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Resumo
A nanotecnologia tem sido uma area da investigacdo bastante importante no avanco de

novas estratégias para o tratamento do cancro, a principal causa de morte atualmente. As
nanoparticulas magnéticas sdao de especial relevancia uma vez que permitem 0 seu
direcionamento, quando aplicado um campo magnético externo, podendo adicionalmente ser
utilizadas no tratamento do cancro por hipertermia, através da aplicacédo de um campo magnético

alternado.

Neste trabalho desenvolveram-se  magnetolipossomas plasmonicos contendo
nanoparticulas mistas de calcio e magnésio decoradas com ouro, que tem um efeito hipertérmico
através da absorcdo da luz, para a aplicacao na terapia dual do cancro. O efeito combinado de
aquecimento local, além de sensibilizar as célula, permitira a libertacdo controlada de um farmaco

a ser transportado pelo sistema em estudo.

Foram preparadas nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio e magnésio através
do método da coprecipitacao. Estas nanoparticulas foram revestidas com nanoparticulas de ouro
que diminui a degradacao enzimatica devendo assim aumentar o tempo de circulacdo dos
nanossistemas in vivo. Posteriormente foram caracterizadas as nanoparticulas individualmente e
como sistema funcional hibrido. Posteriormente, foram incorporadas em lipossomas obtendo-se

assim magnetolipossomas solidos.

A sintese dos magnetolipossomas solidos foi conseguida através da técnica de hidratacao
de um filme lipidico, com algumas alteracdes (Beatriz D. Cardoso et al., 2021). Foi utilizado para

a sua sintese o lipido DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina).

Palavras chave: nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas de ouro, terapia fototérmica,
nanoparticulas hibridas



Abstract
Nanotechnology has been a very important area of research in the development of new

strategies for the treatment of cancer, currently the leading cause of death. The magnetic
nanoparticles are of special relevance since they allow their targeting, when applied an external
magnetic field, and can additionally be used in the treatment of cancer by hyperthermia, through

the application of an alternating magnetic field.

In this work, plasmonic magnetoliposomes containing mixed calcium and magnesium
nanoparticles decorated with gold, which has a hyperthermal effect through light absorption, have
been developed for application in combination cancer therapy. The combined local heating effect,
in addition to sensitising the cell, will allow the controlled release of a drug to be transported by the

system under study.

Magnetic nanoparticles of mixed calcium-magnesium ferrites were prepared by the
coprecipitation method. These nanoparticles were coated with gold nanoparticles which decreases
the enzymatic degradation thus should increase the circulation time of the nanosystems in vivo.
Subsequently, the nanoparticles were characterised individually and as a hybrid functional system.

Subsequently, they were incorporated into liposomes thus obtaining solid magnetoliposomes.

The synthesis of solid magnetoliposomes was achieved through the technique of hydration
of a lipid film, with some modifications (Beatriz D. Cardoso et al., 2021). The lipid DPPC

(dipalmitoylphosphatidylcholine) was used for its synthesis.

Key words: magnetic nanoparticles, gold nanoparticles, Photothermal therapy, hybrid
nanoparticles

Vi
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1. Introducéo e Enquadramento Teobrico
1.1. A importancia da Nanotecnologia

O conceito de nanotecnologia surgiu na década de 50, por Richard Feynman, numa palestra
denominada por “7here’s plenty of room at the bottorm”, onde questionou o porqué de nao se
armazenar “enciclopédias” na cabeca de um alfinete. Feynman acreditava na possibilidade de
criar elementos pequenos que contivessem elementos ainda mais pequenos. Embora o conceito
de nanotecnologia tenha surgido nesta palestra, o seu termo apenas foi s6 estabelecido em 1974,
pelo japonés Norio Taniguchi (1912-1999), aquando da publicacéo de um artigo que abordava o
processo de combinacao e separacado de atomos e moléculas (Marya Oliveira et al., 2021). Neste
trabalho, surge a constatacdo de que as propriedades fisicas e quimicas de um material séao
fortemente influenciadas pelo tamanho do mesmo (Marya Oliveira et al., 2021). Apesar do termo
ter surgido, a propagacao do conhecimento desta nova area apenas se iniciou em 1986, data de
publicacado do livro “Engenhos da criacdo: o advento da era da nanotecnologia" escrito por Eric

Drexler (Marya Oliveira et al., 2021).

A palavra nanotecnologia tem origem do grego “nano” , que significa ando. Esta consiste na
manipulacdo, producao e sintese de materiais a escala nanométrica para a criacao de novos
sistemas funcionais com caracteristicas diferentes e inovadoras. A esta escala, as propriedades
da matéria alteram-se, uma vez que os efeitos da fisica quantica dominam. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas bastante apelativas, a nanotecnologia possui uma vasta gama de
aplicabilidade nas mais diversas areas. A nanotecnologia tem vindo a crescer num campo
multidisciplinar, revolucionando as mais diversas areas. Na tabela 1 sao apresentados alguns

exemplos de aplicacdes atuais da nanotecnologia em diferentes setores (IBERDROLA, 2022).



Tabela 1: Exemplos de materiais e respetivas aplicacdes na nanotecnologia nos respetivos setores (Beatriz D. Cardoso

etal,, 2021)

Setor Material Aplicacgo
Producao de microchips e dispositivos
o Nanotubos de carbono; ) B )
Eletrénica ] L condutores de menores dimensdes, mais
Nanofios quanticos; N -
leves, mais rapidos e eficientes.
o o Producao de painéis solares que duplicam
) Nanomateriais de didxido ) .
Energia o a quantidade de luz solar convertida em
de titanio; "
corrente elétrica.
Nanovesiculas, sensiveis
) . ao pH, como sistemas de Ideais para no controlo dos niveis de
Biomedicina ) ) . .
entrega de insulina em insulina.
diabéticos
oxido de zinco usado desenvolvimento de tecidos inteligentes
Texti como bloqueadores de que ndo mancham nem amarrotam, assim
éxti

radiacdo UV na
composicao dos téxteis

como de materiais mais resistentes, leves e
duradouros.

Neste trabalho experimental, o principal objetivo é o desenvolvimento de um nanosistema
multifuncional para o nanoencapsulamento e libertacao controlada de farmacos. Este tipo de
nanosistemas visa melhorar as terapias convencionais que apresentam falta de especificidade
para tecidos doentes. Assim, na terapia oncologica, sao ideais para atacar as células cancerigenas
sem prejudicar as tecidos saudaveis sendo, portanto, uma o6tima alternativa & quimioterapia

tradicional.

Apesar de todo o conhecimento adquirido ao longo das ultimas décadas no desenvolvimento
de nanossistemas para aplicacdes bioldgicas, este setor continua a ser um foco de investigacao,
encontrando-se em permanente expansdo. Varios materiais tém sido estudados para o
desenvolvimentos de nanossistemas inteligentes. Neste trabalho, iremos focar as nanoparticulas

magneéticas, plasmonicas e lipossomas.

1.2. Nanoparticulas Magnéticas

0 termo nanoparticula é utilizado para definir particulas que apresentam tamanhos entre os
1-100 nm. Estas tém sido amplamente investigadas e utilizadas na nanomedicina desde os anos
70 (Rogério Mendes Branco, 2013). De entre os diferentes tipos de nanoparticulas estudadas, as

magnéticas tém sido alvo de grande investigacdo devido a sua natureza magnética. As



nanoparticulas superparamagnéticas podem ser direcionadas através do uso de gradientes
magneéticos e, para além disso, tém a capacidade para gerar calor quando submetidas a um
campo magnético alternado(Rogério Mendes Branco, 2013). Para além disso, como apresentam
remanescéncia muito pequena, evitam a agregacao das nanoparticulas magnéticas através de

interacdes dipolo-dipolo.

1.2.1. Nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas magnéticas sao compostas por elementos magnéticos (ferro, cobalto,
niquel, manganés, etc). Existem duas classes principais de nanoparticulas magnéticas: as
nanoparticulas metalicas e as nanoparticulas de 6xidos metalicos. As nanoparticulas que tém sido
mais estudadas e utilizadas na medicina sdo as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de
ferro (SPION do inglés, superparamagnetic iron oxide nanoparticles). A magnetite (Fe:0.) e a
maghemite (y-Fe.0:) s@o os oxidos de ferro mais estudados dentro da categoria das SPIONs. As
suas propriedades unicas, como elevada biocompatibilidade e estabilidade, sdo as principais
razdes da sua utilizacdo. (Agnieszka Wtodarczyk et al., 2022). No entanto, estas nao podem ser
utilizadas como nanosistema no transporte de farmacos uma vez que, sob condicdes fisiologicas,

sao instaveis e induzem a formacéao de radicais (altamente toxicos). (Elbialy et al., 2015).

As ferrites sdao materiais magnéticos compostos principalmente por oOxido de ferro
combinados com outros elementos metalicos. Tém a formula geral MFe.O., onde M representa o
ido metalico divalente, podendo ser Mn?*, Ca?*,Mg?* Ni%t, Zn2*, Co?*, entre outros.
Tipicamente, as ferrites apresentam estrutura cristalina de espinela. A geometria da estrutura em
espinela encontra-se representada na figura 1, sendo representada geralmente pela férmula
[A]x[B:]o:O: , onde Td e Oh se referem aos locais tetraédricos e octaédricos, respetivamente. A
distribuicao dos ides nas posicdes Td e Oh é responsavel pela magnetizacao das nanoparticulas,
e dependendo da sua distribuicao as espinelas podem ser normais, invertidas ou parcialmente
invertidas. Na estrutura normal, os ides metalicos divalentes Me> ocupam os espacos (A) e os ides
de ferro trivalentes Fe: ocupam os espacos (B). Na estrutura espinélio inverso os ides Me> o
cupam uma parte dos espacos (B) e Fe* ocupam uma outra parte dos espacos (B) bem como
alguns espacos (A). Na estrutura das espinelas parcialmente invertida, os dois ides encontram-se

distribuidos entre as duas posicoes (Rogério Mendes Branco, 2013).



Este trabalho focou-se na sintese de ferrites mistas de calcio e magnésio (CaocsMgossFe.0.) e
ferrites de manganés (MnFe:0.). O interesse principal da utilizacdo de nanoparticulas magnéticas
de ferrite de manganés é a sua elevada suscetibilidade magnética, que se traduz numa elevada
magnetizacao. Por sua vez, as ferrites mistas de calcio e magnésio sdo mais biocompativeis devido

a presenca desses mesmos elementos, uma vez que sdo ambos bastante biocompativeis.

v Cigenic

Locais octaédricas (B)

Locals tetragdricos (A)

Figura 1: Representacao esquematica da estrutura em espinela. Retirado de (Daniela Sofia Marques Pereira, 2018

O célcio (Ca) é um elemento quimico do grupo 2, de numero atomico (Z) 20 e peso atomico
40,078 g/mol . Ferrites de calcio apresentam caracteristicas bastante promissoras, como por
exemplo, grande estabilidade quimica (mesmo a altas temperaturas). Para além disso, séo
biocompativeis e ndo sao toéxicas para o corpo humano (Pirouz et al., 2015). Por sua vez, o
magnésio (Mg) é um elemento quimico do grupo 2, de nimero atomico (Z) 12 e peso atomico
24,305 g/mol (Eduardo Motta Alves Peixoto, 2009). As nanoparticulas de ferrite de magnésio
possuem varias aplicacoes, tais como sensores de humidade, agentes de catalise e entrega

controlada de farmacos , tal como as nanoparticulas de calcio.

Por fim, o0 manganés (Mn) ¢ um elemento quimico do grupo 7, de nimero atémico (Z) 25
e peso atdmico 54,93 g/mol . As ferrites de manganés sao de superior interesse devido a sua
elevada suscetibilidade magnética. Estas apresentam boa capacidade de producao de calor e
elevado tempo de relaxamento transversal (T.), portanto, sdo classificadas como excelentes
agentes de hipertermia e de contraste para ressonancia magnética, respetivamente (Islam et al.,

2020).

De acordo com um estudo realizado por Saldivar-Ramirez et al., 2014, que compara a
eficiéncia das nanoparticulas de oxido de ferro e de ferrites mistas na hipertermia magnética, as
nanoparticulas de ferrite de manganés apresentam fortes propriedades magnéticas a

temperaturas mais baixas quando comparada com as ferrites mistas de calcio e magnésio, no



entanto, as ferrites mistas apresentaram valores de coercividade e remanéncia mais baixos, o que
pressupde um melhor comportamento superparamagnético. Para além disso, os estudos de
viabilidade e as curvas de aquecimento apresentaram melhor comportamento. Posto isto, as

ferrites mistas de calcio e magnésio sdo de grande interesse na aplicacdo em estudo.

1.2.2. Superparamagnetismo

Nas nanoparticulas magnéticas, o tipo de magnetismo depende da estrutura molecular e
atomica dos materiais, da sua estrutura cristalina e do tamanho, e a classificacdo do tipo de
magnetismo de cada material magnético depende da sua resposta ao campo magnético. De
acordo com a esta resposta magnética, os materiais podem ser classificados em diamagnéticos,
paramagnéticos ou ferromagnéticos. Os materiais diamagnéticos ndo apresentam momento
magnético na auséncia de um campo externo e, na presenca de campo, exibem uma ligeira
repulsdo. Os materiais paramagnéticos apenas apresentam magnetizacdo na presenca de um
campo magnetico, ndo exibindo magnetizacdo na auséncia do mesmo. Ja os materiais
ferromagnéticos, apresentam magnetizacdo espontanea na auséncia de um campo magnético
externo aplicado (Daniela Sofia Marques Pereira, 2018). Abaixo de um determinado tamanho,
denominado diametro critico, os materiais ferromagnéticos apresentam um comportamento
superparamagnetico. Este tipo de magnetismo consiste numa elevada magnetizacdo apenas na
presenca de um campo magnético externo, e, quando este é retirado as particulas perdem a sua
magnetizacao. Assim, um material superparamagnético apresenta um comportamento idéntico ao
material paramagnético. No entanto, o superparamagnetismo apresentava uma magnetizacao de

saturacdo duas ordens de grandeza superior. (Leite, 2013)

Para aplicacdes biomédicas, nanoparticulas que apresentam comportamento
superparamagnético sao bastante importantes devido a auséncia de remanescéncia magnética e
por apresentarem rapidas mudancas no estado magnético quando na presenca de campo

magneético externo (Rogério Mendes Branco, 2013).

O comportamento superparamagnético foi observado pela primeira vez por Elmore em
1938, porém, o termo superparamagnetismo foi apenas introduzido mais tarde por Bean e
Livingston, em 1959. Como ja foi referido, este comportamento ocorre em materiais
ferromagnético abaixo de um determinado tamanho. Em bu/k, os materiais ferromagnéticos

apresentam uma organizacdo em varios dominios, regides bem definidas onde os momentos

5



magnéticos apresentam magnetizacdo espontanea. Este dominios sao separados entre si por
paredes de Bloch e, dentro de cada um desses dominios, os momentos magnéticos encontram-
se paralelamente alinhados. A medida que o tamanho das particulas diminui, a energia necessaria
para a formacéo do dominio aumenta (Ana Rita Oliveira Rodrigues, 2012). Assim, abaixo de um
determinado tamanho, a configuracdo em monodominio é energeticamente mais favoravel e as
particulas passam a apresentar um comportamento superparamagnético. Assim, a magnetizacao
das nanoparticulas superparamagnéticas resulta da soma dos momentos individuas do

monodominio, apresentado forte momento magnético.

Experimentalmente, a resposta magnética de um material pode ser avaliada através da
medicdo do seu ciclo de histerese. Este mede a dependéncia da magnetizacdo em funcédo do
campo aplicado. Quando se aplica um campo magnético, os spins dos eletrdes dos materiais
respondem, alinhando-se, ou nao, segundo este. Nos materiais superparamagnéticos, os
momentos alinham-se com o campo magnético aplicado, sendo que a magnetizacdo maxima do
material ¢ atingida quando todos os momentos alinham com o campo. Neste ponto, observa-se a
chamada magnetizacdo de saturacdo (M.). Quando o campo ¢é retirado, a magnetizacdo que se
mantém apos a remocao do campo é chamada de magnetizacao remanescente (M.), e 0 campo
coercivo (H:) representa o campo necessario para desmagnetizar completamente o material. Na
figura 2 estao representadas as curvas de histerese de materiais com diferentes comportamentos

magnéticos.

Ferromagnético
Superparamagnético

Paramagnético

Magnetizacao

Diamagnético

v

Figura 2: Comportamento magnético de diferentes tipos de materiais.; Ms- Magnetizacdo de Saturacédo, Mr-
Magnetizacdo remanescente e Hc — Coercividade. Retirado de (Daniela Sofia Marques Pereira, 2018).

Como observado na figura anterior, ao contrario dos materiais ferromagnéticos (linha
vermelha), os materiais superparamagnéticos (linha verde) sao caracterizados por nao
apresentarem histerese. Isto quer dizer, o ciclo de histerese é fechado, apresentando valores de
coercividade e remanescéncia proximos de zero. Assim, as nanoparticulas magnéticas, além de

possuirem elevada magnetizacado, sao caracterizadas pela auséncia de histerese.



1.2.3. Aplica¢des das nanoparticulas magnéticas em nanomedicina

Atualmente, as nanoparticulas magnéticas sao vastamente aplicadas na area da biomedicina,
face as caracteristicas Unicas que estas apresentam. O seu potencial é gigante, apresentando
capacidade nao sO para a terapia como também para o diagnostico. Enquanto agentes
terapéuticos, as nanoparticulas sdo promissoras para a entrega controlada de farmacos e para
hipertermia magnética. No diagndstico, apresentam-se como bons agentes de contraste para
imagiologia por ressonancia magnética. Dentro de cada aplicacéo, € necessario que cada particula
apresente caracteristicas especificas para a sua utilizacdo. Para as aplicacdes abordadas, estas

devem apresentar propriedades superparamagnéticas, propriedades quimicas e fisicas uniformes.

A libertacao controlada de farmacos é caracterizada pela libertacdo dos agentes terapéuticos,
encapsulados nos nanossistemas, mediada por estimulos externos. As nanoparticulas magnéticas
sao de elevada importancia nesta aplicacao uma vez que sao conduzidas e retidas em uma regiao
especifica do corpo por meio de gradiente de campo magnético externo levando a que a libertacao
do farmaco ocorra preferencialmente na zona pretendida. Assim, o desenvolvimento de
nanossistemas sensiveis a estimulos € uma area de elevado interesse para a libertacdo controlada

de farmacos. (Pedro Marins Bedg, 2010)

Como as nanoparticulas magnéticas surgem como alternativa a terapia convencional, por
exemplo a quimioterapia, ¢ importante confrontar as mesmas de forma a comparar aspetos
negativos e positivos. A figura 3 confronta estas duas terapias. Neste estudo, relatado por (Pedro
Marins Bedé, 2010) , é administrado um farmaco por forma de ingestao, situacdo B, e outro
através de nanoparticulas magnéticas, situacao A, e é estudada a sua eficacia terapéutica ao longo

do tempo.
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Figura 3: Concentracao do farmaco ao longo do tempo (B) administrado convencionalmente e (A) com sistema de
libertacao controlada. Retirado de (Pedro Marins Bedé, 2010).

Como ¢ observado na figura, a terapia convencional apresenta varias oscilacdes de
concentracao ao longo do tempo ao contrario da libertacdo controlada, que se mantem
praticamente constante. Para além disso, a primeira mencionada apresenta, por alguns periodos
de tempo, concentracdes altas, consideradas toxicas, ao passo que ultima mencionada se mantem

num nivel terapéutico 6timo para tratamento.

0 comportamento evidenciado pela situacdo B nao é o ideal uma vez que se procura uma
concentracao de farmaco na faixa terapéutica por largos periodos de tempo. (Pedro Marins Bedé,

2010) Em contraste, na situacéo A, ¢ a ideal na libertacdo controlada de farmacos.
1.2.4. Hipertermia Magnética

A hipertermia é um tipo de tratamento que se caracteriza pelo aumento da temperatura, no
intervalo 42° - 45° C, numa area especifica. No tratamento oncoldgico, este tipo de tratamento
visa a destruicao seletiva das células cancerigenas por acao do calor (Pedro Marins Bedé, 2010).
Neste intervalo de temperatura, apenas as células tumorais sao sensiveis ao calor, ao passo que
as normais nao. Isto acontece uma vez que as células tumorais estao inseridas num ambiente
hipoxico e acidico e portanto, fatores externos como a temperatura representa um fator de stress
para as mesmas (Horsman & Siemann, 2007). Atualmente, este tratamento é usado como terapia

adjuvante a radioterapia e quimioterapia, e nao de forma isolada.

Além da citotoxicidade provocada pelo sobreaquecimento dos tecidos tumorais, varios estudo
tém reportado uma interacao sinérgica entre a quimioterapia e a hipertermia, resultando num

aumento do efeito citotdxico dos farmacos. Isto tem sido justificado pelo facto de a hipertermia
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promover o fluxo sanguineo no tumor e aumentar a permeabilidade vascular. Como resultado,
ocorre um aumento da concentracdo de farmaco e maior penetracdo dos mesmos nos tecidos

tumorais (figura 4). (Landon, 2011)

Temperatura normal (37°C) Hipertermia Moderada (39°C)

Figura 4: Efeito da hipertermia moderada na vasculatura tumoral. Adaptado de (Landon, 2011).

A hipertermia magnética é um tipo de hipertermia que faz uso de nanoparticulas magnéticas
para geracao de calor, na presenca de um campo magnético alternado. Neste trabalho, o interesse
no uso de nanoparticulas como agentes de hipertermia magnética reside no facto de ser possivel,
através da aplicacdo de um campo magnético, controlar o direcionamento e a geracéo de calor no

local de interesse (Pereira, 2012).

De acordo com um estudo feito por Martinez-Boubeta et al, 2013, a eficiéncia de
aquecimento das nanoparticulas magnéticas depende da concentracao, tamanho médio e da
geometria das mesmas. Ao longo deste sao apresentados varios graficos que esclarecem a relacao
dos trés fatores experimentais em estudo com a capacidade de aquecimento. Para o estudo da
influéncia da concentracao, foram sintetizados nanocubos de 6xido de ferro de 20 nm em solucdes
aquosas de dimetilsulfoxido (DMSO) de diferentes concentracdes (0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2
mg/mL). Para cada concentracdo fez-se variar também a intensidade do campo magnético
aplicado. Foi observado que para concentracoes maiores de nanoparticulas magnéticas de oxido
de ferro a capacidade de aquecimento (SAR) diminui. O mesmo foi observado para as varias

intensidades de campo magnético aplicado.



Para o estudo da influéncia da anisotropia, foram preparadas duas solucdes de nanoparticulas

de concentracao (0,5 mg/mL), volume e tamanho semelhantes, mas forma diferente (cubicas e

esféricas). Na figura 5, foram registados valores de SAR superiores para as nanoparticulas cubicas

de 20 nm, evidenciando assim o papel benéfico da anisotropia de superficie no aumento do poder
de aquecimento.
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Figura 5: Valores de SAR para duas solu¢des de nanoparticulas de concentracdo semelhante (0,5 mg/mL), de
forma cubica e esférica. Retirado de Martinez-Boubeta et al., 2013

Posto isto, & de elevado interesse a exploracdo da capacidade de aquecimento das
nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio e magnésio e de ferrites de manganés, de
forma cubica, uma vez que demonstram ser bastante promissores como agentes de hipertermia

magnética.

A Imagologia por Ressonancia Magnética (IRM) é uma técnica de imagiologia nao invasiva de
diagnostico. Esta técnica permite diferenciar o tecido normal do patologico, através das
propriedades de relaxacdao dos atomos de hidrogénio na agua. Nas ultimas décadas, as
nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro tém vindo a substituir o complexo de
gadolinio, um agente de contraste vastamente utilizado, por apresentar maior biocompatibilidade
e possuirem propriedades magnéticas excelentes (Pedro Marins Bedé, 2010). Para além disso,
apresentam elevados tempos de relaxamento transversal T: e permanecem no tecido por periodos
mais longos, em comparacao com agentes de contraste comuns. Assim, as nanoparticulas
supermagnéticas sao mais seletivas e mais especificas, permitindo um melhor contraste entre o
tecido saudavel e patolégico (Ana Maria Rodrigues Alves, 2012). Isto traduz-se em melhores

imagens com menores doses de agente de contraste.
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1.3. Nanoparticulas plasmonicas

As nanoparticulas de ouro sao o tipo de material plasmonico mais utilizado cuja primeira
aplicacao conhecida foi verificada num artefato do Império Romano, fabricado ha cerca de 1600
anos. Trata-se da taca de Lycurgus (figura 6), um objeto decorativo que apresenta uma alternancia
fascinante de cores do vermelho ao verde. Naquela altura, esta caracteristica tinha apenas um fim
decorativo, sendo desconhecida a ciéncia por detras da origem das diferentes cores. Atualmente,
sabe-se que a variacao da cor resulta do facto da taca conter nanoparticulas de prata e de ouro,
de variados tamanhos, entre 1-100 nm. Tendo em conta a capacidade de absorcao e reflexdo da
luz destas nanoparticulas, a taca apresenta cor verde ao refletir luz externa e cor vermelha quando

a fonte esta em seu interior. (Parveen, 2017)

Figura 6: Representacdo taca de Lycurgus. Imagem da esquerda representa a taca vista na luz transmitida e a da
direta a luz refletida. Retirado de (Parveen, 2017a).

As nanoparticulas plasmonicas sdo um tipo de nanoparticulas que apresentam um efeito de
ressonancia de plasmao de superficie (SPR), representado na figura 7. Este fendmeno ocorre
quando a frequéncia de oscilacdo dos eletrdes da superficie apresentam a mesma frequéncia da
radiacdo incidente. Como resultado, este tipo de nanoparticulas pode absorver luz dessa
frequéncia com maior eficiéncia e, em consequéncia do seu largo espetro de absorcao, sao
caracterizadas pela capacidade de conversao de luz em calor, através de processos nao radiativos.

(Daniela José dos Santos Teixeira, 2018)

11



Propaga¢ao
da luz

Campo Elétrico

Figura 7: Representacdes do fendmeno de ressonancia plasmonica. Retirado de (Daniela José dos Santos Teixeira,
2018).

1.3.1. Nanovaras de Ouro

Neste trabalho serdao preparadas nanoparticulas de ouro, em forma de nanovaras. O ouro
€ um elemento quimico de bastante interesse, uma vez que apresenta caracteristicas unicas como
a baixa toxicidade, baixa reatividade, facilidade de bioconjugacdo e excelentes propriedades
oticas.(Geraldes et al., 2015) A temperatura ambiente, o ouro apresenta uma estrutura cristalina

cubica de face centrada, representada na figura 8 (Estruturas Cristalinas, 2022).

Figura 8: Representacdes esquematicas da célula unitaria estrutural do ouro (figuras da esquerda) e da sua malha
cristalina (figura da direita). Adaptado de (Estruturas Cristalinas, 2022).

As propriedades o¢ticas das nanoparticulas de ouro estao fortemente relacionadas com o
tamanho e forma das mesmas, uma vez que as interacdes com a radiacdo eletromagnética (luz)
leva a oscilacdes do campo elétrico local, cuja densidade depende entdo da forma e tamanho da
superficie. Isso traduz-se em absorcao e reflexdo de luz que depende da forma e tamanho das
nanoparticulas. (Naiara Teodosio Dos Santos, 2013). Dentro das varias formas, as nanovaras de

ouro tém sido os mais utilizados. (Parveen, 2017)

12



Uma caracteristica das nanovaras de ouro ¢ a presenca de duas bandas de absorcéo (figura
9, linha preenchida), ao contrario das esféricas que apresentam apenas uma banda. Como é
observavel na figura 9, a absorcao do plasmao de superficie transversal (LSP:) surge da oscilacao
transversal dos eletrdes na regiao do UV-Vis. Por outro lado, a absorcdo do plasméao de superficie
longitudinal (LSP.) ocorre mais a frente, podendo ser observada na regido do Visivel ou NIR. A
localizacdo da banda LSP. depende da proporcdo entre o comprimento e a largura, conhecido
como aspect ratio, sofrendo um deslocamento para a regido NIR a medida que o aspect ratio
aumenta. Esta regido é de elevada importancia uma vez que ha uma forte absorvancia e assim a

penetracao do tecido pode ser maximizada (Loo et al., 2005).
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Figura 9: Espectro de absorcao de nanoparticulas esféricas de ouro, representado a tracejado, e de nanovaras de
ouro, representado a linha cheia. Adaptado de (Parveen, 2017b).

De acordo com um estudo feito por Huang et al, 2006, que retrata a eficiéncia de
aquecimento das nanovaras de ouro, ligadas a um anticorpo -EGFR, a poténcias de laser
diferentes, estas particulas podem ser usados como um agente fototérmico seletivo e eficiente.
Com base no mesmo, o valor de SAR minimo para se verificar qualquer efeito foi de 10 W/cmz.
Este valor € menor do que aquele necessario para particulas de ouro shell, o que constitui uma
grande vantagem para estas. Essa diferenca pode ser justificada pela area de absorcdo maior na

regido NIR.
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1.3.2. Hipertermia Fototérmica

A terapia fototérmica é um tipo de hipertermia que faz uso da capacidade de conversdo de
luz em calor das nanoparticulas plasmonicas, para fins terapéuticos. Assim, este tratamento
consiste numa primeira fase de injecao local das nanoparticulas no tecido tumoral, seguida da
irradiacdo com fonte luz NIR. Desta forma, é gerado um sobreaquecimento local do tecido tumoral

e consequente morte celular (figura 10) (Kim & Lee, 2018).

Nanoparticulas Laser Apoptose
Células de ouro Celular
Cancerigenas
Sanguineo

Figura 10: llustracdo esquematica da hipertermia fototérmica mediada por nanoparticulas de ouro. Adaptado de (Kim
& Lee, 2018).

Atualmente existe uma grande variedade de materiais para potencial aplicacado enquanto
agentes fototérmicos com diferentes composicdes, estruturas, formas e revestimentos de
superficie.  Idealmente, os agentes fototérmicos devem apresentar baixa toxicidade e
biocompatibilidade, boa capacidade de ser eliminado por vias metabdlicas, facil funcionalizacdo e
excelente eficiéncia de conversédo de luz em calor. De acordo com estas caracteristicas, as
nanoparticulas de ouro apresentam-se como agentes fototérmicos de exceléncia, uma vez que

possuem alta eficiéncia de conversdo de luz em calor. (Kim & Lee, 2018)

No estudo realizado por Rozanova & Zhang, 2009, foi comparada a eficiéncia de agquecimento
das nanoparticulas de ouro em forma de nanovara e nanoshell. Ao longo deste sao apresentados
varios graficos, sendo que apenas serao evidenciados aqueles que esclarecem a evidente relacao
da forma com a absorvancia e a capacidade de aquecimento. Para o estudo da eficiéncia de
aquecimento foram preparadas solucdes de ouro, nas duas formas estudadas, de concentracao

igual a 7 pg/mL.
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De acordo com a figura 11, adaptada da figura 4 do artigo, conclui-se que a densidade dptica
das nanovaras é quase 4 vezes maior do que a forma em nanoshell, na regiao espectral NIR, e

que a temperatura aumentou quase 8 vezes mais nas nanovaras.
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Figura 11: A) espectros da densidade otica das nanovaras de PEG-ouro (vermelho) e nanoshell de PEG-ouro (azul) em
concentracdes iguais de ouro e (B) representacao esquematica da taxa de aumento de temperatura para solucdes. Adaptado de
Rozanova & Zhang, 2009.

Posto isto, a capacidade de aquecimento das nanovaras ¢ muito superior a dos nanoshells

indicando que estes sao melhores agentes de fototermia.

1.4. Nanoparticulas hibridas

As nanoparticulas hibridas sdo nanocompésitos constituidos por dois tipos de materiais
diferentes que visam a juncao de diferentes propriedades num sé material, levando a uma

combinacao ou melhoria das propriedades dos dois nanomateriais. (Lopez-Lorente et al., 2011).

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado um efeito sinérgico resultante da combinacao de
nanoparticulas magnéticas e plasménicas, tipicamente constituidas por um ntcleo magnético e
revestidas por uma camada de ouro. Este tipo de nanoestrutura magneto-plasménicas permitem
a combinacéo da hipertermia fototérmica com hipertermia magnética, resultando num agente de
hipertermia bimodal de elevada eficiéncia para o tratamento do cancro. Neste tipo de estrutura,
além do efeito sinérgico da combinacao das propriedades oticas e magnéticas, ha ainda um
melhoramento da estabilidade quimica das nanoparticulas, uma vez que a camada de ouro atua
como uma barreira que evita a oxidacao do nucleo e a degradacdo enzimatica. Adicionalmente,
devido a facilidade de conjugacao do ouro com diversas moléculas, a funcionalizacao da estrutura

hibrida é facilmente assegurada. (Lopez-Lorente et al., 2011)
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Neste trabalho foram preparadas nanoparticulas hibridas magneto-plasménicas, para
combinacao das propriedades magnéticas e o6ticas num s6 nanossistema. Assim, tendo em conta
as excelentes propriedades oticas das nanovaras de ouro e as propriedades magnéticas das

ferrites, foram sintetizadas nanoparticulas magnéticas de ferrite revestidas por nanovaras de ouro

(figura 12).
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Figura 12: Representacdo esquematica de uma nanoparticula magnética revestida por uma camada de ouro A) vista
frontal e B) vista transversal.

1.5. Lipossomas

Os lipossomas foram primeiramente observados por Alec Bangham, em 1965, através da
visualizacdo de imagens de fosfolipidos em solucdes aquosas. Neste trabalho, foi observado que
quando colocados em agua os fosfolipidos formavam estruturas fechadas em bicamadas. Desde
entdo, os lipossomas passaram a ser objeto de investigacdo para numerosas aplicacoes,

nomeadamente enquanto nanossistemas de encapsulamento.
1.5.1. Composicao estrutural

Os lipossomas sdo vesiculas constituidas por uma, ou mais, bicamadas lipidicas
concéntricas, separadas por um meio aquoso. As suas unidades estruturais sdo os fosfolipidos,
que podem ser de natureza natural ou sintética, sendo que os primeiros sao obtidos através de
fontes naturais e os ultimos podem ser produzidos a partir dos primeiros. Os fosfolipidos sao
moléculas anfipaticas, ou anfifilicas. Sdo constituidos por uma cabeca polar que possui um grupo
fosfato (extremidade hidrofilica) e cadeias hidrocarbonadas derivadas de &cidos gordos

(extremidade hidrofébica) (figura 13) (Vix, 2022). No desenvolvimento de lipossomas, os
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fosfolipidos mais utilizados sdo a fosfatidilcolina, a fosfatidilserina, o fosfatidilglicerol e a

esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada estavel em solucao aquosa.

Cabeca Hidrofdbica

Cauda Hidrofilica

Figura 13: llustracdo da estrutura de um fosfolipido. Adaptado de (Vix, 2022).

Os fosfolipidos sdo caracterizados por apresentarem uma temperatura de transicdo de
fase (T.), acima da qual a membrana passa de uma fase gel, onde a cadeia esta em estado
ordenado, para uma fase de cristalHiguido, onde as moléculas apresentam maior mobilidade e os
grupos hidrofilicos se tornam completamente hidratados. A temperatura de transicdo depende do
comprimento das cadeias hidrocarbonadas e do grau de hidratacdo das mesmas. Portanto,
diferentes membranas compostas por lipidos distintos podem exibir diferentes niveis de fluidez na
mesma temperatura. (Daniela Sofia Marques Pereira, 2018) No que diz respeito a carga elétrica,
os fosfolipidos podem ser classificados como cationicos (carga positiva) , anionicos (carga
negativa) ou zwitterionicos (possui carga negativa e positiva em diferentes atomos) . A classificacao

dos lipidos utilizados neste projeto encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2; Caracteristicas quimicas de diferentes lipidos (Li et al., 2015).

origem Carga T
Egg-PC Natural Zwitterionica -17°C
DPPC Sintética Zwitteridnica 41°C
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1.5.2. Classificacéo estrutural

Os lipossomas podem ser classificados estruturalmente segundo o seu tamanho e nimero
de bicamadas. Relativamente ao numero de bicamadas, sao categorizados em unilamelares ou
multilamelares. Os primeiros sdo constituidos apenas por uma bicamada concéntrica e uma
cavidade aquosa, os segundos apresentam varias bicamadas concéntricas de menores
dimensdes. Por sua vez, as vesiculas unilamelares podem ainda ser classificadas de acordo ao
seu tamanho, em vesiculas unilamelares pequenas (<100 nm), vesiculas unilamelares grandes

(100-1000 nm) e vesiculas unilamelares gigantes (>1 um ) (figura 14).
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Figura 14: Classificacdo dos lipossomas consoante o seu tamanho e nimero de lamelas. Adaptado de (Daniela Sofia
Marques Pereira, 2018).

Devido ao seu tamanho e a matriz desorganizada dos tecidos tumorais, os lipossomas
apresentam um direcionamento passivo para estes tecidos. Ao fendmeno, que promove 0 aumento
da concentracao de farmaco na zona tumoral (Plassat et al., 2011), da-se o nome de efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (EPR, do inglés, enhanced permeability and retention effec)

(figura 15) (BioRender, 2022).
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Figura 15: llustracéo do efeito EPR no direcionamento dos magnetolipossomas contendo as nanoparticulas magnéticas
com aplicacdo de um campo magnético alternado. Adaptado de (BioRender, 2022).

1.5.3. Meétodos de sintese

Existem varios métodos de preparacao descritos para a sintese de lipossomas, sendo o
mais conhecido a hidratacao de filme lipidico. Neste trabalho foi utilizado um protocolo inovador,

proposto por Beatriz D. Cardoso et al., 2021).

O processo de hidratacao lipidico (figura 16) surgiu em 1965, por Alec Bangham (Ferreira,
2006). Neste método, os lipidos sdo dissolvidos num solvente organico, seguido da evaporacao
sob corrente de um gas inerte. Posteriormente, o filme lipidico é hidratado com agua ou uma
solucdo tampao, a uma temperatura superior a T. e sob agitacao (Ferreira, 2006). Este processo
de preparacdo pode sofrer algumas variacdes, como por exemplo tempo de secagem do lipido,
temperatura ou solvente organico utilizado, no entanto, conduz sempre a formacao de vesiculas
multilamelares muito heterogéneas. Quando se pretende obter vesiculas unilamelares s e de
tamanho bem definido, torna-se necessario submeter estes a tratamentos pér-sintese adicionais,

como a extrusao ou sonicacao. (Veloso et al., 2021)
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Figura 16: Representacdo esquematica do método de hidratacao do filme lipidico. Retirado de (Ferreira, 2006).

1.6. Lipossomas magneto-plasmanicos

Os lipossomas magneto-plasmonicos sdo nanossistemas multifuncionais de elevado
potencial para terapia combinada, através da entrega controlada de farmacos e hipertermia
bimodal (magnética e fototérmica). Resultam da combinacdo dos lipossomas com as
nanoparticulas hibridas, e pretendem ser uma abordagem terapéutica para ultrapassar os

problemas das terapias convencionais.

De acordo com a sua composicao estrutural, os lipossomas contendo nanoparticulas
podem ser classificados em sélidos ou aquosos. Relativamente aos magnetolipossomas aquosos
as nanoparticulas magnéticas sado encapsuladas na fase aquosa interna, ja nos
magnetolipossomas sélidos existe um aglomerado de nanoparticulas magnéticas rodeadas por
uma camada lipidica (Irina Soraia Rainho Rio, 2019). Esta definicao foi primeiramente estabelecida
em 1988, por De Cuyper e Joniau, para definir lipossomas baseados em nanoparticulas
magneéticas (magnetolipossomas). Assim, os magnetolipossomas foram classificados em duas

classes principais (figura 17):

e Magnetolipossomas solidos (SMLs do inglés Solid MagnetoLiposomes) nos quais
nao existe nucleo aquoso e ha um cluster de nanoparticulas rodeado por uma

camada lipidica.(Veloso et al., 2021)
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e Magnetolipossomas aquosos (AMLs em inglés Aqueous MagnetoLiposomes), nos
quais as nanoparticulas magnéticas sao dispersas no limen aquoso interno dos

lipossomas. (Veloso et al., 2021)

Magnetolipossomas sélidos (SMLs) Magnetolipossomas aquosos (AMLs)
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Figura 17: Representacao de SMLs e SMLs. Adaptado de (Veloso et al., 2021).

Neste caso, os lipossomas magneto-plasmadnicos aquosos sao constituidos por lipossomas
contendo nanoparticulas hibridas magneto-plasménicas encapsuladas no seu interior aquoso. Por
outro lado, nos secos, nao existe nucleo aquoso e as nanoparticulas estdo rodeadas por uma
camada lipidica. Dentro dos mencionados, neste projeto foram desenvolvidos os

magnetolipossomas solidos, uma vez que tém melhor resposta magnética.

1.6.1. Lipossomas magneto-plasmdnicos como nanossistemas de transporte e libertacéo controlada

Os lipossomas magneto-plasmoénicos sdo nanosistemas de encapsulamento altamente
responsivos a campos magnéticos e irradiacdo, uma vez que contém um nucleo magnético e
plasmonico. Além disso, permitem o encapsulamento de farmacos antitumorais melhorando a sua

solubilidade, estabilidade e performance de liberacéo.

A utilizacdo de formulacdes lipidicas termosensiveis, com temperaturas de transicao
acima da temperatura fisioldgica, é essencial para a libertacao controlada. Neste estudo, utilizou-
se o lipido DPPC, uma vez que este apresenta uma temperatura de transicdo de 41 °C. Assim, o
uso de lipossomas termosensiveis permite que, ao serem atingidas temperaturas acima da
temperatura de transicao (T.) os lipidos apresentem maior mobilidade e passem a estar numa
fase desorganizada. Em consequéncia, a libertacao dos farmacos encapsulados é promovida
(figura 18) (Landon, 2011). Assim, os lipossomas magneto-plasmonicos, carregados com
farmacos antitumorais e baseados em formulacbes termosensiveis, apresentam-se como

nanossistemas multifuncionais com diferentes capacidades, nomeadamente:
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(i) direcionamento magnético ao local de interesse, sob acdo de gradientes de
campos magnéticos;

(ii) entrega controlada dos farmacos encapsulados, mediada pela geracao local de
calor (na presenca de um campo magnético externo alternado ou na presenca de
fonte de irradiacao NIR);

(ifi) terapia dual e sinérgica, pela combinacdo da acdo local do farmaco

quimioterapicos e do sobreaquecimento dos tecidos tumorais.

Ambiente Intracelular Magnetolipossoma
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Figura 18: llustracdo do comportamento do lipossoma DPPC abaixo (fase gel) e acima( fase liquida-cristalina) da temperatura
de transicao. Adaptado de (Landon, 2011).
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CAPITULO II: MATERIAIS E METODOS
Neste capitulo serdo descritos os procedimentos utilizados no desenvolvimentos dos

nanomateriais deste trabalho. Serdo ainda descritas, brevemente, as técnicas de caracterizacéo

bem como o proposito da sua utilizacao.

Neste trabalho, de forma muito breve, foram sintetizadas NPs magnéticas de ferrites de
manganés e ferrites mistas de calcio e magnésio, e nanoparticulas plasménicas de ouro em forma
de bastonete. De seguida, foi promovido o0 acoplamento entre as nanoparticulas magnéticas e os
bastonetes de ouro, para a formacao de nanoparticulas denominadas como hibridas magneto-
plasmonicas. Por fim, estas foram incorporadas em bicamadas lipidicas resultando em
lipossomas solidos (SMLs). Ao longo do trabalho, foram utilizadas varias técnicas para a
caracterizacao estrutural e magnética das diferentes nanoestruturas, entre elas, TEM, XRD,

espetroscopia UV-Visivel, DLS e SQUID.

2.1. Preparacdo das Nanoparticulas Magnéticas

Neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés e ferrites
mistas de calcio e magnésio, através de um meétodo solvotérmico adaptado do reportado por
Beatriz D. Cardoso et al., 2021. Este método consiste na degradacado térmica de precursores
metalicos na presenca ou nao de misturas de surfactantes num solvente de elevado ponto de
ebulicdo. Assim, o uso do acido oleico e do octadeceno como surfactante/complexante e solvente,
respetivamente, permitiu o controlo da forma das NPs para promover a formacdo das
nanoparticulas anisotropicas. Importante salientar a utilizacado do condensador nesta experiéncia,
uma vez que permite refluxo para um melhor controlo da temperatura de reacdo. A montagem

experimental utilizada esta representada na figura 19.

Figura 19: Imagem do sefup experimental utilizado na sintese de nanoparticulas magnéticas.
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2.1.1. Sintese de Nanoparticulas de Ferrite de Manganés

As nanoparticulas de ferrite de manganés (MnFe.0.) foram preparadas utilizando os seguintes
reagentes:

e Sulfato de manganés tetrahidratado (MnS0Q.-H.0), massa molar 169,02 g-mol";

e C(Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (FeCls:6H.0), massa molar 270,33 g-mol;

e Acido oleico (CisHx0:), massa molar 282,47 g-mol;

e QOctadeceno (Ci:H:), massa molecular 252,5 g-mol-.

As massas dos precursores metalicos utilizadas na preparacdo experimental, e as respetivas

concentracdes finais, estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Massa e concentracao final dos precursores metalicos usados na sintese das nanoparticulas MnFe:0..

Massa (mg) Concentracao final (mM)
Cloreto de ferro (lIl) hexahidratado 875,75 2
Sulfato de manganés tetrahidratado 169,01 1

Para tal, num volume de 15 ml de octadeceno, previamente aquecido a 120 °C, adicionou-
se 525,7 mg de cloreto de ferro lll hexahidratado e deixou-se dissolver, durante 20 minutos, sob
agitacdo magnética. De seguida, adicionou-se 169,01 mg de sulfato de manganés tetrahidratado
e 875,92 mg de acido oleico. A reacao foi deixada na manta de aquecimento, durante 60 minutos
a 120 °C. Posteriormente, procedeu-se ao aumento gradual da temperatura em intervalos de 5 °C,
em cada 5 minutos, até ser atingida a temperatura de 200 °C. Quando atingida esta temperatura,
aumentou-se novamente para os 290 °C e a mistura foi deixada, sob agitacdo magnética, cerca
de 1 hora. Apos este periodo, as nanoparticulas foram formadas e a solucao foi arrefecida a
temperatura ambiente. Posteriormente, procedeu-se a purificacdo das nanoparticulas obtidas
através de lavagens com tetrahidrofurano (THF) e com uma mistura de agua:etanol (1:1), por
decantacéo magnética, de forma a eliminar possiveis restos da reacéao (figura 20). Este passo foi
repetido sucessivamente até se obter um residuo de lavagem transparente. Apos o processo de
lavagem, as nanoparticulas foram colocadas na estufa para secagem e obtencao das mesmas em
po. Por fim, as NPs foram sujeitas a uma ligeira calcinacdo de 30 minutos a 350 °C, sob corrente

de azoto, de forma a promover a remocao de restos de surfactante da sua superficie.
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Figura 20: Processo de lavagem por decantacdo magnética: (a) apés uma lavagem e (b) apds trés lavagens.

2.1.2. Sintese de Nanoparticulas de Ferrite Mista de Calcio e Magnésio

De forma semelhante ao descrito para as ferrite de manganés, foram também preparadas
nanoparticulas magnéticas de ferrite mista de calcio e magnésio (CaosMgossFe.0s), utilizando o
mesmo protocolo (Beatriz D. Cardoso et al., 2021). Para o efeito, foram utilizados os seguintes
reagentes:

o Acetato de magnésio tetrahidratado (C.H:MgQ.-4H20), massa molar 214,5 g-mol*;

e Acetato de calcio hidratado ((CH3C00)2Ca-H20 ), massa molar 176,18 g-mol-;

e C(Cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCls-6H.0), massa molar 270,33 g-mol*;

e Acido oleico (CisHx0:), massa molar 282,47 g-mol-;

e QOctadeceno (Ci:H:x), massa molar 252,5 g-mol-.

Na tabela 4 estdo detalhadas as massas, e respetiva concentracéo final, dos precursores

metalicos utilizados para a sintese destas nanoparticulas.

Tabela 4: Massa e concentracéo final dos precursores metalicos usados na sintese das nanoparticulas de ferrite
mista de calcio e magnésio.

Massa (mg) Concentracao final (mM)

Cloreto de ferro (lIl) hexahidratado 525,92 2
Acetato de célcio hidratado 39,6 0,25
Acetato de magnésio tetrahidratado 160,5 0,75
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O procedimento experimental utilizado é idéntico ao descrito na sec¢do 2.1.1. , sendo que a
Unica diferenca reside na substituicao do precursor cloreto de manganés tetrahidratado pelos
precursores acetato de magnésio tetrahidratado e acetato de calcio hidratado, numa proporcao
estequiométrica de 0.75:0.25, respetivamente. Assim, de forma breve, a 15 mL de octadeceno
previamente aquecidos a 120 °C, foram adicionadas 525,7 mg de cloreto de ferro (lll)
hexahidratado. De seguida, procedeu-se a adicdo de 39,6 mg de acetato de calcio hidratado,
160,5 mg de acetato de magnésio tetrahidratado e 875,92 mg de acido oleico. A mistura foi
deixada durante 60 minutos a 120 °C. Seguiu-se o aumento gradual da temperatura (5 °C, a cada
5 minutos) até aos 200 °C e, de seguida, aumentou-se diretamente para os 290 °C. A solucdo foi
mantida a esta temperatura durante 1 hora, sob agitacdo magnética. Apds arrefecimento, procede-
se a lavagem das nanoparticulas, por decantacdo magnética, com THF e uma mistura de
etanol:agua (1:1) e, por fim, as nanoparticulas foram secas na estufa. Finalmente, as
nanoparticulas de ferrite mista de magnésio e calcio foram sujeitas a uma calcinacao de 30

minutos a 350 °C, sob corrente de azoto, para a remocéo de residuos organicos da superficie.

2.2. Sintese de nanovaras de ouro
As nanoparticulas de ouro em forma de nanovaras foram sintetizadas por um protocolo de

reducdo quimica , adaptado de (N. A. Salavatova et al., 2018) . Para o efeito, foram utilizados os
seguintes reagentes:

e Brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (CH:(CH-)sN(Br)(CHs)s), massa molar

364,45 g-mol-;

e  Solucao de cloreto de ouro (lll) (HAUCl:), massa molar 339,785 g-mol-;

e Nitrato de Prata (AgNOs), massa molar 169,87 g-mol;

e Hidroquinona, massa molar 110,11 g-mol;

e Borohidreto de sodio (NaBH. ), massa molar 37,83 g-mol-,

e Fosfato de potassio monobasico (KH:PO.), massa molar 136,09 g-mol-.

As condicdes do procedimento experimental encontram-se descritas na tabela 5, e na figura

21 encontra-se a montagem experimental utilizada na sintese destas nanoparticulas.
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Tabela 5: Concentracdo e volume dos precursores metalicos usados na sintese das nanoparticulas de ouro.

Volume
Concentracdo  Concentracdo
inicial
inicial (mM) final (mM)
(WL)
Brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,01x10= - -

H.0 - - 9141

Solucdo de cloreto de ouro 0,01x102 0,4 400

Nitrato de Prata 0,15x10° 0,15x10 75
Hidroguinona 0,14x10 51 364

Borohidreto de sodio 0,005x10¢ 15 20

Figura 21: Imagem do esquema de montagem utilizado para a sintese de nanovaras de ouro.

Inicialmente, foi preparada um solucao aquosa de 9141 pl contendo 364,45 mg de CTAB
(0,1 M). Esta mistura foi aquecida a uma temperatura de 30-35 °C, em banho maria, sob agitacdo
magneética. Depois da mistura estar bem dissolvida, foram adicionados 400 pul de uma solucéo
mae de HAuCl. (0,01M), 75 pl de uma solucdo mae AgNO: (0,15mM), 364 ul de uma solucéo
mae HQ (0,14M) e 20 pyL de uma solucdo mae NaBH. (0,005M). Todas as adicdes foram
realizadas sucessivamente com intervalos de 5 minutos entre elas. Durante cada intervalo,
procedeu-se a preparacao da solucao seguinte a adicionar, de forma a utilizar sempre solucoes
frescas. Passados 30 segundos apos a ultima adicao, o agitador magnético foi retirado e a solucéo
foi mantida a 35 °C, durante 3 horas. No final da reacdo, as nanoparticulas foram lavadas com
uma solucao de CTAB (2 mM), por centrifugacdes de 10000 rpm, durante 30 minutos. Durante

as lavagens, e de forma a promover a deposicao das nanovaras de ouro, foram adicionados 50 uL
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de uma solucao de fosfato monopotassico (KH:PO.), de concentracdo 1 M (figura 22). Por fim, as
nanoparticulas purificadas foram dispersas numa solucdo de CTAB de concentracdo 2 mM, para

futuras utilizacoes.

Figura 22: A esquerda o sobrenadante de lavagem apés a Ultima centrifugacéo e & direita o pellet de nanovaras de
ouro purificadas, resuspenso em solucao de CTAB (2mM).

2.3. Acoplamento das nanoparticulas magnéticas com as nanovaras de ouro
A sintese das nanoparticulas hibridas magneto-plasmédnicas foi promovida pelo

acoplamento entre as ferrites magnéticas com as nanovaras de ouro. Para tal, foi utilizada
cisteamina como ponte entre os dois tipos de nanoparticulas. A cisteamina possui em sua
estrutura um grupo tiol (-SH) que possibilita 0 estabelecimento de interacdes covalentes com as
nanoparticulas de ouro (Au-SH), e um grupo amina (NH:) que permite a ligacao as nanoparticulas
de ferrite através dos seus grupo -OH previamente ativados com CDI (carbodiimidazole). A massas
de CDlI, cisteamina e imidazole utilizadas correspondem a 5 vezes o nimero de moles da solucao
méae de nanoparticulas magnéticas (2,258 x 10¢x 2 moles em Fe). Na figura 23 encontra-se
representado um esquema do acoplamento entre as nanoparticulas magnéticas de MgCaFe.O.

com as nanovaras de ouro.
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Figura 23: Esquema representativo do acoplamento entre as nanoparticulas magnéticas de CasMg:»sFe204 com as
nanovaras de ouro.

Primeiro, procedeu-se a preparacdo de uma solucao méae de 0,144 mg/ml de CaozsMgosFe.0s,
em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) seco. Desta foram retirados 32 L tendo sido posteriormente
adicionadas 3,14 mg de carbonildiimidazol (CDI) e colocada a mesma num banho maria a 60 °C.
Nesta fase, o CDI foi fundamental para a ativacao dos grupos -OH da superficie das nanoparticulas
de MgCaFe:0.. Esta solucao foi deixada a reagir durante a noite, tendo sido possivel verificar uma
mudanca de cor transparente para castanho. Esta mudanca de cor indica que as particulas se
dissolveram bem no solvente DMSO, o que permite uma melhor reacdo com o CDI. De seguida, a
mistura foi sujeita a sucessivas lavagens com uma mistura de etanol e agua (1:1), por decantacéo
magnética, de forma a retirar todo o excesso de CDI. Posteriormente, foram acrescentadas
2,20 mg de cistiamina e 2,02 mg de imidazole-HCI que foi utilizado como catalisador da reacao.
A mistura foi deixada a reagir durante 1 hora, @ mesma temperatura. De seguida, repetiram-se 0s
passos de lavagem por decantacdo magnética e adicionou-se 1,098 mL de solucao das nanovaras
de ouro (numa proporcao de 20 vezes superior a concentracao de nanoparticulas magnéticas),

tendo-se mantido a reacéo durante 1 hora. Por fim, procedeu-se a nova lavagem, por decantacao
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magneética, de forma a remover todas as nanovaras de ouro que nao ficaram acopladas as

nanoparticulas magnéticas.

Neste procedimento experimental foram testadas diferentes condicdes experimentais e
métodos de lavagem. As duas metodologias, com diferentes temperaturas e tempos e
temperaturas de reacdo, denominadas como A e B estdo representadas esquematicamente na
figura 24. No método A, correspondente ao protocolo descrito acima, foi utilizada uma temperatura
de 60 °C e 1 hora de reacdo. Ja no método B foi testada a temperatura de 80 °C, durante 1 hora
e 2 horas. Também foram testadas duas metodologia de lavagens para separar o ouro nao ligados

das nanoparticulas hibridas, sendo elas a técnica de centrifugacdo e decantacdo magnética.

Metodologia A Metodologia B
1 hora de reacao 2 horas de reacao
1 hora de reagao
60 graus 80 graus /
1 = =1
5 £ 2 horas de reacao

—a D )

Figura 24: Esquema experimental das condicdes do processo de acoplamento.

A nomenclatura para cada metodologia, temperatura de reacao, tempo de reacéao e tipo

de separacdo das nanoparticulas encontra-se representada na tabela 6.

Tabela 6: Temperatura de reacdo, tempo de reacéo e tipo de separacéo das nanoparticulas magnéticas de ferrites
mistas de calcio e magnésio para cada metodologia.

Temperatura de reacao Tempo de

Metodologia Tipo de separacao

(°C) reacao (h)

Al Centrifugacao
60 1

A2 Decantacao magnética

Bl 1 Decantacao magnética
80

B2 2 Decantacao magnética
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2.4. Magnetolipossomas

As nanoparticulas hibridas magneto-plasménicas foram incorporadas em bicamadas
lipidicas, de forma a obter magnetolipossomas solidos (SMLs, do inglés solid magnetoliposomes).
Foi utilizado o lipido DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina, massa molar 734,039 g/mol), devido ao
interesse biologico da sua temperatura de transicao (Tc = 41 °C (Pentak, 2014)). Assim, foi
preparada uma solucao mae de DPPC em cloroférmio, de concentracao de 20 x 10: M. A estrutura
quimica do lipido DPPC encontra-se representada na figura 25.
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Figura 25: Estrutura molecular do lipido DPPC .

Para esta preparacédo recorreu-se a um protocolo inovador, baseado na técnica de filme
lipidico (Beatriz D. Cardoso et al., 2021). Assim, adicionou-se 150 ul de uma solugdo de 20 mM
de DPPC, em cloroférmio, a nanoparticulas hibridas secas, resultantes de uma solucdo de 5 mL
de nanoparticulas hibridas previamente centrifugadas (7000rpm/30 min) e secas em corrente de
azoto. Esta mistura foi seca com uma corrente de azoto, até se obter um filme lipidico contendo
as NPs. Adicionou-se 3 mL de heptano e a mistura foi ultrasonicada em ciclos de 5 minutos a
90 W, de forma a promover a formacado de micelas invertidas contendo as nanoparticulas. De
seguida, foi realizada uma centrifugacéo, durante 5 minutos a 7000 rpm, removeu-se o heptano
e secou-se o pellet com azoto para retirar vestigios do solvente que pudessem ter ficado. O pellet
foi ressuspenso em 3 mL de agua ultrapura e a solucao foi aquecida a 50 °C, para posterior
injecao etanolica de 150 uL de 20 mM de DPPC. Desta forma, promoveu-se a formacdo da
segunda bicamada lipidica dando origem aos SMLs. Finalmente, foram realizados ciclos de 1

minuto no utrasonicador, a 90 W e 10 minutos no sonicador, para uniformizacao dos tamanhos.

2.5. Técnicas de Caracterizacéo

Para a caracterizacdo estrutural das nanoparticulas foram utilizadas as técnicas de
espetroscopia de absorcao UV-Visivel, Difracao de Raios-X , Difusdo Dinamica de Luz e Microscopia

Eletronica de Transmissdo. As propriedades magnéticas foram avaliadas num magnetdmetro
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SQUID (do inglés, Superconducting Quantum Interference Device) e os valores de SAR (do inglés,

Specific Absorption Rate) foram obtidos por ensaios de hipertermia magnética e fototérmica.

2.5.1. Espectroscopia de absorcio UV-Visivel

As medicoes de absorcao foram realizadas num espetrofotometro UV-VIS-NIR Shimadzu,
modelo UV-3600. Os espetros foram tracados numa gama de intervalos de onda entre os 420-
850 nm e 200-1200 nm, para as nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas de ouro,

respetivamente.

A base desta técnica assenta na lei de Lambert Beer, e, que relaciona a absorcao de radiacao

monocromatica com as propriedades do material que esta atravessa através da equagao 1:

A; = ,bC Equacéo 1

Onde A, é a absorvancia ao comprimento de onda (1), &; € o coeficiente de absor¢do molar
da espécie absorvente a esse comprimento de onda (medida da intensidade da banda de
absorcao), expressa em M~1cm™1, b representa o comprimento do percurso 6tico, em cm e C

é a concentracdo, em M(mol.L™1)

2.5.2. Difusado Dinamica de Luz

A técnica de DLS/ELS (do inglés, Dynamic Light Scattering/Electrophoretic Light Scattering)
permite a determinacao do didmetro hidrodinamico, distribuicao de tamanhos e potencial zeta de
particulas em solucdo. Esta técnica baseia-se no movimento browniano das nanoparticulas
dispersas num solvente e consiste na incidéncia de um feixe de luz na amostra, seguida de uma

analise das flutuacdes da intensidade da luz espalhada ao longo do tempo. (LS /nstruments, 2022)

Experimentalmente, para nanoparticulas esféricas, o coeficiente de difusdo das
nanoparticulas (Dc) é calculado ajustando a fungédo de correlagdo, que se obtém através das
flutuacoes de intensidade de luz dispersa e relaciona o tempo de decaimento com o coeficiente
de difusao das particulas, e este relaciona-se com o raio hidrodinamico (Rj,) através da equacgao

de Stokes Einstein (equacao 2) :

Dc = BT Equacao 2
6nnRy

onde Ks ¢ a constante de Boltzman, T a temperatura e 1 a viscosidade do solvente.

32



O potencial zeta ¢ um parametro importante que mede a carga superficial das nanoparticulas
e permite avaliar a sua estabilidade coloidal. Em geral, particulas com potenciais zeta mais positivo
que + 30 mV ou mais negativo que — 30 mV sao considerados estaveis (Joana Daniela da Silva

Costa, 2015).

Para determinar o tamanho hidrodindmico, potencial zeta e indice de polidispersividade
das nanoparticulas preparadas, utilizou-se um equipamento DLS da Anton Paar, modelo Litesizer
500, equipado com um laser de 648 nm e 40 mW. Para cada medida foi realizada uma série de
3 réplicas, a 25 “C, usando o angulo de detecao backscatter (175°). Todas as medicoes foram
realizadas em agua, sendo que para as nanoparticulas magnéticas foi preparada uma solucéo
concentracdo 0,04 mg/ml, a partir de uma solucdo mae previamente preparada de 4 mg/ml.
Para as nanoparticulas de ouro, foram preparadas solu¢cdées em CTAB, a 2 mM, de forma a manter

a sua estabilidade coloidal.

2.5.3. Difracdo de Raios-X

Os dados de difracao de raio-X das particulas magnéticas foram obtidos na Universidade de
Tras-os-Montes e Alto Douro, num difractémetro PAN’alytical X'Pert PRO (Malvern Panalytical Ltd.,
Malvern, UK), a operar com radiacdo CuKa, em configuracdo Bragg-Brentano.

A técnica de difracdo de raios-X utiliza o fendmeno de difracdo por cristais, para obter
informacdes sobre estrutura cristalina, fase, orientacdo preferencial e tamanho do cristal. E
bastante utilizada, uma vez que é nao invasiva e ndo necessita de uma preparacao prévia das
amostras. Baseada em fendmenos de interferéncia entre raios-X refletidos pelos varios planos

cristalinos da amostra. Desta interacao resulta uma interferéncia construtiva que se traduz pela

Lei de Bragg (equacao 3):

nA = 2d senf Equacéo 3

onde 7é um numero inteiro, A é o comprimento de onda da radiacao incindente, d'é a distancia

entre os planos paralelos sucessivos na estrutura cristalina, e 8 € o angulo de incidéncia.

33



2.5.4. Microscopia eletronica de Transmisséo (TEM)

As imagens das nanoparticulas magnéticas e plasmonicas de ouro foram obtidas através da
técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM, do inglés fransmission electron
microscopy) Os dados foram adquiridos num microscépio JEOL JEM 1010, a operar a 100 kV,do
Centro de Investigacdes Biomédicas (CINBIO), da Universidade de Vigo.

A andlise das imagens foi realizada no software /mage/ que permitiu a identificacdo das
nanoparticulas em estudo para uma contagem manual e posterior conversao das areas obtidas
em diametros. Os histogramas resultantes dos tamanhos foram ajustado a uma distribuicao

Gaussiana, de forma a obter a média e desvio padréo.

2.5.5. Caracterizacéo das propriedades magnéticas

A caracterizacdo das propriedades magnéticas das nanoparticulas foi realizada num
dispositivo de interferéncia quantica supercondutor SQUID (do inglés, superconducting quantum
Interference device), modelo Quantum Design's MPMS 3, do Instituto de Fisica dos Materiais da

Universidade do Porto.

0 SQUID é um magnetometro muito sensivel que permite a medicao da magnetizacao, ou
momento magnético, de uma amostra. Através da medicdo de curvas de histerese, em que é
medida a dependéncia do momento magnético a um campo aplicado, é possivel o estudo de
parametros como a coercividade, magnetizacao de saturacdo e remanescente. Estes ajudam a
determinar a tipo comportamento magnético da amostra. O seu principio de funcionamento
assenta no efeito Josephson, permitindo detetar até campos magnéticos extremamente fracos.
Este efeito é caracterizado pela medicdo de uma corrente elétrica que flui através de dois
supercondutores interligados, separados por uma barreira isolante muito fina (Josephison

Junction), a temperaturas criogénicas. (Marconi B. S. Costa, 2013)
2.5.6. Ensaio de Hipertermia Magnética

Os ensaios hipertermia magnética foram realizados na Faculdade de Engenharia do Porto
com o intuito de estudar a capacidade de aquecimento das nanoparticulas quando sujeitas a
aplicacao de um campo magneético alternado. Para tal, foi preparada uma solucao aquosa de 25
mg/ml de nanoparticulas magnéticas. As medidas foram realizadas com um campo magnético de

8,5 kA/m e frequéncia de 155 kHz.
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A capacidade de aquecimento pode ser quantificada através da figura de mérito taxa de

absorcao especifica de energia SAR , definida como a quantidade de energia convertida em calor,

por tempo e massa e exprime-se em watts por grama (% ). (Beatriz D. Cardoso et al., 2021) A

capacidade térmica maxima foi calculada através da equacéo 4 :

SAR = CS.Z—T. ms Equagéo 4

t mg

ar , . . . . .
em que o valor de p foi determinado pelo declive do ajuste linear dos pontos correspondentes

aos primeiros 3 minutos (180 segundos) de aquecimento, mg é a massa total do solvente aquoso,

Cs é o calor especifico da agua (4,18 g_]—oc ), € mg, é a massa total do material magnético.

O conceito de perda de poténcia intrinseca ILP (do inglés, /ntrinsic loss power), relaciona o

valor de SAR com a magnitude e frequéncia do campo aplicado, através da equagéo 5:

SAR
ILP = HZf Equagéo 5

Onde H ¢é a forca de campo aplicado (kA/m) e f é a frequéncia (kHz). Desta forma, o ILP permite
uma melhor comparacao de resultados da capacidade de aquecimento das nanoparticulas em
diferentes condicdes experimentais. No entanto, este parametro depende de muitos outros fatores,
tais como o tamanho, forma, composicao de fase, quimica da superficie e momento magnético.

(Gawali et al., 2021)
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2.5.7. Ensaios de Hipertermia Fototérmica

Os ensaios de fototermia foram realizados com o objetivo de aferir acerca da capacidade de
aquecimento das amostras quando sujeitas a irradiacdo. A montagem experimental utilizada
encontra-se representada na figura 26, e é constituida por um porta-amostras, uma fonte de luz
laser com um comprimento de onda de 808 nm e 1W de poténcia, um filtro de densidade o6tica,
e um termopar do tipo T ligado a um multimetro digital (Agilent U1242A) para medicdo da

temperatura.

Amostras em
estudo

Filtro de
Densidade
otica

Multimetro
digital Laser

(800 nm)

Figura 26: Esquema da montagem experimental utilizada para os ensaios de hipertermia fototérmica.

Neste estudo, foram avaliadas varias amostras com o objetivo de compreender e comparar o
efeito fototérmico das diferentes nanoestruturas preparadas ao longo do trabalho. Desta forma,
torna-se possivel perceber a diferenca da capacidade de aquecimento das nanoparticulas sozinhas

e acopladas. Assim, foram preparadas e avaliadas as seguintes amostras em agua:
i. Nanoparticulas magnéticas (1 mg/mL);

i.  Nanoparticulas de ouro (1 mg/mL);
ii.  Nanoparticulas hibridas (concentracdo determinada na discussao de resultados);

Foi ainda medido o aquecimento de uma amostra composta apenas por agua, para

comparacao.
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CAPITULO 3: DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo serao apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos ao longo
deste trabalho. Durante a discussao, além da apresentacdo dos resultados, serao também
enumeradas as tentativas de sintese das diferentes nanoestruturas e discutidos os procedimentos

de otimizac&o até & obtencao dos produtos finais.

3.1. Caracterizagédo das nanoparticulas magnéticas

Neste trabalho foram desenvolvidas nanoparticulas magnéticas de ferrite mista de calcio

e magnésio (CawsMgosFe:0.) e ferrites de manganés (MnFe:0.).

3.1.1. Espetroscopia UV-Visivel

As propriedades oticas dos dois tipos de nanoparticulas magnéticas foram estudadas por
espectroscopia UV-Visivel. Assim, foram tracados os espetros de absorcao de solucdes aquosas
das nanoparticulas de ferrite de manganés e ferrites mistas de calcio e magnésio. Os resultados

obtidos sao apresentados na figura 28.
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Figura 27: Espetro de absorvancia das nanoparticulas magnéticas de Ca.sMg o:sFe:0. e MnFe.Q..

Como se pode verificar na figura 27, as nanoparticulas ndo apresentam um pico bem definido
de absorvancia. No entanto, & possivel observar uma larga banda de absorcdo em todo o espetro,

caracteristica deste tipo de ferrites. Através do espectro de absorcao das nanoparticulas, foi
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possivel estimar o hiato de energia, através da construcéo de um grafico de tipo 7awc plot, pela

equacdo 6,

(ahv) ~ (hv=-E.) Equacdo 6

onde o ¢ o coeficiente de absorcao (proporcional a absorvancia), 77 ¢ um expoente que depende
da natureza da transicao (sendo /7= 2 para um semicondutor direto e 7= Y2 para um semicondutor
indireto), e E. é o valor do hiato de energia. Para as nanoparticulas magnéticas CaozsMgossFe.0s,
obteve-se uma relacao linear para n = Y2 (figura 28) o que indica que este tipo de ferrite apresenta
propriedades de um semicondutor indireto. O band gap das nanoparticulas foi estimado a partir
da intercetacao de (athv)2 com o eixo das ordenadas, resultando no valor de 1,03 eV, valor um

pouco diferente do ja relatado por (Beatriz D. Cardoso et al., 2021)) de 1,29 eV.

15 y =0.5105x - 0.524
R2=10.9995

1.3

1.1

0.9

(ahv)2 / eV?

0.7
0.5
0.3

0.1

0.1 ¢ 1 2 3 4 5 6
0.3
hv / eV

Figura 28: Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite mistas de célcio e magnésio.

Para as nanoparticulas magnéticas de MnFe.O., obteve-se uma relacéo linear melhor
quando n = Y2 (figura 29), o que indica que este tipo de ferrite também apresenta propriedades
de um semicondutor indireto. O band gap destas nanoparticulas foi estimado no valor de 1,52 eV,

valor abaixo do relatado por (C. Devi & Soibam, 2017) de 2,05 eV.
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Figura 29: Gréfico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de manganés.

3.1.2.  Difracao de Raios-X (XRD)

Através da analise XRD, foi possivel confirmar a formacdo das nanoparticulas de ferrites
mistas de calcio e magnésio e ferrites de manganés. Na figura 30 e 31 encontram-se
representados os difratogramas das nanoparticulas de CaosMgssFe.0. e MnFe.0. , respetivamente.

Para a analise dos padrdes de raios-X, recorreu-se a ferramenta Rietveld no software Match!.
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Figura 30: Difratograma de XRD obtidos para as nanoparticulas de ferrites mistas de calcio e magnésio.
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Figura 31: Difratograma de XRD obtidos para as nanoparticulas de ferrite de manganés.

Para as ambas as ferrites, foi possivel verificar a presenca de picos caracteristicos da
existéncia de fases cristalinas. No entanto, observaram-se também alguns picos mais alargados

que podem estar associados a fatores instrumentais e a presenca de fases amorfas nas amostras.

Para as ferrites mistas de calcio e magnésio, o ficheiro CIF 9003773, correspondente a
ferrites de magnésio (MgFe.0., space group Fd-3m), foi importado e manipulado de forma a que
na sua composicdo um quarto das posicoes dos ides de magnésio fossem substituidas por ides
de calcio. Apos esta alteracao, foi possivel identificar uma fase cristalina de ferrite mista de calcio
e magnésio, através da indexacao de todos os picos tipicos desta fase, confirmando a sintese das
mesmas. A otimizacado de Rietveld resultou em um ajuste razoavel com x2 = 8,4. Para as ferrites
de manganés foram identificados, além dos picos correspondentes a fase cristalina cubica de
MnFe:0., picos adicionais, os quais foram indexados com uma fase ortorrémbica de éxido de ferro
(que é uma fase caraterizada por apresentar baixa magnetizacdo). A otimizacao de Rietveld

resultou num valor de x> um pouco alto e valor igual a 10,6.

Para o calculo do tamanho das cristalites, recorreu-se a equacao de Scherrer, equagéo 7:

kA

T= B cose Equacao 7
CoS
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onde T corresponde ao tamanho da cristalite, k a constante da forma geométrica (k = 0,9, para
nanoparticulas esféricas), A o comprimento de onda dos raios-X do equipamento (A = 0,1541874
nm), 3 é a largura a meia altura do pico de intensidade maxima, e 0 é o angulo de difracao. Assim,
para 20 = 35,65 ° e 20 = 23,79 °, foram obtidos tamanhos de 23,31 nm e 35,64 nm, para as

cristalites de CaMgFe:0. e MnFe:0s, respetivamente.

3.1.3. Difusdo Dindmica da Luz (DLS)

Através desta técnica, foi possivel caracterizar estruturalmente as nanoparticulas magnéticas
de ferrites mistas de calcio e magnésio e as ferrites de manganés quando dispersas num meio
aquoso. Para ambas foram realizados trés ensaios com o intuito de estudar a estabilidade das
nanoparticulas magnéticas, sendo que o primeiro se encontra representado a laranja, o segundo

a azul e o terceiro a verde.

Na figura 32 e 33 encontra-se representado o grafico da distribuicdo por intensidade do
tamanho e o correlograma dos trés ensaios das nanoparticulas magnéticas de CaozsMgossFe.O..
Foram realizadas trés réplicas, sendo que a representada a verde e a laranja apresentam apenas
uma populacao ao contrario da representada a verde, que apresenta duas populacdes. Estes
tamanhos médios registados podem ser uma consequéncia da aglomeracao das nanoparticulas e

da sua evolucao ao longo do tempo.
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Figura 32: Distribuicao por intensidade do tamanho das nanoparticulas magnéticas de Cao»sMgs-Fe.O..
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Figura 33: Correlograma das nanoparticulas magnéticas de CaosMg.:sFe.0.

Na figura 34 e 35 encontra-se representado o grafico da distribuicao por intensidade e o
correlograma das nanoparticulas magnéticas de MnFe:0. respetivamente.
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Figura 34: Distribuicao por intensidade do tamanho das nanoparticulas magnéticas de MnFe:QO..
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Figura 35 : Correlogramas das nanoparticulas magnéticas de MnFe.0..

Os valores do diametro hidrodinamico e potencial zeta obtidos encontram-se apresentados na

tabela 7, para ambas as nanoparticulas magnéticas.

Tabela 7: Diametro hidrodinamico (DH) e potencial zeta, com os respetivos desvios, obtidos segundo a distribuicao
de tamanhos por intensidade dos trés ensaios realizados.

Potencial Potencial Potencial
DH + Desvio DH + Desvio DH + Desvio
Zeta + Zeta + Zeta +
Picos (nm) (nm) (nm)
Desvio (mV) Desvio (mV) Desvio (mV)
Ensaio 1 (laranja) Ensaio 2 (azul) Ensaio 3 (verde)
: 27773+ 339,98+ 728,49+
42,81 -15,47+ 126,56 -13,69+ 321,49 -15,90
Cao.stgo,75F9204 - B
0,65 5250,07+ 0,53 185,66+ +0,27
2 ) 520,81 60,18
, 1708+ 14,92+ 15,46+
2,31 -14,60+ 1,83 -11,81+ 2,08 9,83+
MnFe:0. e — T ——
348,49+ 0,93 270,47+ 0,87 291,85+ 0,47
2 135,67 80,41 91,85
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De acordo com os dados da tabela, verificou-se que a analise por intensidade progrediu da
presenca de apenas um pico para dois picos, relativamente as nanoparticulas magnéticas de
ferrites mistas de calcio e magnésio. Este facto pressupde que se evolui para populacdes
constituidas por agregados de particulas e, desta forma, ndo faria sentido a analise das mesmas.
Assim, para as nanoparticulas de ferrites mistas de calcio e magnésio assumiu-se que estas teriam
um tamanho de 277,73+ 42,81. Para as particulas magnéticas de MnFe:0: analisou-se da mesma
forma, sendo que qualquer dos tamanhos do primeiro pico poderdo corresponder ao tamanho das
mesmas. Desta forma, o tamanho médio destas nanoparticulas ronda os 15,82 nm. Estes sdo
valores um pouco acima do que seria de esperar para este tipo de nanoparticulas. No entanto,
tendo em conta que as medicdes sdo feitas em solucdo e que o valor que se esta a medir
corresponde ao diametro hidrodinamico, ¢ de se esperar que os valores estimados sejam

ligeiramente maiores devido a camada de solvatacao.

Com base nos valores obtidos da carga superficial neutra, ambas as solucdes de particulas
magnéticas ndo apresentam grande estabilidade, o que confirma a elevada agregacdo das

particulas.
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3.1.4. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A microscopia eletrénica de transmissdo foi utilizada para obter informacdes acerca do
tamanho e morfologia das particulas magnéticas. Os tamanhos das nanoparticulas foram obtidos
no software ImagelJ e a sua distribuicdo foi determinada pelo ajuste do histograma dos tamanhos
a uma distribuicdo gaussiana, utilizando o software OriginPro 7,5. As imagens obtidas das
nanoparticulas de ferrite mista de magnésio e calcio e ferrites de manganés, estdo presentes na

figura 36 e 37.
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Figura 36: Imagem de TEM obtida para as nanoparticulas magnéticas de Ca.sMgs-Fe.0. (A). Histograma dos
tamanhos, ajustado a uma distribuicdo Gaussiana, do comprimento transversal (B) comprimento longitudinal (C) e
aspetc ratio (D) das nanoparticulas da imagem A.
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Figura 37: Imagem de TEM obtida para as nanoparticulas magnéticas de MnFe.O.. Histograma de tamanhos,
ajustado a uma distribuicdo Gaussiana (B) das particulas da imagem A.

Na tabela 8 sao apresentados os resultados obtidos.

Tabela 8: Tamanho médio longitudinal e transversal e respetivo desvio padrdo das nanoparticulas magnéticas de
ferrites mistas de célcio e magnésio e de ferrites de manganés.

Tamanho Médio Longitudinal Tamanho Médio Transversal
(hm) + o (hm) + o
NPs Cao.stgo.75Fezo4 57,4 + 6,62 14,9i 2,05
NPs MnFe:O. 20,37 + 3,93 -

Desta analise foi possivel observar a formacao de nanoparticulas de ferrite de manganés de
forma cubica, e nanoparticulas de ferrite mista de calcio e magnésio em forma de nanovara. Assim,
para as ferrites mistas de calcio e magnésio, foi possivel determinar o seu tamanho longitudinal e
transversal, tendo sido obtidos valores de tamanho médio 57,4 nm + 6,62, e 14,9 nm + 2,05,
respetivamente figura 36 (B) e (C). A razao entre a largura longitudinal e transversal das NPs foi

também estimada, tendo sido obtido valores de 3,92 + 0,8 nm, para os bastonetes figura 36 (D).

Para as ferrites de manganés, obteve-se uma distribuicdo de tamanhos de 20,37 +

3,93 nm, representado na figura 37 (B).

Para fazer a comparacdo de do tamanho das nanoparticulas magnéticas, construiu-se a

tabela 9.
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Tabela 9: Tamanho médio das nanoparticulas magnéticas obtidos através da técnica de XRD, DLS e TEM.

Técnica de caracterizagao

TEM (nm)
Tamanho Médio Tamanho Médio
Nanoparticulas XRD (nm) DLS (nm)
Longitudinal (nm) Transversal (nm)
+o + o
CaosMgossFe0s 23,31 277,73 57,4 + 6,62 14,94 2,05
MnFe:0. 35,64 15,82 20,37 + 3,93

De acordo com a tabela representada, & possivel observar que existe pouca uniformizacéo
de tamanhos para as varias técnicas, havendo maior discrepancia nas nanoparticulas de
CaosMgorsFe.0.. Através da técnica de microscopia eletronica de transmissao, foi verificado que as
nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio e magnésio apresentavam forma de
nanovaras e, portanto, foi importante determinar o tamanho médio longitudinal e transversal das
mesmas. Como tal foi observado, os tamanhos obtidos para estas particulas sdo bastante
diferentes com os obtidos pela técnica de XRD e DLS uma vez que sdo técnicas de analise que
assentam num modelo esférico de nanoparticulas. Assim, o tamanho obtido pela técnica TEM é o
mais fiavel. O mesmo se aplica para as nanoparticulas magnéticas de ferrites de manganés. No
entanto, como se tratam de nanoparticulas cubicas, os valores ja apresentam maior

uniformizacao.
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3.1.5. Propriedades magnéticas

A determinacdo da resposta magnética das nanoparticulas magnéticas é bastante
importante para objetivo deste trabalho. Posto isto, o comportamento magnético das
nanoparticulas foi primeiramente observado pela sua resposta a aplicacdo de um magneto. Através
desta analise preliminar, foi possivel observar a resposta imediata das nanoparticulas a presenca
de campo, e a posterior perda da mesma magnetizacao apos a remocao do campo aplicado
(figura 38). Desta forma, foi possivel prever um comportamento superparamagnético. No entanto,

para as particulas magnéticas de ferrite de manganés observou-se uma resposta mais fraca.

Figura 38: Comportamento das nanoparticulas de ferrite mistas de calcio e magnésio (A) e ferrites de manganés (B)
com a aplicacdo de um magneto.

Para determinar efetivamente o tipo de magnetismo das nanoparticulas obtidas, a
dependéncia da magnetizacdo a um campo aplicado foi medida num SQUID. A figura 39 mostra
0s ciclos de histerese de ambas as ferrites (azul para MnFe:0. e vermelho para CaozsMg.:sFe:0.),
mostrando a relacdo entre 0 momento magnético induzido e o campo magnético aplicado, a
temperatura ambiente. Na imagem, encontra-se inserido uma ampliacdo de baixo campo. Os
valores de magnetizacdo de saturacao, magnetizacao de remanescéncia, campo de coercividade

e razao entre a remanescéncia e saturacao, encontram-se resumidos na tabela 10.
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Figura 39: Ciclo de histerese de magnetizacdo das nanoparticulas de CaosMg.:Fe.0. e MnFe.Q., a temperatura
ambiente.

Tabela 10: Campo coercivo (Hc), magnetizacdo de remanescéncia (Mr), magnetizacdo de saturacao (Ms), e razdo
entre a magnetizacado de remanescéncia e magnetizacao de saturacédo (Mr/Ms) para as ferrites MgCaFe:0. e
MnFe:Q..

Nanoparticulas H¢ (Oe) M; (emu/g) M, (emu/g) M, /Mg
CacsMgossFe-0s 574 35,82 0,51 0,014
MnFe:0: 103,44 24,88 3,17 0,127

Com base nessa tabela, os valores de magnetizacao de saturacao das nanoparticulas
magneéticas de ferrite mistas de calcio e magnésio sdo maiores quando comparadas com as ferrites
de manganés. Posto isto, as primeiras mencionadas sdo mais promissoras para aplicacdes em
hipertermia e para a sua manipulacao através de campos magnéticos externos. Ambas as
nanoparticulas apresentaram um ciclo de histerese fechado, com valores baixos de coercividade
e remanescéncia, indicando um comportamento superparamagnético das mesmas. Este
comportamento pode ser avaliado através da razao entre a magnetizacao de remanescéncia com
a magnetizacdo de saturacao. Se este valor for abaixo de 0,1, indica que mais de 90% da
magnetizacao é perdida com a remocao do campo magnético aplicado e as nanoparticulas sao
consideradas superparamagnéticas . Com esta informacédo, € possivel verificar que as
nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio e magnésio apresentam um valor de
M, /My inferior a 0,1, corroborando o comportamento superparamagnético. Este valor ¢ inferior
ao reportado por (Beatriz D. Cardoso et al., 2021) de 0,03. Ja as nanoparticulas magnéticas de

ferrites de manganés apresentam um valor M,./M; de 0,127 pelo que se pode dizer que estao no
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limite para um comportamento superparamagnético. Este valor é inferior ao reportado por

(Mathubala et al., 2016) de 0,19.
3.1.6. Hipertermia Magnética

Tendo em conta o melhor comportamento magnéticos das ferrites mistas de calcio e
magnésio, estas foram selecionadas para avaliacéo da sua capacidade de producao de calor, na
presenca de uma campo magnético alternado (AMF). Para este ensaio foi utilizado um campo
magneético de frequéncia e intensidade de campo de 155 kHz e 8,5 kA/m, respetivamente. Para
efetuar a analise foi preparada uma solucao aquosa de nanoparticulas CaMgFe:0. de concentracéo
23 mg/mL. Os dados adquiridos incluem o aquecimento e arrefecimento, durante 30 minutos
cada (figura 40 (A)). A figura 40 (B) mostra a variacdo da temperatura da solucdo em funcédo do

tempo, em minutos, sob a aplicacdo do campo magnético descrito.
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Figura 40: (A) Curva de aquecimento da solugcdo aquosa de nanoparticulas de CaosMgo:sFe.0. e (B) variagdo da
temperatura da mesma solu¢édo aquosa, ao longo do tempo.

Apds 30 minutos de aplicacdo do campo, foi registada variacdo maxima de temperatura de
12 °C, correspondente a uma temperatura maxima de 31°C. Para o calculo do SAR, foi utilizado
o método /AM (do inglés /ncremental Analysis Methoad) e o modelo Box-Lucas, tendo sido obtidos
valores de 4,98 £+ 1,4W/g e 3,2 W/g, respetivamente. O ILP, que representa a perda de poténcia
intrinseca, foi também calculado, tendo apresentado um valor de 0,47 + 0,12 nHm?/K. Os valores
de ILP obtidos encontram-se dentro do intervalo de valores tipico de nanoparticulas magnéticas
para hipertermia disponiveis comercialmente (que variam entre 0,15 a 3,12 nH mz#/kg) (Kallumadil

et al., 2009), o que confirma o potencial destas nanoparticulas como agentes de hipertermia.
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3.2. Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro
Para a sintese das nanoparticulas de ouro em forma de nanovaras, foram testados varios métodos

de preparacédo, incluindo o método por sementes. No entanto, verificou-se que este nao
apresentava reprodutividade, pelo que foi descartado. Assim, apds varias etapas de otimizacéao,

as nanoparticulas de ouro foram preparadas conforme o descrito na sec¢do 2.2.

3.2.1. Espetroscopia UV-Visivel

A técnica permitiu concluir a sintese das nanovaras de ouro e obter informacdes sobre o
seu tamanho, forma, agregacao e concentracdo. Assim, a mistura reacional foi seguida através da

medicdo de espetros de absorcao tracados em diferentes intervalos de tempo (figura 41).
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Figura 41: Espetros de absorvancia das nanoparticulas de ouro, em diferentes tempos da reacao.

Através dos espetros de absorcao obtidos, é possivel verificar a formacao das nanovaras a
partir das 2 h de reacao, uma vez que sé a partir deste tempo € possivel observar os dois picos
respetivos ao plasmao de superficie longitudinal (perto dos 800 nm) e transversal (a volta dos 500-
550 nm). E percetivel também que a intensidade das bandas ndo é proporcional ao tempo de
reacdo, no entanto, é possivel verificar a formacao de plasmdes mais bem definidos ao longo do

tempo.

De acordo com a tabela 1 do artigo (N. A. Salavatova et al., 2018), estas nanoparticulas

devem apresentar um diametro de 8,9 nm e um comprimento de 31 nm. A partir destes valores,
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¢ expectavel obter nanovaras com uma razao entre o comprimento e didmetro de 3,48, ideais

para aplicacdes fototérmicas uma vez que, de acordo com a literatura, a proporcao ideal é

tipicamente de 3,8 a 6 para uma terapia fototérmica mais eficaz (Khan et al., 2021).

3.2.2. Microscopia eletrénica de transmisséo (TEM)

A confirmacao da formacdo das nanovaras de ouro e a determinacao do seu tamanho ¢

essencial para este trabalho. As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao estao

representadas na figura 42. Os tamanhos das nanoparticulas foram obtidos no soffware ImageJ e

as distribuicées determinadas pelo ajuste dos histogramas dos tamanhos a uma distribuicao

gaussiana, utilizando o software OriginPro 7, 5.
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Figura 42: Imagem de TEM obtida para as nanoparticulas de ouro. Histogramas, segundo uma distribuicao
Gaussiana, do comprimento longitudinal (B) comprimento transversal (C) e aspetc ratio (D) das particulas da

imagem A.
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As imagens obtidas permitiram confirmar a formacédo de nanoparticulas ouro em forma de

nanovara. A partir da figura 42, foram estimadas as distribuicdes dos tamanho longitudinal e

transversal das nanovaras. Obtiveram-se distribuicées de tamanho longitudinal e transversal, de
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33,60 £ 4,74 ¢ 9,42 nm £ 1,82, respetivamente. Assim, foram estimados valores de proporcao
de 3,69 £ 0,85 nm. De acordo com o referido anteriormente, seria esperada a formacao de

nanoparticulas com diametro de 8,9 nm e um comprimento de 31 nm, o que esta de acordo com

os valores de tamanhos obtidos aqui.

3.3. Acoplamento das nanoparticulas magnéticas e plasmdnicas
Para a realizacdo do acoplamento entra as nanoparticulas magnéticas e plasmonicas foi

essencial refletir sobre os resultados obtidos na caracterizacdo de ambas as nanoparticulas.
Assim, foram tidos em conta dois fatores crucias para o sucesso do acoplamento; as propriedades
magnéticas das ferrites preparadas e a forma de encaixe geométrico das nanoparticulas
magnéticas com as plasmonicas. De acordo com os resultados obtidos por TEM, foi possivel
concluir que apenas a forma e tamanho das nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio
e magnésio é viavel para o acoplamento com as nanovaras de ouro. Adicionalmente, tendo em
conta as melhores propriedades magnéticas das nanoparticulas magnéticas de CaMgFe.0., foi

determinada a sua utilizacdo para o acoplamento com as nanovaras de ouro.

O processo de acoplamento de nanovaras de ouro nas nanoparticulas de CaMgFe.O. foi
monitorizado através de espetroscopia UV-Visivel, numa gama de comprimentos de onda entre os
250 e os 1200 nm. Como foi descrito no procedimento experimental, foram testadas duas
metodologias de sintese e dois processos de separacdo, de acordo ao descrito na tabela 6 do
capitulo 2.3.

Na figura 43 sdo apresentados os espetros do processo de acoplamento das metodologias
Al, A2, Bl e B2. Em cada grafico sdo apresentados trés espetros: (i) nanoparticulas de ouro antes
de processo de acoplamento, denominado ouro total, (i) nanoparticulas hibridas , e (iii) ouro livre,

gue representa o ouro nao ligado.
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Figura 43: Espetros de absorvancia das solucdes de ouro livre, ouro Total e Nanoparticulas hibridas para a
metodologia Al, A2 ,B1 e B2.

A experiéncia das metodologias Al e A2 permitiram aferir acerca da melhor forma de
separacdo das nanovaras de ouro ndo acopladas das nanoparticulas hibridas. Assim, foi possivel
verificar que a decantacdo magnética (A1) é mais eficaz na purificacdo das nanoparticulas hibridas,

apesar de se observar uma menor intensidade de absorcéo de nanoparticulas hibridas quando
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comparado com o método A2. Concluiu-se que o processo de centrifugacdo promove a
precipitacdo de ambas as nanoparticulas (nanovaras nao acopladas e nanoparticulas hibridas),
pelo que nao é um procedimento eficaz para a sua separacdo. Desta forma, a decantacao
magnética passou a ser a forma de separacdo adotada para purificacdo das nanoparticulas
hibridas nos ensaios B1 e B2, nos quais foi possivel estudar a diferenca entre as metodologias a
80 °C, com diferentes tempos de reacdo. Na figura 44 esta representada o comportamento das
nanoparticulas hibridas na presenca e auséncia de um iman, sendo possivel observar a resposta

magnética destas nanoestruturas que permitiu a sua purificacéo.

e =

Figura 44: Resposta magnéticas das nanoparticulas hibridas na (A) presenca e (B) auséncia do iman.

Neste ensaio, verificou-se uma maior diferenca de intensidade entre os espectros de ouro
ligado e ouro livre para a amostra B1, pressupondo uma maior ligacdo das nanoparticulas de ouro
as nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio e magnésio a 1h. No entanto, o ensaio
a 60°C com 1 hora de tempo de reacdo (Al), continuou a apresentar melhor eficacia de
acoplamento. Assim, concluiu-se que o aumento da temperatura de reacdo nao promoveu a
eficacia de acoplamento. Posto isto, foi prosseguido o trabalho de tese com o acoplamento das
nanoparticulas de CaosMgosFe.0: com as nanovaras de ouro, nas condicdes experimentais método

Al.

A massa de ouro ligado, do ensaio Al representado na figura 43, foi conseguida através
do calculo da percentagem de perda de absorvancia do plasméo longitudinal, como demonstra a

equacdo 8:
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N ) o . Equacéo 8
Absorvancia (Ouro total)—Absorvancia(Ouro Livre) x 1,098 mg quac

Absorvancia (Ouro total)

Na tabela 11 é apresentada a concentracédo de ouro livre e ouro ligado e a percentagem de
acoplamento para o ensaio Al.
Tabela 11: Massa de ouro livre e ligado e a respetiva percentagem de acoplamento para o ensaio Al.

Massa de Ouro Massa de Ouro

Livre (mg) Ligado (mg)

% Ouro Ligado

Al 0,49 0,60 55,10

3.3.1. Ensaios de Hipertermia Fototérmica

O potencial de geracdo de calor das nanoparticulas hibridas foi avaliado na presenca de
irradiacdo NIR. Para comparacdo, foram também realizados ensaios de fototermia para as
nanoparticulas de ouro e magnéticas, antes do acoplamento. Assim, foram preparadas duas
solucdes aquosas de 1 mg/ml de nanoparticulas de CaosMgoFe.0: e de nanovaras de ouro, e
uma terceira de nanoparticulas hibridas com uma concentracdo de ouro de 1 mg/ml. A
capacidade de aquecimento das trés amostras foi avaliada com um laser continuo de 808 nm e
uma densidade de fluxo energético de 1 W/cmz . As curvas de aquecimento e arrefecimento bem
como o ajuste linear dos primeiros minutos de aquecimento encontram-se na figura 45. Os valores
de SAR foram obtidos pelo método /nitial Slope. Para tal, foi realizado um ajuste linear aos 3
primeiros minutos de aquecimento. Esta zona linear da curva abrange o tempo em que 0 processo
de aquecimento ocorre efetivamente, sem qualquer perda/troca de calor com o ambiente, sendo
possivel extrair a temperatura real de aumento causada pela irradiacdo do laser nas

nanoparticulas. Os resultados obtidos, estdo sumarizados na tabela 12.
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Tabela 12: Compilacao dos resultados obtidos dos testes da hipertermia fototérmica. Da esquerda para a direita,
temperatura maxima atingida, declive do ajuste linear e a capacidade térmica de aquecimento (SAR).

ATmax (°C) Declive ajuste linear SAR (W/g)
Nanovaras de Ouro 11,9 0,0514 214,85
NPs de CaozsMgosFe.0s 16,1 0,0093 38,87
Nanoparticulas hibridas 6,1 0,0298 117,91

Como era expectavel, as nanovaras de ouro apresentaram melhor capacidade de
aquecimento em relacdo as nanoparticulas magnéticas. Obtiveram-se variacdes de temperatura
maxima de 11,9 °C e de 16,1 °C, com valores correspondentes de SAR de 214,85 W/g e
38,87 W/g, para as nanovaras de ouro e as NPs de CaoMgosFe.0s, respetivamente. Por outro
lado, as nanoparticulas hibridas apresentaram uma variacao de temperatura maxima menor, no
valor de 6,1 °C. Relativamente as nanoparticulas hibridas, estas apresentam um valor de SAR
mais baixo, nomeadamente 117,91 W/g uma vez que a interacdo “direta” das nanoparticulas
magnéticas com as nanoparticulas plasmoénicas provoca uma diminuicdo da absorvancia do
plasmao longitudinal, provocando uma diminuicao da capacidade de aquecimento destas, quando
comparadas com as nanoparticulas plasmonicas individuais. Também a variacdo maxima de
temperatura, no valor de 6,1 °C, é suficiente para a acdo terapéutica uma vez que a temperatura

fisiolégica atinge-se a temperatura da hipertermia fototérmica.

0 valor de massa de nanoparticulas para o calculo do SAR das nanoparticulas hibridas foi
conseguido através do calculo da percentagem de perda da absorvancia no plasmao longitudinal
que permitiu obter a massa de particulas de ouro acopladas, nomeadamente 0,60. Desta forma,
foi calculado o valor de massa total presente no acoplamento, correspondente & massa de
nanoparticulas magnéticas e plasménicas. Importante referir que se fez um desconto do aumento

da temperatura da agua nos trés sistemas estudados.

3.4. Caracterizacdo dos magnetolipossomas plasmadnicos
Tendo em vista o potencial das NPs hibridas para terapia multimodal, por hipertermia dual e

quimioterapia, foram preparados lipossomas sélidos baseados nas NPs magneto-plasmonicas
obtidas. A caracterizacao estrutural dos magnetolipossomas plasmonicos obtidos foi efetuada por
DLS e a capacidade de aquecimento avaliada num ensaio preliminar de fototermia.
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3.4.1. Caracterizacdo por difusdo dinamica de luz

A distribuicdo de tamanhos e carga superficial dos lipossomas influenciam fortemente a sua
interacdo com outras estruturas celulares. Assim, é de elevada importancia determinar o tamanho
hidrodinamico, a distribuicdo de tamanhos e o potencial zeta dos nanossistemas obtidos. Na figura
46 e 47 sao apresentadas trés réplicas da distribuicdo de tamanhos por intensidade e o
correlograma, respetivamente. A primeira, segunda e terceira réplica estdo representadas a

laranja, azul e verde, respetivamente.
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Figura 46: Distribuicdo por intensidade do tamanho dos magnetolipossomas contendo nanoparticulas hibridas.
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Figura 47: Correlograma dos magnetolipossomas contendo nanoparticulas hibridas.
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Na tabela 13 estao resumidos os valores de diametro e potencial zeta obtidos.

Tabela 13: Diametro hidrodinamico (DH) e potencial zeta e respetivos desvios obtidos para os SMLs contendo as

nanoparticulas hibridas.

Potencial Potencial Potencial
DH £+ DH £+ DH +
zeta + zeta + zeta +
Picos  Desvio (nm) Desvio (nm) Desvio (nm)
Desvio (mV) Desvio (mV) Desvio (mV)
Ensaio 1(laranja) Ensaio 2 (azul) Ensaio 3 (verde)
288,87+ 551,86+ 1286,42+
1
SMLs 53,64 166,06 532,63
E— — 0,5+
contendo -1,43+ 63,33t -1+ 218,65+
2 - 0,33
nanoparticulas 0,33 12,27 0,31 152,19
Hibridas 14,86+
3 - _
1,81

Como demonstrado na tabela anterior, foram obtidos valores de didmetro hidrodinamico
bastante variados para os varios ensaios, sendo que progrediu-se para amostras com maior
numero de picos 0 que pressupde que ao longo do tempo se foram formando agregados. Desta
forma, o ensaio 1, apresenta o resultado mais fiavel. Assim, de acordo com esta analise, registou-
se um valor de 288, 87+ 53,64 nm para o tamanho dos magnetolipossomas. No entanto, tendo
em conta que as medicdes sao feitas em solucdo e que o valor que se esta a medir corresponde
ao diametro hidrodinamico, é de se esperar que os valores estimados sejam ligeiramente maiores
devido a camada de solvatacdo. Com base no descrito, os valores encontram-se acima do valor

ideal para aplicacdes biomédicas , que seria abaixo dos 200 nm.

Por fim, os valores obtidos da carga superficial neutra estdo de acordo com o valor esperado,
dada a carga zwitteribnica do lipido externo DPPC. No entanto, o0s magnetolipossomas nao

apresentam grande estabilidade, sustentando a elevada agregacao dos mesmos.
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3.4.2. Ensaios de Hipertermia Fototérmica

Por fim, foi realizado um ensaio preliminar de fototermia dos magnetolipossomas preparados,
de forma a estudar a sua capacidade de geracao de calor. A curva de aquecimento e arrefecimento

encontra-se representada na figura 48 e os valores de temperatura maxima registada e SAR estao

reunidos na tabela 14.
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Figura 48: (A) Curva de aquecimento da solucdo de magnetolipossomas contendo nanoparticulas hibridas e (B) Ajuste linear
dos trés primeiros minutos da curva de aquecimento, de acordo com o método /nitial slope.

Tabela 14: Compilacao dos resultados obtidos dos testes da hipertermia fototérmica para os magnetolipossomas
com nanoparticulas hibridas. Da esquerda para a direita, temperatura maxima atingida, declive do ajuste linear e a
capacidade térmica de aquecimento (SAR).

Declive ajuste
A Tra (°C) SAR (W/g)
linear

6,9 0,026 303,31

Registou-se uma variacdo de temperatura maxima de 6,9 °C, e obteve-se um valor de SAR

igual a 303,31 W/g, bastante razoavel para a aplicacao biomédica discutida.

Relativamente a variacdo de temperatura maxima, esta é suficiente para a acao terapéutica

uma vez que, tendo em conta a temperatura fisioldgica, faciimente se atingem os 41-43 °C

caracteristicos desta terapia.

61



Por ultimo, sobre a sensibilidade térmica dos lipossomas, estes sao 6timos para esta acao
terapéutica uma vez que ao atingirem uma temperatura maior a 41 (temperatura de transicao do
lipido DPPC) estes tornam-se mais fluidos e promovem a libertacao de farmacos encapsulados.

Assim, sdo também bastante importantes para a libertacado libertada de farmacos.

4, Conclusdes e perspetivas futuras
Este trabalho experimental permitiu a sintese de nanoparticulas magnéticas mistas de

ferrites de calcio e magnésio com forma de nanovaras de tamanho longitudinal e transversal médio
57,4nm e 14,9 nm. Também foram sintetizadas nanoparticulas magnéticas de ferrite de
manganés, de forma cubica, de tamanho médio 20,37 nm. Tendo em conta o comportamento
magnético de ambas, foi prosseguido o estudo com as nanoparticulas magnéticas de ferrites
mistas de calcio e magnésio uma vez que estas apresentam um valor de quadratura magnética
de 0,014, ao passo que as ferrites de manganés apresentam um valor superior, nomeadamente
0,127. Apos estudos de hipertermia magnética, foi possivel concluir que as particulas magnéticas
de ferrites mistas de calcio e magnésio sao étimas para a aplicabilidade da mesma, uma vez que
os valores obtidos se encontram no intervalo de valores das nanoparticulas magnéticas para

hipertermia disponiveis comercialmente.

Também foi possivel a sintese de nanoparticulas de ouro, em forma de nanovaras, com
posicdo espectral longitudinal perto dos 800 nm e transversal a volta dos 500-550 nm. De acordo
com a analise através da microscopia eletronica de transmissédo, estas nanovaras apresentam
tamanho longitudinal e transversal, de 33,60, e 9,42 nm, respetivamente, o que faz destas

excelentes agentes de hipertermia fototérmica.

Posto isto, foi possivel sintetizar e caracterizar as nanoparticulas magnéticas e
plasmonicas e posteriormente proceder a sua hibridizacdo. Esta foi confirmada através da técnica
de espetroscopia UV-Visivel. Apos estudos de hipertermia fototérmica, as nanoparticulas hibridas
apresentam uma menor capacidade de aquecimento quando comparadas com as nanoparticulas
nanoparticulas plasménicas individuais, uma vez que a interacao deste tipo de nanoparticulas
provoca uma diminuicdo da absorvancia do plasmao longitudinal. Por fim, foi possivel a sintese
de magnetolipossomas sélidos (SMLs) com nanoparticulas magnéticas de ferrites mistas de calcio

€ magnésio.
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Estes magnetolipossomas foram utilizados em ensaios de hipertermia magnética, tendo se
concluido que apresentam um valor de SAR e variacao de temperatura maxima bastante razoaveis
para a aplicacdo em hipertermia. Para além disso, conclui-se que o lipido DPPC ¢ bastante

importante para a libertacao libertada de farmacos.

Num trabalho experimental futuro, poderao ser incluidos :

e [Estudos de fusdo dos magnetolipossomas com modelos de células através do
unquenching de fluoroforos neles incluidos

e Avaliacdo por SQUID dos magnetolipossomas produzidos;

e (Caracterizacado por TEM dos magnetolipossomas produzidos;

e Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes nanoparticulas produzidas e dos
magnetolipossomas.

e Estudos da taxa de encapsulamento de um farmaco nos magnetolipossomas solidos.
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