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Resumo

A funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro revestidas
com ouro (NPs OF@Au) e de nanoparticulas de ouro (NPs Au) com péptidos ciclicos
contendo a sequéncia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) permite a entrega
seletiva dessas nanoparticulas na superficie de células, nomeadamente células
tumorais, que sobre-expressam a integrina a,/53.

Neste trabalho é reportada a sintese de trés novos péptidos lineares e de dois
novos péptidos ciclicos com a sequéncia RGD. Estes compostos foram preparados
utilizando uma combinacdo de sintese peptidica em fase sélida (SPPS) e em solucdo. A
SPPS foi efetuada usando uma resina de cloreto de 2-clorotritilo, uma estratégia Fmoc
(9-fluorenilmetoxicarbonilo) e os grupos protetores benziloxicarbonilo (Z), terc-butilo
(‘Bu) e 2,2,4,6,7-pentametildi-hidrofurano-5-sulfonilo (Pbf) para as cadeias laterais da
lisina, acido aspartico e arginina, respetivamente. Um dos péptidos lineares foi
ciclizado, apds acoplamento com o acido hexindico e com a propargilamina, utilizando
uma reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen e uma bis-azida aromatica. O
péptido GRGDfKG foi ciclizado através da formacdo de uma ligacdo amida entre o
terminal amina e o terminal acido carboxilico - ciclizagao head-to-tail.

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (NPs OF) foram preparadas por
recurso ao método de co-preciptacdo de cloretos de ferro (Il) e de ferro (Ill) em meio
alcalino. O revestimento das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro com ouro
(NPs OF@Au) foi efetuado utilizando boro-hidreto de sédio como agente redutor e um
sal de ouro. Prepararam-se ainda nanoparticulas de ouro (NPs Au) aplicando dois
métodos de preparagao distintos envolvendo a redugao de cloreto de sal de ouro.
Algumas das nanoparticulas preparadas neste trabalho foram caracterizadas por um
conjunto de técnicas tais como a dispersdo dindmica de luz (DLS), a microscopia
eletrénica de varrimento (SEM), a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e a
espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis).

A funcionalizacdo das nanoparticulas com os péptidos contendo a sequéncia
RGD utilizando tidis, bem como o estudo das nanoparticulas como nanoelétrodos sera

objeto de trabalhos futuros.
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Abstract

The functionalization of magnetic nanoparticles of iron oxide coated with gold
(NPs OF@Au) and gold nanoparticles (NPs Au) with cyclic peptides containing the
sequence Arginine-Glycine-Aspartic Acid (RGD) allows the selective delivery of these
nanoparticles to cells which overexpress integrin a,fs.

This work reports the synthesis of three new linear peptides and two new cyclic
peptides containing the RGD sequence. These compounds were prepared by a
combination of solid phase peptide synthesis (SPPS) and peptide synthesis in solution.
The SPPS was performed using a resin of 2-chlorotrityl chloride, a Fmoc
(9-fluorenylmethoxycarbonyl) strategy and benzyloxycarbonyl (Z), tert-butyl (‘Bu) and
2,2,4,6,7-pentamethyldihydrofuran-5-sulfonyl (Pbf) as protecting groups for the side
chains of lysine, aspartic acid and arginine, respectively. One of the linear peptides was
cyclised after coupling with hexynoic acid and propargylamine using a 1,3-dipolar
cycloaddition reaction of Huisgen with an aromatic bis-azide. The GRGDfKG peptide
was cyclised by formation of an amide bond between the terminal amine function and
the carboxylic acid terminus - head-to-tail cyclization.

The iron oxide magnetic nanoparticles (NPs OF) were prepared by a
co-precipitation method using iron (1) and iron (lll) salts in an alkaline medium. The
coating of these magnetic nanoparticles with gold (NPs OF@Au) was carried out using
sodium borohydride as reducing agent and a gold salt. In this work were also prepared
gold nanoparticles (NPs Au) applying two different methods of synthesis involving the
reduction of gold chloride salt. Some nanoparticles were characterized by several
methods that include dynamic light scattering (DLS), scanning electron microscopy
(SEM), the energy dispersive spectroscopy (EDS) and ultraviolet-visible spectroscopy
(UV-Vis).

The functionalization of nanoparticles with peptides containing the RGD
sequence using thiols and the study of these nanoparticles as nanoelectrodes will be

the subject of future work.
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Figura 7: Espectros de absorcdo de nanoparticulas de ouro de 15 nm monodispersas
(A) e agregadas (B). Adaptado de 2. 18
Figura 8: Representacdo esquematica de uma nanoparticula de ouro (NPs Au). Nucleo
metalico (rosa), agente estabilizante (cinzento), ligando (verde).®? 19
Figura 9: Representacdo esquematica dos tipos de radiagdo emitidos pela amostra
guando submetida a um feixe de eletrdes. 22
Figura 10: Representacao esquematica dos componentes do microscdpio eletrénico de
varrimento. 23

Figura 11: Representagdao esquematica de um aparelho Nano Zetasizer para efetuar

medicBes de DLS. Adaptado de . 24
Figura 12: Representagdo esquematica de um espectrofotdmetro de UV-Vis. 26
Figura 13: Sequéncia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD). 26
Figura 14: Estrutura de trés péptidos ciclicos com a sequéncia RGD. 28

Figura 15: Péptido ciclico com a sequéncia RGD ciclizado pelo método head-to-tail. 30
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Figura 16: Representacdo esquematica das principais intera¢des entre o Cilengitide e a
integrina a,f3. Adaptado de 81 36
Figura 17: Espetro de IV, em Nujol, da bis-azida 2. 37
Figura 18: Estrutura dos péptidos lineares com a sequéncia RGD 5, 6 e 7 preparados
por sintese peptidica em fase sdlida. 39
Figura 19: Espetro de RMN de 'H, em DMSO-dg, do péptido 8. 43
Figura 20: Espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando a correlacdo
entre os protées do CH, do grupo Z e os protdes aromaticos. 44
Figura 21: Espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando a correlacdo
entre os protdes NH dos grupos amida e os protdes dos grupos a-CH dos aminodcidos,
assim como a correlacdo entre os protdes do CH, do grupo propargilico e o protdo do
grupo amida. 45
Figura 22: Espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8 mostrando a correlagdo entre
os protdes do grupo CH, intermédio do pentino (multipleto a 1,58-1,68 ppm) e os
protdes dos restantes grupos CH, (tripleto de dupletos a 2,14 ppm e tripleto a
2,20 ppm) do mesmo grupo. 46
Figura 23: Espetro de RMN de 3¢, em DMSO-dg, do péptido 8. 46
Figura 24: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 nas zonas aromatica (A) e dos
o-CH dos aminoacidos (B). 47
Figura 25: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 nas zonas da correlacdo entre
os protdes do CH, intermédio do grupo pentino (multipleto a 1,58-1,68 ppm) e o
respetivo sinal do dtomo de carbono (A), das correlagbes entre os protées do CH, do
grupo pentino mais préximo da ligacdo tripla (tripleto de dupletos a 2,14 ppm) e dos
protdes do CH, mais proximo da C=0 (tripleto a 2,20 ppm) e os respetivos sinais dos
atomos de carbono (B), e ainda da correlacdo entre o multipleto a 2,73-2,81 ppm,
correspondente ao grupo CH da ligacao tripla do pentino, e o respetivo sinal de
carbono (C). 48
Figura 26: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 nas zonas da correlagao entre
o protdo do CH do grupo propargilico (tripleto a 3,06 ppm) e o respetivo sinal do
atomo de carbono a 73,05 ppm (A) e da correlagdo entre os protées do CH, do grupo
propargilico (multipleto a 3,84-3,87 ppm) e o respetivo sinal do 4tomo de carbono a

27,92 ppm (B). 49
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Figura 27: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 na zona das correlagdes entre
os protdes dos B-CH, dos aminodcidos que compdem o péptido (vermelho), os protées
dos grupos CH; do Pbf (azul) e os protdes dos grupos CH; do ‘Bu (verde) e os respetivos
sinais dos atomos de carbono (A) e da correlagdo entre os protdes do grupo CH, do Pbf
e os respetivos sinais dos 4&tomos de carbono (B). 50
Figura 28: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 na zona das correlagdes entre
os protdes dos grupos CH; e do grupo CH, do Pbf e os respetivos carbonos
quaternarios (azul) e na zona da correlacdo entre os grupos CH; do ‘Bu e o respetivo
carbono quaternario (vermelho). 50
Figura 29: Espetro de HMBC, em DMSO-ds, do péptido 8 na zona aromatica
evidenciando as correlacdes entre os protdes do anel aromatico do grupo Z e o
respetivo carbono quaternario (azul) e entre os protdes do anel aromatico da
fenilalanina e o respetivo carbono quaternario (vermelho). 51
Figura 30: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando as correlacdes
entre os protdes do grupo 6-CH, da arginina e o &tomo de carbono do grupo guanidino
e entre os protdes do grupo €-CH, da lisina e o dtomo de carbono da C=0 do
grupo Z. 51
Figura 31: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 mostrando as correlagdes
entre os protdes dos grupos a-CH dos aminoacidos e os respetivos sinais dos atomos

de carbono carbonilicos (A) e entre os a-NH dos aminoacidos e os dtomos de carbonos

carbonilicos correspondentes (B). 52
Figura 32: Estrutura dos péptidos lineares com a sequéncia RGD 5 e 8. 54
Figura 33: Estrutura dos péptidos ciclicos com a sequéncia RGD 9 e 10. 56

Figura 34: Distribuicdo de tamanho por intensidade, obtida por DLS, das
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro da amostra 4. 64
Figura 35: Imagens de SEM, obtidas com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE,
das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro da amostra 1 - 17,0 nm (A) e da
amostra 2 - 16,0 nm (B). 66
Figura 36: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das

nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro da amostra 4 - 13,0 nm. 66
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Figura 37: Espetro de EDS das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro da amostra
4 com evidéncia dos sinais de ferro (Fe) e de oxigénio (0). O pico de carbono surge
devido a utilizacdo de fita de carbono na preparacao da amostra para andlise. 67
Figura 38: Espetro de UV-Vis da amostra 4 de nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro. 68
Figura 39: Evidéncia da magnetiza¢do das nanoparticulas de éxido de ferro revestidas
com ouro Fe@Au 2. Auséncia de campo magnético externo (A) e presenca de campo
magnético externo (B). 70
Figura 40: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das
nanoparticulas da amostra Fe@Au 1 - 168 nm (A) e da amostra
Fe@Au3-19,8 nm (B). 71
Figura 41: Imagem de SEM das nanoparticulas da amostra Fe@Au 2 - 16,0 nm - obtida
com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE (A) e com o detetor BSED
(Backscattered Electron Detector) no modo A+B (B). 72
Figura 42: Espetro de EDS das nanoparticulas da amostra Fe@Au 2 com evidéncia dos
sinais de ferro (Fe) e de ouro (Au). O pico de carbono surge devido a utilizacdo de fita
de carbono na preparacao da amostra para analise. 72
Figura 43: Espetros de UV-Vis das trés amostras de nanoparticulas Fe@Au 1 (A),
Fe@Au 2 (B) e Fe@Au 3 (C). Fd = 1 corresponde a amostra inicial; Fd = 0,5 corresponde
a amostra inicial diluida para metade e Fd = 0,25 corresponde a amostra inicial diluida
para um quarto. 74
Figura 44: Espetros de UV-Vis com os valores de absorvancia normalizados das
amostras de nanoparticulas Fe@Au 1, Fe@Au 2 e Fe@Au 3. 75
Figura 45: Espetros de UV-Vis das amostras de nanoparticulas Fe@Au 1, Fe@Au 2 e
Fe@Au 3 e da amostra das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro
pré-revestimento 4 (A) e de amostras de nanoparticulas de Fes0; e
Fe;0,@Au (B - Adaptado de *?). 76
Figura 46: Distribuicdo de tamanho por intensidade, obtida por DLS, das
nanoparticulas de ouro da amostra Au 1. 78
Figura 47: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das

nanoparticulas de ouro da amostra Au 1 - 60,9 nm. 79
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Figura 48: Espetro de EDS das nanoparticulas de ouro da amostra Au 1 com evidéncia
do sinal de ouro (Au). O pico de carbono surge devido a utilizacdo de fita de carbono
na preparacdo das amostras para analise. 79
Figura 49: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das
nanoparticulas de ouro da amostra Auss - 12,2 nm. 80
Figura 50: Espetro de EDS das nanoparticulas de ouro da amostra Au ss com evidéncia
do sinal de ouro (Au). O pico de carbono surge devido a utilizacdo de fita de carbono
na preparagao das amostras para analise. 81
Figura 51: Espetro de UV-Vis da amostra Au ss. 81
Figura 52: Imagens de SEM, obtidas com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE,
das nanoparticulas de ouro das amostras Au 2.1 - 359 nm (A) e
Au 2.2 - 80,3 nm (B). 82
Figura 53: Espetros de EDS das nanoparticulas de ouro das amostras Au 2.1 (A) e
Au 2.2 (B) com evidéncia dos sinais de ouro (Au). O pico de carbono surge devido a
utilizada de fita de carbono na preparac¢do das amostras para analise. 83
Figura 54: Espetros de UV-Vis das amostras de nanoparticulas de ouro Au ss e

Au 2.1 (A) e os mesmos espetros com os valores de absorvancia normalizados (B). 83
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1. Introducao

1.1. Nanoparticulas

As nanotecnologias podem ser definidas como a manipulagdo ou engenharia
numa escala nano (10° m) e tém aplicacdes em diversas areas, tais como a quimica, a
fisica, as ciéncias de materiais e as ciéncias da saude. As nanoparticulas (NPs) sdo
normalmente definidas como pequenos objetos cujo diametro varia entre 1 nm e
100 nm.*

Atualmente as nanoparticulas sdao alvo de intensa investigacdo na drea
biomédica.> A relacdo entre a &rea superficial e o volume das nanoparticulas
permite-lhes ligarem-se, adsorverem e transportarem outros compostos, tais como
farmacos, acido desoxirribonucleico (DNA - Deoxyribonucleic Acid), acido ribonucleico
(RNA - Ribonucleic Acid), proteinas, enzimas ou sondas. Por outro lado, a possibilidade
de ajustar o seu tamanho, forma e caracteristicas superficiais torna-as particularmente
estdveis em grandes intervalos de temperatura e de pH, com elevada capacidade de

transporte de substancias hidrofilicas ou hidrofébicas.>™®

N3do obstante, todas as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas sdo determinadas pelo tamanho,
forma e material das mesmas.? Assim, existe uma variedade enorme de nanoparticulas
com diferentes tamanhos, formas e composicées, tendo por isso distintas
propriedades e funcionalidades (Tabela 1).*’

A interacdo das nanoparticulas a nivel biolégico, bem como a classificagdo das
mesmas é determinada pelos materiais que as constituem. Algumas nanoparticulas
sdao compostas por materiais de origem bioldgica, tais como fosfolipidos, lipidos,
qguitosano e dextrano. Outras nanoparticulas sdo constituidas por outro tipo de
materiais como carbono, silica, metais ou 6xidos e sulfetos metalicos.?

Algumas nanoparticulas tém sido utilizadas como agentes de contraste em
imagem de ressonancia magnética (MRI - Magnetic Resonance Imaging) e como novos
marcadores moleculares para efetuar detecdes in vitro.*’ A utilizacdo de
nanoparticulas como veiculos de transporte de farmacos e como agentes de

diagndstico tem vindo a aumentar nos ultimos anos.>*’

As nanoparticulas também
tém sido usadas em terapia fotodindmica (PDT - Photodynamic Therapy), no
silenciamento de genes e em terapia fototérmica (PTT - Photothermal Therapy). Mais

recentemente tém sido desenvolvidos esforcos para criar nanoparticulas que
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funcionem como agentes de teragndstico e que por isso possibilitem simultaneamente

o diagnéstico e a terapia.3

Tabela 1: Nanoparticulas e as suas aplicagGes a nivel bioldgico. Adaptado de 4,

Classe de Particulas

Material

Aplicagées

Materiais naturais ou
derivados

Quitosano
Dextrano
Alginatos
Lipossomas

Amido

Entrega controlada de genes e de
farmacos (Gene/Drug delivery)

Entrega controlada de farmacos

Dendrimeros Polimeros ramificados )
(Drug delivery)
Terapia Fotodinamica (PDT)

Eul Transportadores baseados em

ulerenos carbono Entrega controlada de farmacos
(Drug delivery)
Acido polilatico
Tra'ns;?o'rtadores Poli(ciano) acrilatos Elntrega controlada de gepes ede
poliméricos farmacos (Gene/Drug delivery)

Poli(etilenimina)

Ferrofluidos

SPIONs (NPs superparamagnéticas
de dxido de ferro)

USPIONSs (NPs
superparamagnéticas de oxido de
ferro ultra-pequenas)

Imagem de ressonancia
magnética (MRI)

Entrega controlada de genes e de
farmacos (Gene/Drug delivery)

Quantum dots

Selenetos de Cd/Zn

Imagem de ressonancia
magnética (MRI)

Diagnéstico in vitro

Variadas

Silica

Entrega controlada de genes
(Gene delivery)

As aplicacdes biomédicas das nanoparticulas referidas anteriormente requerem

gue estas sejam biocompativeis, biodegradaveis, e sensiveis a variacdes de parametros

fisicos como pH, temperatura, magnetismo e carga elétrica.>® Adicionalmente é ainda

necessaria uma biodisponibilidade elevada e estabilidade em meios biolégicos.
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1.2. Nanoparticulas magnéticas

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas (MNPs) capazes de serem
controladas remotamente com elevada precisdo através da aplicagdo de campos
magnéticos externos tem atraido o interesse de varios grupos de investigacdo para
aplicacdes biomédicas, bioldgicas e industriais.”

As aplicacbes biomédicas e biotecnoldgicas de nanoparticulas magnéticas
requerem normalmente particulas muito pequenas com um nucleo metdlico
superparamagnético com um revestimento inorganico ou polimérico que as torna

biocompativeis e estaveis.®>*®

O superparamagnetismo surge devido a pequena
coercitividade que decorre da pequena barreira energética que é necessaria
ultrapassar para a magnetizacdo deste tipo de particulas.* Como exemplo citamos as
nanoparticulas de magnetite que sdo superparamagnéticas a tamanhos inferiores a

25 nm.»®

1.2.1. Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

S3o conhecidos dezasseis éxidos de ferro (OF), dos quais os mais comuns s3o a
magmite (y-Fe,03), a magnetite (Fe30,) e a hematite (a-Fe;03).*® As principais
propriedades destes trés dxidos sdo resumidas na Tabela 2.

Os o6xidos de metal sdo relativamente inertes e as propriedades magnéticas,
das nanoparticulas deste tipo, podem ser manipuladas pelo controlo do tamanho e da
forma das mesmas durante a sua preparagéo.13

A magmite em meio acido ou basico é estavel a temperatura ambiente durante
anos, contrariamente a magnetite é sensivel a presenca de oxigénio sendo convertida
em magmite. Contudo, a exposicdo ao ar da magnetite ndo constitui a Unica via de
transformacdo desta espécie de dxido de ferro em magmite. Uma outra alternativa
para a oxidacdo de magnetite em magmite envolve a transferéncia de ides de ferro
(Fe®") em condicBes 4cidas e na auséncia de oxigénio sendo um processo muito mais
rapido do que a oxidacdo por contacto direto com o oxigénio a temperatura

. 1
ambiente.>"’
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A estabilidade da magmite é mantida por interacGes eletrostaticas repulsivas
entre os contra iGes em solugdo e os iGes hidroxilo (OH’) adsorvidos na superficie das

nanoparticulas durante a sua preparacdo.*’

Tabela 2: Propriedades fisicas e magnéticas dos 6xidos de ferro. Adaptado de 16

Oxido
Propriedade
Magmite Magnetite Hematite
Férmula molecular v-Fe,03 Fe;0, a-Fe,0;
Densidade (g/cm’) 4,87 5,18 5,26
Ponto de fusdo (°C) * 1583-1587 1350
Dureza 5 5,5 6,5
Tipo de magnetismo Ferrimagnético Ferrimagnético Ferromagnetlccl) fraco ou
antiferromagnético
Cor I I I

* N3o definido.

1.2.1.1. AplicagOes

As nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro podem ser
classificadas de acordo com o seu didmetro hidrodindmico: nanoparticulas
supermagnéticas de oOxido de ferro (SPIONs - Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles) (50-180 nm), nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro
ultra-pequenas (ultrasmall) (USPIONs - Ultrasmall Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles) (10-50 nm), e nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro
muito pequenas (very small) (VSPIONs - Very small Superparamagnetic Iron Oxide
Nanoparticles) (< 10 nm).*®

Os processos simples de preparacdo de nanoparticulas de dxidos de ferro bem
como o seu tamanho, a facil funcionalizacdo da superficie, a sua biocompatibilidade, a
baixa citotoxicidade e o controlo da sua magnetizacdo fazem com que estas
nanoparticulas sejam particularmente interessantes para aplicacdes biomédicas e

Y 1
bioldgicas.®’*°
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A estabilidade, a bio-distribuicio e o metabolismo das nanoparticulas
magnéticas estdo relacionados com a quimica da superficie, o tamanho (volume
hidrodinamico e distribuicdo de tamanho), o nucleo magnético, a carga e as
propriedades magnéticas das mesmas.’> A quimica de superficie é um fator muito
importante na preparacao de nanoparticulas magnéticas para aplicacdo in vivo, uma
vez que pode evitar a sua captacao pelas células fagociticas mononucleares do sistema
reticulo-endotelial (RES - Reticuloendothelial System), e assim aumentar a sua
biodisponibilidade. O revestimento destas nanoparticulas com compostos hidrofilicos,
neutros e biocompativeis, como é o caso do poli(etilenoglicol) (PEG), de
polissacarideos (quitosano, dextrano) e disopsoninas (HSA - Human Serum Albumin) é
uma das estratégias usadas para aumentar o tempo de circulacdo deste tipo de
particulas no organismo.>>® Alternativamente, e de forma a evitar a a¢do do RES, o
tamanho da nanoparticula pode ser reduzido, no entanto a detecdo pelo RES ndo é
totalmente impossivel e continua a existir a possibilidade das nanoparticulas atingirem
células, tecidos ou 6rgios saudaveis.®

Nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro com uma quimica de superficie
apropriada podem ser usadas para numerosas aplica¢des in vivo, tais como agentes de
contraste para MRI, reparacdo de tecidos, imunoensaios, desintoxicacdo de fluidos

bioldgicos, hipertermia, drug delivery e separacao de células (Figura 1) 89215

Nanoparticulas magnéticas

Terapia Diagndstico
In vi In vitro
D(ug Hipertermia nvivo v
delivery
MRI Detecdo
D
Radioterapia ogngas
R associadas ao
combinada com Purificacdo

sistema musculo-

MRI -
esquelético

Imunoensaios

Doenga renal crénica
Bio-separagdo

Separagdo de
células

Imobilizagdo de
enzimas

Figura 1: Aplicagbes das nanoparticulas magnéticas (MNPs). Adaptado de 8,
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Todas estas aplicacbes biomédicas requerem materiais com diferentes
propriedades magnéticas, térmicas, quimicas e morfoldgicas.?® No entanto, em geral
as nanoparticulas deverdao possuir elevados valores de magnetizacdo, tamanhos
inferiores a 100 nm e uma distribuicdo de tamanhos estreita para que as
nanoparticulas apresentem propriedades fisicas e quimicas uniformes. Adicionalmente
é ainda necessario, como referido anteriormente, uma superficie de revestimento que
devera ser ndo téxica e biocompativel (polimeros organicos, metais inorganicos ou
oxidos) para aumentar a estabilidade deste tipo de nanoparticulas e permitir a
funcionalizagao das mesmas com varias moléculas bioativas capazes de direcionarem a

72427 Estas nanoparticulas magnéticas podem

particula para um determinado alvo.
ligar-se a farmacos, proteinas, enzimas, anticorpos e nucledtidos e utilizando um
campo magnético externo podem ser dirigidas especificamente para um d6rgdo, um
tecido ou um tumor.>®

Particulas inorganicas magnéticas podem por vezes ter associados problemas
de biodegradabilidade e de dissolugdo. As nanoparticulas de 6xido de ferro apds o
desempenho das funcdes a que sdo destinadas, sdo degradadas e originam ferro e
moléculas de 6xido de ferro que poderdao ser metabolizados e armazenados nas células
sob a forma de ferritina que poderd incorporar a hemoglobina.”*

Algumas nanoparticulas de o6xido de ferro revestidas com polimeros
biocompativeis foram ja aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para uso

clinico.#*

=  Entrega controlada de farmacos (Drug delivery)

O cancro é atualmente uma das principais causas de morte. Estudos revelaram
gue em 2007 o cancro foi a causa de morte de 13% da populacdo mundial e estima-se
que em 2030 morram 12 milhdes de pessoas com cancro.?® Existe assim uma
necessidade crescente de desenvolvimento de novas terapias anticancerigenas.

A quimioterapia combinada com a cirurgia e a radioterapia é atualmente a
opcio de tratamento mais comum em varios tipos de cancro.> Com o conhecimento
adquirido ao nivel da bioquimica e fisiologia das células tumorais, ao longo dos anos, é
possivel comecar a desenhar terapias com menores efeitos secundarios para o

paciente. A entrega controlada de farmacos é uma das estratégias utilizadas com este

8
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objetivo. Esta abordagem permite a libertacdo seletiva do agente terapéutico nas
células tumorais levando a um aumento da concentragdo do mesmo no alvo e a
minimizagdo do dano provocado nas células saudaveis.> Deste modo, é possivel
diminuir a quantidade de farmaco administrada, e aumentar o intervalo de tempo
entre cada administracdo. A conjugacdo deste fatores conduz a um aumento da
eficacia terapéutica dos farmacos. Nanoparticulas magnéticas conjugadas com
diversos agentes terapéuticos tém sido utilizadas em drug delivery.>*’

A formulag¢dao da nanoparticula constitui um fator importante na distribuicdo
dos agentes terapéuticos e na interacdo do complexo nanoparticula-farmaco com as
células tumorais (Figura 2). Assim sendo, existe uma variedade de materiais que
poderdo constituir as nanoparticulas aplicadas em drug delivery, tais como materiais

baseados em carbono e materiais de origem bioldgica ou inorganica.?

Agente terapéutico

Nanoparticula

Figura 2: Constituicdo de uma nanoparticula utilizada em drug delivery. A nanoparticula deverd conter uma

molécula vetorizante e o agente terapéutico. Adaptado de 3,

As nanoparticulas inorganicas incluem nanoparticulas preparadas a partir de
metais, 6xidos de metais e sulfuretos de metais. Estas podem ser produzidas com uma
variedade de formas e tamanhos com grande reprodutibilidade, sendo facilmente
conjugadas com os ligandos adequados que permitem dirigir o complexo
nanoparticula-farmaco para o alvo. Este tipo de nanoparticulas é relativamente estavel
sob grandes variacOes de pH e de temperatura, contudo alguns tipos de nanoparticulas
inorganicas apresentam desvantagens, tais como o facto de ndo serem biodegradaveis
e de terem uma taxa de dissoluco lenta.? Estes dois fatores devem ser tomados em
consideracdo quando se trata de utilizagbes em organismos vivos pois a sua
degradacdo e eliminacdo do organismo fica comprometida. De forma a ultrapassar o

problema associado a este tipo de nanoparticulas é possivel controlar a preparagado
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das mesmas para que seja possivel dissociar a nanoparticula nos seus componentes
que n3o s3o nocivos para o organismo, apds a entrega do farmaco.>’ Neste sentido, as
nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro (NPs OF) sdo nanoparticulas inorganicas
ndo tdxicas que suscitam um interesse crescente & comunidade cientifica.?

A libertacdo do farmaco na célula tumoral pode ser feita simplesmente por
difusdo simples ou através de mecanismos que requerem atividade enzimatica ou
mudancas das condicdes fisioldgicas, tais como pH, osmolaridade ou temperatura.
Em determinadas situagdes é ainda possivel que o agente terapéutico seja libertado
por ativacdo magnética.® Apds a libertacdo do farmaco na célula tumoral, a
nanoparticula transportadora devera ser eliminada e degradada de forma segura.3

Freeman et al.*® propuseram em 1960 que nanoparticulas magnéticas podem
ser transportadas através do sistema vascular até um local especifico por aplicacdo de
um campo magnético.

Em 1978 Senyei et al.>' descreveram a utilizacio de nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro para a entrega controlada de farmacos em
guimioterapia. A ideia consiste em conjugar biomoléculas sobre a superficie
modificada de nanoparticulas magnéticas, e depois por aplicacgdo de um campo
magnético externo dirigir o sistema nanoparticula-farmaco para o alvo especifico
dentro do organismo. A primeira aplicacdo in vivo deste tipo de nanoparticulas, por
aplicagio de um campo magnético externo foi descrita por Widder et al.** para
administrar farmacos citotdxicos para o tratamento de sarcomas em ratos.
Os resultados obtidos foram bastante bons tendo ocorrido a remissao total do tumor.

Existe atualmente um grande numero de grupos de trabalho envolvidos no
desenvolvimento de novos sistemas de nanoparticulas para a entrega controlada de
agentes de quimioterapia, proteinas, péptidos, DNA e siRNA (small interfering

RNA).33_35

= |magem de ressondncia magnética (MRI)

A imagem de ressonancia magnética (MRI - Magnetic Resonance Imaging) é
uma técnica de imagiologia médica tridimensional (3D) ndo invasiva muito utilizada na
medicina clinica para diagnéstico.36 As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido

de ferro modificam os tempos de relaxacdo dos protdes da agua T1 e T2/T2*, o que

10
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320 Assim, este tipo de nanoparticulas é muitas vezes

melhora o contraste de MRI.
utilizado como agente de contraste. A primeira referéncia a utilizacdo de
nanoparticulas superparamagnéticas como agentes de contraste remonta a 1992 onde
células transplantadas foram marcadas com agentes de contraste constituidos por
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro.” Atualmente, existem em
pratica clinica duas nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro usadas
como agentes de contraste em MR/ do figado, ferumoxides (Feridex/Endorem:

120 - 180 nm) e ferucarbotran (Resovist: 60 nm).”*%*’

= Hipertermia

A hipertermia refere-se a temperaturas entre os 40 °C e os 45 °C. Temperaturas
acima dos 42 °C tornam as células cancerigenas suscetiveis a morte por apoptose,
enguanto temperaturas acima dos 45 °C causam diretamente a morte celular.**

O tratamento hipertérmico de tumores envolve o aquecimento dos mesmos
usando radiofrequéncias (RF), micro-ondas, campos magnéticos ou ultrassons que
causam danos celulares irreversiveis por perda de membranas e desnaturacdo de
proteinas e que resultam na morte celular. Este efeito é mais seletivo para os tumores
devido a sua reduzida tolerancia ao calor, no entanto também tecidos saudaveis sdo
afetados, pelo que esta terapia tem um uso limitado. Assim, e de forma a ultrapassar
estes problemas tém vindo a ser utilizados agentes fototérmicos que permitem o
aquecimento seletivo do tumor e a diminuicdo dos efeitos secundarios provocados em

tecidos saudaveis (Figura 3). Este tipo de agentes deverd ser capaz de absorver de

forma eficaz a radiag3o.?
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Figura 3: Representagdo esquemadtica do uso de nanoparticulas em terapia fototérmica (PTT). Adaptado de 3,

Nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro em dgua tém sido utilizadas para

injecao direta no tumor. Na presenca de um campo magnético externo oscilante estas

11
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nanoparticulas geram calor o que devera promover a destruicdo das células
tumorais.®® No entanto, a quantidade de calor gerado depende da natureza do
material magnético, da forca do campo magnético aplicado, da frequéncia da oscilagao
e da capacidade que o fluxo de sangue no tumor tem para diminuir a temperatura,
contrariando o efeito provocado pela terapia.*

Uma série de estudos em modelos de cancro da préstata e da mama e em
gliomas malignos tém vindo a ser desenvolvidos e bons resultados tém sido

obtidos.>*™

1.2.1.2. Métodos de preparagao

O interesse crescente na pesquisa de nanoparticulas magnéticas de éxido de
ferro devido as variadas aplicacGes em processos bioldgicos, biomédicos e
biotecnoldgicos torna necessario o controlo dos processos de preparacao deste tipo de
nanoparticulas. Este controlo advém da necessidade de obter materiais
monodispersos em relagdo ao tamanho, com uma forma controlada e altamente
estaveis.*> A morfologia, o tamanho, a forma, e a superficie quimica das nanoparticulas
de éxido de ferro dependem do método de preparagao escolhido. Assim, tém vindo a
ser desenvolvidos uma série de processos de preparacdo de nanoparticulas de modo a
controlar os parametros referidos. Destacam-se os métodos de co-precipitacao,
decomposicdo e/ou reducgdo térmica, preparacdo hidrotérmica, técnicas de pirdlise a
laser, métodos sol-gel, reacbes sonoquimicas, microemulsdes e métodos
eIetroquimicos.5'42

A preparacdo de nanoparticulas magnéticas € um processo complexo devido a
natureza coloidal das mesmas. Assim, dois desafios tém que ser ultrapassados.
O primeiro prende-se com o facto de se tentar produzir nanoparticulas monodispersas
de tamanho adequado. O segundo ponto critico é a necessidade de desenvolvimento
de um processo que seja reprodutivel e que possa ser industrializado sem nenhum
procedimento de purificacio complexo.”

Neste trabalho foi utilizado o método de co-precipitacdo para a preparagao de

nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro.
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1. Introducao

= Co-precipitacao

A co-precipitacdo é provavelmente o método de preparagdo de nanoparticulas
de oxido de ferro mais simples e eficaz. As nanoparticulas magnéticas de oxido de
ferro podem ser preparadas por co-precipiat¢ao de sais de ferro (Il) e de ferro (lll) em

17,26294344 contudo, os sais de ferro

meio alcalino (hidréxido de sédio ou amdnia).
utilizados (cloretos, sulfatos, nitratos, percloratos), a proporcio dos ides ferroso (Fe?")
e férrico (Fe*), o pH e a forca iénica do meio afetam o tamanho, a forma e a
composi¢do destas nanoparticulas magnéticas.45

A reacdo quimica de preparacdo da magnetite pode ser descrita de acordo com

aeq. 1°

Fe2* + 2Fe3* + 80H" Fez04 + 4H,O (1)

A precipitacdo completa devera acontecer a um pH entre 8 e 14, com uma
razdo estequiométrica de 2:1 entre os ides Fe*" e Fe** (razdo molar Fe(l1)/Fe(lll) de 0,5)
e na auséncia de oxigénio.’

Como referido a magnetite é sensivel a oxidacdo, e por isso na presenca de

oxigénio é transformada em magmite de acordo com a eq. 2°

Fe;O, + 2H* v-Fe,03 + Fe?* + H,0 (2)

A grande vantagem do processo de co-precipitacao é o facto de poderem ser
preparadas nanoparticulas em grande quantidade. Contudo, existe a desvantagem de
ndo ser possivel controlar de forma eficaz a distribuicdo de tamanhos. Isto acontece
porque as nanoparticulas apresentam uma elevada razdo entre a sua area superficial e
o seu volume o que faz com que as mesmas tendam a agregar para reduzir a sua
energia superficial.*®

Durante a preparacdo de nanoparticulas magnéticas, a adicdo de anides
organicos quelantes (carboxilatos ou a-hidroxicarboxilatos, tais como o acido citrico, o
acido oleico e o acido glucdnico) ou de complexos de superficie poliméricos (dextrano,
carboxidextrano, amido ou alcool polivinilico) poderdo ajudar a controlar o tamanho
das nanoparticulas e a impedir a agregacdo das mesmas.’

De forma a manter a razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) de 0,5 o processo de preparag¢do

deve ser realizado em ambiente ausente de oxigénio, devendo por isso utilizar-se um
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1. Introducao

gas inerte (nitrogénio, argon, entre outros). Adicionalmente, esta condicio de
preparacao permite ainda reduzir o tamanho das nanoparticulas quando comparado
com o tamanho de nanoparticulas obtidas na presenca de oxigénio.***®

A primeira preparacao de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro usando um meio alcalino e cloreto de ferro (lll) (FeCls) e cloreto de ferro (ll)
(FeCl,) foi descrita por Massart”’ e permitiu obter nanoparticulas maioritariamente
esféricas e com um diametro médio de 8 nm.

Denizot et al.?? estudaram a importancia da razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) e
demonstraram que o tamanho médio das nanoparticulas aumenta com o aumento da
razdo molar Fe(ll)/Fe(lll), no entanto o rendimento da preparagdo diminui.

O tamanho médio das nanoparticulas é fortemente dependente da acidez e da
forca idnica do meio de precipitacdo. A elevados valores de pH e de forca idnica, as
nanoparticulas obtidas sdo mais pequenas e a distribuicdo de tamanhos é mais
uniforme.’

Varios autores reportaram a prepara¢do de nanoparticulas de éxido de ferro
recorrendo ao método de co-precipitacdo e obtendo nanoparticulas com diametros
variados. Williams et al.”, Gupta e Curti521, Sim et al.26, Pundir e Chauhanzg,
Chung et al.”® e Kang et al.*® utilizaram o método de co-precipitacio de cloretos de
Fe(ll)/Fe(lll) em meio alcalino com uma razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) de O0,5.
As nanoparticulas preparadas foram caracterizadas por microscopia de transmissao

eletrénica (TEM) e apresentaram tamanhos que variaram entre os 5 nm e os 20 nm.

1.3. Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro revestidas com ouro

Nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro revestidas com ouro
(NPs OF@Au - NPs Fe3sO,@Au ou NPs y-Fe,O3;@Au) (Figura 4) podem ter vdrias
aplicacdes nas areas da biomedicina e da quimica analitica. O nlcleo magnético que
permite que as mesmas sejam controladas remotamente, aliado ao seu revestimento
com uma fina camada de ouro sdo as chaves fundamentais para as suas possiveis
aplicacdes. A superficie de ouro nao tdxica melhora a estabilidade das nanoparticulas

~ . , . . . ~ . , 2
em solucdo e permite uma facil funcionalizacdo deste tipo de nanoparticulas.?**°
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1. Introducao

Viarios autores tém descrito a preparacdo de NPs OF@Au para varias
aplicagOes, desde a formagdo de elétrodos para a determinagao da acetilcolina®, a

imobilizacdo de proteinas*®*!, separacdes bioldgicas®® e em drug delivery™.

au[ Oxido de Ferro |au

Figura 4: Nanoparticula com um nucleo de oxido de ferro (rosa) revestido com uma camada de

ouro (amarelo) - NPs Fe;0,@Au ou NPs y-Fe,0;@Au.

A preparacao do nucleo magnético ja foi discutida. O revestimento de ouro
pode ser feito por varios métodos. De acordo com Natan et al.>® usando citrato de
sédio (NasCgHs07) ou hidroxilamina (NH,OH) é possivel reduzir sais de ouro em solugdo
e formar nanoparticulas homogéneas pelo método de seeding growth (crescimento de
particulas de pequenas dimensdes).

Sim et al.?® utilizaram unicamente citrato de sédio como agente redutor para
obter NPs FesO,@Au com tamanhos que variaram entre 15 nm e 40 nm.

A utilizacdo de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCl) como agente redutor
foi descrita por Williams et al.’’, numa adaptacio do método de Natan et al.”®, e os
resultados mostraram que foram obtidas tanto NPs Fes0,@Au de aproximadamente
60 nm, bem como nanoparticulas de ouro. Também Chung et al.*® prepararam
NPs OF@Au recorrendo ao cloridrato de hidroxilamina como agente redutor e
obtiveram nanoparticulas com uma média de tamanhos de 70 nm.

O boro-hidreto de sédio (NaBH4) pode ser utilizado como agente redutor dos
ides Au®* para formar NPs OF@Au, no entanto nessas condi¢cdes é necessario utilizar
citrato de sédio como agente de estabilizacdo.”®

A caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com ouro
pode ser efetuada através de varias técnicas, tais como espectroscopia de

ultravioleta-visivel (UV-Vis) ou técnicas de microscopia eletrénica entre outras.
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1. Introducao

1.4. Nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro (NPs Au) sdo as nanoparticulas metdlicas mais estaveis
e apresentam caracteristicas que as tornam particularmente Uteis para aplicacdes
bioldgicas e quimicas.>

As NPs Au tém atualmente uma importancia relevante na area da medicina
devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e preparacdo simples que permite o
controlo do tamanho, da composicdo e da forma das nanoparticulas, assim como uma
facil modificacdo da quimica da superficie (ligacdo a grupos tiol e amina). Aliado a estes
fatores, as propriedades fisico-quimicas deste tipo de nanoparticulas permitem uma
rapida e facil caracterizagio das mesmas.””™’

A ressonancia plasmoénica superficial (SPR - Surface Plasmon Resonance) das
nanoparticulas de ouro resultante da oscilagdo coletiva dos eletrdes livres conduz a
uma banda de absorc¢do larga na regido do visivel do espetro eletromagnético por volta
dos 520 nm. Esta banda torna-se mais estreita e apresenta desvios ipsocrémicos
(menor comprimento de onda) a medida que o didmetro do nucleo da nanoparticula

175258 Nanoparticulas de tamanho inferior a 2 nm n3o possuem

diminui (Figura 5).
banda SPR.>® Contrariamente, particulas com tamanho superior a 100 nm possuem
bandas largas SPR por volta dos 600 nm devido a presenca de ressonancias

plasmdnicas superficiais longitudinais e transversais.”®

1.2

“ NN ==
/// / W\ \ e

Absorvancia
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Figura 5: Espetros de absor¢do de nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos. Influéncia do tamanho das

nanoparticulas nos espetros de absorg¢do respetivos. Adaptado de 8,
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1. Introducao

Adicionalmente, o maximo de absorcdo e a largura da banda sdo ainda
influenciados pela forma e tamanho da nanoparticula e pela constante dielétrica,

43¢ No entanto, a influéncia da forma é

temperatura e indice de refracdo do solvente.
maior do que a influéncia do tamanho da particula nas propriedades dticas.®® Assim,
nanoparticulas de forma esférica possuem o seu maximo de absorcdo entre os 515 nm
e os 570 nm (A), enquanto nanoparticulas com outras formas apresentam o seu
maximo a comprimentos de onda superiores (desvio batocromico - B) (Figura 6). Esta

variagdo decorre de uma distribuicdo irregular dos eletrdes da camada de superficie.58

Absorvancia
(=]
-

400 S00 600 700 800 900
A(nm)

Figura 6: Espetros de absorgdo de nanoparticulas de ouro com diferentes formas. Efeito da forma da nanoparticula

de ouro no espetro de absorgdo da mesma. Nanoparticulas de ouro de forma esférica (A) e nanoparticulas de ouro
8

com formas variadas (B). Adaptado de %8,

A agregacao de NPs Au tem também efeito na banda SPR observada (Figura 7).
Nas amostras que possuem nanoparticulas agregadas (B) observa-se um desvio
batocromico da banda SPR, contrariamente, nanoparticulas monodispersas
apresentam uma banda SPR tipica entre os 515 nm e os 570 nm (A).”® No caso de
nanoparticulas agregadas é ainda possivel observar a existéncia de um pico secundario
a menores comprimentos de onda e uma diminuigdo da intensidade da banda de

absorcdo devido a redugdao do nimero de nanoparticulas estaveis.®
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Figura 7: Espectros de absorgdo de nanoparticulas de ouro de 15 nm monodispersas (A) e agregadas (B).

Adaptado de %8,

1.4.1. AplicagOes

Tal como as nanoparticulas de éxido de ferro, as nanoparticulas de ouro tém
sido utilizadas para melhorar a eficacia do tratamento do cancro nomeadamente como
biomarcadores, para a entrega controlada de farmacos (drug delivery), na hipertermia

e como agentes de contraste.’’®?

Encontram-se também descritas varias aplicacdes
analiticas para este tipo de nanoparticulas (biossensores, imunossensores e

eletrocatalisadores).®

1.4.2. Métodos de preparagao

Uma variedade de métodos de preparacdo pode ser utilizado para preparar
nanoparticulas de ouro com diferentes formas.>® No entanto, alguns problemas sao
colocados quando o objetivo é obter particulas de maiores dimensées.®

Varios métodos fisicos, quimicos e biolégicos podem ser utilizados para a
preparacao de nanoparticulas de ouro.

A preparacdao de nanoparticulas de ouro com vdrios tamanhos envolve a
reducdo de um sal metalico e pode ser realizada em solucdo aquosa ou na presenca de
solventes organicos. Habitualmente é necessdrio um agente redutor e um agente de
estabilizacdo (surfactante) que evita a repulsdo entre as nanoparticulas e permite
controlar o tamanho e a forma. Normalmente, nas preparacdes em solucdo aquosa o
agente redutor funciona como agente estabilizante. Contrariamente, na presenca de

A . .. - ~ 2
solventes organicos, o agente redutor é diferente do agente de estabilizacdo.®
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Na Figura 8 apresenta-se um esquema de uma nanoparticula de ouro

vetorizada/funcionalizada.

Figura 8: Representagdo esquemadtica de uma nanoparticula de ouro. Nucleo metdlico (rosa), agente

estabilizante (cinzento), ligando (verde).62

O método convencional para a preparacao de NPs Au por reducdo de sais de
ouro (Ill) consiste na utilizacdo de citrato de sdédio (redutor fraco) e de uma solucgao
aquosa de acido clorodurico (HAuCl;) a temperaturas elevadas. Esta técnica foi
introduzida em 1951 por Turkevitch e permitiu a sintese de NPs Au com cerca de
20 nm.** Este método permite a preparacio de nanoparticulas de ouro entre os 12 nm
e 0s 100 nm, no entanto sé é possivel obter nanoparticulas esféricas e monodispersas
se estas tiverem tamanhos até 50 nm.®® Em 1973 foi proposta uma variacdo deste
método baseada no uso de diferentes razdes entre os sais de ouro e o citrato de sédio
gue permitiu obter nanoparticulas de ouro com tamanhos entre os 16 nm e os
147 nm.*® Esta adaptacdo ficou conhecida como método de Frens. Utilizando este
método varios autores descreveram a preparacdao de nanoparticulas de ouro com
varios tamanhos: 13 nm®’, 30-60 nm®® e 35 nm*®.

Long et al.®® demostraram que a quantidade de citrato de sddio utilizado
determina o tamanho das nanoparticulas preparadas, e que por isso maiores
qguantidades de citrato de sddio resultam em nanoparticulas mais pequenas.
Este estudo revelou ainda que quanto mais rapido o citrato de sddio for adicionado
mais pequenas sao as nanoparticulas formadas.

Para além do citrato de sddio (Na3CgHsO7) podem ser usados outros agentes
redutores, tais como o boro-hidreto de sédio (NaBH,), o fésforo branco ou o acido
ascorbico (C¢HgOg). Os dois primeiros permitem a preparacdo de nanoparticulas de
ouro com diametros inferiores a 10 nm. Enquanto o acido ascdrbico permite obter

nanoparticulas com tamanhos maiores do que 10 nm.>?
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O método de Brust foi descito em 1994 e consistiu na utilizacdo de boro-hidreto
de sédio como agente redutor (forte) e de um alcanotiol como agente de
revestimento. Esta técnica permitiu a formacdo de nanoparticulas com tamanhos que
variaram entre 1 nm e 5 nm.%

Os métodos de Frens e Brust sdo de preparacdo direta, e tém como
desvantagem a dificil obten¢do de nanoparticulas de ouro de grandes dimensGes com
uma distribuicdo de tamanhos estreita.”

O método de seeding growth permite controlar o tamanho e a morfologia das
nanoparticulas. Neste tipo de preparacdo sdo utilizados dacido ascérbico ou

hidroxilamina  (NH,OH) como agentes redutores’*’> e brometo de

N-cetil-N,N,N-tri-metilamonio-hexadecil (CTAB) como agente de estabilizagio’>".
Um dos processos mais amplamente utilizados, seguindo o método de seeding growth,

1>% e utiliza

para preparar nanoparticulas de ouro foi desenvolvido por Natan et a
hidroxilamina como agente redutor. Zhu et al.”® propuseram o uso do &cido
2-mercaptosuccinico (MSA - 2-Mercaptosuccinic Acid) como agente redutor e de
revestimento.

Murphy et al.” descreveram a preparacdao de nanoparticulas de ouro de
tamanhos entre os 5 nm e os 40 nm utilizando o método de seeding growth e usando

1.”° obtiveram

CTAB como agente de estabilizacdo e NaBH; como redutor. Zhu et a
nanoparticulas de ouro quase esféricas com tamanhos entre os 30 nm e os 150 nm
recorrendo apenas a uma etapa de crescimento, e a partir de seeds de 15 nm
preparados pelo método de Frens. Como agente redutor para o crescimento das
nanoparticulas foi utilizado MSA.

Varios autores®®®>7°

tém descrito a sintese de nanoparticulas de ouro através
da utilizacdo de uma seeding solution e de varias etapas de crescimento para produzir
nanoparticulas até 300 nm. Eychmuiller et al.®® aplicaram o método de seeding growth
para a preparacao de nanoparticulas esféricas entre os 15 nm e os 300 nm usando
citrato de sddio como agente de estabilizacdo e acido ascérbico como redutor.

Esta estratégia permitiu a formacdo de nanoparticulas com uma gama de tamanho

varidvel e uma boa distribuicdo de tamanhos.
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1.5. Técnicas de caracterizacdao de nanoparticulas

A determinacdo da microestrutura dos materiais sempre dependeu da
disponibilidade e do aperfeicoamento das técnicas experimentais. O conhecimento
detalhado da microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos
casos, permite também a previsdao do comportamento e das propriedades dos
mesmos. A caracterizacdo das nanoparticulas é fundamental para a determinacdo da
sua estrutura cristalina, composicdo quimica, quantidade, forma, tamanho,
magnetizagao e textura.

Existe uma variedade de técnicas que podem ser utilizadas na caracterizacao
das nanoparticulas: microscopia eletrénica de transmissdao (TEM - Transmission
Electron Microscopy), microscopia eletrénica de varrimento (SEM - Scannig Electron
Microscopy), espectroscopia de energia dispersiva (EDS - Energy Dispersive
Spectroscopy), difracdo de raios-X (XRD - X-Ray Diffraction), espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR - Fourier Transform Infrared
Spectroscopy), espectroscopia de absorcdo atémica (AAS - Atomic Absorption
Spectroscopy), dispersao dinamica de luz (DLS - Dynamic Light Scattering), Potencial
Zeta (C) e espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis). Neste trabalho apenas quatro

técnicas foram utilizadas e por isso somente essas serdo descritas.

1.5.1. Microscopia eletrdnica

A necessidade do conhecimento da microestrutura dos materiais tem levado a
um continuo desenvolvimento das técnicas experimentais, particularmente da
microscopia. No estudo dos materiais sdo utilizados quatro tipos de
microscopia: microscopia Otica, microscopia eletrénica de varrimento (SEM),
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e microscopia de forca atdmica
(AFM - Atomic Force Microscopy). Todas estas técnicas de microscopia sdo

complementares e cada uma possui o seu campo de aplicacdo especifico.
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1.5.1.1. Microscopia eletrdnica de varrimento (SEM)

A microscopia eletrénica de varrimento permite obter informacdo acerca da
quantidade, topografia (textura da superficie), morfologia (tamanho e forma) e
cristalografia da superficie da amostra a analisar.

Esta técnica utiliza um fino feixe de eletrdes de alta energia, focado e
monocromatico, que é acelerado através de um campo elétrico positivo antes de
incidir na amostra a analisar.”* A interacao dos eletrGes com a amostra podera resultar
em eletrdes secundarios, retrodifundidos ou eletrdes de Auger, assim como em raios-X
caracteristicos e fotGes (Figura 9). Nesta técnica os sinais de maior interesse para a
formacdo da imagem s3o os eletrdes secundarios e os retrodifundidos. A medida que o
feixe de eletrdes primario vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo
modificagcbes de acordo com as variagbes da superficie. Os eletrdes secundarios
fornecem a imagem da superficie da amostra e sdo os responsaveis pela obtencdo das
imagens de alta resolucdo, ja os retrodifundidos fornecem a imagem caracteristica

relacionada com a composi¢cdo da amostra.

Feixe de eletrdes primarios

Raios-X Eletrdes retrodifundidos

R

Eletrdes secundarios \ //'v Eletrdes Auger

Eletrdes difratados Eletrdes difundidos
Figura 9: Representagdo esquemadtica dos tipos de radiagdo emitidos pela amostra quando submetida a um feixe de

eletrdes.

Em SEM é possivel adaptar uma camara de raios-X que permite a realizagdo da
analise quimica da amostra, numa técnica denominada espectroscopia de energia
dispersiva. A maioria dos aparelhos atuais de SEM possui incorporado um sistema de
microanalise por raios-X acoplado a um sistema detecdo e andlise de padrdoes de
difracdo de eletrdes rectrodifundidos (EBSD - Electron Backscatter Diffraction), que

permite a determinag¢do da composi¢cdo quimica das particulas.
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Um microscépio eletrénico de varrimento é constituido por uma coluna
Otico-eletrdnica, que é uma fonte monocromatica de eletrdes de elevada energia
condensados por um sistema de lentes. Na constituicdo do aparelho estdo ainda
presentes condensadores e objetivas que permitem focar o feixe na amostra, e
sistemas de vacuo e arrefecimento (Figura 10).”* Além disso, este equipamento tem
ainda associado um sistema de detetores e um sistema de visualizagdao de imagens.
A imagem obtida depende do numero atémico dos elementos que constituem a
amostra. Elementos mais pesados apresentam-se mais brilhantes do que os de menor
ndmero atémico.”*

As amostras a analisar por SEM devem ser secas e nao conter solventes ou
outros residuos que possam ser evaporados no vacuo da cdmara de amostra.

O conteudo a analisar devera ainda possuir uma boa condutividade elétrica superficial.

Fonte de eletrdes

Anodo

Coluna em Condensadores

alto vacuo

Bobines de
varrimento
Objetiva

Camara em
Amostra N .
alto ou baixo

vacuo

Bombas de ' |
vacuo

Figura 10: Representagdo esquematica dos componentes do microscopio eletrénico de varrimento.

1.5.2. Dispersao dinamica de luz (DLS)

A dispersdo dindmica de luz é por vezes designada por espectroscopia de
correlacdo de fotdes (PCS - Photon Correlation Spectroscopy). Esta técnica permite,
utilizando um aparelho Zetasiser Nano (Figura 11), a medicdo do tamanho de

particulas, de acordo com o movimento Browniano das mesmas.”
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Laser Zetasizer Angulo de detecio
o Nano S 173°
Nano ZS 173° . _ i i
Nairo 860 d0° 1: Laser - Fonte de luz para iluminar a amostra
Nano ZS90 90° P , R
2: Célula que contém a amostra
PA 3: Detetor para medir a luz dispersa. Pode ter
Atenuador U
4 . ) .~
: @etemr duas posi¢cdes de acordo com o aparelho em
uso 173 ° (A) ou 90 ° (B)
5" Detetor 5 T
e 90° [Processador e| 4: Atenuador para reduzir ou aumentar a
s 2 __sinal digital _} P

Célula . . .
intensidade de luz dispersa

5: Dispositivo de correlagdo

6: Computador

Figura 11: Representacdo esquematica de um aparelho Nano Zetasizer para efetuar medigdes de DLS. Adaptado

75
de .

O movimento Browniano é o movimento aleatério das particulas devido ao
bombardeamento das mesmas pelas moléculas do solvente que as rodeiam. Quanto
maior for a particula, mais lento serd o movimento Browniano. Contrariamente,
particulas mais pequenas movimentar-se-do mais rapidamente. Assim, a partir de dois
retratos da amostra retirados com um pequeno intervalo de tempo, é possivel
perceber se houve wuma grande deslocacdo das particulas (particulas
pequenas - pequena correlacdo) ou uma pequena deslocacdo das particulas (particulas
grandes - grande correlacdo) e determinar assim o tamanho das mesmas.”

Para efetuar medicGes de DLS é necessario manter a temperatura do solvente
fixa e definida, pois a viscosidade do solvente e consequentemente o movimento
Browniano das particulas dependem deste fator.””

O tamanho médio da particula medido por DLS (Z-average) é definido como
diametro hidrodinamico e estd relacionado com a forma como uma particula se
difunde num meio liquido. O DLS também fornece uma estimativa da distribuicdo de
tamanhos das particulas - indice de polidispersividade.”

A velocidade do movimento Browniano é definida pelo coeficiente de difusdo
de translacdo (D). O tamanho de uma particula é calculado a partir do coeficiente de

difus3o de translacdo usando a equacio de Stokes-Einstein (eq. 3)":

kT
3nnD

d(H) = (3)
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Onde:

d(H): didametro hidrodindmico

D coeficiente de difusdo de translacao
k: constante de Boltzman

T': temperatura absoluta

n : viscosidade do solvente

1.5.3. Espectroscopia de Ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de ultravioleta-visivel € uma técnica utilizada para quantificar
a luz que é absorvida e dispersa por uma amostra entre os 100 nm e os 700 nm.

O principio da técnica envolve a absor¢do de um fotdo da regido UV-Vis pela
molécula da amostra, que resulta na captura da energia correspondente por um ou
varios eletrdes periféricos, e consequentemente em transi¢cbes eletrdnicas
moleculares. Um espectro de UV-Vis é obtido varrendo uma gama de valores de
comprimento de onda, sendo a intensidade da radiagdao absorvida ou transmitida
registada. A intensidade medida na referéncia (ip) € subtraida ao valor medido na
amostra (i). Os resultados podem ser apresentados na forma de transmitancia (T = i/ig)
ou absorvancia (Abs = log io/i) e o comprimento de onda ao qual a absorvancia é
maxima (Amax) € um valor caracteristico da amostra. De acordo com a lei de
Beer (A = € conc |) a absorvancia é diretamente proporcional a concentracdo da
amostra (conc), ao percurso 6tico (I) e ao valor do coeficiente de extincdo molar (g)
gue é especifico para cada composto.74

As nanoparticulas metalicas tém propriedades oticas que sdo sensiveis ao
tamanho, forma, concentragao, estado de aglomeracao, solvente e indice de refracao
proximo da superficie das nanoparticulas, o que torna o UV-Vis uma ferramenta
valiosa para a identificacdo, caracterizacao e estudo deste tipo de materiais.®>’®

O espectro de absorcdo de suspensdes coloidais de nanoparticulas metalicas,
como é o caso de nanoparticulas de ouro ou nanoparticulas de éxido de ferro
revestidas com ouro é afetado por varios fatores. O tamanho e a forma das

, .~ . . ~ 2
nanoparticulas afetam a posic3o, a intensidade e a largura da banda de absor¢do.2%’%”’
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O espectrofotometro de UV-Vis é constituido por uma fonte de luz (lampada),
um sistema de dispersdao (monocromador), um divisor de feixe de luz, um
compartimento de colocacdo da amostra e da referéncia, que pode ser colocado antes
ou depois do sistema de dispersao, um espelho rotativo, um fotomultiplicador e um

detetor (Figura 12).

Ldmpada P Monocromador —® Divisor do feixe de luz

Amostra

v

A

Espelho rotativo
N

Fotomultiplicador

A

Referéncia

v

Detetor

Figura 12: Representagdo esquematica de um espectrofotometro de UV-Vis.

1.6. Péptidos de RGD como agentes vetorizantes

Péptidos com a sequéncia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) sdo muitas
vezes utilizados como agentes de vetorizagao de nanopartl'culas.:*}'m'80

A sequéncia RGD (Figura 13) é encontrada em vdrias proteinas da matriz
extracelular, como é o caso da fibronectina, fibrinogénio, vitronectina, entre outras, e

, , . ~ , . . 182
é responsavel pela interagdo dessas proteinas com as integrinas.®®

Figura 13: Sequéncia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD).

As integrinas sdo um tipo de recetores heterodiméricos da superficie celular

gue medeiam a transmissdo de sinal entre as células, estando assim envolvidas em
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varios processos celulares, tais como a angiogénese, a apoptose ou a reabsorc¢do
Ossea. Este tipo de recetores celulares possui uma subunidade a e uma subunidade f e
é caracterizado por possuir um dominio N-terminal e um dominio C-terminal 2>#?

A integrina a,f’3 € um recetor de vitronectina que se liga a varias proteinas que
contém a sequéncia RGD, e que se encontra sobre-expressa na superficie de células
tumorais, plaquetas e células endoteliais em proliferagéo.81

Este tipo de integrina estd diretamente relacionada com a evolucdo e difusdo
de células tumorais e com a angiogénese.82 Assim sendo, potenciais ligandos das
integrinas a3 poderdo funcionar como possiveis agentes no tratamento do cancro,
osteoporose e artrite reumatdide. De acordo com estudos de modelacdo molecular,
estes ligandos deverdo possuir trés regides farmacoféricas: i) um grupo carboxilato;
ii) um grupo guanidino e iii) um grupo hidrofébico.®

Considerando o referido anteriormente, tem havido um interesse crescente na
sintese de péptidos com a sequéncia RGD. Por outro lado, como a sequéncia RGD é
bioativa, quando conjugada com possiveis agentes terapéuticos e de diagndstico
deverd aumentar a biocompatibilidade e a seletividade dos mesmos para
determinados tipos de células.®

Estudos revelaram que péptidos ciclicos demonstraram maior afinidade para os
recetores do que o correspondente péptido linear.®* Outro estudo revelou ainda, que
os péptidos ciclicos contendo uma aminoacido hidrofébico com a configuragdo D
tinham uma afinidade aumentada para a integrina avﬂ3.85

Ferreira et al.®® propuseram a sintese de dois novos péptidos ciclicos de RGD
(Figura 14-A e Figura 14-B). Simulacdes de dindmica molecular e estudos de docking
mostraram que estes péptidos exibiam maior afinidade para a integrina a3 do que o
péptido ciclico Cilengitide [c(RGDf[N-Me]V, EMD 121974] (Figura 14-C), ja em ensaios
clinicos para varios tipos de cancros.®>%®
Tendo em conta os factos relatados péptidos contendo a sequéncia RGD

podem ser usados para vetorizar nanoparticulas para diagndstico ou terapia.78'79
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Figura 14: Estrutura de trés péptidos ciclicos com a sequéncia RGD.

1.6.1. Métodos de sintese peptidica

O sucesso da aplicacdo de péptidos na quimica medicinal resultou numa
variedade de sinteses peptidicas, quer em fase sélida, em solucdo ou numa mistura
dos dois tipos de sintese.

A sintese peptidica em fase sélida (SPPS - Solid Phase Peptide Synthesis)
consiste na utilizacdo de uma resina polimérica a qual o péptido em formacao esta
ligado e, envolve uma série de reacGes de acoplamento e desprotecdo. O péptido sé é
clivado da resina quando a sintese estd completa. Esta estratégia é muito Util
sobretudo na sintese de péptidos contendo um grande nimero de aminoacidos, uma
vez que resolve muitos problemas associados a purificacdo e solubilidade de
sequéncias peptidicas longas obtidas pelo método de sintese em solucao.

Adicionalmente, este tipo de sintese garante ainda bons rendimentos devido a
possibilidade de utilizacdo de um excesso de reagentes, que podem ser removidos com
a utilizacdo de solventes adequados.?” Por outro lado, tem a vantagem de poder ser
automatizada e, atualmente existe uma grande variedade de sintetizadores

automaticos de péptidos.
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A SPPS utiliza um tipo restrito de grupos protetores, os grupos mais usados sdo
o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) e o terc-butiloxicarbonilo (Boc).®® A remogao
destes grupos protetores é feita em condic¢des diferentes, e por isso quando se recorre
a uma sintese em fase sélida escolhe-se uma estratégia de sintese utilizando todos os
aminodcidos N-protegidos com somente um destes grupos protetores. O grupo Fmoc
cliva em meio moderadamente basico (solugdo a 20% de piperidina ou com uma
solucdo de morfolina num solvente organico). Contrariamente, o grupo Boc cliva na
presenca de acidos, como é o caso do acido sulfurico (H,SO,), do acido trifluoroacético
(TFA - Trifluoroacetic Acid) e do acido cloridrico (HCI).® A clivagem do péptido da
resina também estd dependente da estratégia que é utilizada. Numa estratégia Fmoc o
péptido é clivado da resina em meio acido (acido acético - AcOH). Na presenca de Boc
a clivagem do péptido da resina é feita com acido fluoridrico (HF) anidro ao mesmo
tempo que sdo clivados os grupos protetores das cadeias laterais dos aminodcidos
N-protegidos.®®

A sintese peptidica em fase sélida envolve a ativacdo da fungdo 4cido
carboxilico dos aminoacidos N-protegidos. Para tal, recorre-se a utilizacdo de
di-isopropilcarbodiimida (DIC), uma carbodiimida que funciona como agente de
acoplamento, e que devido a solubilidade da ureia formada no solvente organico
utilizado, permite que a mesma seja facilmente removida por filtrac;:"ao.88 A reacgao
entre a carbodiimida e o grupo acido carboxilico do aminoacido leva a formacado de
uma O-acil-ureia muito reativa. Para evitar este problema, numa reacdo de
acoplamento entre aminoacidos, habitualmente recorre-se ao uso de benzotriazoles
[1-hidroxibenzotriazole (HOBt) ou 1-hidroxi-7-azabenzotriazole (HOAt)].%® Estes
compostos reagem com a O-acil-ureia originando um éster muito menos reativo mas
mesmo assim capaz de reagir com a funcdo amina do aminodcido livre.
Alternativamente podem ser utilizados outros agentes de acoplamento, como é o caso
de sais de urdnio e os sais de fosfonio, dos quais sdo exemplo o hexafluorofosfato de
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametilurénio (HBTU) e o tetrafluorborato de
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametilurénio (TBTU).28 Em sintese em fase sdlida
recorre-se frequentemente ao uso de DIC devido a solubilidade da ureia formada no
solvente organico utilizado na reagdo, o que permite que a mesma seja facilmente

removida por filtracdo.%®
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1.6.2. Ciclizagao de péptidos lineares

A ciclizacdo de péptidos lineares com a sequéncia RGD pode ser feita
recorrendo a varios métodos.

Uma alternativa para a ciclizacdo de péptidos lineares é a formacao de uma
ligacdo amida direta que envolve os grupos amina e acido carboxilico presentes nas
extremidades do péptido linear (ciclizacdo head-to-tail). Esta ciclizacdo é realizada
recorrendo as condicdes tipicas de formac3o da ligagdo amida.*

Apesar de ser um método simples e rdpido de obtencdo de péptidos ciclicos,
este tipo de ciclizacdo apresenta algumas desvantagens, como é a possibilidade de
ocorrer dimerizagao e epimerizac;éo.90 A dimerizagdo pode ser evitada usando
concentragdes muito baixas do péptido (102 a 10® M) durante a ciclizac3o.
A epimerizacdo é normalmente acautelada com o uso de glicina na extremidade acido
carboxilico do péptido. No entanto, em determinadas situacées, ndo é possivel utilizar
um residuo de glicina na extremidade do péptido, e nessas situagdes recorre-se a
utilizacdo do reagente de acoplamento HOAt.%

Zhang et al™! procederam a ciclizacdo de um péptido linear contendo a
sequéncia RGD pelo método head-to-tail, entre residuos de glicina e acido aspartico, e

utilizando HBTU e N,N-di-isopropiletilamina (DIPEA) (Figura 15).
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Figura 15: Péptido ciclico com a sequéncia RGD ciclizado pelo método head-to-tail.

Uma outra alternativa para a sintese de péptidos ciclicos é a reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen, que consiste numa cicloadicdo concertada entre

um dipolo-1,3 e um dipolaréfilo. As espécies usadas para que a reacao ocorra sdo
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varias, e permitem obter produtos diferentes. Em situacdes em que o dipolo-1,3 é uma
azida e o dipolardfilo € um alquino é possivel a formagao de um anel 1,2,3-triazole, que

é isdstero de uma ligacdo amida® (Esquema 1).

Re ~ N
R'————R R" R

Esquema 1: Cicloadigdo 1,3-dipolar de Huisgen de uma azida (dipolo-1,3) e um alquino (dipolardfilo).

Sharpless et al.” recorreram a utilizacdo de Cu (I) como catalisador para
conseguir regiosseletividade na cicloadicdo de 1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos.
No mecanismo proposto para a catalise com Cu (l) os autores afirmaram que o Cu (l)
pode ser gerado in situ a partir de sulfato de cobre (ll) penta-hidratado e ascorbato de
sédio (agente redutor) ou pode ser usado diretamente um sal de cobre (l), tal como
Cul, CuOTf.CgHg ou [Cu(MeCN)4][PFs], em conjunto com um equivalente molar de uma
base azotada. A nivel quimico, o que acontece é a ligacdo do alquino ao cobre seguida
da reacdo desta espécie com a azida, o que favorece a formacdo do anel de triazole e a

regeneracdo da espécie de cobre (I) inicial (Esquema 2).
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Esquema 2: Catalise com Cu () da cicloadigdo de 1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos. Adaptado de 92

O trabalho de Sharpless et al.”? inspirou novos grupos na pesquisa de outros

catalisadores de cobre que fossem eficazes na cicloadicdo de
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1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos. Ferreira et al.%° propuseram a sintese de dois novos
péptidos ciclicos de RGD (Figura 16-A e Figura 16-B), recorrendo a uma reagao de
cicloadicao 1,3-dipolar de Huisgen para a formacao de
1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos e utilizando uma bis-azida como dipolo-1,3 e dois
alguinos como dipolaréfilo. Em termos sintéticos foi empregado iodeto de cobre (Cul)
e trietilamina (Et3N).

O recurso a reacdo de Huisgen para a cicloadicdo de
1,2,3-triazoles-1,4-dissubstituidos apresenta diversas vantagens face a outros métodos
de ciclizacdo de péptidos lineares. Um fator importante na reacdo de Huisgen é a
possibilidade de utilizar um meio aquoso93 e ndo ser necessario trabalhar na auséncia
de oxigénio®.

Os péptidos ciclicos de RGD obtidos podem ser ligados, em solucdo, a
moléculas com um grupo tiol, para que seja possivel a ligacdo a superficie de ouro que
reveste as nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro e que estd presente nas
nanoparticulas de ouro. Este facto é possivel devido a facil funcionalizacdo da

852 Assim, ap6s esta vetorizagio poderd

superficie de ouro através de ligacdes Au-SH.
ser possivel a entrega seletiva das nanoparticulas em células que sobre-expressem a

integrina a,f3, que reconhece a sequéncia RGD.
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2. Resultados e Discussao

O objetivo final deste trabalho era a vetorizacdo de nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro revestidas com ouro e de nanoparticulas de ouro com péptidos
ciclicos contendo a sequéncia RGD. Estas nanoparticulas seriam posteriormente
avaliadas como agentes para a entrega controlada de farmacos. No entanto, até ao
momento apenas se conseguiu preparar péptidos com a sequéncia RGD,
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro revestidas com ouro (NPs OF@Au) e

nanoparticulas de ouro (NPs Au).

2.1. Sintese de péptidos ciclicos de RGD

A sequéncia Arginina-Glicina-Acido aspértico (RGD) encontra-se em diversas
proteinas da matrix extracelular tais como a fibronectina, a vitronectina ou o
fibrinogénio. Péptidos contendo esta sequéncia sdo reconhecidos por uma série de
recetores celulares conhecidos por integrinas, responsaveis por processos importantes
tais como a regulacdo da proliferacdo celular ou a apoptose. Deste modo, péptidos
com a sequéncia RGD sdo atualmente um alvo interessante no desenvolvimento de
novas terapias para cancro, osteoperose e artrite reumatéide.?’ Estes péptidos sdo
também muito usados na funcionalizacdo e vetorizacdo de diversas moléculas
biologicamente ativas tais como agentes para imagem médica” e de
nanoparticulas’® .

Nos Ultimos anos foram efetuados varios estudos de relagdo
estrutura-atividade entre péptidos com a sequéncia RGD e a integrina a,f3; que
conduziram ao desenvolvimento de varios compostos com elevada afinidade para este
recetor, nomeadamente o Cilengitide [c(RGDf[N-Me]V), EMD 121974]. As interacdes
principais entre o Cilengitide e a integrina a,f; encontram-se representadas na

Figura 16.
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Figura 16: Representa¢do esquemadtica das principais interaces entre o Cilengitide e a integrina a,f;. Adaptado

81
de ™.

Nos nossos laboratdrios foram preparados dois novos péptidos ciclicos com a
sequéncia RGD usando uma combinacdo de sintese peptidica em fase sélida
(SPPS - Solid Phase Peptide Synthesis), sintese peptidica em solugdo, ciclizacdo
head-to-tail e cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen. Simula¢des de dindmica molecular e
estudos de docking mostraram que estes péptidos exibiam uma maior afinidade para a
integrina a3 do que o Cilengitide, que se encontra na fase Il de ensaios clinicos para
varios tipos de tumores.®®

Neste trabalho foram preparados péptidos com a sequéncia RGD para a
vetorizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro revestidas com ouro e de
nanoparticulas de ouro. Assim, sintetizaram-se trés novos péptidos lineares utilizando
uma combinac¢do de sintese peptidica em fase sélida e sintese peptidica em solugao.
Dois destes compostos foram ciclizados utilizando a cicloadi¢ao 1,3-dipolar de Huisgen
ou a ciclizacdo head-to-tail. Os péptidos preparados contém um residuo de
D-fenilalanina, pois estudos de estrutura-atividade revelaram que a presenca de um
aminodcido hidrofébico com a configuracdo D ligado ao acido aspartico aumentava a
afinidade deste tipo de compostos para a integrina avﬁ3.96 Os precursores necessarios
para a sintese destes compostos sdo o 1,4-diazidobenzeno 2 e a

N-fluorenilmetoxicarbonil-D-fenilalanina (Fmoc-D-Phe-OH) 4.
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2.1.1. Sintese de precursores

= Sintese do 1,4-diazidobenzeno

O 1,4-diazidobenzeno 2 foi preparado seguindo o método de Liu et al.”’. Estes
autores reportaram a sintese de diversas azidas aromaticas e vinilicas a partir dos
respetivos acidos bordnicos. Deste modo, o 4cido 1,4-benzeno-bis-bordénico 1 foi
tratado com azida de sédio (NaNs) e sulfato de cobre (Il) penta-hidratado (CuSO4.5H,0)
tendo dado origem a bis-azida 2 com um rendimento de 57% (Esquema 3). A sintese
deste composto ja tinha sido descrita anteriormente com rendimentos de 67%%° e

90%°".

a)
(HO)ZB<©>B(OH)2 e N3,4C>»N3

1 2,57%
Esquema 3: Sintese do 1,4-diazidobenzeno 2 a partir do 4cido 1,4-benzeno-bis-bordnico 1. a) NaN; (2,5 eq.),

CuS0,.5H,0 (0,2 eq.), MeOH, t.a., 44 h..

Tal como esperado o espetro de RMN de 'H (CDCls-d;) do composto 2
apresenta um Unico sinal, um singleto a 7,02 ppm correspondente aos protdes do anel
aromatico. O espectro de infravermelho da bis-azida 2 apresenta a banda carateristica

dos grupos azida (N3) a 2107 cm? (Figura 17).

Transmitancia (%)
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Figura 17: Espetro de IV, em Nujol, da bis-azida 2.
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A bis-azida 2 foi posteriormente usada, como dipolo-1,3, na ciclizagdo de um
péptido linear com a sequéncia RGD e duas ligagbes triplas terminais, através da

cicloadicdao 1,3-dipolar de Huisgen.

= Sintese de Fmoc-D-Phe-OH

A N-fluorenilmetoxicarbonil-D-fenilalanina (Fmoc-D-Phe-OH) 4 foi sintetizada de
acordo com o método descrito por Carpino e Han”. Este método consiste em tratar o
aminodcido com o cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (Fmoc-Cl) em presenca de
carbonato de sdédio (Na,COs). Por tratamento da mistura reacional com 4cido é
possivel isolar o aminodcido protegido na fungdo amina com bons rendimentos. Assim,
a H-D-Phe-OH 3 foi tratada com cloroformiato de 9-fluorenilmetilo em meio basico
(Esquema 4). O aminodacido N-protegido 4 foi isolado com um rendimento de 88%.
No espetro de RMN de *H (DMSO-dg) do composto 4 é possivel observar a presenca de
dois duplos dupletos a 2,86 e 3,07 ppm correspondentes aos protdes do grupo B-CH,
da fenilalanina, bem como um multipleto a 4,13-4,20 ppm que corresponde aos
protées dos grupos a-CH da fenilalanina, CH, e 9-CH do grupo Fmoc. O sinal do protdo

do grupo CO,H surge como um singleto largo a 12,75 ppm.

Q a) i, i, i Ho§
A OOH " O\g/CI T O. OIN\%

4, 88%
Esquema 4: Sintese da Fmoc-D-Phe-OH 4 a partir do aminoacido H-D-Phe-OH 3. a) i) Na,COs; (ag.) (2,5 eq.), dioxano,
0°C, 4h.; ii) 18h., t.a.; iiii) HC.

Este composto foi usado na sintese dos péptidos ciclicos e lineares contendo a

sequéncia RGD.

2.1.2. Sintese de péptidos lineares de RGD

A Figura 18 apresenta os trés péptidos lineares com a sequéncia RGD 5, 6 e 7

preparados, neste trabalho, por sintese peptidica em fase sdlida.
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Figura 18: Estrutura dos péptidos lineares com a sequéncia RGD 5, 6 e 7 preparados por sintese peptidica em fase

sélida.
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Na sintese peptidica em fase sélida foi utilizada uma resina de cloreto de
2-clorotritilo e uma estratégia envolvendo o grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).
Como grupos protetores das cadeias laterais da arginina, acido aspartico e lisina
foram escolhidos os grupos 2,2,4,6,7-pentametildi-hidrofurano-5-sulfonilo (Pbf),
terc-butilo (‘Bu) e benziloxicarbonilo (Z), respetivamente. A clivagem dos grupos Pbf e
'Bu é feita com &cido trifluoroacético (TFA) enquanto a remocdo do grupo Z é efetuada
por hidrogenacdo. A utilizacdo de um residuo de lisina protegido na cadeia lateral com
0 grupo Z, nos péptidos sintetizados, teve como objetivo possibilitar a ligagdo dos
mesmos a uma molécula contendo um grupo tiol. A presenca deste tipo de grupo
funcional nos péptidos preparados permitird a utilizacdo destes como agentes de
vetorizacdo de nanoparticulas de ouro e de nanoparticulas magnéticas de éxido de
ferro revestidas com ouro. Isto acontece devido a conhecida afinidade de tidis para o
ouro por formacao de ligagbes Au-SH.*8>?

Na SPPS, o primeiro passo consiste na ligacdo do Fmoc-aminoacido a resina
através de uma reacgao de substituicdo nucledfila utilizando um excesso de aminoacido
N-protegido e uma base, normalmente a N,N-di-isopropiletilamina (DIPEA)

(Esquema 5).

® . ®
Cl H DIPEA R CI
ST N —_—
CI—T O + Fmoc W)J\OH DCM seco FmOC\N)\[(O O
R H
9 °

Esquema 5: Reagdo do primeiro Fmoc-aminodcido com a resina de cloreto de 2-clorotritilo.

Apds o acoplamento do primeiro aminoacido a resina, esta foi lavada com uma
mistura de diclorometano/metanol/N,N-di-isopropiletilamina (DCM/MeOH/DIPEA)
(25,5:3:1,5) com o objetivo de converter os grupos clorotritilo que ndo reagiram em
grupos metoxitritilo, impedindo assim que os primeiros reagissem com outros
aminodcidos N-protegidos. Posteriormente, e para remover o0 excesso de
Fmoc-aminoacido, a resina foi lavada com diclorometano (DCM) e

N,N-dimetilformamida (DMF).
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A quantificacdo do Fmoc-aminoacido ligado a resina (“loading da resina”) foi
efetuada por espectroscopia de UV-Vis utilizando a quantificacdo do dibenzofulveno
libertado na clivagem do grupo Fmoc em meio bdsico (solucdo a 20% de piperidina em

DMF) (Esquema 6).

O’ 0
—_— o 9 —_— + CO, + HZN\')kOH
ol : R
NH NH
OI OI

OH OH

Esquema 6: Clivagem do grupo Fmoc com piperidina e formagdo de dibenzofluveno.

O loading da resina e os rendimentos globais da sintese em fase sélida dos

péptidos lineares 5, 6 e 7 encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Loading da resina e rendimentos obtidos na sintese dos péptidos lineares 5,6 e 7.

Péptido Loading (mmol/g) Rendimento (%)
5 0,25 41
6 0,20 47
7 0,20 46

Apds a ligagdao do primeiro aminodcido, seguiram-se ciclos de remog¢dao do
grupo Fmoc com solucdes a 20% de piperidina em DMF e acoplamento de novos
Fmoc-aminodcidos. Os acoplamentos foram efetuados por tratamento com
di-isopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazole (HOBt). A eficacia dos
processos de acoplamento e de clivagem foi testada utilizando o acido
2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). Neste teste, se existirem aminas primdrias livres
ligadas a resina, esta adquire uma coloracao laranja.

O acoplamento do dultimo aminodcido do péptido linear e respetiva
desprotecdao do grupo Fmoc foi seguido de remocdao do péptido da resina por
tratamento da mesma com uma mistura de

acido acético/2,2,2-trifluoroetanol/diclorometano (AcOH/TFE/DCM) (4:4:12).
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O Esquema 7 descreve de uma forma geral a sintese peptidica em fase sélida
dos péptidos 5, 6 e 7 obtidos como sélidos brancos com rendimentos de 41%, 47% e

46%, respetivamente.

Péptido 6, 47%

a) i, ii
b) i, ii, iii
a) i, ii R O a) i, ii
b) i, i, iii cl by i, ii, iii
Péptido 5, 410| <~ Fmoc. o >, |Peptido 7, 46%

- H
°

Esquema 7: Sintese dos péptidos 5, 6 e 7 em fase sdlida. a) i) DIPEA (4,0 eq.), DCM seco, t.a., 2 h.; ii) 20% de
piperidina em DMF, t.a., 2 h.; b) i) Fmoc-aa-OH (2,5 eq.), HOBt (2,5 eq.), DIC (2,5 eq.), DMF, t.a., 18 h.; ii) 20% de

Os péptidos foram caracterizados por espectroscopia de RMN de v e Bc.
As técnicas de DEPT-135, COSY, HMBC e HSQC foram usadas para atribuicdo dos
respetivos sinais de protdo e carbono.

O péptido 8, com dois grupos alquinilo, foi preparado a partir do péptido 5 por
acoplamento com propargilamina, em presenca de hexafluorofosfato de
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluréonio (HBTU) e 1-hidroxibenzotriazole

(HOBt) (Esquema 8).
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Péptido 5, 41%

a)
0
I
HNYNH
HN
o Bu
o 2
H H
NQLN QL QL
m H
o)

8, 38%
Esquema 8: Sintese do péptido 8. a) HOBt (1,0 eq.), HBTU (1,0 eq.), propargilamina (1,5 eq.), DIPEA (2,0 eq.), DMF

t.a., 2,5d.
A atribuicdo do sinal dos protdes aromaticos do péptido 8 foi feita por recurso

ao espetro de RMN de H (Figura 19) e de COSY (Esquema 9).

4 .Jf[. _ L{Mw M ‘IL
& ,

(00 W W

g
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3 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Figura 19: Espetro de RMN de 'H, em DMSO-dg, do péptido 8.
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Esquema 9: CorrelagGes observados no espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8.

No espetro de COSY é possivel observar a correlagao entre o sinal a 4,97 ppm,
correspondente aos protdes CH, do grupo Z, e o multipleto a 7,28-7,34 ppm.
O multipleto a 7,17-7,20 ppm corresponde aos protdes aromdticos do anel da

fenilalanina (Figura 20).

£ 4.5
S ] == lso
‘. 5.5
i 6.0
6.5
7.0

7.5

v ./ . } . . } } 8.0
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

Figura 20: Espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando a correlagdo entre os protdes do CH, do grupo

Z e os protdes aromaticos.

A identificacdo e atribuicdo dos protdes dos grupos a-CH dos aminodcidos
arginina, lisina, fenilalanina e acido aspartico, bem como dos prot&es dos grupos a-CH,
dos residuos de glicina foi efetuada através das correlagdes observadas entre estes
protGes e os protdes dos grupos amida (NHCO). A correlacdo entre o multipleto a

3,84-3,87 ppm, correspondente aos protdes do grupo CH; propargilico, e um protdo de
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um grupo NH permitiu identificar este Gltimo (Figura 21). No espetro de RMN de 'H, o
protdo do CH propargilico surge como um tripleto com uma constante de acoplamento
igual a 2,4 Hz.

No espetro de COSY foi igualmente possivel observar a correlagdo entre os

protées dos grupos a-CH e B-CH, dos aminodcidos do péptido 8.

: ] ' o ' 3.5
—= - L

j 4.0
2 “ - 4.5
— - A 5.0
5.5
6.0
1 6.5
3 7.0
) . ' 7.5
= ~ ~ u .y |80
\ 8.5
| 19.0
90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 3.5

Figura 21: Espetro de COSY, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando a correlagdo entre os protées NH dos grupos
amida e os protdes dos grupos a-CH dos aminoacidos, assim como a correlagdo entre os protdes do CH, do grupo

propargilico e o protdo do grupo amida.

A identificacdo dos protdes do grupo pentino foi feita por observacdo dos
espetros de RMN de 'H e de COSY. Assim, o tripleto de dupletos a 2,14 ppm foi
atribuido aos protées do grupo CH, mais préximo da ligacdo tripla, uma vez que as
constantes de acoplamento s3ao de 2,4 Hz e 7,2 Hz. No espetro de COSY foram
consideradas as correlacdoes do tripleto de dupletos a 2,14 ppm e do tripleto a
2,20 ppm com o multipleto a 1,58-1,68 ppm, sendo este ultimo atribuido ao grupo CH,

intermédio, e o tripleto a 2,20 ppm ao grupo CH; mais préximo da C=0 (Figura 22).
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Figura 22: Espetro de COSY, em DMSO-d¢, do péptido 8 mostrando a correlagdo entre os protdes do grupo CH,
intermédio do pentino (multipleto a 1,58-1,68 ppm) e os protGes dos restantes grupos CH, (tripleto de dupletos a

2,14 ppm e tripleto a 2,20 ppm) do mesmo grupo.

O espetro de RMN de C (Figura 23) juntamente com as técnicas de HSQC e

HMBC permitiu atribuicdo dos sinais correspondentes aos atomos de carbono.

WS

| JJ JM i

Figura 23: Espetro de RMN de B¢, em DMSO-dg, do péptido 8.

O espetro de HSQC permitiu a atribuicdo de uma grande parte dos sinais
correspondentes aos atomos de carbono do composto 8. Os sinais dos protdes

aromaticos do anel de fenilalanina apresentam correlacdes com os respetivos sinais
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dos atomos de carbono aromadticos a 126,33; 128,02 e 129,27 ppm. (Figura 24-A).
O espetro de HSQC possibilitou ainda a identificagdo dos sinais dos atomos de carbono
correspondentes aos grupos a-CH, das glicinas e aos grupos a-CH da arginina, lisina,

fenilalanina e acido aspartico que surgem entre 41,87 e os 54,30 ppm (Figura 24-B).
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Figura 24: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 nas zonas aromatica (A) e dos a-CH dos aminoacidos (B).

A correlacdo por HSQC do multipleto a 1,58-1,68 ppm com o sinal a 24,23 ppm
permitiu atribuir este Ultimo ao carbono do CH, intermédio do grupo pentino
(Figura 25-A). O tripleto a 2,14 ppm correspondente ao CH, mais préximo da ligacdo
tripla do grupo pentino correlaciona com o sinal a 17,36 ppm. O tripleto a 2,20 ppm,
respeitante aos protdes do CH, mais proximo da C=0, apresenta uma correlagdo com o
sinal a 33,96 ppm (Figura 25-B). O multipleto a 2,73-2,81 ppm, do protdo CH da ligacdo

tripla do pentino, correlaciona com o sinal a 71,44 ppm (Figura 25-C).
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Figura 25: Espetro de HSQC, em DMSO-ds, do péptido 8 nas zonas da correlagdo entre os protdes do CH,

intermédio do grupo pentino (multipleto a 1,58-1,68 ppm) e o respetivo sinal do atomo de carbono (A), das
correlagbes entre os protdes do CH, do grupo pentino mais préximo da ligagdo tripla (tripleto de dupletos a
2,14 ppm) e dos protdes do CH, mais préximo da C=0 (tripleto a 2,20 ppm) e os respetivos sinais dos dtomos de
carbono (B), e ainda da correlagdo entre o multipleto a 2,73-2,81 ppm, correspondente ao grupo CH da ligagdo

tripla do pentino, e o respetivo sinal de carbono (C).

Os atomos de carbonos dos CH e CH, do grupo propargilico foram também
atribuidos por recurso ao espetro de HSQC. Deste modo, o tripleto a 3,06 ppm,
correspondente ao grupo CH apresenta uma correlacdo com o sinal a 73,05 ppm
(Figura 26-A). De forma andloga o CH, que se apresenta como um multipleto a

3,84-3,87 ppm correlaciona com o sinal a 27,92 ppm (Figura 26-B).
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Figura 26: Espetro de HSQC, em DMSO-dg, do péptido 8 nas zonas da correlagdo entre o protdo do CH do grupo

propargilico (tripleto a 3,06 ppm) e o respetivo sinal do atomo de carbono a 73,05 ppm (A) e da correlagdo entre os
protGes do CH, do grupo propargilico (multipleto a 3,84-3,87 ppm) e o respetivo sinal do dtomo de carbono a

27,92 ppm (B).

No espetro de HSQC é também observavel a correlacdo entre os sinais dos
protées dos grupos B-CH, da arginina, lisina, fenilalanina e acido aspartico e os sinais
correspondentes aos atomos de carbono que surgem a 29,05; 31,45 e 37,76 ppm,
respetivamente (Figura 27-A).

O espetro de RMN de 'H em DMSO-dg do composto 8 apresenta os sinais
caracteristicos dos grupos metilo do Pbf, que surgem como singletos a 1,39; 1,99; 2,41
e 2,46 ppm. Os sinais dos atomos de carbono correspondentes a estes grupos foram
atribuidos através da observacdo de correlacdes no espetro de HSQC e correspondem
aos sinais que surgem a 12,30; 17,62; 18,97 e 28,32 ppm. (Figura 27-A). Os protdes do
grupo CH, do Pbf surgem como um singleto a 2,94 ppm que correlaciona no espetro de
HSQC com o sinal a 42,49 ppm (Figura 27-B). Na Figura 27-A é também mostrada a
correlagdo entre o singleto a 1,32 ppm, correspondente aos protdes do grupo ‘Bu, e o

sinal correspondente aos respetivos atomos de carbono a 27,64 ppm.
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Figura 27: Espetro de HSQC, em DMSO-d¢, do péptido 8 na zona das correlagdes entre os protdes dos B-CH, dos
aminodcidos que compdem o péptido (vermelho), os protdes dos grupos CH; do Pbf (azul) e os prot&es dos grupos
CH; do 'Bu (verde) e os respetivos sinais dos d&tomos de carbono (A) e da correlacio entre os protdes do grupo CH,

do Pbf e os respetivos sinais dos atomos de carbono (B).

Por HMBC foi possivel atribuir o sinal a 80,20 ppm ao carbono quaternario do
grupo ‘Bu. O espetro de HMBC permitiu ainda a atribuicdo dos sinais a 86,33; 116,30;
124,36; 131,46; 134,20; 137,40 e 157,47 ppm aos atomos de carbono quaternarios do

grupo Pbf (Figura 28).
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Figura 28: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 na zona das correlagdes entre os protdes dos grupos CH; e
do grupo CH, do Pbf e os respetivos carbonos quaternarios (azul) e na zona da correlagdo entre os grupos CH; do

t . o
Bu e o respetivo carbono quaterndrio (vermelho).
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A andlise do espetro de HMBC do péptido 8 possibilitou ainda a atribuicdo dos
sinais dos carbonos quaterndrios do anel aromatico do grupo Z (137,27 ppm) e do anel

aromatico da fenilalanina (137,45 ppm) (Figura 29).
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Figura 29: Espetro de HMBC, em DMSO-ds, do péptido 8 na zona aromatica evidenciando as correlagdes entre os
protdes do anel aromatico do grupo Z e o respetivo carbono quaternario (azul) e entre os protSes do anel

aromatico da fenilalanina e o respetivo carbono quaternario (vermelho).

A atribuicdo dos sinais correspondentes aos atomos de carbono quaternarios
do grupo guanidino e do carbonilo do grupo Z a 156,08 ppm e 156,14 ppm foi também
efetuada pela andlise do espetro de HMBC, no entanto nao foi possivel definir qual o

sinal correspondente a cada um dos dtomos de carbonos quaternarios (Figura 30).
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Figura 30: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 evidenciando as correlagdes entre os protdes do grupo

6-CH, da arginina e o atomo de carbono do grupo guanidino e entre os protdes do grupo €-CH, da lisina e o 4tomo

de carbono da C=0 do grupo Z.
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O espetro de HMBC permitiu ainda atribuir os sinais correspondentes aos
atomos de carbono dos grupos carbonilo das trés glicinas, da arginina, lisina,
fenilalanina e acido aspartico. Esta atribuicdo foi possivel devido as correlagbes
observadas entre os protdes dos grupos a-CH dos aminoacidos com os respetivos
sinais dos atomos de carbono carbonilicos (Figura 31-A). A atribuicdo dos sinais
correspondentes aos protdes dos grupos a-NH foi também possivel por HMBC por
observacdo das correlacdes entre os &tomos de carbonos carbonilicos dos aminoacidos
e os sinais dos protdes dos grupos a-NH (Figura 31-B). Foi igualmente evidente a

correlagdo entre o grupo CH, propargilico e o respetivo grupo NH.
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Figura 31: Espetro de HMBC, em DMSO-dg, do péptido 8 mostrando as correlagGes entre os protdes dos grupos a-
CH dos aminodacidos e os respetivos sinais dos atomos de carbono carbonilicos (A) e entre os a-NH dos aminoacidos

e 0s atomos de carbonos carbonilicos correspondentes (B).

A atribuicdo dos sinais correspondentes aos outros péptidos lineares

sintetizados foi efetuada utilizando uma metodologia semelhante (Tabela 4).
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Tabela 4: Valores de desvio quimico, em DMSO-dg, dos protdes dos aminoacidos comuns aos péptidos lineares 5, 6,

7e8.

Péptido (Valores de 6§ em ppm)

Sinais
5 6 7 8
a-CH Arg 416-4,26 4,25-4,45 4,24-433 413-4,25
3,53-3,58 ¢ 3,52-3,65 e
a-CH, Gly 3,62-3,75 4805 86 3 763,80 3,56-3,71
a-CH Asp 4,50-4,60 4,46-4,54 4,36-4,48 4,49-4,61
a-CH Lys 4,16-4,26 4,04-4,10 4,24-433 4,13-4,25
a-CH Phe 4,50-4,60 4,46-4,54 4,36-4,48 4,49-4,61
1,46-1,55 e 1,49-1,52 e
B-CH, Arg 1,59-1,68 o173 6813 1,58-1,68
2,24-2,28 228234 ¢ 2,24-2,30 e
B-CH, Asp 2,72-2,74 2,77-2,82 2,88-2,90 2,26-2,28
1,46-1,55 e 1,49-1,52 e
B-CH, Lys 1,42-1,53 o173 68193 1,58-1,68
2,76-2,81 e 2,72-2,76 273281 e
o H Ph 7’ 7’ 7 7 1 ’ ’
B-CH, Phe 2,91-3,00 2,88-3,05 3,13 2,88-3,01
1,46-1,55 e
v -CH, Arg 1,34-1,36 oot 73 1,43-1,45 1,34-1,35
¥ -CH, Lys 1,11-1,16 1,22-1,27 1,22-1,27 1,11-1,13
5- CH, Arg 2,91-3,00 2,88-3,05 2,92-3,02 2,88-3,01
5- CH, Lys 1,34-1,36 * 1,43-1,45 1,34-1,35
£-CH, Lys 2,91-3,00 2,88-3,05 2,92-3,02 2,88-3,01
. phf 1,39; 1,99; 1,39; 1,99; 1,39; 1,99; 1,39; 1,99;
3 2,41 e 2,46 2,41 e 2,47 2,41 e 2,47 2,41 e 2,46
CH, Pbf 2,94 2,95 2,95 2,94
CH; ‘Bu 1,32 1,30 1,29 1,32
CH,Z 4,98 4,98 4,99 4,97
ArH Phe 7,15-7,24 7,16-7,22 7,15-7,22 7.17-7,20
ArHZ 7,26-7,36 7,28-7,34 7,29-7,37 7,28-7,34

* Ndo definido.
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Os péptidos lineares 5 e 8 tém em comum a sequéncia peptidica
H-Gly-Arg (Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-D-Phe-Lys(Z)-Gly-OH. Ambos estdo ligados no terminal
amina ao dacido hexindico, no entanto no caso do composto 8 o terminal acido
carboxilico encontra-se ligado a propargilamina (Figura 32). Assim sendo, ndo sao
evidentes grandes diferencas ao nivel dos valores de desvio quimico dos sinais dos
protdes dos aminoacidos que constituem os péptidos, verificando-se apenas a

existéncia dos sinais correspondentes ao grupo propargilico no péptido 8 (Tabela 5).

}
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Figura 32: Estrutura dos péptidos lineares com a sequéncia RGD 5 e 8.
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Tabela 5: Valores de desvio quimico em DMSO-dg dos protdes que constituem o grupo pentino comum aos

péptidos lineares 5 e 8.

Sinais (Valores de 6 em ppm)

Péptido
CH=CCH,CH,CH,CO
CH CH, CH, CH,CO
5 2,74 2,14 1,59-1,68 2,20
8 2,73-2,81 2,14 1,58-1,68 2,20

Todos os péptidos lineares foram ainda caracterizados por espectrometria de

massa de alta resolugdo (HRMS - High Resolution Mass Spectrometry) de forma a

confirmar a formacdo dos mesmos (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de HRMS dos péptidos lineares 5, 6, 7 e 8.

Valor de HRMS calculado

Valor de HRMS obtido

Péptido Férmula molecular
[M+H] [M+H]
5 Ce2HgsN11016S 1272,5997 1272,5969
6 CseHgoN11015S 1178,5578 1178,5551
7 CsgHgaN1,016S 1235,5793 1235,5765
8 CesHggN1,015S 1309,6313 1309,6286

2.1.3. Ciclizacao de péptidos lineares de RGD

Estudos revelaram que os péptidos ciclicos demonstraram maior afinidade para

a integrina a,f3 do que os péptidos lineares.®* Assim, os péptidos lineares 6 e 8 foram

utilizados como precursores dos péptidos ciclicos 9 e 10, respetivamente (Figura 33).
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10

Figura 33: Estrutura dos péptidos ciclicos com a sequéncia RGD 9 e 10.

O péptido 6 foi sintetizado em fase sdlida e isolado com um rendimento de

47%. Posteriormente foi ciclizado em solugao por formagao de uma ligagao amida

entre os residuos de glicina (ciclizacdo head-to-tail) na presenca de DIPEA como base, e

de HBTU e HOBt como agentes de acoplamento. Este ultimo passo permitiu formar o

péptido 9 com um rendimento de 89% (Esquema 10).
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Péptido 6, 47%

a)

CO,'Bu
(6] J;‘/H
Hk N
YLD
NH H
V\Oi ) E g i
O
NH O)\/ H

9, 89%

Esquema 10: Sintese do péptido 9. a) HBTU (1,0 eq.), DIPEA (1,0 eq.), DMF, t.a., 20 h..

Os espetros de RMN de 'H em DMSO-dg dos péptidos linear 6 e do
correspondente ciclico 9 ndo evidenciam grandes diferencas. A identificacdo e
caracteriza¢do dos dois péptidos foi efetuada por HRMS. O composto 6 apresenta um
valor de [M+H] igual a 1178,5551 (CsgHgoN11015S) e o péptido 9, um valor de [M+H] de
1160,5445 (Cs¢H73N11014S). Os resultados obtidos confirmam a formagdo do péptido
ciclico 9 a partir do péptido linear 6 por perda de uma molécula de agua para a
formacao da ligacdo amida.

O péptido 8 foi ciclizado através de uma reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar de
Huisgen com o 1,4-diazidobenzeno 2, dando origem ao péptido 10 com um
rendimento de 79% (Esquema 11). O péptido ciclico 10 caracteriza-se pela presenca de

dois anéis de 1,2,3-triazole, que sdo isosteros da ligacdo amida.
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Péptido 8, 38%

a)
o
OQ??O o
HN NH
COZ‘Bu
0
HN

= /ﬁJ
~ /N N\ —
N=p N=N

10, 79%
Esquema 11: Sintese do péptido 10. a) 1,4-diazidobenzeno 2 (1,0 eq.), Cul (0,02 eq.), Et3N (2,2 eq.), DMF, t.a., 5,5 d..

Os espetros de RMN de 'H em DMSO-dg do péptido linear 8 e do péptido
ciclico 10 sao comparados na Tabela 7. As diferencas mais notdrias sao identificadas
no valor de desvio quimico dos protdes do grupo CH, propargilico que registam um
aumento significativo de 3,84-3,87 ppm no péptido linear 8 para 4,41 ppm no péptido
ciclico 10. Analogamente, também os sinais dos protdes do pentino mostram
altera¢des para maiores valores de desvio quimico no péptido ciclico 10. Todos estes
aumentos nos valores de desvio quimico dos sinais correspondentes aos grupos
propargilico e pentino sdo explicados pela formacdo de dois anéis de 1,2,3-triazole

pela cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen.
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Tabela 7: Valores de desvio quimico, em DMSO-dg, dos sinais dos protdes dos grupos propargilico e pentino antes

da ciclizagdo (péptido 8) e depois da ciclizagdo (péptido 10).

Sinais (Valores de 6 em ppm)

Péptido CH,CH,CH,CO CH,NH
CH Triazole
CH, CH, CH,CO CH, NH
8 2,14 1,58-1,68 2,20 3,84-3,87 8,01-8,20 *
10 2,72-2,81 1,89-2,06 2,23-2,37 4,41 8,55-8,65 7,94 e 8,08
* Ndo possui.

Os péptidos ciclicos 9 e 10 foram ainda caracterizados por HRMS com o

objetivo de confirmar a formag¢ao dos mesmos (Tabela 8).

Tabela 8: Valores de HRMS dos péptidos ciclicos 9 e 10.

s , Valor de HRMS calculado Valor de HRMS obtido
Péptido Férmula Molecular
[M+H] [M+H]
9 CsgH-5N11014S 1160,5472 1160,5445
10 C71Hg3N15015S 1469,6810 1469,6783

2.2. Preparacgao e caracterizagao de nanoparticulas

As nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro revestidas com ouro
(NPs OF@Au) e as nanoparticulas de ouro (NPs Au) tém vdrias aplicacdes em diversas

areas, tais como a biomedicina ou a quimica analitica.?°%>%>>

Este grupo de
nanoparticulas podera ser facilmente vetorizado utilizando diferentes tipos de agentes
funcionalizados com grupos tiol *8°2 Péptidos com a sequéncia RGD sdo muitas vezes
utilizados para este fim.*’8%°

Algumas das nanoparticulas preparadas foram caracterizadas por dispersao
dinamica de luz (DLS - Dinamic Light Scattering), microscopia eletrénica de varrimento
(SEM - Scannig Electron Microscopy), espectroscopia de energia dispersiva

(EDS - Energy Dispersive Spectroscopy) e espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis).
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2.2.1. Preparagao e caracterizacao de nanoparticulas magnéticas
de dxido de ferro

Neste trabalho as nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro (NPs OF) foram

3+

preparadas por co-precipitagdao de sais de Fe?* e Fe** em meio alcalino (NaOH)

segundo a eq. 1.

Fe?" + 2Fe3* + 80OH" Fez04 +4H0 (1)

A magnetite (FesO,, cor preta) sofre oxidagdao na presenca de oxigénio sendo

transformada em magmite (y-Fe,0s3, cor castanho escuro) de acordo com a eq. 2.7°

Fes0, + 2H* y-Fe,03 + Fe?* + H,0 (2)

Na preparac¢dao de nanoparticulas de 6xido de ferro (NPs OF) foram utilizadas
duas razdes molares Fe(ll)/Fe(lll) (0,8 e 0,5) e dois agentes de estabilizagdo [solucdo
aquosa de hidréxido de tetrametilaménio 0,1 M (TMAOH 0,1 M) e solucdo aquosa de
acido cloridrico 0,01 M (HCI 0,01 M)]. Esta preparacao foi igualmente testada na
presenca e na auséncia de oxigénio. As condi¢cbes de preparacdo de nanoparticulas
magnéticas de éxido de ferro encontram-se sumariadas na Tabela 9 e no Esquema 12

e Esquema 13.

Tabela 9: Condiges experimentais usadas na preparagao de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.

Amostra Razdo molar Sais de ferro Ambiente de Agente de Agente de
Fe(l1)/Fe(111) utilizados preparagao precipitacdo estabilizacdo
1 0,8 FeCls.6H,0 e FeCl, Prs;zr;i"’;ode '\:igg'jm'\)/' TMAOH 0,1 M
2 0,8 FeCls.6H,0 e FeCl, Prgig;i"’;ode '\:igg'ri!\)/' TMAOH 0,1 M
3 0,8 FeCl;.6H,0 e FeCl, Atnr;fs;eéfi:e N?g(') kSL)M HCI 0,01 M
4 0,5 FeCl;.6H,0 e FeCl, Atnr;fs;eéfi:e '\(Iig(l;rigl TMAOH 0,1 M
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FeCl;.6H,0 (4,61 g) e FeCl, (1,71 g)
(Fe(I)/Fe(lll) = 0,8)
+
HCI2M(100mL)
+
Agua desionizada (20 mL) g

v
NaOH 2 M (120 mL) ﬁ

A 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (2x100 mL)

Centrifugagdo
A 4

Lavagem do precipitado com:
- TMAOH 0,1 M (100 mL)

Centrifugagdo

Lavagem do precipitado com:
-HNO; 0,01 M (160 mL)

w e centrifugagdo

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (160 mL)

Centrifugagdo
\ 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (160 mL)

Centrifugagdo
\ 4

1 suspensas em TMAOH 0,1 M

Esquema 12: Processo de preparacao de nanoparticulas magnéticas de

oxigénio.

FeCls.6H,0 (4,59 g) e FeCl, (1,71 g)
(Fe(I1)/Fe(Ill) = 0,8)

+
HCI2M(100ml)

; '

Agua desionizada (20 mL) [z

Separagdo magnética

A4
NaOH 2 M (150 mL) ﬁ

Separagdo magnética

A 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (2x100 mL)

Centrifugagdo
Y

Lavagem do precipitado com:
- TMAOH 0,1 M (100 mL)

Centrifugagdo

A 4

Lavagem do precipitado com:
- HNO; 0,01 M (160 mL)

Agitagdo magnética a 90 °C

Agitagdo magnética a 90 °C
w e centrifugacdo

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (120 mL)

Centrifugagdo
A 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (120 mL)

Centrifugagdo

\ 4

2 suspensas em TMAOH 0,1 M

oxido de ferro (NPs OF) na presenca de
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NaOH 1,5 M (250 mL)

Sob corrente |4
de nitrogénio

Agua destilada (25 mL)
+

HCl 12,08 M (0,85 mL)
+

(Fe(I1)/Fe(Ill) = 0,8)
Sob corrente de nitrogénio

FeCls.6H,0 (5,27 g) e FeCl, (2,01 g)

=

Agua desionizada (20 mL)
+
HCl 2 M (100 pL)
+
FeCls.6H,0 (5,67 g) e FeCl, (1,34 g)

(Fe(I1)/Fe(lNl) =0,5) §

Sob corrente de nitrogénio

v

=

lUItrassons e separa¢do magnética

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada desoxigenada (160 mL)

Centrifugagdo

\ 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada desoxigenada (160 mL)

Centrifugagdo

\ 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada desoxigenada (160 mL)

\ 4
3 suspensas em HCI 0,01 M

v
NaOH 2 M (150 mL) ﬁ

Separagdo magn
A 4

ética

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (2x100 mL)

Centrifugagdo

A 4

Lavagem do precipitado com:
- TMAOH 0,1 M (100 mL)

Centrifugagdo

A 4

Lavagem do precipitado com:
-HNO; 0,01 M (125 mL)

Agitagdo magné
et.a. (18 h.)
y Centrifugacdo

ticaa90°C (1 h.)

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (160 mL)

Centrifugagdo
A 4

Lavagem do precipitado com:
- Agua destilada (160 mL)

Centrifugagdo

A 4

4 suspensas em TMAOH 0,1 M

Esquema 13: Processo de preparacdo das amostras de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (NPs OF) em

atmosfera de nitrogénio.

Os resultados obtidos por DLS para as nanoparticulas preparadas,

nomeadamente os valores do didmetro hidrodindmico (Z-average) e os indices de

polidispersividade (Pdl), encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10: Valores de tamanho (r) e respetivas percentagens, (Z-average) e indice de polidispersividade (Pdl) das

nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro.

Tamanho
Amostra Z-average (nm) t o Pdito
r (nm) %
1 228,4 83,1 237,6 £ 84,24 0,516 £ 0,196
2 271,6 97,3 215,9 + 40,47 0,263 £ 0,221
3 365,4 100 416,0 £10,78 0,314 £ 0,0235
4 184,1 100 137,6 + 7,447 0,262 +0,0195

De acordo com Denizot et al.?? a razdo entre os sais de ferro influencia o
tamanho médio das nanoparticulas preparadas. Estes autores concluiram que o
tamanho médio das NPs OF aumenta com o aumento da razdo molar Fe(ll)/Fe(lll). Com
efeito, verificou-se que as amostras 1, 2 e 3 preparadas com uma razdao molar
Fe(Il)/Fe(lll) de 0,8 apresentam um tamanho médio maior quando comparadas com as
nanoparticulas da amostra 4 preparada com uma razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) 0,5
(Tabela 10).

Outro dos fatores descritos capaz de influenciar o tamanho das nanoparticulas
magnéticas de o6xido de ferro é a sua preparagdo na presenca ou auséncia de
oxigénio.24’46 As amostras 1 e 2 foram preparadas na presenca de oxigénio enquanto a
amostra 4 foi preparada sob atmosfera de nitrogénio. No caso da amostra 3 o agente
de estabilizagdo é diferente e por isso ndo é possivel comparar os resultados obtidos.

. . 24,4
De acordo com o descrito anteriormente por outros autores®**°

a preparacdo de
nanoparticulas de éxido de ferro na presenca de oxigénio conduzia a particulas de
tamanho maior e ainda a fendmenos de oxidacdo. Os resultados apresentados na
Tabela 10 evidenciam, tal como esperado, que as amostras 1 e 2 s3ao constituidas por
nanoparticulas de maiores dimensdes quando comparadas com as da amostra 4.

Para além dos fatores ja referidos, também a acidez e a for¢a idnica do meio de
precipitacdo influenciam o tamanho das nanoparticulas de dxido de ferro. Verificou-se
gue valores elevados de pH e de forca idnica conduzem a obtencdo de nanoparticulas

mais pequenas e com uma distribuicdo de tamanhos mais estreita.” Neste trabalho, as

nanoparticulas magnéticas preparadas usando como agente de estabilizacdo a solucdo
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aquosa de HCl 0,01 M (3) sdao consideravelmente maiores e apresentam maior indice
de polidispersividade quando comparadas com as nanoparticulas das amostras 1, 2 e
4. Estas ultimas foram estabilizadas com uma solucdo aquosa de TMAOH 0,1 M,
pH 10-12. Esta alteragdo do tamanho das nanoparticulas com o valor de pH foi
atribuida ao facto de a pH basico as interacdes entre os contra-ides N(CHs)," e os ides
OH’ adsorvidos na superficie das nanoparticulas impedirem a agregacdao das mesmas e
a consequente formacdo de aglomerados, ndo levando por isso, a determinagdo por
DLS de nanoparticulas de grandes dimensdes. A pH acido a formacgao de agregados é
mais favoravel.” Considerando que estes possuem um coeficiente de difusdo menor
do que uma particula isolada, o diametro da esfera medido por DLS é maior do que o
tamanho elementar da particula.*®”®

Como exemplo, na Figura 34 apresenta-se a distribuicio de tamanho por
intensidade da amostra 4, obtida por DLS. Esta figura mostra a presenca de um pico

largo a 184,1 nm (100%).

Intensidade (%)

=]

ol ' , i
a1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d.nm)

Figura 34: Distribuicdo de tamanho por intensidade, obtida por DLS, das nanoparticulas magnéticas de dxido de

ferro da amostra 4.

Os resultados obtidos por DLS devem ser analisados considerando as limitacdes
da técnica. O valor do tamanho das nanoparticulas mais preciso é dado pelo Z-average,
no entanto este valor é obtido através da intensidade de luz dispersa, o que faz com
gue aglomerados de nanoparticulas aumentem consideravelmente as distribuicGes por
volume e por intensidade. E igualmente necessério, ter em conta neste tipo de andlise,

as possiveis interacdes entre particulas e a existéncia de artefactos.
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As nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro preparadas (1-4) foram
analisadas por SEM. Na Tabela 11 apresentam-se os valores em nandmetros do

tamanho médio das nanoparticulas magnéticas.

Tabela 11: Valores de tamanho médio, obtidos por SEM, das nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro.

Amostra Tamanho médio + ¢ (nm)
1 17,0+ 2,36
2 16,0 £ 0,751
3 *
4 13,0+ 0,794

* N3o foi possivel obter uma imagem de SEM de qualidade razoavel.

Os tamanhos médios das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro obtidos
por DLS sao consideravelmente superiores aos obtidos por SEM. Este facto, observado

46,99

por diversos autores ", pode ser explicado através do estabelecimento de interacdes

magneto-estaticas entre as nanoparticulas que conduzem a formacgdo de agregados.

1.2%°  observaram experimentalmente e confirmaram, utilizando

Chantrell et a
simulacbes de Monte Carlo, a formacdao de anéis e loops de nanoparticulas que
possuem um coeficiente de difusdo menor. Por outro lado, o tamanho das
nanoparticulas obtido por DLS pode também ser aumentado devido ao
estabelecimento de uma camada estruturada de dgua em torno da superficie
hidrofilica das nanoparticulas.

Tudo o que foi referido sobre a relacdo entre as condi¢des utilizadas na
preparacao de nanoparticulas e o tamanho destas é verificado nos resultados obtidos
por SEM. Na Figura 35-A e 35-B apresentam-se as imagens de SEM das amostras 1 (A)

e 2 (B). O tamanho médio das nanoparticulas varia entre os 17,0 nm e os 16,0 nm,

respetivamente.
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Figura 35: Imagens de SEM, obtidas com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas magnéticas

de o6xido de ferro da amostra 1 - 17,0 nm (A) e da amostra 2 - 16,0 nm (B).

Na amostra 4 em que a razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) é de 0,5 o tamanho médio das

nanoparticulas varia entre 12,4 nm e 13,9 nm (Figura 3). Este resultado esta de acordo

17,21,49

com o descrito por varios autores em que foi utilizado o método de

co-precipitacdo com a razao molar de sais de ferro igual a 0,5 (Tabela 12).

mag HV | det | mode| WD —— 200 nm
400000 x| 15.0 kV|TLD| SE |4.9mm|7

Figura 36: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas magnéticas

de 6xido de ferro da amostra 4 - 13,0 nm.
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Tabela 12: Valores de tamanho médio, obtidos por TEM, de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

preparadas com uma razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) de 0,5.

Tamanho médioy; * o (nm)

17

9,0+3,0

13,6 + 0,78

8,5+1,3%

E importante referir que também a microscopia eletrénica de varrimento (SEM)
apresenta algumas limitagdes. A mais evidente esta relacionada com o facto de a area
analisada da amostra ndo ser representativa e corresponder apenas a uma fracdo da
amostra total.

Juntamente com SEM também é possivel determinar a composi¢do quimica das
nanoparticulas por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Esta técnica baseia-se
na detecao dos raios-X emitidos pela amostra cuja energia é caracteristica dos atomos
que a constituem.

Os espetros de EDS das quatro amostras, determinados em zonas de drea igual,
confirmam a presenca de ferro e oxigénio nas nanoparticulas preparadas. O espetro de

EDS da amostra 4 é mostrado na Figura 37.

D K

m o m nn 1500 18 1w eV

Figura 37: Espetro de EDS das nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro da amostra 4 com evidéncia dos sinais
de ferro (Fe) e de oxigénio (O). O pico de carbono (C) surge devido a utilizagdo de fita de carbono na preparagao da

amostra para analise.
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A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro da amostra 4
foi também efetuada por espectroscopia de UV-Vis. As propriedades oticas das
nanoparticulas metdlicas dependem do tamanho, forma, concentracdo, estado de
aglomeracao, solvente e indice de refragdo das nanoparticulas.Gl’76

A Figura 38 mostra o espetro de UV-Vis das nanoparticulas da amostra 4. O
espetro obtido é muito idéntico ao descrito por varios autores'’% para

nanoparticulasmagnéticas de éxido de ferro com um tamanho médio de 10 nm.

0,2 -
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8
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Figura 38: Espetro de UV-Vis da amostra 4 de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.

Tendo em consideracao os resultados obtidos em termos de tamanho das
nanoparticulas e indices de polidispersividade foi decidido utilizar a amostra 4 na

preparacao de nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro revestidas com ouro.

2.2.2. Preparagao e caracterizacao de nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro revestidas com ouro

Na preparacdo de nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro revestidas com
ouro (NPs OF@Au) foram feitos diferentes ensaios utilizando o boro-hidreto de sddio
(NaBH4) como agente redutor. A solucdo de trabalho foi preparada de acordo com o
descrito por Williams et al.'’, ou seja @ amostra 4 de nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro em TMAOH 0,1 M foi adicionado citrato de sédio (Na3C¢HsO7) como
agente de estabilizacdo. Esta solucdo foi posteriormente tratada com cloreto de ouro

(1) tri-hidratado (HAuCls.3H,0) e NaBH4. A reducdo dos ides Au®* resulta tanto na
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formacdo nanoparticulas magnéticas de oxido ferro revestidas com ouro como na
formacgao de nanoparticulas de ouro. A separagao das nanoparticulas de ouro foi feita
utilizando um magnete.?®

Sim et al.?® referiram que a utilizacdo de boro-hidreto de sédio como agente
redutor Unico ndo permite a preparacdo de NPs OF@Au sem haver troca dos ides de
hidréoxido de tetrametilamoénio com os iGes citrato, o que é indicativo do papel
fundamental que os ides citrato desempenham na redugio dos ides Au®>" na superficie
do éxido de ferro.

Neste trabalho trés amostras de nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro
revestidas com ouro foram preparadas usando boro-hidreto de sédio, Fe@Au 1,
Fe@Au 2 e Fe@Au 3. As condicGes experimentais utilizadas na preparacdo das

referidas amostras sdo apresentadas no Esquema 14.

Amostra 4 de nanoparticulas magnéticas de éxido de
ferro (7,5 mL) suspensas em TMAOH 0,1 M
+

Agua destilada (50 mL)

¥
Citrato de s6dio 0,1 M (7,5 mL) ﬁ
¢ Y ¢

Solucdo de trabalho

Solugdo de trabalho (1mL) Solug&o de trabalho (0,5 mL) Solugédo de trabalho (0,5 mL)

+ + +

HAuCl4.3H,0 1% w/v (0,63 mL) HAuCls.3H,0 1% w/v (0,63 mL) HAuUCl;.3H,0 1% w/v (2 mL)
+ + +

NaBH, (quantidade catalitica) NaBH, (quantidade catalitica) NaBH, (quantidade catalitica)

Separagdo magnética Agitagdo mecanica durante 3 min. Separagdo magnética
\ 4 A4 \ 4
HAuCls.3H,0 1% w/v (0,5 mL)@ Fe@Au 3 suspensas
Agua destilada (6 mL) em 4gua destilada

+ Separagdo magnética

HAuCl4.3H,0 1% w/v (0,63 mL) v
+ Fe@Au 2 suspensas

NaBH, (quantidade catalitica) em dgua destilada

Separagdo magnética

\ 4
Fe@Au 1 suspensas

em agua destilada

Esquema 14: Processo de preparagdo de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro revestidas com

ouro (NPs OF@Au).
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A diferencga na preparagao das trés amostras resulta das diferentes quantidades
de solugdo aquosa de HauCls.3H,0 1% w/v utilizadas. Em todas as preparagdes foram
efetuadas separacdes magnéticas que permitiram o isolamento das nanoparticulas

magnéticas de 6xido de ferro revestidas com ouro (Figura 39).

A B
Figura 39: Evidéncia da magnetizagdo das nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com ouro Fe@Au 2. Auséncia

de campo magnético (A) e presenga de campo magnético (B).

As trés amostras obtidas foram analisadas por SEM. Os tamanhos médios das

nanoparticulas encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de tamanho médio, obtidos por SEM, das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

revestidas com ouro.

Amostra Tamanho médio * ¢ (nm)
Fe@Au 1 16,8 +1,91
Fe@Au 2 16,0 + 3,20
Fe@Au 3 19,8 +2,80

De acordo com os resultados apresentados as trés amostras preparadas
apresentam tamanhos médios semelhantes entre si, e superiores aos observados para
as nanoparticulas de 6xido de ferro da amostra 4 (13,0 nm).

A imagem de SEM da amostra Fe@Au 1 (Figura 40-A) mostra nanoparticulas
com tamanhos entre os 14,6 nm e os 18,2 nm. Esta imagem evidencia igualmente a

presenca de nanoparticulas de éxido de ferro sem revestimento (nanoparticulas mais
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escuras) e de nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com ouro (nanoparticulas
mais claras). As nanoparticulas da amostra Fe@Au 3 apresentam uma forma circular e
um tamanho que varia entre 17,0 nm e 22,6 nm (Figura 40-B). Estes resultados sdo

confirmados nas imagens de SEM recolhidas com o detetor BSED (Backscattered

Electron Detector) no modo A+B.

Figura 40: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas da amostra

Fe@Au 1- 16,8 nm (A) e da amostra Fe@Au 3 - 19,8 nm (B).

Os resultados de SEM demonstram que o tamanho das nanoparticulas da
amostra Fe@Au 2 varia entre 13,8 nm e 19,7 nm (Figura 41-A) e que as mesmas
apresentam formas circulares. A utilizacdo do detetor BSED (Backscattered Electron
Detector) no modo A+B evidenciou as nanoparticulas revestidas com ouro

(Figura 41-B).
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Figura 41: Imagem de SEM das nanoparticulas da amostra Fe@Au 2 - 16,0 nm - obtida com o detetor

TLD (Through-Lens) no modo SE (A) e com o detetor BSED (Backscattered Electron Detector) no modo A+B (B).

A andlise de EDS confirma a presenca de ouro e de ferro nas trés amostras de
NPs OF@Au preparadas, no entanto ndo comprova a estrutura constituida por um
nucleo de ferro com uma coroa de ouro. O espetro de EDS da amostra Fe@Au 2 é

exposto na Figura 42.
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Figura 42: Espetro de EDS das nanoparticulas da amostra Fe@Au 2 com evidéncia dos sinais de ferro (Fe) e de ouro

(Au). O pico de carbono (C) surge devido a utilizagdo de fita de carbono na preparagdo da amostra para andlise.

As nanoparticulas de ouro possuem uma oscilacdo coletiva dos eletrées livres
gue é responsavel por uma banda de absorcdo na regido do visivel do espetro

eletromagnético. Esta é denominada como ressonancia plasmdnica superficial

17,52,58

(SPR - Surface Plasmon Resonance). Em particular, tem sido referido que
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nanoparticulas de ouro estabilizadas em citrato exibem o pico da banda SPR a
520 nm."”?® No entanto, o tamanho e a forma das nanoparticulas de ouro tém um

papel determinante nas propriedades dticas das mesmas>>>*>°

, apesar de a forma ser
considerada mais importante do que o tamanho das nanoparticulas6°. Convém ainda
referir que a constante dielétrica, a temperatura e o indice de refracdo do solvente

também afetam a posicao, a largura e a intensidade da banda SPR.>**°

A agregacdo das
nanoparticulas de ouro tem um efeito similar na banda SPR observada. Em amostras
que possuem nanoparticulas agregadas observa-se a existéncia de um pico secundario
a menores comprimentos de onda e um desvio batocromico (desvio para maiores
comprimentos de onda) da banda SPR associado a uma diminui¢do da intensidade de
absorcio devido a deplecdo de nanoparticulas estiveis.® Contrariamente,
nanoparticulas monodispersas apresentam uma banda SPR tipica.>®

Os espetros de UV-Vis das trés amostras Fe@Au 1, Fe@Au 2, e Fe@Au 3
utilizando varias diluicGes das amostras de nanoparticulas sdo apresentados nas
Figuras 43-A, 43-B e 43-C, respetivamente.

As trés amostras possuem uma banda SPR indicadora da formacdo da coroa de
ouro sobre o nucleo de ferro e/ou da formagdo de nanoparticulas de ouro (NPs Au).

Os resultados obtidos permitem observar uma diminuicdo da intensidade das
bandas de absorcao proporcional a diminui¢dao da concentragdo das amostras. As trés
amostras mostram possuir o seu maximo de absorcdo da banda SPR a diferentes
valores de comprimento de onda. O maximo de absor¢cdo da amostra Fe@Au 1 é de
531 nm, enquanto nas amostras Fe@Au 2 e Fe@Au 3 estes valores sao de 557 nm e
555 nm, respetivamente (Tabela 14, Figura 44). Estas Ultimas amostras apresentam os
seu valores de maximo de absor¢cdo das bandas SPR muito préximos, o que podera

significar nanoparticulas de formas idénticas entre si e distintas da amostra Fe@Au 1.
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Figura 43: Espetros de UV-Vis das trés amostras de nanoparticulas Fe@Au 1 (A), Fe@Au 2 (B) e Fe@Au 3 (C). Fd =1

corresponde a amostra inicial; Fd = 0,5 corresponde a amostra inicial diluida para metade e Fd = 0,25 corresponde a

amostra inicial diluida para um quarto.

Tabela 14: Valores do comprimento de onda (A,,;) do maximo de absor¢do (Abss,) da banda SPR das amostras de

nanoparticulas Fe@Au 1, Fe@Au 2 e Fe@Au 3, e tamanho das nanoparticulas determinado por SEM.

Amostra Tamanho médio * ¢ (hm) Amsx (nm) Abs,;, (Fd=1)
Fe@Au 1 16,8 +1,91 531 0,0893
Fe@Au 2 16,0 + 3,20 557 0,0438
Fe@Au 3 19,8 +2,80 555 0,0680
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Figura 44: Espetros de UV-Vis com os valores de absorvancia normalizados das amostras de nanoparticulas

Fe@Au 1, Fe@Au 2 e Fe@Au 3.

Nanoparticulas com tamanho superior a 100 nm apresentam bandas largas de
SPR na gama dos 600 nm devido a presenca de ressonancias plasmdnicas superficiais

*870 s dados de UV-Vis obtidos para as trés amostras

longitudinais e transversais.
preparadas neste trabalho indicam, tal como verificado por SEM, que estas sdo
constituidas por nanoparticulas com tamanho inferior a 100 nm. De igual modo, como
ja foi referido, a forma das nanoparticulas também influencia a posicao e a forma da
banda SPR.>**® Assim, nanoparticulas de forma esférica dao origem a maximos de
absorcdo entre os 515 nm e os 570 nm, enquanto nanoparticulas com outras formas
apresentam o seu maximo a comprimentos de onda superiores (desvio batocrémico).>®
Considerando os resultados obtidos é provavel que as nanoparticulas das trés
amostras em estudo sejam maioritariamente de forma esférica.

Na Figura 45-A s3do apresentados os espectros de UV-Vis da amostra 4 de
nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro e das trés amostras de NPs OF@Au. Estes
resultados demonstram que as amostras NPs OF@Au possuem nanoparticulas com
grande carater de 6xido de ferro. Apesar dos espectros de UV-Vis das amostras Fe@Au
1, Fe@Au 2 e Fe@Au 3 mostrarem a existéncia de uma banda SPR caracteristica da
presenca de ouro nas nanoparticulas, ndo confirmam a estrutura formada por um
nucleo de ferro com uma coroa de ouro. No entanto, estes resultados sdo semelhantes

17,26,48,52

aos descritos por outros autores para este tipo de nanoparticulas

(Figura 45-B).
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Figura 45: Espetros de UV-Vis das amostras de nanoparticulas Fe@Au 1, Fe@Au 2 e Fe@Au 3 e da amostra das
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro pré-revestimento (4) (A) e de amostras de nanoparticulas de Fe;0, e

Fe;0,@Au (B - Adaptado de 52).

A concentragdo das nanoparticulas nas trés amostras nao foi determinada, uma
vez que o valor de coeficiente de extingdo molar (¢) é varidvel de amostra para
amostra e dependente do tamanho das nanoparticulas e dos agentes de estabilizacdo
utilizados.'®

Todas as informagdes recolhidas por UV-Vis foram de encontro aos resultados

determinados por SEM.

2.2.3. Preparacao e caracterizacao de nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro (NPs Au) multifuncionais e biocompativeis tém sido
muito usadas no diagndstico e na terapia do cancro.”® No entanto, podem ter outras
aplicagdes, entre as quais podemos destacar a sua utilizacdo como sensores de
produtos bioldgicos e na oxidacdo de determinadas espécies como metanol e
mondxido de carbono.>

Existem varios métodos descritos para a preparacao de nanoparticulas de ouro
com diferentes formas.>* Contudo, alguns problemas s3o colocados quando o objetivo
€ obter nanoparticulas de maiores dimensdes.®°

Neste trabalho pretendeu-se preparar nanoparticulas de ouro com dimensdes
superiores a 100 nm para aplicacdo na entrega controlada de farmacos. Estas foram
preparadas recorrendo a dois procedimentos distintos que envolvem a reducdo dos

ides Au®*, na presenca de um agente redutor e de um agente estabilizante
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(surfactante). Este ultimo é adsorvido ou quimicamente ligado a superficie das

nananoparticulas de forma a evitar a repulsdo das mesmas, permitindo também o

controlo do tamanho e da forma da nanoparticula. Como agentes redutores foram

utilizados o citrato de sédio (Na3CgHs0) e o acido ascorbico (CgHgOg). Um dos métodos

é descrito como sendo uma preparacdo direta seguindo o método de Frens (Au 1),

enquanto o outro consiste no método de seeding growth (Au 2) (Tabela 15 e

Esquema 15).

Tabela 15: Condig¢Ges experimentais usadas na preparagdo de nanoparticulas de ouro.

Método de Sal de ouro Agente de
Amostra o - Agente redutor e
preparagao utilizado estabilizagao
Aul Preparagdo direta HAuCl,.3H,0 Citrato de sddio Citrato de sodio
Método de Frens 0,01% w/v 1% w/v 1% w/v
. HAuCl,.3H,0 Acido ascérbico Citrato de sodio
Au 2 h
u Seeding growt 0,2% w/v 1% w/v 1% w/v

HAuCl,;.3H,0 0,01% w/v (50 mL)

Aquecimento até a ebuligdo
\ 4

Citrato de sodio 1% w/v (200 L)

5 min.

\ 4
Aul ﬁ

HAUCI..3H,0 0,2% w/v (2,5 mL)

+
Agua destilada (50 mL) @

A 4

Aquecimento até a ebuligdo

Citrato de sodio 1% w/v + 0,0

5% w/v de acido citrico (2 mL)

w aquecimento

Au ss ﬁ

Auss (12 mL)
y

A

Agitagdo magnética e

HAuCl,;.3H,0 0,2% w/v (8 mL)
+
Acido ascérbico 1% w/v (2 mL)
+
Citrato de sodio 1% w/v (1 mL)

\ 4
Au 2.1@
Au 2.1 (18 mL)
\ 4

Agitacdo magnética

HAuCls.3H,0 0,2% w/v (8 mL)
+

Acido ascérbico 1% w/v (2 mL)
+

Citrato de sodio 1% w/v (1 mL)

\ 4
Au 2.2@

Esquema 15: Processo de preparagdo de nanoparticulas de ouro (NPs Au).

Agitagdo magnética
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Na preparacdo da amostra de nanoparticulas Au 1, o citrato de sédio foi
utilizado como agente redutor e de estabilizagdo, seguindo o método de Frens
adaptado por Long et al.%®.

As nanoparticulas da amostra Au 1, retirada apds 5 min. da adi¢cdo da solugao
de citrato de sédio 1% w/v, foram caracterizadas por DLS. As nanoparticulas
apresentam um valor de didametro hidrodinamico (Z-average) de 60,0 nm e um valor
de Pdl de 0,414, bastante acima do valor recomendado (= 0,1) o que podera significar
que pelo método descrito ndo foi possivel a obtencdao de nanoparticulas com uma
polidispersividade aceitavel. Na Figura 46 apresenta-se a distribuicdo de tamanho por

intensidade da amostra Au 1. Esta figura mostra a presenca de um pico largo a

102,4 nm (91,5%) e outro mais estreito a 13,82 nm (8,5%).

j \
‘E \

0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d.nm)

Intensidade (%)

Figura 46: Distribuicdo de tamanho por intensidade, obtida por DLS, das nanoparticulas de ouro da

amostra Au 1.

As nanoparticulas de ouro da amostra Au 1 foram caracterizadas por SEM. Os
resultados obtidos indicam que as nanoparticulas da amostra Au 1 (Figura 47)
apresentam forma circular e tamanhos que variam entre 45,7 nm e 73,0 nm, com um

tamanho médio de 60,9 nm.
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——— 500 nm ——

Figura 47: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas de ouro da

amostra Aul-60,9 nm.

O espetro relativo a analise por EDS das nanoparticulas Au 1 confirma que a

amostra é constituida somente por particulas de ouro (Figura 48).
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Figura 48: Espetro de EDS das nanoparticulas de ouro da amostra Au 1 com evidéncia do sinal de ouro (Au). O pico

de carbono (C) surge devido a utilizagdo de fita de carbono na preparagdo das amostras para analise.

O maximo de absor¢ao da banda SPR da amostra Au 1 surge a 597 nm.

1.%8, que descreveram valores de

Este resultado afasta-se do obtido por Long et a
maximo de absorc¢do da banda SPR de 540 nm para nanoparticulas de ouro de 60 nm.
Esta diferenca podera ser atribuida a nanoparticulas com formas diferentes na

amostra em estudo.
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Com o objetivo de preparar nanoparticulas de ouro de maior tamanho,
testou-se um método de preparagdo alternativo envolvendo o acido ascérbico como
agente redutor e o citrato de sédio como agente de estabilizacdo. Este método é

baseado no trabalho de Eychmiiller et al.®®

e é um método de seeding growth.
Esta estratégia permite a sintese de nanoparticulas de varios tamanhos, uma boa
distribuicdo de tamanhos e utiliza agentes estabilizadores e redutores ndo téxicos, ndo
necessitando de etapas de purificacdo.%® Para além disto, 0 método de seeding growth
permite ainda um melhor controlo do tamanho e morfologia das nanoparticulas, e a
preparacao pode ser concluida numa Unica etapa, como pode possuir varias etapas de
revestimento de forma a obter nanoparticulas maiores.”

Assim, utilizando este método de seeding growth, inicialmente foi preparada a
seeding solution (Au ss) utilizada como solucdo de trabalho, e a partir da qual se
efetuaram as duas etapas de revestimento (Au 2.1 e Au 2.2). A seeding solution foi
preparada utilizando o método de Frens com citrato de sédio como agente redutor, o
que permitiu a preparac¢dao de nanoparticulas de ouro de pequenas dimensdées. A cor
da seeding solution passou de incolor a vermelho vivo alguns minutos apds a adicao da
solugdo aquosa de citrato de sédio 1% w/v + 0,05% w/v de acido citrico. Esta mudanca
de cor é indicativa da formag3o de nanoparticulas de ouro.”

A andlise de SEM da seeding solution (Au ss) indica a presenca de
nanoparticulas circulares com tamanhos entre os 11,7 nm e os 13,1 nm (Figura 49).

~ . . 7
Estes resultados est3o de acordo com os referidos por diversos autores®® .

: mag HV det | mod WD HFW ——— 500 nm ———
200000x|150kV|TLD| SE |51 mm |1.49 ym

Figura 49: Imagem de SEM, obtida com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas de ouro da

amostra Auss - 12,2 nm.
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A amostra Au ss foi submetida a analise de EDS e o resultado mostra a

existéncia de particulas de ouro (Figura 50).
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Figura 50: Espetro de EDS das nanoparticulas de ouro da amostra Au ss com evidéncia do sinal de ouro (Au). O pico

de carbono (C) surge devido a utilizagdo de fita de carbono na preparagdo das amostras para analise.

Na Figura 51 apresenta-se o espetro de UV-Vis das nanoparticulas da seeding
solution (Au ss). O maximo de absorgao da banda SPR surge a 519 nm. Este valor esta
muito préximo do descrito por Dong et al.*® que afirmaram que nanoparticulas de

aproximadamente 13,0 nm possuem a banda SPRa 521 nm.
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Figura 51: Espetro de UV-Vis da amostra Au ss.

As amostras Au 2.1 e Au 2.2 resultantes de uma e duas etapas de revestimento,
respetivamente, foram analisadas por SEM (Figura 52-A e Figura 52-B). Assim, tal

como esperado, verifica-se um aumento do tamanho das nanoparticulas de ouro
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desde a seeding solution (tamanho médio 12,2 nm) até a primeira etapa de
crescimento Au 2.1 (tamanho médio 35,9 nm), mantendo-se a forma circular das
mesmas. Analogamente, a segunda etapa de revestimento leva a um aumento do
tamanho das nanoparticulas em relagdo a primeira etapa. As nanoparticulas
pertencentes a amostra Au 2.2 possuem uma média de tamanhos de 80,3 nm e
mantém a forma circular. Os valores de tamanho médio das nanoparticulas
encontram-se na Tabela 16. Estes resultados estdo de acordo com os descritos por

606570 Eychmiller et al.?® afirmaram gue com uma Unica etapa de

outros autores
revestimento é possivel obter nanoparticulas de ouro com 30 nm, enquanto

nanoparticulas com 69 nm e 118 nm sdo obtidas com uma segunda etapa de

revestimento.

Figura 52: Imagens de SEM, obtidas com o detetor TLD (Through-Lens) no modo SE, das nanoparticulas de ouro das

amostras Au 2.1 - 35,9 nm (A) e Au 2.2 - 80,3 nm (B).

Tabela 16: Valores de tamanho médio, obtidos por SEM, das nanoparticulas de ouro das amostras Au ss, Au 2.1 e

Au 2.2.
Amostra Tamanho médio * ¢ (nm)
Au ss 12,2 + 0,808
Au2.1 35,9+2,84
Au 2.2 80,3 +5,55

82



2. Resultados e Discussao

A analise de EDS, numa zona de analise de area igual nas duas amostras (Au 2.1

e Au 2.2) mostra a presencga exclusiva de particulas de ouro (Figura 53-A e

Figura 53-B).
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Figura 53: Espetros de EDS das nanoparticulas de ouro das amostras Au 2.1 (A) e Au 2.2 (B) com evidéncia dos

sinais de ouro (Au). O pico de carbono (C) surge devido a utilizada de fita de carbono na preparagdo das amostras

para analise.

A analise por UV-Vis da amostra Au 2.1 evidencia uma banda SPR com um

maximo de absor¢cdo muito semelhante ao correspondente a amostra Au ss

(Figura 54-A). A comparagdo da forma e da largura das bandas foi facilmente efetuada

ap6s normalizacdo (Figura 54-B). Os valores de maximo de absorcdo das bandas SPR

das duas amostras (Au ss e Au 2.1) encontram-se na Tabela 17.
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Figura 54: Espetros de UV-Vis das amostras de nanoparticulas de ouro Au ss e Au 2.1 (A) e 0s mesmos espetros com

os valores de absorvancia normalizados (B).
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Tabela 17: Valores do comprimento de onda (A..s,) do maximo de absorgdo (Abs,,s,) da banda SPR de duas amostras

de nanoparticulas de ouro Au ss e Au 2.1, e tamanho das nanoparticulas determinado por SEM.

Amostra Tamanho médio + ¢ (nm) Amix (nmM) Abs, s«
Au ss 12,2+ 0,808 519 0,843
Au2.1 35,9+2,84 524 0,428

As nanoparticulas de ouro com forma esférica possuem uma banda SPR
caracteristica na zona visivel do espetro eIetromagnético.58 Considerando que a banda
SPR sofre uma diminuicdo de largura e um desvio ipsocromico (desvio para menores
comprimentos de onda) a medida que o didametro do nucleo da nanoparticula
diminui>*%7%192 "¢ compreensivel que as nanoparticulas da seeding solution (Au ss)
possuam um maximo de absor¢do (519 nm) a menor comprimento de onda do que as
nanoparticulas da amostra Au 2.1 (524 nm). Ao contrario dos resultados de UV-Vis
obtidos para as nanoparticulas preparadas via método de Frens, as nanoparticulas
obtidas pelo método de seeding growth apresentam valores de maximo de absorcao
da banda SPR concordantes com o descrito na literatura. Long et al.?® relataram que
nanoparticulas de ouro com 30 nm apresentam o maximo de absorcdao da banda SPR a
521 nm. Também Zhu et al.’® afirmaram que nanoparticulas de 28 nm possuem o seu
maximo de absor¢dao a 525 nm.

Assumindo que no presente trabalho seguindo o método seeding growth, as
duas etapas de revestimento permitiram obter nanoparticulas de ouro com um
tamanho médio de 80,3 nm e de forma esférica, é possivel afirmar que os resultados
sao bastante animadores e confidveis, pelo que o procedimento adotado se assume
uma boa opgao para o desenvolvimento de nanoparticulas de ouro com cerca de
80 nm.

E provavel que utilizando o método de seeding growth e efetuando mais etapas
de revestimento seja possivel obter nanoparticulas de ouro de tamanho superior a
100 nm.*°

Tal como ja foi referido, as nanoparticulas de ouro e as nanoparticulas
magnéticas de dxido de ferro revestidas com ouro, preparadas neste trabalho, serdo

posteriormente testadas como agentes para a entrega controlada de farmacos.
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Neste trabalho foram sintetizados oito compostos com bons rendimentos entre
reagentes de partida e produtos finais. Todos os compostos foram caraterizados
utilizando técnicas espectroscépicas (RMN de 'H e RMN de *C) e espectrometria de
massa de alta resolugdo (HRMS). O trabalho envolveu ainda, a preparagao de
nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro (NPs OF) seguida do revestimento das
mesmas com ouro (NPs OF@Au), e a sintese de nanoparticulas de ouro (NPs Au).

Trés novos péptidos lineares com a sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD) foram
sintetizados utilizando a sintese peptidica em fase sélida (SPPS). A partir destes foram
preparados dois novos péptidos ciclicos. A ciclizacdo foi conseguida através da
aplicacdo de uma reacgao de cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen ou por uma ciclizagao
head-to-tail. Os péptidos ciclicos com a sequéncia RGD deverdo, em etapas de
investigacdao seguintes, ser utilizados como agentes de vetorizagao de nanoparticulas
magnéticas revestidas com ouro ou de nanoparticulas de ouro. Este facto decorre da
afinidade da sequéncia RGD para a integrina a,f; sobre-expressa em determinados
tipos de células. Para tal, serd necessdria a ligacdo de uma molécula com um grupo tiol
aos respetivos péptidos de modo a ser possivel a vetorizacdo das nanoparticulas com
os péptidos de RGD.

A preparacdo de nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro por
co-precipitacdo de cloretos de ferro numa razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) de 0,5 em meio
basico permitiu a obtencdo de nanoparticulas de menor tamanho do que as
nanoparticulas preparadas com uma razdo molar Fe(ll)/Fe(lll) de 0,8. Verificou-se
igualmente que nanoparticulas preparadas na auséncia de oxigénio sdao mais pequenas
do que nanoparticulas preparadas na presenca de oxigénio. A influéncia do agente de
estabilizacao utilizado na preparacdao de nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro
no tamanho das nanoparticulas foi também estudada. As nanoparticulas estabilizadas
a elevados valores de pH conduzem a obtencdo de nanoparticulas mais pequenas.

O revestimento com ouro das nanoparticulas magnéticas foi efetuado
utilizando boro-hidreto de sédio como agente redutor e permitiu obter, como
esperado, nanoparticulas de maior didmetro quando comparadas com as
nanoparticulas pré-revestimento.

Nanoparticulas de ouro com um tamanho médio de 60 nm foram preparadas

utilizando o método de Frens (preparacdo direta) e citrato de sddio como agente
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redutor e de estabilizacdo. A preparacdo de nanoparticulas de ouro por recurso ao
método de seeding growth usando acido ascérbico como agente redutor e citrato de
soddio como agente de estabilizacdo permitiu obter nanoparticulas maiores através de
etapas de crescimento sucessivas.

As nanoparticulas foram caracterizadas utilizando técnicas de microscopia
(SEM), DLS e métodos espectroscoépicos (UV-Vis e EDS).

Como ja foi referido, em trabalhos posteriores pretende-se ligar uma molécula
com um grupo tiol aos péptidos ciclicos sintetizados e, posteriormente os mesmos
serdo utilizados na vetorizacdo de nanoparticulas de ouro (NPs Au) ou de
nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro revestidas com ouro (NPs OF@Au) para a
entrega controlada de farmacos. As NPs Au e as NPs OF@Au poderao ainda funcionar

como elétrodos bipolares permitindo a realizacdo de eletrdlises.
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4.1. Procedimentos gerais

Os espectros de RMN de 'H e *C foram realizados num espectrofotémetro
Bruker Avance lll (400 MHz e 100 MHz) usando o pico do solvente como referéncia
interna. Como solventes utilizaram-se o dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) e o
cloroférmio deuterado (CDCls-d;). As constantes de acoplamento (/) foram obtidas em
Hertz (Hz) e os deslocamentos quimicos (8) em partes por milhdo (ppm). A atribuicdo
dos sinais de 'H e **C foi feita com o auxilio de espetros de DEPT-135, e de técnicas
bidimensionais COSY, HSQC e HMBC.

Os espectros de infravermelhos foram efetuados num espectrofotémetro
FTLA 2000, ABB, e a preparagdo das amostras foi feita com Nujol em células de cloreto
de sodio (NaCl).

A determinacdo do ponto de fusdo (P.F.) foi efetuada no aparelho GallenKamp
e os valores ndo foram corrigidos.

As cromatografias em camada fina (t./.c.) foram realizadas em placas Silica gel
60 Fys4, Merck-Millipore. As placas de t.l.c. foram reveladas no ultravioleta (v = 50 Hz)
numa camara CN-6 de luz ultravioleta e, por vezes, usada a revelagao com iodo.

Os espetros de massa de alta resolucdo (HRMS - High Resolution Mass
Spectrometry) utilizando o método de ionizagdao Electrospray lonization (ESI) foram
efetuados pelo Servico de Espectrometria de Massa da Universidade de Vigo, Espanha.

Na sintese peptidica em fase sélida (SPPS - Solid Phase Peptide Synthesis) foi
usada a resina de cloreto de 2-clorotritilo (100-200 mesh) 1% DVB, com uma
capacidade de 1,4 mmol/g.

A andlise por dispersdo dinamica de luz (DLS - Dinamic Light Scattering) foi
realizada no Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, usando um laser He-Ne
(comprimento de onda de 633 nm) e um angulo de detecdo de 173° (backscatter
detection). As analises foram efetuadas numa cuvette de poliestireno a 25 °C. Para
cada amostra foram feitas trés medicdes. O software usado para a avaliacdo dos dados
foi o Zetazizer 7.10, Malvern Instruments.

Nas analises por microscopia eletrénica de varrimento (SEM - Scannig Electron
Microscopy) foi utilizado o microscépio eletrénico de varrimento de emissdao de campo

NOVA 200 NanoSEM (FEG/SEM), FEI Company, com uma voltagem de 15 Kv.
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As analises quimicas das amostras de nanoparticulas foram feitas por espectroscopia
de energia dispersiva (EDS - Energy Dispersive Spectroscopy) usando um detetor Si(Li)
Pegasus X4M, EDAX, com uma voltagem de aceleracdo de 25 Kv. As amostras foram
preparadas por deposicdo de uma gota de suspensado de nanoparticulas numa fita de
carbono sobre uma placa de aluminio deixando secar durante alguns minutos. Todas
estas analises foram realizadas no Laboratdrio de Servicos de Caracterizagdo de
Materiais da Universidade do Minho (SEMAT/UM).

Os espetros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram feitos num
espectrofotémetro UV-2501PC, Shimadzu.

Os reagentes e solventes utilizados foram maioritariamente usados na forma
como foram adquiridos comercialmente. O diclorometano (DCM) foi pontualmente
utilizado como solvente seco. Nessas situacdes, o mesmo foi seco com cloreto de
calcio (CaCly) e hidreto de calcio (CaH,) e, posteriormente destilado e armazenado em

molecular sieves.
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4.2. Sintese de péptidos ciclicos de RGD

4.2.1. Sintese de precursores

4.2.1.1. Sintese de 1,4-diazidobenzeno®”’, 2

N3@N3

Num baldo de reac¢do dissolveu-se NaNs3 (5,00 mmol; 0,33 g) e CuSO4.5H,0 (11)

(0,40 mmol; 0,10 g) em metanol (5 mL). Em seguida juntou-se o 4cido
1,4-benzeno-bis-bordnico 1 (2,00 mmol; 0,33 g) e deixou-se em agitacdo magnética e a
t.a.. A reacdo foi seguida por t.lc. (eluente: éter etilico). Apds 44 h., evaporou-se o
solvente e extraiu-se a bis-azida com éter de petréleo. Evaporou-se o solvente a
pressao reduzida tendo-se obtido composto 2 (1,13 mmol; 0,18 g; 57%) na forma de
cristais de cor rosa.

RMN de *H (400 MHz, CDCls-d,): 7,02 (4H, s, CH) ppm.

IV (Nujol): 2107 me (Ns), 2854 f (C-H), 2924 me (C-H), 2954 f (C-H) cm™

P.F. =73,0-76,0 °C (P.F.;, = 79,0-82,0 °C%).

4.2.1.2. Sintese de Fmoc-D-Phe-OH®, 4

Dissolveu-se o aminoacido H-D-Phe-OH 3 (6,06 mmol; 1,00 g) numa solucdo
aquosa de Na,COs; 10% (2,5 eq.; 15,15 mmol; 16,06 mL) e adicionou-se dioxano
(13 mL). Colocou-se a mistura sob agitacdo magnética em banho de gelo e
adicionou-se lentamente o cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (Fmoc-Cl) (6,06 mmol;
1,57 g). Deixou-se a mistura reacional sob agitacio magnética em banho de gelo
durante 4 h.. Apds este periodo colocou-se o baldo sob agitacdo magnética a t.a.

durante 18 h.. Adicionaram-se 300 mL de d4gua destilada a mistura reacional e
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formou-se um sdlido branco, que apds filtracdo foi identificado como sendo o
composto 4 (1,30 mmol; 0,50 g). A fase aquosa foi extraida com éter etilico (70 mL) e o
pH levado a 2-3 mediante a adicdo de HCl concentrado. Em seguida, a fase aquosa foi
novamente extraida com acetato de etilo (2x100 mL). As fases organicas foram secas
com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido a pressao reduzida. Obteve-se
o composto 4 (4,04 mmol; 1,57 g) como um sélido branco. No total o composto 4 foi
isolado com um rendimento de 88% (5,34 mmol; 2,07 g; 88%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢): 2,86 (1H, dd, J; = 10,4 e J, = 13,6 Hz,
B-CH, Phe); 3,07 (1H, dd, J; = 4,4 e J,= 13,6 Hz, B-CH, Phe); 4,13-4,20 (4H, m, a-CH Phe,
CH, Fmoc e 9-CH Fmoc); 7,20-7,32 (6H, m, NH e ArH Phe); 7,38-7,42 (2 H, m, 2-CH e
7-CH Fmoc); 7,63 (2H, t; J = 7,6 Hz, 3-CH e 6-CH Fmoc); 7,69 (2H, d, J = 8,0 Hz, 1-CH e
8-CH Fmoc); 7,87 (2H, d, J = 7,6 Hz, 4-CH e 5-CH Fmoc); 12,75 (1H, sl, CO,H) ppm.

P.F. = 169,0-172,0 °C (P.F.;x. = 183,0-185,0 °C*®).

4.2.2. Sintese de péptidos lineares de RGD

4.2.2.1. Procedimentos gerais de sintese em fase sélida

4.2.2.1.1. Loading da resina

Colocou-se a resina de cloreto de 2-clorotritilo (100-200 mesh) 1% DVB, com
uma capacidade de 1,4 mmol/g, o aminoacido N-protegido com o grupo Fmoc e o
baldo de reacdao a usar no exsicador durante a noite. Dissolveu-se o aminoacido
N-protegido com o grupo Fmoc (1,2 eq. relativamente a resina) em DCM seco (10 mL)
e adicionou-se DIPEA (4,0 eq. relativamente ao aminoacido). Adicionou-se a resina e
deixou-se em agitacdo a t.a., em condic¢des anidras, durante 2 h.. Adicionaram-se umas
gotas de DMF de modo a dissolver o aminodacido N-protegido com o grupo
Fmoc (quantidade variavel de acordo com o aminoacido a utilizar). Filtrou-se o
solvente e lavou-se a resina com uma mistura de DCM/MeOH/DIPEA (25,5:3:1,5;
3x10 mL), DCM (3x10 mL), DMF (3x10 mL) e DCM (3x10 mL), agitando cerca de 2 min.

em cada lavagem. Colocou-se a resina a secar no exsicador durante a noite.
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Preparou-se uma solucdo a 20% de piperidina em DMF e a uma pequena fracdo
de resina (= 4 mg) adicionou-se a mesma solu¢do (= 10 mL). Mediu-se a absorvancia
da solugao com a resina a 290 nm, usando como branco a solugao de piperidina em
DMF.

Para calcular o loading da resina utilizou-se a seguinte expressao:

Abs lida
1,65 X mg resina na cuvette

Fmoc loading (mmol/g) =

4.2.2.1.2. Clivagem do grupo Fmoc

Lavou-se a resina com DMF (2x10 ml) agitando durante 2 min. em cada
lavagem. Adicionou-se uma solucdo a 20% de piperidina em DMF (10 mL) e deixou-se
em agitacdo durante 2 h.. Filtrou-se a resina e lavou-se com DMF (2x10 mL),
2-propanol (2x10 mL), DMF (2x10 mL) e 2-propanol (2x10 mL), agitando durante 2 min.
em cada lavagem.

Utilizou-se o teste do acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS) para verificar
a eficiéncia da clivagem do grupo Fmoc.

Teste de TNBS: Retirou-se uma amostra da resina para um tubo de amostras.

Lavou-se a resina trés vezes com DMF. Adicionaram-se seis gotas de DMF e duas gotas
de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico. Esperou-se 2 min. e observou-se o resultado
do teste. Quando a resina adquiriu uma cor laranja foi indicativo da presenca de

grupos NH, livres.

4.2.2.1.3. Acoplamento do aminoacido N-protegido com o grupo
Fmoc

Num baldo de reagdo, sob agitacdo magnética a t.a., dissolveu-se o aminoacido
N-protegido com o grupo Fmoc (2,5 eq. em relacdo a resina) em DMF (10 mlL) e
adicionou-se HOBt (2,5 eq. em relagdo a resina) e DIC (2,5 eq. em relacdo a resina).
Transferiu-se a mistura reacional para ampola que continha a resina e deixou-se em
agitacdo a t.a. durante 18 h.. Filtrou-se o solvente e lavou-se a resina com DMF
(3x10 mL) e DCM (3x10 mL), agitando durante 2 min. em cada lavagem. Para verificar a

eficacia do acoplamento recorreu-se ao teste do TNBS.
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4.2.2.1.4. Clivagem do péptido da resina

Adicionou-se a resina uma mistura de AcOH/TFE/DCM (4:4:12; 20 mL) e
deixou-se em agitacdo a t.a.. Apds 2 h. filtrou-se a suspensao e evaporou-se o solvente

a pressao reduzida. Os péptidos precipitaram mediante a adicdo de éter etilico.

4.2.2.2. Sintese do péptido 5

!
s
i
cﬁ
;

Seguiram-se os procedimentos gerais de sintese em fase sodlida descritos
anteriormente. Utilizou-se 1,00 g de resina e obteve-se um loading da resina de
0,25 mmol/g. O péptido 5 foi obtido na forma de um sélido branco (0,10 mmol; 0,13 g;
41 %).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1,11-1,16 (2H, m, y-CH, Lys); 1,32 (9H, s,
3xCHs3 tBu); 1,34-1,36 (4H, m, 6-CH, Lys e y-CH; Arg); 1,39 (6H, s, 2xCH3 Pbf); 1,42-1,53
(2H, m, B-CH, Lys); 1,59-1,68 (4H, m, CH=CCH,CH,CH,CO e B-CH, Arg); 1,99 (3H, s,
CHs Pbf); 2,14 (2H, td, J; = 2,4 Hz e J, = 7,2 Hz, CH=CCH,CH,CH,CO); 2,20 (2H, t,
J=17,2 Hz, CH=CCH,CH,CH,CO); 2,24-2,28 (1H, m, B-CH; Asp); 2,41 (3H, s, CH; Pbf); 2,46
(3H, s, CHs Pbf); 2,72-2,74 (1H, m, B-CH, Asp) 2,74 (1H, t, J= 2,4 Hz
CH=CCH,CH,CH,CO); 2,76-2,81 (1H, m, B-CH, Phe); 2,91-3,00 (5H, m, &-CH, Lys,
6-CH, Arg e B-CH, Phe); 2,94 (2H, s, CH, Pbf); 3,62-3,75 (6H, m, 3xa-CH, Gly); 4,16-4,26
(2H, m, a-CH Arg e a-CH Lys); 4,50-4,60 (2H, m, a-CH Phe e a-CH Asp); 4,98 (2H, s,
CH, Z); 6,51 (2H, sl, 2xNH); 6,81 (1H,sl, NH) 6,94 (1H, sl, NH); 7,15-7,24 (5H, m,
ArH Phe); 7,26-7,36 (5H, m, ArH Z); 7,94 (1H, s, NH); 8,03-8,31 (6H, m, 6xNH) ppm.
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RMN de C (100 MHz, DMSO-dg): 12,29 (CH; Pbf); 17,36 (CH=CCH,CH,CH,CO);
17,62 (CH; Pbf); 18,97 (CHs Pbf); 22,41 (y-CH, Lys); 24,22 (CH=CCH,CH,CH,CO); 25,24
(y-CH, Arg); 27,63 (3xCHs 'Bu); 28,32 (CH; Pbf); 29,04 (B-CH, Arg); 29,27 (8-CH, Lys);
30,80 (CH; Pbf); 31,58 (B-CH, Lys); 33,95 (CH=CCH,CH,CH,CO); 37,74 (B-CH, Asp e
B-CH, Phe); 40,15 (6-CH, Arg); 40,21 (e-CH, Lys); 41,10 (2xa-CH, Gly); 41,95 (a-CH, Gly);
42,49 (CH, Pbf); 49,26 (a-CH Asp); 52,28 (a-CH Arg e a-CH Lys); 54,25 (a-CH Phe); 65,12
(CH, 2); 71,43 (CH=CCH,CH,CH,CO); 80,19 (C(CHs); ‘Bu); 84,14 (CH=CCH,CH,CH,CO);
86,32 (C Pbf); 116,29 (C Pbf); 124,34 (C Pbf); 126,30 (CH Ar Phe); 127,73 (CH Ar 2);
128,00 (CH Ar Phe); 128,35 (CH Ar Z); 129,24 (CH Ar Phe); 131,45 (C Pbf); 134,22
(C Pbf); 137,27 (C; Ar Z); 137,45 (C; Ar Phe); 156,07 (CNH Pbf/NHCO Z); 156,15
(CNH Pbf/NHCO 2); 157,46 (C Pbf); 162,35 (C Pbf); 168,59 (CO); 169,13 (CO); 170,11
(CO); 170,63 (CO); 171,11 (CO); 171,69 (CO); 171,90 (CO); 172,01 (CH=CCH,CH,CH,CO);
172,06 (CO) ppm.

HRMS [M+H]: 1272,5969; calculado para Ce;HggN11016S 1272,5997.

P.F.=137,0-140,0 °C.

4.2.2.3. Sintese do péptido 6

COZ Bu

A, ML i i1,

Seguiram-se os procedimentos gerais de sintese em fase sodlida descritos
anteriormente. Utilizou-se 1,00 g de resina e obteve-se um loading da resina de
0,20 mmol/g. O péptido 6 foi obtido na forma de um sdlido branco (0,09 mmol; 0,11 g;
47%).
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1,22-1,27 (2H, m, y-CH, Lys); 1,30 (9H, s,
3xCHs ‘Bu); 1,39 (6H, s, 2xCH5; Pbf); 1,46-1,55 (3H, m, B-CH, Arg, B-CH, Lys e v-CH, Arg);
1,62-1,73 (3H, m, B-CH, Arg, B-CH, Lys e y-CH, Arg); 1,99 (3H, s, CH3 Pbf); 2,28-2,34
(1H, m, B-CH, Asp); 2,41 (3H, s, CHs Pbf); 2,47 (3H, s, CHs Pbf); 2,72-2,76 (1H, m,
B-CH, Phe); 2,77-2,82 (1H, m, B-CH, Asp); 2,88-3,05 (5H, m, 8-CH, Arg, B-CH, Phe e
e-CH, Lys); 2,95 (2H,s, CH, Pbf); 3,53-3,58 (2H, m, a-CH, Gly); 3,80-3,86 (4H, m,
2xa-CH, Gly); 4,04-4,10 (1H, m, a-CH Lys); 4,25-4,45 (1H, m, a-CH Arg); 4,46-4,54 (2H,
m, a-CH Asp e a-CH Phe); 4,98 (2H, s, CH;, Z); 6,84 (1H, sl, NH); 7,16-7,22 (5H, m,
ArH Phe); 7,28-7,34 (5H, m, ArH Z); 7,53 (1H, s, NH); 7,59-7,61 (1H, m, NH); 7,94 (1H, s,
NH); 8,09-8,15 (2H, m, 2xNH); 8,30 (1H, d, J = 7,6 Hz, NH); 8,79 (2H, sl, 2xNH); 9,25 (1H,
sl, NH) ppm.

RMN de '*C (100 MHz, DMSO-dg): 12,29 (CHs Pbf); 17,62 (CH; Pbf); 18,97
(CHs Pbf); 25,17 (y-CH, Arg); 27,61 (3xCH;3 ‘Bu); 28,32 (CH; Pbf); 28,93 (y-CH, Lys); 29,05
(B-CH, Arg e 8-CH, Lys); 30,78 (CHs; Pbf); 30,87 (B-CH, Lys); 37,02 (B-CH, Asp e
B-CH, Phe) 40,13 (6-CH, Arg); 42,31 (3xa-CH, Gly); 42,49 (CH, Pbf); 49,20 (a-CH Asp);
52,58 (a-CH Arg); 52,70 (a-CH Lys); 54,40 (a-CH Phe); 65,10 (CH, Z); 80,15 (C(CHs)s ‘Bu);
86,28 (C Pbf); 116,26 (C Pbf); 124,30 (C Pbf); 126,28 (CH Ar Phe); 127,71 (CH Ar Z);
128,05 (CH Ar Phe); 128,34 (CH Ar Z); 129,09 (CH Ar Phe); 131,39 (C Pbf); 134,26
(C Pbf); 137,28 (C; Ar Z); 137,53 (C; Ar Phe); 156,05 (CNH Pbf/NHCO Z); 156,38
(CNH Pbf/NHCO Z); 157,41 (C Pbf); 162,33 (C Pbf); 167,38 (CO); 169,17 (CO); 170,03
(CO); 170,74 (CO); 170,82 (CO); 171,84 (CO); 172,09 (CO); 172,80 (CO) ppm.

HRMS [M+H]: 1178,5551; calculado para CsgHgoN11015S 1178,5578.

P.F.=171,0-174,0 °C.
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4.2.2.4. Sintese do péptido 7

Seguiram-se os procedimentos gerais de sintese em fase sdlida descritos
anteriormente. Utilizou-se 1,00 g de resina e obteve-se um loading da resina de
0,20 mmol/g. O péptido 7 foi obtido na forma de um sdlido branco (0,09 mmol; 0,11 g;
46%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1,22-1,27 (2H, m, y-CH, Lys); 1,29 (9H, s,
3xCHj3 'Bu); 1,39 (6H, s, 2xCHs Pbf); 1,43-1,45 (4H, m, y-CH, Arg e 8-CH, Lys); 1,49-1,52
(2H, m, B-CH, Arg e B-CH, Lys); 1,68-1,73 (2H, m, B-CH, Arg e B-CH, Lyz); 1,99 (3H, s,
CHs Pbf); 2,24-2,30 (1H, m, B-CH, Asp); 2,41 (3H, s, CHs Pbf); 2,47 (3H, s, CH; Pbf);
2,88-2,90 (1H, m, B-CH, Asp); 2,92-3,02 (4H, m, &-CH, Lys e 8-CH, Arg); 2,95 (2H, s,
CH, Pbf); 3,13 (2H, dd, J; = 3,6 Hz e J, = 10,4 Hz, B-CH, Phe); 3,52-3,65 (4H, m,
2xa-CH, Gly); 3,76-3,80 (4H, m, 2xa-CH, Gly); 4,24-4,33 (2H, m, a-CH Arg e a-CH Lys);
4,36-4,48 (2H, m, a-CH Asp e a-CH Phe); 4,99 (2H, s, CH, Z); 6,85 (1H, sl, NH); 7,15-7,22
(5H, m, ArH Phe); 7,29-7,37 (5H, m, ArH Z); 7,47 (1H, sl, NH); 7,59 (1H, sl, NH); 7,94 (1H,
s, NH); 8,16 (1H, d, J = 8,0 Hz, NH); 8,25 (1H, d, J = 8,8 Hz, NH); 8,32 (1H, d, J = 7,6 Hz,
NH); 8,47-8,49 (4H, m, 4xNH); 8,60-8,62 (1H, m, NH) ppm.

RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg): 12,28 (CH; Pbf); 17,61 (CH; Pbf); 18,96
(CHs Pbf); 22,61 (y-CH, Lys); 25,29 (y-CH, Arg); 27,58 (3xCHs ‘Bu); 28,31 (CH; Pbf); 29,07
(B-CH, Arg e 6-CH, Lys); 30,77 (CHs Pbf); 31,54 (B-CH, Lys); 36,98 (B-CH, Phe e
B-CH, Asp); 40,12 (6-CH, Arg); 40,90 (e-CH, Lys); 42,27 (2xa-CH, Gly); 42,48 (CH, Pbf);
43,24 (a-CH, Gly); 49,33 (a-CH Asp); 52,55 (a-CH Arg); 52,82 (a-CH Lys); 54,72
(a-CH Phe); 65,11 (CH, Z); 80,14 (C(CHs)s ‘Bu); 86,26 (C Pbf); 116,26 (C Pbf); 124,29 (C
Pbf); 126,17 (CH Ar Phe); 127,72 (CH Ar Z); 128,05 (CH Ar Phe); 128,34 (CH Ar Z);
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129,00 (CH Ar Phe); 131,40 (C Pbf); 134,25 (C Pbf); 137,25 (C; Ar Z); 138,27 (C; Ar Phe);
156,07 (CNH Pbf/NHCO Z); 156,38 (CNH Pbf/NHCO Z); 157,41 (C Pbf); 162,31 (C Pbf);
167,28 (CO); 168,69 (CO); 168,93 (CO); 169,34 (CO); 170,16 (CO); 171,49 (CO); 172,06
(CO); 172,34 (CO); 172,48 (CO) ppm.

HRMS [M+H]:1235,5765; calculado para CsgHgsN1,016S 1235,5793.

P.F. = 154-157°C.

4.2.2.5. Sintese do péptido 8

Dissolveu-se o péptido 5 (0,26 mmol; 0,33 g) em DMF (5 mL). Num banho de
gelo, e sob agitacdo magnética, adicionou-se HOBt (1,0 eq.; 0,26 mmol; 0,04 g), HBTU
(1,0 eq.; 0,26 mmol; 0,10 g) e propargilamina (1,5 eq.; 0,39 mmol; 0,03 mL), esperando
cerca de 5 min. entre cada adicdo. Adicionou-se DIPEA (2,0 eq.; 0,53 mmol; 0,09 mL) e
deixou-se a mistura reacional em agitacao a t.a. durante 2,5 d.. Evaporou-se a DMF a
pressdo reduzida e obteve-se um o6leo. Dissolveu-se o 6leo em metanol e tentou-se
precipitar o péptido 8 com éter etilico. Apds algumas horas no congelador foi possivel
isolar um sélido bege identificado como sendo o péptido 8 (0,10 mmol; 0,13 g; 38%).

RMN de ‘H (400 MHz, DMSO-dg): 1,11-1,13 (2H, m, y-CH; Lys); 1,32 (9H, s,
3xCH; ‘Bu); 1,34-1,35 (4H, m, 8-CH, Lys e v-CH, Arg); 1,39 (6H, s, 2xCH3 Pbf); 1,58-1,68
(6H, m, CH=CCH,CH,CH,CO, B-CH, Lys e B-CH, Arg); 1,99 (3H, s, CHs Pbf); 2,14 (2H, td,
J; = 24 Hz e J, = 7,2 Hz, CH=CCH,CH,CH,CO); 2,20 (2H, t, J = 7,2 Hz,
CH=CCH,CH,CH,CO); 2,26-2,28 (2H, m, B-CH, Asp); 2,41 (3H, s, CH; Pbf); 2,46 (3H, s,
CHsz Pbf); 2,73-2,81 (2H, m, B-CH, Phe e CH=CCH,CH,CH,CO); 2,88-3,01 (5H, m,
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B-CH, Phe, 6-CH, Arg e e-CH, Lys); 2,94 (2H, s, CH, Pbf); 3,06 (1H, t, J/ = 2,4 Hz,
CH=CCH,NH); 3,56-3,71 (6H, m, 3xa-CH, Gly); 3,84-3,87 (2H, m, CH=CCH,NH);
4,13-4,25 (2H, m, a-CH Arg e a-CH Lys); 4,49-4,61 (2H, m, a-CH Phe e a-CH Asp); 4,97
(2H, s, CH, Z); 6,38 (1H, sl, NH); 6,67 (1H, sl, NH); 6,83 (1H, sl, NH); 7,17-7,20 (5H, m,
ArH Phe); 7,28-7,34 (5H, m, ArH Z); 8,01-8,20 (9H, m, 8xNH e CH=CCH,NH) ppm.

RMN de C (100 MHz, DMSO-dg): 12,30 (CHs Pbf); 17,36 (CH=CCH,CH,CH,CO);
17,62 (CH; Pbf); 18,97 (CHs Pbf); 22,42 (y-CH, Lys); 24,23 (CH=CCH,CH,CH,CO); 25,31
(y-CH, Arg); 27,64 (3xCH; ‘Bu); 27,92 (CH=CCH,NH); 28,32 (CH; Pbf); 29,05 (B-CH, Arg e
§-CH, Lys); 31,45 (B-CH, Lys); 33,96 (CH=CCH,CH,CH,CO); 37,76 (B-CH, Phe e
B-CH, Asp); 40,14 (5-CH, Arg); 41,87 (3xa-CH, Gly); 42,49 (CH, Pbf); 49,30 (a-CH Asp);
52,27 (a-CH Arg); 52,58 (a-CH Lys); 54,30 (a-CH Phe); 65,14 (CH, Z); 71,44
(CH=CCH,CH,CH,CO); 73,05 (CH=CCH,NH); 80,20 (C(CHs); ‘Bu); 80,97 (CH=CCH,NH);
84,15 (CH=CCH,CH,CH,CO); 86,33 (C Pbf); 116,30 (C Pbf); 124,36 (C Pbf); 126,33
(CH Ar Phe); 127,73 (CH Ar Z); 128,02 (CH Ar Phe); 128,36 (CH Ar Z); 129,27
(CH Ar Phe); 131,46 (C Pbf); 134,20 (C Pbf); 137,27 (C; Ar Z); 137,40 (C Pbf); 137,45
(C; Ar Phe); 156,08 (CNH Pbf/NHCO Z); 156,14 (CNH Pbf/NHCO Z); 157,47 (C Pbf);
168,56 (CO); 169,14 (CO); 170,12 (CO); 170,17 (CO); 170,64 (CO); 170,88 (CO); 171,79
(CO); 171,88 (CO); 172,04 (CO) ppm.

HRMS [M+H]: 1309,6286; calculado para CesHggN1,015S 1309,6313.

P.F.=123,0-126,0 °C.

4.2.3. Ciclizagao de péptidos lineares de RGD

4.2.3.1. Sintese do péptido 9
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Num baldo de reacdo adicionou-se HBTU (1,0 eq.; 0,17 mmol; 0,06 g) a DMF
(1,40 mL). Sob agitacdo magnética, e a t.a., juntou-se gota a gota uma solugdo do
péptido 6 (0,17 mmol; 0,20 g) e DIPEA (1,0 eqg.; 0,17 mmol; 29,20 ul) em DMF
(4,45 mL). Deixou-se a mistura reacional em agitacao a t.a. e controlou-se a rea¢do por
t.l.c. (eluente: cloroférmio/metanol, 1:1). Ao fim de 20 h. evaporou-se a DMF a pressido
reduzida, precipitou-se o composto com éter etilico e colocou-se o mesmo no
congelador. Filtrou-se o sélido branco formado que foi identificado como sendo o
composto 9 (0,15 mmol; 0,17 g; 89%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1,22-1,27 (2H, m, y-CH, Lys);1,33 (9H, s,
3xCH; 'Bu); 1,40 (6H, s, 2xCH; Pbf); 1,36-1,37 (1H, m, y-CH, Arg); 1,55-1,65 (5H, m,
B-CH, Arg, B-CH, Lys, e y-CH, Arg); 1,83-1,96 (2H, m, 6-CH, Lys); 2,00 (3H, s, CHs Pbf);
2,15-2,25 (2H, m, B-CH, Asp); 2,41 (3H, s, CHs Pbf); 2,47 (3H, s, CH; Pbf); 2,72-2,85 (1H,
m, B-CH, Phe); 2,88-2,94 (1H, m, B-CH, Phe); 2,95 (2H, s, CH, Pbf); 3,02-3,25 (4H, m,
6-CH; Arg e €-CH, Lys); 3,57-3,65 (2H, m, a-CH, Gly); 3,69-3,76 (4H, m, 2xa-CH, Gly);
4,21-4,22 (1H, m, a-CH Lys); 4,39-4,41 (1H, m, a-CH Arg); 4,54-4,64 (2H, m, a-CH Asp e
a-CH Phe); 4,97 (2H, s, CH, Z); 6,38 (1H, sl, NH); 6,66 (1H, sl, NH); 6,82 (1H, sl, NH);
7,17-7,21 (5H, m, ArH Phe); 7,28-7,34 (5H, m, ArH 2); 7,69-7,23 (1H, m, NH); 7,83 (1H,
d, J = 8,4 Hz, NH); 7,93-7,98 (1H, m, NH); 8,03-8,05 (2H, m, 2xNH); 8,11 (1H, d,
J = 8,4 Hz, NH); 8,15-8,41 (1H, m, NH); 8,54 (1H, d, J = 8,0 Hz, NH) ppm.

RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg): 12,27 (CHs Pbf); 17,60 (CH; Pbf); 18,95
(CH5 Pbf); 25,32 (y-CH, Arg); 27,64 (3xCH5 'Bu); 28,29 (CH3 Pbf); 29,05 (B-CH, Arg e
8-CH, Lys); 30,76 (CH; Pbf); 31,80 (B-CH, Lys); 37,94 (B-CH, Asp); 40,13 (56-CH, Arg)
40,60 (e-CH, Lys); 41,48 (3xa-CH, Gly); 41,76 (CH, Pbf); 49,22 (a-CH Asp); 52,14
(a-CH Arg e a-CH Lys); 54,04 (a-CH Phe); 65,10 (CH, Z); 80,17 (C(CHs); 'Bu); 86,33
(C Pbf); 116,27 (C Pbf); 124,33 (C Pbf); 126,31 (CH Ar Phe); 127,71 (CH Ar Z); 127,95
(CH Ar Phe); 128,15 (CH Ar Z); 128,33 (CH Ar Z); 129,28 (CH Ar Phe); 131,44 (C Pbf);
133,30 (C Pbf); 134,12 (C Pbf); 137,27 (C; Ar Z); 137,37 (C; Ar Phe); 150,02
(CNH Pbf/NHCO Z); 156,04 (CNH Pbf/NHCO); 157,47 (Pbf); 168,23 (CO); 169,07 (CO);
169,25 (CO); 169,66 (C); 170,06 (CO); 171,09 (CO); 171,93 (CO); 172,36 (CO) ppm.

HRMS [M+H]: 1160,5445; calculado para CsgH7gN11014S 1160,5472.

P.F.=152,0-155,0 °C.
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4.2.3.2. Sintese do péptido 10
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Num baldo de reacdo dissolveu-se o péptido 8 (0,06 mmol; 0,08 g) em DMF
(2 mL). Sob agitacdo magnética, e a t.a., adicionou-se o 1,4-diazidobenzeno 2 (1,0 eq.;
0,06 mmol; 9,90 mg), Cul (0,02 eq.; 1,24 umol; 0,24 mg) e EtsN (2,2 eq.; 0,14 mmol;
0,02 mL). Deixou-se a mistura reacional em agitacdo a t.a. e controlou-se a reacdo por
t.l.c. (eluente: cloroférmio/metanol, 9:1). Apds 5,5 d. evaporou-se a DMF a pressdo
reduzida e precipitou-se o composto com éter etilico. Filtrou-se um sélido bege escuro
que foi lavado com uma solucdo de EDTA 0,1 M (60 mL). O sélido obtido foi
identificado como sendo o composto 10 (0,05 mmol; 0,07 g; 79%).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1,11-1,13 (2H, m, y-CH, Lys); 1,30 (9H, s,
3xCH3 ‘Bu); 1,34-1,35 (2H, m, B-CH, Arg); 1,38 (6H, s, 2xCH3 Pbf); 1,60-1,68 (6H, m,
6-CH; Lys, B-CH; Lys e y-CH, Arg); 1,89-2,06 (2H, m, Triazole-CH,CH,CH,CO); 1,98 (3H,
s, CH; Pbf); 2,23-2,37 (4H, m, B-CH, Asp e Triazole-CH,CH,CH,CO); 2,40 (3H, s, CHs Pbf);
2,46 (4H, s, CHs; Pbf); 2,72-2,81 (2H, m, Triazole-CH,CH,CH,CO); 2,79-3,00 (4H, m,
8-CH, Arg e &-CH, Lys); 2,87-2,96 (2H, m, B-CH, Phe) 2,93 (2H, s, CH, Pbf); 3,74-4,02
(6H, m, 3xa-CH, Gly); 4,17-4,25 (2H, m, a-CH Arg e a-CH Lys); 4,41 (1H, sl,
Triazole-CH,NH); 4,52-4,57 (2H, m, a-CH Asp e a-CH Phe); 4,97 (2H, s, CH, Z); 6,42 (2H,
sl, NH); 6,66 (1H, sl, NH); 6,81 (1H, sl, NH); 7,20-7,31 (10H, m, ArH Phe e ArH Z);
7,86-7,94 (3H, m, 3xNH); 7,94 (1H, s, CH Triazole); 8,01-8,35 (4H, m, 4xNH); 8,08 (1H, s,
CH Triazole); 8,55-8,65 (1H, m, Triazole-CH,NH) ppm.
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RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg): 12,28 (CH5 Pbf); 17,61 (CH; Pbf); 18,96
(CHs Pbf); 22,44 (y-CH, Lys); 24,50 (Triazole-CH,CH,CH,CO); 25,27 (y-CH, Arg); 27,61
(3xCH3 ‘Bu); 28,30 (CH3 Pbf); 29,02 (B-CH, Arg e 6-CH, Lys); 30,80 (CHs; Pbf); 31,43
(B-CH, Lys); 34,44 (Triazole-CH;NH); 37,73 (B-CH, Phe e B-CH, Asp); 40,18 (6-CH, Arg),
41,97 (3xa-CH, Gly); 42,47 (CH, Pbf); 49,29 (a-CH Asp); 52,35 (a-CH Arg); 52,66
(a-CH Lys); 54,30 (a-CH Phe); 65,12 (CH, Z); 80,18 (C(CHs); 'Bu); 86,30 (C Pbf); 116,29
(C Pbf); 120,44 (CH Ar Z); 121,00 (CH Triazole); 121,41 (CH Triazole); 124,33 (C Pbf);
126,30 (CH Ar Phe); 127,72 (CH Ar Z); 128,01 (CH Ar Phe); 128,34 (CH Ar 2); 129,21
(CH Ar Phe); 131,45 (C Pbf); 133,76 (C Pbf); 134,19 (C Pbf); 137,27 (C; Ar 2); 137,47
(C; Ar Phe); 156,07 (CNH Pbf/NHCO Z); 156,21 (CNH Pbf/NHCO Z); 157,46 (C Pbf);
159,23 (CO); 168,89 (CO); 169,14 (CO); 170,12 (CO); 170,68 (CO); 170,92 (CO); 171,85
(CO), 171,96 (CO); 172,28 (CO) ppm.

HRMS [M+H]: 1469,6783; calculado para C;;Hg3N13015S 1469,6810.

P.F.=217,0-220,0 °C.

4.3. Preparacao de nanoparticulas

4.3.1. Preparac¢ao de nanoparticulas magnéticas de xido de ferro

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (NPs OF) foram preparadas
pela co-precipitacdo de cloretos de Fe(ll) e Fe(lll) em meio alcalino usando o método
de Kang et al*® com algumas modificacbes. Utilizaram-se o cloreto de ferro (Ill)
hexa-hidratado (FeCls.6H,0) e o cloreto de ferro (ll) (FeCl,). O hidroxido de sddio
(NaOH) foi utilizado como agente de precipitacao.

Foram preparadas quatro amostras de nanoparticulas magnéticas de dxido de
ferro, de forma a avaliar a influéncia de varios parametros na formacao deste tipo de

nanoparticulas.

4.3.1.1. Preparagao da amostra 1

Inicialmente dissolveram-se FeClz.6H,0 (17,0 mmol; 4,6 g) e FeCl, (13,51 mmol;

1,71 g) (razdo Fe(ll)/Fe(lll) de 0,8) em 20 mL de agua desionizada e 100 mL de uma
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solucdo aquosa de HCI 2 M. Colocou-se a mistura sob agitacdo magnética, de forma a
dissolver o sal de ferro, formando-se uma solugao de cor amarelada. Imediatamente,
sob agitacdo, adicionou-se gota a gota uma solucdo aquosa de NaOH 2 M (120 mL)
formando-se uma suspensao de cor preta. Guardou-se a mistura no frigorifico. Ao fim
de 5 d. verificou-se a presenga de um precipitado preto e recolheu-se a fase aquosa. O
precipitado foi lavado duas vezes com dgua destilada (2x100 mL) e uma vez com uma
solucdo aquosa de TMAOH 0,1 M (100 mL). Separaram-se as nanoparticulas por
centrifugacdo. Lavou-se o precipitado com uma solu¢do aquosa de HNO; 0,01 M
(160 mL) e aqueceu-se a mistura a 90 °C. Ao fim de 2 h. deixou-se a mistura a t.a.
tendo-se separado as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro por centrifugacao.
Posteriormente lavou-se o precipitado duas vezes com agua destilada (2x160 mL),
centrifugando entre cada lavagem. Suspenderam-se as nanoparticulas em TMAOH

0,1 M a pH 10-12. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como amostra 1.

4.3.1.2. Preparagao da amostra 2

Dissolveram-se FeCls;.6H,0 (17,0 mmol; 4,59 g) e FeCl, (13,5 mmol; 1,71 g)
(razdo Fe(ll)/Fe(lll) de 0,8) em 20 mL de agua desionizada e 100 mL de uma solugdo
aquosa de HCl 2 M. Colocou-se a mistura sob agitacdo magnética, de forma a dissolver
o sal de ferro, formando-se uma solu¢cdo de cor amarelada. Imediatamente, sob
agitacdo, adicionou-se gota a gota uma solucdo aquosa de NaOH 2 M (150 mL)
formando-se uma suspensdo de cor preta. Apds alguns minutos verificou-se a presenca
de um precipitado negro. Recolheu-se a fase aquosa e lavou-se o precipitado duas
vezes com agua destilada (2x100 mL) e uma vez com uma solucdo aquosa de TMAOH
0,1 M (100 mL). Separaram-se as nanoparticulas por centrifugacdo a 5000 rpm durante
10 min. Lavou-se o precipitado com uma solucdo aquosa de HNO3 0,01 M (160 mL) e
aqueceu-se a mistura a 90 °C. Ao fim de 2 h. retirou-se a mistura de agitacdo e
deixou-se a t.a.. Separaram-se as nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro por
centrifugacdo durante 10 min. a 5000 rpm. Posteriormente o precipitado foi lavado
duas vezes com dagua destilada (2x120 mL), centrifugando entre cada lavagem
(5000 rpm durante 10 min.). Suspenderam-se as nanoparticulas em TMAOH 0,1 M a

pH 10-12. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como amostra 2.
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4.3.1.3. Preparacao da amostra 3

Num baldo de trés tubuladuras, sob corrente de nitrogénio, colocou-se agua
destilada (25 mL). Apds 30 min. adicionou-se uma solugdo aquosa de HCl 12,1 M
(0,85 mL) e, sob agitacdo magnética, juntaram-se FeCl;.6H,0 (19,5 mmol; 5,27 g) e
FeCl, (15,8 mmol; 2,01 g) (razdo Fe(ll)/Fe(lll) de 0,8) formando-se uma solugdo de cor
amarelada, que foi recolhida para um funil de extracao.

Colocou-se uma solu¢do aquosa de NaOH 1,5 M (250 mL) num novo baldo de
trés tubuladuras e, sob corrente de nitrogénio, adicionou-se gota a gota a solucdo de
cor amarelada. A suspensao final de cor preta foi colocada no ultrassons durante 2 h.
ao fim das quais, a mesma foi decantada por separacdao magnética. As nanoparticulas
magnéticas de Oxido de ferro foram lavadas trés vezes com agua destilada
desoxigenada (3x160 mL) e centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min. em cada
lavagem. Adicionou-se ao precipitado uma solu¢do aquosa de HCl 0,01 M (500 mL) e
colocou-se em agitacao durante 18 h.. As nanoparticulas obtidas foram denominadas

como amostra 3.

4.3.1.4. Preparagao da amostra 4

Num baldo de trés tubuladuras, sob corrente de nitrogénio, colocou-se agua
desionizada (20 mL) e adicionou-se HCl 2 M (100 uL). Apds 30 min. adicionaram-se
FeCls.6H,0 (21,0 mmol; 5,67 g) e FeCl, (10,6 mmol; 1,34 g) (razdo Fe(ll)/Fe(lll) de 0,5) e
colocou-se a mistura sob agitagdo magnética formando-se uma solugdo de cor
amarelada. Adicionou-se uma solucdo aquosa de NaOH 2 M (150 mL) formando-se
uma suspensao de cor preta. Apds alguns minutos verificou-se a formacdao de um
precipitado negro e recolheu-se a fase aquosa. Lavou-se o precipitado duas vezes com
agua destilada (2x100 mL) e depois com uma solucdo aquosa de TMAOH 0,1 M
(100 mL) centrifugando-se de seguida a 5000 rpm durante 10 min.. Posteriormente
adicionou-se ao precipitado uma solugcdo aquosa de HNOs; 0,01 M (125 mL) e
colocou-se a mistura sob agitacdo e refluxo a 90 °C durante 1 h.. A mistura foi deixada
sob agitacdo a t.a. durante 18 h.. Centrifugou-se a mistura a 5000 rpm durante 10 min.

e removeu-se o sobrenadante, lavando-se o precipitado duas vezes com agua destilada
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(2x160 mL) e centrifugando a 5000 rpm durante 10 min. entre cada lavagem.
Suspenderam-se as nanoparticulas em TMAOH 0,1 M a pH 10-12. As nanoparticulas

obtidas foram denominadas como amostra 4.

4.3.2. Preparac¢ao de nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro
revestidas com ouro

O revestimento das nanoparticulas de éxido de ferro com ouro (NPs OF@Au)
foi efetuado utilizando o cloreto de ouro (lll) tri-hidratado (HAuCl;.3H,0), e o
boro-hidreto de sédio (NaBH;) como agente redutor.
As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro utilizadas para revestimento
foram as da amostra 4. Foram realizados trés ensaios para o revestimento com ouro
deste tipo de nanoparticulas.

Preparacdo da solucdo de trabalho

A solucdo de trabalho foi preparada por adaptacdo do método descrito por

Williams et al.*’

. Assim, adicionou-se dgua destilada (50 mL) e uma solucdo aquosa de
citrato de sédio 0,1 M (7,5 mL) a 7,5 mL de nanoparticulas da amostra 4 suspensas em
TMAOH 0,1 M. Agitou-se a mistura durante 10 min. e obteve-se a solugao de trabalho

de nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro.

4.3.2.1. Preaparag¢ao da amostra Fe@Au 1

A 1 mL da solugao de trabalho das nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro
adicionaram-se agua destilada (6 mL), uma solu¢do aquosa de HAuCl4.3H,0 1% w/v
(0,63 mL) e uma quantidade catalitica de NaBH,; formando-se uma suspensao de cor
preta. Recorrendo a uma separagdo magnética, separaram-se as nanoparticulas
magnéticas das nanoparticulas de ouro.

As nanoparticulas magnéticas adicionou-se agua destilada (6 mL), uma solucdo
aquosa de HAuCl4.3H,0 1% w/v (0,63 mL) e uma quantidade catalitica de NaBH,4
formando-se uma suspensdo de cor rosa. Separaram-se magneticamente as
nanoparticulas magnéticas das nanoparticulas de ouro e lavaram-se as primeiras com
agua destilada (3 mL). Suspenderam-se as nanoparticulas magnéticas em 4gua

destilada. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como amostra Fe@Au 1.
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4.3.2.2. Preparagao da amostra Fe@Au 2

A 0,5 mL da solugdo de trabalho das nanoparticulas magnéticas de oxido de
ferro adicionaram-se dgua destilada (9,5 mL), uma solugdo aquosa de HAuCl4.3H,0
1% w/v (0,63 mL) e uma quantidade catalitica de NaBH4 formando-se uma suspensdo
de cor rosa. Agitou-se a mistura mecanicamente durante 3 min. Apds esse periodo
adicionou-se uma solucdo aquosa de HAuCls.3H,0 1% w/v (0,5 mL) e a suspensio
manteve a mesma cor. Recorrendo a uma separagdo magnética, separaram-se as
nanoparticulas magnéticas das nanoparticulas de ouro e lavaram-se as primeiras com
agua destilada (3 mL). Suspenderam-se as nanoparticulas magnéticas em agua

destilada. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como amostra Fe@Au 2.

4.3.2.3. Prepara¢ao da amostra Fe@Au 3

A 2 mL da solucdo de trabalho das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
adicionaram-se agua destilada (8 mL), uma solu¢do aquosa de HAuCl4.3H,0 1% w/v
(2 mL) e uma quantidade catalitica de NaBH,; formando-se uma suspensao de cor
carmim. Separaram-se magneticamente as nanoparticulas magnéticas das
nanoparticulas de ouro e lavaram-se as primeiras com 3agua destilada (3 mL).
Suspenderam-se as nanoparticulas magnéticas em agua destilada. As nanoparticulas

obtidas foram denominadas como amostra Fe@Au 3.

4.3.3. Preparacgao de nanoparticulas de ouro

Os processos utilizados de preparacdo de nanoparticulas de ouro (NPs Au)
baseiam-se na redugao dos ides Au®* provenientes do cloreto de ouro (lll) tri-hidratado
(HAuCl4.3H,0). Como agentes redutores foram utilizados o citrato de sdédio
(Na3CgHs04) e o acido ascorbico (C¢HgOg), dependendo do procedimento utilizado.

Um dos procedimentos utilizados é descrito como preparacao direta seguindo
o método de Frens (Au 1), enquanto o outro consiste no método de seeding

growth (Au 2).
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4.3.3.1. Preparagao de nanoparticulas de ouro utilizando o método
de Frens (preparagao direta)

Neste procedimento de preparacdo de nanoparticulas de ouro, o citrato de
sédio foi utilizado como agente redutor e de estabilizagdo. O método descrito é uma

adaptac3o do referido por Long et al.®®.

4.3.3.1.1. Prepara¢ao da amostra Au 1

Uma solugdo aquosa de HAuCl4.3H,0 0,01% w/v (50 mL) em agua destilada foi
aquecida a ebulicdo. Sob agitacdo, adicionou-se uma solu¢dao aquosa de citrato de
sédio 1% w/v (200 pL) e deixou-se em ebulicdo durante 5 min.. A mistura reacional
apresentou uma coloragao roxa apds arrefecimento. As nanoparticulas obtidas foram

denominadas como amostra Au 1.

4.3.3.2. Preparagao de nanoparticulas de ouro utilizando o método
de seeding growth

Neste procedimento de preparacdo de nanoparticulas de ouro, o acido
ascoérbico foi utilizado como agente redutor e o citrato de sddio como agente de
estabilizacdo. O método descrito seguiu uma adaptacdo do trabalho desenvolvido por

Eychmiiller et al.*°.

4.3.3.2.1. Preparagao da amostra Au 2

= Preparacao da seeding solution Au ss

Adicionou-se dgua destilada (50 mL) a uma solucdo aquosa de HAuCl;.3H,0
0,2% w/v (2,5 mL) formando-se uma solugdo incolor. Aqueceu-se a solugdo até a
temperatura de ebulicdo e adicionou-se imediatamente, de forma rdpida sob agitacao,
uma solucdo aquosa de citrato de sddio 1% w/v + 0,05% w/v de acido citrico (2 mL).
Deixou-se a mistura em ebulicdo e sob agitacdo durante 5 min. verificando-se uma

mudanca gradual de cor, de incolor para vermelha. Apds esse periodo retirou-se a
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mistura de agitacdo e deixou-se arrefecer a t.a.. As nanoparticulas obtidas foram

denominadas como amostra Au ss (seeding solution).

= Preparacao de nanoparticulas ouro de 80 a 100 nm

A preparacdo deste tipo de nanoparticulas foi feita por recurso a duas etapas

de revestimento.

®* Primeira etapa de revestimento Au 2.1

Num baldo de trés tubuladuras colocou-se a seeding solution de nanoparticulas
de ouro Au ss (12 mL) e adicionou-se uma solu¢do aquosa de HAuCl;.3H,0 0,2% w/v
(8 mL) colocando-se imediatamente a solucdo sob agitacdo vigorosa. Ao mesmo
tempo, e gota a gota, adicionou-se uma solu¢do aquosa de acido ascérbico 1% w/v
(2 mL) e uma solugdo aquosa de citrato de sédio 1% w/v (1 mL). Apds as respetivas
adicbes deixou-se a mistura reacional em agitacdo durante 5 min.. A solucdo
apresentou um aspeto roxo claro. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como

amostra Au 2.1.

= Segunda etapa de revestimento Au 2.2

Num baldo de trés tubuladuras colocou-se a amostra Au 2.1 (18 mlL) e
adicionou-se uma solucdo aquosa de HAuCls.3H,0 0,2% w/v (8 mL) colocando-se
imediatamente a solucdo sob agitacdo vigorosa. Ao mesmo tempo, e gota a gota,
adicionou-se uma solu¢do aquosa de acido ascérbico 1% w/v (2 mL) e uma solugdo
aquosa de citrato de sédio 1% w/v (1 mL). Apds as respetivas adicdes deixou-se a
mistura reacional em agitacdao durante 5 min. e a mesma adquiriu uma tonalidade

rosa. As nanoparticulas obtidas foram denominadas como amostra Au 2.2.
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