulacdes
contendo CHEMS, uma vez que esta molécula a pH=7 apresenta uma fase lamelar, enquanto a pH=5

passa a uma fase hexagonal que facilita a passagem dos compostos encapsulados [15].

De forma a estudar a capacidade de fusao dos varios sistemas, foram comparados os espetros
de fluorescéncia dos magnetolipossomas, antes e depois da adicao de GUVs (figuras 4.13 e 4.14, como
exemplos). Para cada formulacdo foram efetuadas 3 réplicas e obtido o valor da razao entre os picos

antes e depois da fusao.
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Figura 4.13 - Espetros de emissao de fluorescéncia (A..= 350nm) do composto A (10¢ M) encapsulado em AMLs de DPPC:CHEMS a
pH=7,4 (a esquerda) e em SMLs de DPPC:CHEMS:PEG pH 5 (a direita) e em antes e depois da fusdo com GUVs.
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Figura 4.14 - Espetros de emissao de fluorescéncia (A..= 330nm) do composto B (10¢ M) encapsulado em AMLs de DPPC:CHEMS a
pH=5 (a esquerda) e em SMLs de DPPC:CHEMS:PEG a pH=7,4 (a direita) e antes e depois da fusdo com GUVs.

Através da analise dos graficos, é possivel observar um aumento significativo das bandas de
emissdo dos compostos A e B, apos a fusdo com os GUVs. Este comportamento resulta do efeito de
unquenching, ou seja, uma diminuicdo da inibicao de fluorescéncia dos compostos pelas nanoparticulas
magneéticas. Apos a interacao com os GUVs, se ocorrer fusado, forma-se uma estrutura em bicamada
maior que leva ao aumento da distancia entre os compostos e as nanoparticulas, com consequente
diminuicao da inibicao de fluorescéncia. Assim, o efeito de unquenching, observado apos a interacéo
com os GUVs, comprova que 0s nanossistemas preparados sao promissores para transporte de

compostos antitumorais, uma vez que sao capazes de se fundir com as membranas modelo.

A influéncia do pH no processo de fusao foi estudada através da razao entre os picos no espetro

de fluorescéncia, antes e depois da fusao com GUVs (Tabela 4.12). Neste estudo, quanto maior o efeito



de unquenching, associado a capacidade de fusdo do sistemas conforme descrito acima, menor sera o

valor da razao entre picos.

Tabela 4.12 - Razdo da intensidade de fluorescéncia dos compostos A e B, encapsulados nas diferentes formulacdes de

magnetolipossomas, antes e depois da interacdo com GUVs, apH 5 e 7,4.

Composto A Composto B
pH=7,4 pH=5 pH=7,4 pH=5

DPPC (100 %) 0,70 £ 0,02 - 0,68 + 0,08 -
AMLs DPPC:CHEMS 0,58 + 0,02 0,57 + 0,04 0,07+0,03 0,13+0,02
DPPC:CHEMS:PEG 0,87 £ 0,10 0,89 + 0,05 0,07+0,06 0,16+0,05

DPPC (100 %) 0,23 +0,03 - 0,10+0,01 -
SMLs DPPC:CHEMS 0,15+0,01 0,17 £0,01 0,08 £ 0,01 0,14 + 0,01
DPPC:CHEMS:PEG 0,19+0,01 0,22 + 0,02 0,08 + 0,01 0,12+ 0,01

Tendo em conta que o efeito de guenchingé muito mais pronunciado para os SMLs do que para
0s AMLs, a discussao destes resultados so faz sentido em termos de comparacao de forma independente
para 0s SMLs e para os AMLs. De qualquer forma, para as formulacdes que contém CHEMS, é possivel
verificar que, ao contrario do que seria expectavel, nao se observa uma diferenca significativa da
capacidade de fusao para pH=b. Estudos recentes mostraram que a protonacao do CHEMS (que leva a
passagem a fase hexagonal) pode ocorrer num intervalo de pHs entre 4,5 e 6,5, pelo que, nestes ensaios,
a fase lamelar do CHEMS podera ainda ser predominante, ndo promovendo uma maior capacidade

fusogénica [15]. Assim, no futuro, sera de interesse fazer um estudo mais alargado de valores de pH.

Por outro lado, é possivel observar que a adicdo de PEG parece reduzir a capacidade de fusdo,
0 que podera indicar um aumento da rigidez da membrana, que dificulta a libertacdo dos compostos.
Assim, o PEG podera ter um papel que mascara a sensibilidade do sistema ao pH, de tal forma que néo

¢ possivel observar grandes diferencas entre os ensaios a pH=7,4 e a pH=b.

Estes resultados também corroboram o que foi observado através das medidas de anisotropia
de fluorescéncia, uma vez que mostram que a localizacdo dos compostos numa regido de maior rigidez
(nas formulacdes que contém CHEMS e PEG) causa uma maior dificuldade para a sua libertacdo dos

nanossistemas.

82



4.6. Ensaios de libertacao dos compostos

A taxa de libertacdo dos compostos foi avaliada como descrito em 3.10 e para cada sistema
foram feitas 3 réplicas. A figura 4.15 mostra, a titulo de exemplo, os resultados do ensaio para SMLs a
pH=7,4 para o composto B. Neste grafico é possivel observar que nos primeiros 50 minutos a libertacao
€ mais acelerada e que a partir dos 200 min a libertacao ocorre de forma mais lenta. Este comportamento

¢ geral para todos os sistemas e para ambos 0os compostos em estudo.
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Figura 4.15 - Representacao da libertacdo do composto B em SMLs 100% DPPC a pH 7,4 ao longo do tempo.

Estes resultados foram ajustados ao modelo de Korsmeyer-Pepper (equacédo 3.5), de modo a
aferir acerca da taxa de libertacao (4) e do tipo de transporte (), para cada um dos ensaios. Os resultados

deste estudo sao apresentados na tabela 4.13.
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Tabela 4.13 - Valores da taxa de libertacao (k), tipo de transporte (n) e coeficiente de determinacao (R?) do ajuste dos ensaios de libertacao
dos compostos A e B encapsulados em AMLs e SMLs, a pH 7,4 e pH 5.

k (min) n R?
Formulacao pH
A B A B A B
7,4 0,16 0,11 0,61 0,59 0,997 0,996
DPPC
5 0,16 0,08 0,58 0,60 0,996 0,997
7,4 0,15 0,09 0,62 0,59 0,997 0,996
SMLs DPPC:CHEMS
5 0,17 0,11 0,58 0,57 0,995 0,996
7,4 0,17 0,08 0,60 0,59 0,997 0,996
DPPC:CHEMS:PEG
5 0,17 0,09 0,58 0,58 0,996 0,997
7,4 0,10 0,07 0,60 0,59 0,997 0,996
DPPC
5 0,10 0,04 0,60 0,67 0,996 0,994
7,4 0,11 0,06 0,60 0,61 0,997 0,997
AMLs DPPC:CHEMS
5 0,09 0,05 0,60 0,58 0,996 0,996
7,4 0,11 0,06 0,61 0,62 0,997 0,997
DPPC:CHEMS:PEG
5 0,12 0,05 0,60 0,59 0,997 0,996

A partir dos resultados obtidos, é possivel observar que os SMLs apresentam, em geral, uma
taxa de libertacdo superior aos AMLs, para os dois compostos em todas as formulacdes. Mais ainda, o

composto B apresentou taxas de libertacao inferiores as do composto A.

A taxa de libertacao de composto a pH=b nao revelou grande diferenca quando comparado com
as mesmas formulacdes a pH=7,4. Analisando as formulacdes de DPPC:CHEMS:PEG, observamos que
a variacao na taxa de libertacao para os diferentes pHs é quase nula, pelo que podemos concluir que a
presenca do PEG nas membranas torna os sistemas mais rigidos, impedindo um favorecimento da
libertacao de composto por parte do CHEMS. O estudo da taxa de libertacdo dos compostos
encapsulados nos AMLs nao mostraram diferencas significativas entre as formulacdes e os diferentes

pHs para ambos 0s compostos.

Os valores de 7 apontam para uma difusdo nao-Fickiana, uma vez que estdo compreendidos
entre 0,5 e 0,89, o que significa que ha uma combinacdo de difusdo e erosdo [16]. Os valores dos
coeficientes de determinacéo para todos os sistemas sdo superiores a 0,99, o que indica bons ajustes

ao modelo de Korsmeyer-Pepper.

84



4.7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Referéncias do Capitulo 4

Weddemann A, Ennen |, Regtmeier A, Albon C, Wolff A, Eckstadt K, et al. Review and outlook:
from single nanoparticles to self-assembled monolayers and granular GMR sensors. Beilstein
Journal of Nanotechnology. 2010 Nov 22;1:75-93.

Pereira DSM, Cardoso BD, Rodrigues ARO, Amorim CO, Amaral VS, Almeida BG, et al.
Magnetoliposomes Containing Calcium Ferrite Nanoparticles for Applications in Breast
Cancer Therapy. Pharmaceutics. 2019 Sep 14;11(9):477.

Rodrigues ARO, Ramos JMF, Gomes IT, Almeida BG, Araujo JP, Queiroz MJRP, et al.
Magnetoliposomes based on manganese ferrite nanoparticles as nanocarriers for antitumor
drugs. RSC Advances. 2016;6(21):17302-13.

Cardoso BD, Rio ISR, Rodrigues ARO, Fernandes FCT, Almeida BG, Pires A, et al.
Magnetoliposomes containing magnesium ferrite nanoparticles as nanocarriers for the
model drug curcumin. Royal Society Open Science. 2018 Oct 17;5(10):181017.

Khanna L, Verma NK. Synthesis, characterization and in vitro cytotoxicity study of calcium
ferrite  nanoparticles. Materials Science in  Semiconductor Processing. 2013
Dec;16(6):1842-8.

Rodrigues ARO, Almeida BG, Rodrigues JM, Queiroz MJRP, Calhelha RC, Ferreira ICFR, et
al. Magnetoliposomes as carriers for promising antitumor thieno[3,2-b]pyridin-7-arylamines:
photophysical and biological studies. RSC Advances. 2017;7(25):15352-61

Curtis H, Barnes SN. Biology. 5th Edition. New York: Worth; 1989.

Derakhshandeh K, Kashanian, Hemati Azandaryani A. New surface-modified solid lipid
nanoparticles using N-glutaryl phosphatidylethanolamine as the outer shell. International
Journal of Nanomedicine. 2011 Nov;2393.

Valeur B. Molecular Fluorescence. Methods. Wiley VCH Weinheim; 2001.

Leonenko ZV, Finot E, Ma H, Dahms TES, Cramb DT. Investigation of Temperature-Induced
Phase Transitions in DOPC and DPPC Phospholipid Bilayers Using Temperature-Controlled
Scanning Force Microscopy. Biophysical Journal. 2004 Jun;86(6):3783-93

Israelachvili JN, Marcelja S, Horn RG. Physical principles of membrane organization.
Quarterly Reviews of Biophysics. 1980 May 17;13(2):121-200.

Bahri MA, Heyne BJ, Hans P, Seret AE, Mouithys-Mickalad AA, Hoebeke MD. Quantification
of lipid bilayer effective microviscosity and fluidity effect induced by propofol. Biophysical
Chemistry . 2005 Apr;114(1):53-61.

Tilley L, Thulborn KR, Sawyer WH. An assessment of the fluidity gradient of the lipid bilayer
as determined by a set of n-(9-anthroyloxy) fatty acids (n = 2, 6, 9, 12, 16). Journal of
Biological Chemistry. 1979 Apr;254(8):2592-4.

Massey JB. Effect of cholesteryl hemisuccinate on the interfacial properties of
phosphatidylcholine bilayers. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes. 1998
Dec;1415(1):193-204

Klasczyk B, Panzner S, Lipowsky R, Knecht V. Fusion-Relevant Changes in Lipid Shape of
Hydrated Cholesterol Hemisuccinate Induced by pH and Counterion Species. The Journal
of Physical Chemistry B. 2010 Nov;114(46):14941-6.

85



16. Costa P, Sousa Lobo JM. Modeling and comparison of dissolution profiles. European Journal
of Pharmaceutical Sciences. 2001 May;13(2):123-33.

86



Capitulo 5 - Conclusao e perspetivas futuras

5.1. Conclusao

Neste trabalho foi possivel preparar e caracterizar nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas
de manganés e magnésio e ferrites mistas de manganés e calcio. A analise de XRD confirmou a sua
sintese, com tamanhos médios das cristalites de 8 nm a 33 nm, semelhantes aos obtidos por SEM. Os
ensaios de SQUID permitiram concluir que as particulas de MnosCaosFe204 com citrato,
Mno.sMgo.sFe;04 com citrato 1 e MnosMgosFe,Oa com citrato 2 apresentam um comportamento
superparamagnético. As nanoparticulas de Mng.sCaosFe;04 com citrato foram selecionadas para a
incorporacao em magnetolipossomas, por serem as que apresentaram melhores propriedades

magneéticas e pureza na analise de XRD.

Foi realizado o estudo fotofisico de dois novos compostos potencialmente antitumorais derivados
de tienopiridina, em diferentes solventes. Ambos os compostos apresentaram emissao de fluorescéncia
em varios solventes, também quando incorporados em lipossomas e magnetolipossomas. A sensibilidade
da emissdo ao meio envolvente torna estes compostos também Uteis como potenciais sondas

solvatocromicas.

As nanoparticulas  selecionadas foram incorporadas em lipossomas (formando
magnetolipossomas aquosos) ou cobertas por uma bicamada lipidica (originando magnetolipossomas
sélidos), sendo os nanossistemas carregados com os novos potenciais farmacos. A técnica de DLS
revelou tamanhos promissores para os MLs, sempre inferiores a 200 nm, um tamanho compativel com
a sua aplicacdo biomédica. Os estudos de anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario
permitiram concluir que os compostos antitumorais se localizam na bicamada lipidica dos MLs. A
interacdo nao especifica entre os magnetolipossomas e modelos de membrana (GUVs) foi estudada,
tendo os MLs revelado serem capazes de se fundirem com as membranas modelo, confirmada pelo
efeito de unquenching da emissao dos farmacos apos interacdo com os GUVs. Por fim, foram realizados

ensaios de libertacao dos farmacos, que mostraram uma libertacdo mais rapida para os SMLs.
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5.2. Perspetivas futuras

Os resultados obtidos neste trabalho sdo relevantes para aplicacoes futuras de entrega dos novos
farmacos potencialmente antitumorais, usando magnetolipossomas como sistemas de transporte, de

forma a reduzir os efeitos citotoxicos e aumentar o tempo de circulacdo dos farmacos.
Como desenvolvimento futuro do trabalho desta dissertacao, podem ser tracadas as seguintes
linhas de evolucao:

e Sintese de nanoparticulas com outros revestimentos, de forma a evitar agregacdo e
permitindo maior estabilidade em meio aquoso, dotando ainda as particulas de grupos livres

para conjugar diferentes biomoléculas;
e Realizacao de ensaios de sedimentacdo com magnetolipossomas solidos;

e Realizar novos estudos de influéncia do pH, nomeadamente estudos de fusdo com

membranas por FRET, de modo a investigar a influéncia do CHEMS;

e Preparacdo de magnetolipossomas funcionalizados com moléculas com afinidade para
recetores sobre-expressos nas células tumorais, como o folato e 0 RGD, com o objetivo de

torna-los mais especificos para as células tumorais;

e Realizar estudos de interacdo com membranas modelo (GUVs) dos magnetolipossomas

marcados com sondas especificas;

e Avaliacdo da taxa de absorcao especifica (SAR) das nanoparticulas sintetizadas, para avaliar

a sua capacidade de hipertermia magnética;
e Realizar ensaios de libertacao dos compostos na presenca de um campo magnético externo;
e Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas magnéticas e dos magnetolipossomas;

e Ensaios em linhas celulares normais e tumorais dos magnetolipossomas com 0s compostos
antitumorais encapsulados, para avaliar o seu potencial em terapia dual do cancro

(combinando hipertermia magnética e quimioterapia).
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