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RESUMO  A nanomedicina abriu caminhos à terapia oncológica ao impulsionar o desenvolvimento de novas abordagens de diagnóstico precoce, imagiologia de precisão, terapia e entrega de fármacos. As dificuldades no alcance de uma efetividade terapêutica fazem desta patologia um dos principais focos de investigação nas vertentes da área. Os lipossomas, enquanto nanotransportadores de agentes quimioterápicos, permitem melhorar a solubilidade, farmacocinética, estabilidade in vivo e toxicidade e eles inerentes. Com vista a contrariar o rápido reconhecimento e captura pelo sistema imunitário e proporcionar o direcionamento e acumulação no local alvo, foram desenvolvidos lipossomas furtivos magnetossensitivos que contêm, na sua formulação lipídica, a conjugação com polietilenoglicol (PEG). Este projeto envolveu a síntese (pelo método de coprecipitação) e respetiva caracterização (morfológica, estrutural e de resposta magnética) de ferrites de magnésio superparamagnéticas (MgFe2O4; diâmetro ≈ 25 nm; magnetização de saturação = 16,2 emu/g; coercividade = 22,1 Oe) e ferrites de magnésio com substituição parcial por iões de cálcio (Ca0.75Mg0.25Fe2O4 e Ca0.25Mg0.75Fe2O4). Estas nanopartículas foram incorporadas em lipossomas enquanto dispersões na fase aquosa (AMLs e AMLs furtivos; diâmetro ≈ 150 nm) e como agregados rodeados por uma bicamada lipídica (SMLs e SMLs furtivos; diâmetro ≈ 100 nm).  Dada a atividade quimiopreventiva e quimioterápica reportada à curcumina, este composto foi encapsulado nos diferentes nanossistemas com intuito de aumentar o seu potencial na terapia do cancro. A sua localização nos nanossistemas foi avaliada através de ensaios de anisotropia de fluorescência em estado estacionário, sendo concluída a sua localização na bicamada lipídica e uma taxa média de eficiência no encapsulamento de 98% ± 1,5 nos AMLs e 89% ± 8,6 nos SMLs. Foram realizados ensaios de interação não específica dos nanossistemas com vesículas unilamelares gigantes (GUVs), com o recurso ao processo de transferência de energia ressonante de Förster (FRET) e de decréscimo da inibição de fluorescência, com vista a tirar ilações acerca do comportamento que os nanossistemas apresentam quando em contacto com as células.  Os resultados obtidos evidenciam que os diferentes magnetolipossomas são nanotransportadores resistentes e promissores para direcionamento magnético e terapia dual e sinérgica (quimioterapia e hipertermia) no tratamento oncológico.   



vi  
                             



vii  
ABSTRACT   Nanomedicine opened paths on cancer therapy by propelling the development of new approaches in early diagnosis, precision imaging, therapy and drug delivery. The difficulties in reaching a therapeutic effectiveness make this pathology one of the main investigation focus in the slopes of this area. Liposomes, as nanotransporters of chemotherapeutic agents, make it possible by improving solubility, pharmacokinetics, in vivo stability and by reducing their cytotoxicity. In order to counteract the fast recognition and capture by the immune system and to provide the accumulation at the target site, magneto-sensitive stealth liposomes have been developed by conjugation with polyethylene glycol (PEG). This project entailed the synthesis (by co-precipitation method) and respective characterization (morphological, structural and magnetic response) of superparamagnetic magnesium ferrites (MgFe2O4; diameter 25 nm; saturation magnetization = 16,2 emu/g; coercivity = 22,1 Oe) and mixed ferrites (Ca0.75Mg0.25Fe2O4 e Ca0.25Mg0.75Fe2O4).  These nanoparticles were incorporated into liposomes as dispersions in the aqueous phase (AMLs and stealth AMLs; diameter ≈ 150 nm) and as clusters surrounded by a lipid bilayer (SMLs and stealth SMLs; diameter ≈ 100 nm). Given the chemopreventive and chemotherapeutic activity reported to curcumin, this compound was encapsulated in the nanosystems to increase its potential on cancer therapy. Its location was evaluated by fluorescence anisotropy assays, being concluded that the drug is carried in the lipid bilayer with an average encapsulation efficiency rate of 98% ± 1,5 in AMLs and 89% ± 8,6 in SMLs. Non-specific interactions with giant unilamellar vesicles (GUVs) were performed, using the Förster Resonant Energy Transfer (FRET) and fluorescence emission unquenching processes, in order to draw conclusions about the nanosystems behavior when in contact with the cells.  The obtained results point out to magnetoliposomes as promising and stealth nanotransporters capable of magnetic targeting and to a dual and synergic therapy (chemotherapy and hyperthermia) on cancer treatment.     
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CAPÍTULO 1 – CONTEXTUALIZAÇÃO TEÓRICA   1.1. NANOTECNOLOGIA  Assistimos, ao longo dos últimos 20 anos, a uma revolução tecnológica exponencial, que surgiu em resposta direta ao desenvolvimento de novas ferramentas, técnicas de avaliação, manipulação e caracterização de materiais à escala nanométrica. O investimento imediato e crescente na nanociência e na nanotecnologia promoveu a sinergia entre vários ramos da ciência e tecnologia, resultando numa área multidisciplinar que teve um impacto incomensurável no paradigma tecnológico e, em consequência, em todos os setores sociais [1, 2]. Embora sejam termos com relativo grau de dependência, existem diferenças nos objetivos base da nanociência e da nanotecnologia. A nanociência é caracterizada pelo estudo científico de objetos com dimensões inferiores a 100 nanómetros a, pelo menos, uma dimensão, com intuito de descobrir as leis que governam o comportamento desse objeto à nanoescala e, dessa forma, criar bases de conhecimento à nanotecnologia. A nanotecnologia é definida, segundo o National Nanotechnology Initiative (NNI), como uma ciência, engenharia e tecnologia conduzida à nanoescala (entre os 10 e os 100 nanómetros), que possibilita a manipulação atómica, molecular e supramolecular dos materiais, de forma a potenciar a sua aplicabilidade segundo especificações nanométricas.   Embora a ideia deste tipo de manipulação tenha surgido no final da década de 50, nas perspetivas utópicas de Richard Feynman, e tenha sido definida pela primeira vez em 1974 pelo Professor Norio Taniguchi na Universidade Científica de Tóquio, apenas no início do segundo milénio começou a ser explorada e testada laboratorialmente [3]. Surge, então, a constatação de que as propriedades físicas e químicas de um material são fortemente influenciadas pelo tamanho do mesmo e, com efeito, que o comportamento apresentado à nanoescala difere do que é exibido a nível macroscópico.  
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1.1.1.   EFEITO DA NANOESCALA NAS PROPRIEDADES DOS MATERIAIS À medida que um material se aproxima da nanoescala, surgem alterações nas suas propriedades estruturais, magnéticas, térmicas, óticas, eletrónicas, mecânicas e biológicas [2]. As alterações registadas nas propriedades das nanoestruturas estão relacionadas com a quantidade de átomos que estão em contacto com a superfície livre e com uma interface interna. Quando um átomo está localizado à superfície, o número de átomos na sua vizinhança é reduzido, pelo que surgem diferenças na sua estrutura eletrónica e na forma como interagem entre si. O seu comportamento é regido segundo as leis da mecânica quântica e algumas das alterações das propriedades físicas e químicas incluem: 

o Dominância da força eletromagnética em detrimento da força gravitacional, que se torna desprezável tendo em conta a massa dos nanomateriais. Para além disso, esta força, em função da carga e distância, não é afetada pela massa, pelo que se poderá fazer sentir fortemente mesmo nas nanopartículas mais pequenas;  
o Quantificação da energia; 
o A importância do movimento molecular aleatório torna-se mais significativa, visto que estes movimentos poderão estar à escala do tamanho das partículas e, por isso, ter influencia direta no comportamento apresentado pelas mesmas; 
o Dualidade onda-corpúsculo da matéria mais pronunciada;  
o Aumento do rácio entre a área de superfície e o volume  associado, o que tem efeitos consideráveis na reatividade dos materiais, bem como na temperatura de fusão por eles apresentada; 
o  O confinamento quântico. Num nanomaterial, os eletrões estão confinados a um espaço, o que lhes limita o movimento comparativamente à macroescala. Como a estrutura das bandas de energia é afetada, o mesmo acontece com a energia total do sistema; 
o A energia de ionização associada aos nanomateriais sofre flutuações em dependência do tamanho. As alterações das propriedades dos materiais à nanoescala é um dos grandes benefícios da nanotecnologia, já que possibilita moldar as estruturas, fases, tamanhos, composição e características de superfície dos materiais, de modo a obter as propriedades desejadas. 
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1.1.2.   APLICAÇÕES DA NANOTECNOLOGIA  A capacidade de adequar as características dos nanomateriais às necessidades requeridas faz que a sua aplicabilidade seja transversal a diferentes tipos de setores, alguns dos quais se encontram reunidos na Tabela 1.1.  Tabela 1.1: Aplicações da nanotecnologia em diferentes tipos de setores. Setor Aplicações Têxtil Óxidos metálicos, tais como o óxido de zinco, como bloqueadores de radiação UV na composição dos têxteis [4]; Poliésteres, nanodecorados com dióxido de titânio, como têxteis com capacidade de autolimpeza [5] ; Eletrónico Nanosensores eletroquímicos baseados em carbono [6]; Nanotubos de carbono na composição das baterias de lítio, de modo a potenciar a sua capacidade de armazenamento de energia [7]; Energético Nanomateriais baseados em dióxido de titânio para aplicações fotovoltaicas [8]; Zeólitos como catalisadores de reações de conversão de dióxido de carbono a combustível [9]; Médico Nanoesferas como transportadoras de fatores de crescimento para regeneração óssea [10]; Nanovesículas, sensíveis ao pH, como sistemas de entrega de insulina em diabéticos [11].   Não obstante às inúmeras aplicações da nanotecnologia na área médica, existe um especial foco na investigação do seu uso para prevenção, tratamento, monitorização e deteção do cancro.  1.2. DESAFIOS ASSOCIADOS À TERAPIA DO CANCRO   O cancro é definido, de uma forma simplista, como uma proliferação descontrolada de células anormais no organismo, como resultado de alterações genéticas ou epigenéticas nas células somáticas. Nessas células, a progressão normal do ciclo celular é interrompida, tendo como resultado o crescimento e divisão celular não regulares. Das interações resultantes entre células transformadas e não transformadas, advém um microambiente tumoral associado, muitas vezes responsável por potenciar o desenvolvimento tumoral em todas as fases da carcinogénese. Estas interações são 
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mediadas por meio de comunicação intercelular, as quais envolvem quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento, de inflamação e enzimas responsáveis pela remodelação da matriz extracelular, atuando contra as propriedades físicas e químicas do tecido [12, 13].  Esta doença apresenta-se como uma das principais causas de morte mundial, apresentando um número estimado de óbitos num valor de 7,6 milhões por ano, estando associadas previsões de aumento para o valor de 13,1 milhões até 2030 [14]. A taxa de mortalidade associada surge em resultado de um conjunto de questões ainda por resolver na área, as quais incluem (i) a inexistência de biomarcadores efetivos no diagnóstico e prognóstico; (ii) métodos de diagnóstico e tratamento invasivos; (iii) Reduzido perfil epigenético; (iv) inexistência de tratamentos individualizados; (v) limitações associadas aos agentes quimioterápicos existentes e (vi) a ocorrência de metástases [15]. A maioria dos quimioterápicos apresenta uma farmacocinética limitada, caracterizada por uma rápida biodegradação, o que leva a um curto período de tempo em circulação no plasma sanguíneo. Como resultado, é determinada a utilização de doses elevadas e com agendas de tratamento rigorosas. Para além disso, como a seletividade tumoral dos fármacos existentes é reduzida, ocorre uma extensa biodistribuição, o que induz toxicidade em regiões não alvo. As propriedades físico-químicas não favoráveis, como a hidrofobicidade, também dificultam o processo de acumulação espec ífica dos agentes quimioterápicos [16, 17]. Com vista a contornar alguns dos obstáculos das técnicas convencionais, têm sido exploradas novas abordagens que integram os princípios biológicos à nanoescala, de modo a perceber, transformar e criar novas técnicas de diagnóstico, imagiologia, entrega de fármacos e tratamento, com o intuito de melhorar a qualidade e expetativa de vida dos pacientes.  1.2.1. IMPORTÂNCIA DA NANOTECNOLOGIA COMO ABORDAGEM À TERAPIA DO CANCRO   A convergência da nanotecnologia com a medicina, também denominada nanomedicina, impulsionou uma revolução nas técnicas de deteção, monitorização, reparação e controlo de sistemas biológicos usando nanodispositivos e nanoestruturas a nível molecular [18]. Atualmente, é uma das abordagens mais promissoras à terapia do cancro e, segundo a Plataforma Tecnológica Europeia em 
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Nanomedicina (ETPN, do inglês, European Technology Platform on Nanomedicine), abrange três grandes vertentes de investigação, sendo elas: 

o Nanomedicina para diagnóstico precoce: Atualmente, a deteção clínica de cancro centra-se em técnicas de imagiologia ou de análise morfológica de células (citologia) ou tecidos (histopatologia) suspeitos. As técnicas de imagiologia aplicadas (tais como raios-X, tomografia computorizada, imagiologia de ressonância magnética e ultrassons) apresentam sensibilidade reduzida, pelo que a sua capacidade em diferenciar lesões benignas e malignas é reduzida. Assim sendo, têm sido desenvolvidos métodos, baseados em espetroscopia de fluorescência, que utilizam nanopartículas como detetores de biomarcadores extracelulares de cancro, detetores de células transformadas e deteção de tecidos cancerígenos in vivo [19]. 
o Nanomedicina para imagiologia de precisão: Para além da deteção direta de células/tecidos transformados, a deteção precoce do cancro está também dependente de técnicas de imagiologia mais informativas, com maior grau de resolução e sensibilidade. Sendo a imagiologia de ressonância magnética umas das técnicas com maior relevância no diagnóstico clínico, têm sido explorados métodos que fazem uso de iões paramagnéticos (tais como o manganês, ferro e gadolínio), com intuito de melhorar a resolução e contraste da técnica [20]. Para além disso, nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro poderão ser coincorporadas com outras nanopartículas de imagiologia, de modo a combinar dois ou mais formatos de imagem [21]. 
o Nanomedicina para terapia e entrega de fármacos: Os métodos de tratamento convencionais incluem uma combinação de radiação, cirurgia e agentes antineoplásicos associados a técnicas quimioterápicas, que envolvem a administração intravenosa de agentes citotóxicos e que têm como alvo terapêutico as células de divisão rápida, atuando, portanto, de forma não específica. Como resultado, surgem diversos efeitos colaterais associados, tais como a alopecia, problemas gastrointestinais, anemia, alterações no sistema nervoso central, entre outros. Um dos mais desafiantes objetivos na terapia desta doença prende-se com o desenvolvimento de fármacos e respetivos sistemas de entrega, que permitam uma interferência com cada uma das capacidades adquiridas e necessárias ao crescimento e progressão do tumor, de forma direcionada [22]. Para além de ser possível o direcionamento deste tipo de nanossistemas particulados ao local alvo, permitem, também, modular a 
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farmacocinética e farmacodinâmica associada ao composto farmacêutico. O aumento da solubilidade e tempo de retenção associados aos fármacos são incrementados, pelo que são necessárias doses de administração inferiores, tendo efeito direto na qualidade de vida dos pacientes.  De acordo com o mencionado anteriormente, um dos grandes desafios associados à terapia do cancro envolve limitações nas propriedades dos agentes quimioterápicos. Assim, o desenvolvimento de novos fármacos com propriedades melhoradas e, também, a extração e estudo de componentes de produtos naturais com potencialidade terapêutica (tais como a curcumina), são marcos fundamentais no alcance da efetividade terapêutica.   1.3. CURCUMINA COMO AGENTE ANTINEOPLÁSICO   A curcumina é o componente principal do Açafrão-da-Índia e um dos três polifenóis passíveis de ser isolados do rizoma da espécie Curcuma longa (Figura 1.1). Esta planta herbácea é largamente cultivada em regiões do sul da Ásia, Índia e Indonésia e o seu poder medicinal é explorado e aplicado há centenas de anos pela comunidade Indiana e Chinesa no tratamento de dores abdominais, icterícia, roturas de ligamentos, inflamações, desordens hepáticas e biliares, reumatismo, entre outros [23]. O primeiro trabalho publicado acerca do seu uso terapêutico reporta ao ano de 1937 [24] e, desde então, tem sido intensivamente explorado pela comunidade científica. As suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias, antioxidantes, quimiopreventivas e quimioterápicas foram confirmadas tanto em culturas celulares como em modelos animais, abrindo caminho a testes clínicos [25].    Figura 1.1: Estrutura química da molécula de curcumina  
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1.3.1. ATIVIDADE QUIMIOPREVENTIVA E QUIMIOTERÁPICA DA CURCUMINA   A curcumina demonstra ser um agente preventivo e terapêutico da carc inogénese ao afetar dois processos primários: a angiogénese e o crescimento tumoral. A angiogénese é um processo responsável pela formação de novos vasos sanguíneos a partir da vasculatura existente. Sendo este um processo chave para o desenvolvimento das neoplasias (já que oferece condições à troca de nutrientes, remoção de metabolitos tóxicos e oxigénio necessário ao desenvolvimento tumoral), o reconhecimento e controlo da angiogénese apresenta valor terapêutico. Os efeitos da curcumina neste processo foram estudados, verificando-se que esta afeta a angiogénese por múltiplos processos independentes, alguns dos quais são [26] : a. Ligação e consequente inibição a uma enzima de ligação membranar, CD13/aminopeptidase-N (APN), presente em vasos sanguíneos que estão sob processo ativo de angiogénese;  b. Inibição da transcrição do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que possui um papel fundamental na angiogénese e migração de células transformadas; c. Inibição de angiogénese ao impedir a ativação do gene que promove o aumento dos níveis de cicloxigenase-2 e 5-lipoxigenase.  O impedimento do crescimento tumoral é conseguido tanto por indução da apoptose, ou outro tipo de mecanismo indutor de morte celular, como pela interrupção do seu ciclo celular. A curcumina apresenta capacidade de induzir apoptose celular através da sua interferência em diversos mecanismos, sendo alguns deles [27]: a. Aumento da libertação do citocromo c, que medeia a ativação da cascata das caspases aquando da sua libertação no citosol e, como consequência, a apoptose celular mediada pelas mitocôndrias; b. Redução transcricional de proteínas anti-apoptóticas, como a Bcl-xL; c. Aumento transcricional da proteína Bad, que é uma proteína pertencente à família Bcl-2 e que promove a apoptose celular através da ligação e consequente inibição da Bcl-xL.  
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No que diz respeito à interrupção do ciclo celular, embora ainda não sejam totalmente compreendidos os mecanismos de ação, este composto já demonstrou ter influência na progressão do ciclo celular de algumas linhas celulares. Embora as propriedades farmacológicas associadas ao composto façam dele um potencial agente no tratamento e prevenção do cancro, é necessário garantir que à sua atividade terapêutica estejam associadas uma boa solubilidade em meios aquosos, doses efetivas no local alvo, bem como um reduzido grau de toxicidade em tecidos e células saudáveis.  1.3.2.  SOLUBILIDADE, BIODISPONIBILIDADE E TOXICIDADE ASSOCIADA À CURCUMINA   A curcumina apresenta-se como um agente lipofílico que demonstra reduzida solubilidade em água, reportando valores de solubilidade em água pura inferiores a 0,6 µg/mL e de 1 mg/mL em etanol [28]. No entanto, é solúvel em solventes orgânicos como o metanol, etanol, acetona, dimetilsulfóxido e apresenta uma temperatura de transição aos 183 °C, sendo estável a elevadas temperaturas [29] . A reduzida biodisponibilidade de um composto no corpo advém de uma (i) reduzida atividade intrínseca; (ii) reduzida absorção no local alvo; (iii) elevada taxa metabólica; (iv) inatividade dos produtos metabólicos e/ou (v) rápida eliminação do corpo [30]. A reduzida biodisponibilidade da curcumina está associada à reduzida absorção, metabolismo e eliminação rápidos. Esta molécula é rapidamente metabolizada por várias vias enzimáticas, entre as quais por glucuronidação, sulfatação, álcool desidrogenase e pelo sistema p450 [31].  No que diz respeito à toxicidade associada a este composto, e muito embora não esteja definida uma dose de administração máxima tolerada, encontra-se reportado que doses equivalentes a 12 g/dia (administração por via oral) não apresentam toxicidade associada [32]. No entanto, estudos demonstram que a curcumina poderá apresentar uma ação bifásica, de acordo com a concentração a que as células são sujeitas, já que se registaram alterações na ação do proteassoma de acordo com a concentração de composto utilizada [33]. O proteassoma, complexo proteico responsável pela destruição de proteínas intracelulares, quando inibido induz a apoptose celular, e quando estimulado está associado à sobrevivência celular. Verificou-se que baixas doses de curcumina estavam associadas à ativação do mesmo, enquanto em doses elevadas se verificava a sua inibição [33].  
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Tendo em conta que as características ótimas de um composto bioativo assentam numa boa solubilidade em fluidos corporais aquosos e que a curcumina retém uma atividade intracelular e membranar significativa, o seu encapsulamento em sistemas coloidais, como os lipossomas e outros complexos fosfolipídicos, apresenta-se como uma mais valia. Estas vesículas lipídicas permitem a ligação do composto hidrofóbico à sua componente lipofílica e, assim, oferecer as características hidrofílicas necessárias ao seu transporte e entrega. Para além disso, o controlo das propriedades destes sistemas permitirá regular a biodisponibilidade associada ao composto e, também, a concentração ótima à sua ação terapêutica.  1.4. LIPOSSOMAS   A potencialidade das estruturas lipídicas em encapsular soluções aquosas e compostos hidrofóbicos é reconhecida desde 1965 quando Bangham [34], ao estudar o comportamento dos lípidos aquando da sua imersão em água, verificou a presença de vesículas lipídicas preenchidas por água nas imagens de microscopia eletrónica de transmissão. Desde então, têm sido exploradas as aplicações dos lipossomas, nomeadamente como modelos de membranas celulares no estudo da bioquímica e biologia molecular, bem como nanotransportadores e sistemas de entrega de fármacos.  1.4.1. COMPOSIÇÃO ESTRUTURAL E ORGANIZAÇÃO  Os lipossomas são estruturas vesiculares de forma aproximadamente esférica cujas unidades estruturais são os fosfolípidos. Os fosfolípidos são moléculas de caráter anfifílico, em resultado da 

presença de um grupo polar hidrofílico (“cabeça”), em geral, carregado eletricamente, sendo constituído por um grupo fosfato ligado a um glicerol, e uma cauda apolar (hidrofóbica) neutra, constituída por duas cadeias de ácidos gordos (Figura 1.2). Os fosfolípidos podem ser classificados como naturais ou sintéticos, de acordo com a sua origem. Os fosfolípidos naturais são obtidos a partir de várias fontes naturais, tais como gema de ovo ou grãos de soja (fosfatidilcolina do ovo, Egg-PC, e lecitina de soja, respetivamente). Os fosfolípidos naturais apresentam menor estabilidade quando comparados aos sintéticos (tais como o dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC), sendo que estes últimos poderão ser produzidos a partir dos primeiros, com a vantagem de ser possível a manipulação das 
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regiões polares e apolares [35]. Para além da classificação baseada na sua origem, os fosfolípidos são classificados quanto à carga elétrica, bem como quanto ao tipo de ligações existentes entre os átomos de carbono nas cadeias hidrocarbonadas. Sempre que se estabelecem ligações simples entre os átomos de carbono (C – C) trata-se de um lípido saturado; quando estas ligações são duplas (C = C), diz-se que o lípido é insaturado. O grau de saturação de uma cadeia lipídica tem influência na temperatura de transição à qual a membrana lipídica passa da fase gel (ou fase ordenada) para a fase líquido-cristalina (fase fluida), também denominada de temperatura de transição (Tm), aumentando com o grau de saturação da mesma [36].    Figura 1.2: Representação esquemática da composição estrutural dos fosfolípidos enquanto componentes de uma bicamada lipídica (figura adaptada de OpenStax Biology).   No que diz respeito à carga elétrica, poderão ser classificados como iónicos (catiónicos ou aniónicos), não iónicos (eletricamente neutros) ou zwitteriónicos (eletricamente neutro, porém com cargas opostas em diferentes átomos). Na Tabela 1.2 estão apresentadas as classificações químicas dos lípidos utilizados nas formulações sintetizadas no decorrer deste projeto.  Tabela 1.2: Classificação das propriedades dos lípidos utilizados quanto à sua origem, carga elétrica, tipo de ligações e temperatura de transição [37]. Fosfolípido  Origem Carga elétrica Tipo de ligações Tm Egg-PC Natural Zwitteriónica Insaturadas -5 a -15°C Lecitina de soja Natural Zwitteriónica Insaturadas -20 a -30°C DPPC Sintética Zwitteriónica Saturadas 41°C 
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A interação hidrofílica entre os grupos polares e as interações das forças de Van der Waals entre as cadeias acilo hidrocarbonadas resulta numa auto-organização espontânea dos fosfolípidos na presença de um meio aquoso (Figura 1.3). Este comportamento é conduzido, termodinamicamente, pela tendência das cadeias lipídicas hidrofóbicas se repelirem na presença da água. Como resultado formam-se bicamadas lipídicas, finas e flexíveis, que se apresentam como uma barreira semipermeável a iões e solutos polares em ambientes aquosos, onde ambos os lados externo como interno estão preenchidos por água.             Figura 1.3: Representação esquemática do processo de auto-organização espontânea dos lípidos em contacto com uma solução aquosa.  A formação destas estruturas está dependente de fatores intrínsecos aos fosfolípidos (tais como o tamanho do grupo polar, ou o tamanho e grau de insaturação das cadeias), bem como fatores extrínsecos (temperatura, pH, concentração e presença de solutos no meio) [38]. De acordo com o método de preparação, os lipossomas apresentam tamanho e constituições diferentes e, como tal, diferentes classificações.   1.4.2. CLASSIFICAÇÃO DOS LIPOSSOMAS Os lipossomas são classificados, geralmente, segundo o tamanho e número de lamelas que apresentam na sua constituição. No que diz respeito ao número de lamelas, podem ser classificados 
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como (1) Vesículas multilamelares (MLV, do inglês, multilamellar vesicles), cuja vesícula possui no seu interior vesículas concêntricas de menores dimensões, separadas por água; (2) Vesículas unilamelares, cuja vesícula é constituída por uma única esfera com cavidade aquosa. Estas últimas poderão ser divididas em três subtipos: vesículas unilamelares pequenas (SUV, do inglês, small unilamellar vesicles); vesículas unilamelares grandes (LUV, do inglês, large unilamellar vesicles); vesículas unilamelares gigantes (GUV, do inglês, giant unilamellar vesicles), Tabela 1.3.  Tabela 1.3: Sistema de classificação dos lipossomas segundo o número de lamelas e tamanho da vesícula. Nº de lamelas Subtipo Diâmetro Morfologia   Vesículas unilamelares  SUV < 100 nm  LUV 100-1000 nm  GUV > 1µm Vesículas multilamelares ____________ 0.1-15 µm    1.4.3. LIPOSSOMAS COMO NANOTRANSPORTADORES LIPÍDICOS Considerando as características estruturais e químicas únicas dos lipossomas, estes são um dos nanotransportadores mais promissores à aplicação clínica, já que permitem encapsular agentes farmacológicos hidrofóbicos (como a curcumina) na sua membrana lipídica, assim como outro tipo de agentes hidrofílicos no seu compartimento aquoso.  Embora estejam aliadas inúmeras vantagens à sua utilização, ainda surgem um conjunto de desvantagens que procuram ser solucionadas de modo a garantir melhor efetividade no seu uso e ação. A Tabela 1.4 resume as principais vantagens e, em contraste, desvantagens apontadas à utilização dos lipossomas como nanotransportadores. 
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 Tabela 1.4: Vantagens e desvantagens associadas à utilização dos lipossomas como nanotransportadores farmacológicos Vantagens Desvantagens Aumentam a estabilidade do agente encapsulado Não-tóxicos, flexíveis, biocompatíveis, biodegradáveis, não-imunogénicos Diminuição da toxicidade do agente encapsulado  Potenciam o índice terapêutico do agente encapsulado Diminuição da exposição dos tecidos a agentes tóxicos Possibilitam a ligação de ligantes específicos necessários ao direcionamento ativo  

Baixa solubilidade Tempo de vida reduzido  Fosfolípidos podem sofrer reações de oxidação e hidrólise Custo de produção elevado  Vazamento dos agentes encapsulados     Os lipossomas convencionais, aquando da administração sistémica, são opsonizados1 por proteínas plasmáticas e rapidamente reconhecidos e eliminados/inativados por parte do sistema reticuloendotelial (RES). A instabilidade resultante, como consequência da interação com lipoproteínas de alta e baixa densidade (HDL e LDL, respetivamente), resulta no derrame do seu conteúdo para o plasma [39]. As propriedades físicoquímicas inerentes ao sistema, tais como a fluidez da membrana e o grau de saturação dos fosfolípidos utilizados, demonstram ter influência no tipo de proteínas a que os lipossomas se ligam e, como tal, na sua estabilidade. Está reportado que a utilização de colesterol na composição das membranas lipídicas permite aumentar o grau de compactação das mesmas e, assim, diminuir a transferência de fosfolípidos para as moléculas de HDL [40]. Verificou-se, também, que lipossomas formulados a partir de lípidos cujas cadeias hidrocarbonadas estão saturadas apresentam melhor estabilidade na corrente sanguínea. No entanto, nenhuma destas alternativas apresentou uma eficácia pronunciada no mascarar dos lipossomas ao reconhecimento por parte do RES, resultando na sua remoção rápida da circulação e acumulação maioritária no fígado e baço [41]. A diminuição do tamanho dos lipossomas surge como proposta alternativa ao solucionar este                                                  1 Processo no qual se ligam opsoninas. As opsoninas são moléculas que se ligam a células, com intuito de facilitar o processo de fagocitose por células fagocíticas. 
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problema, já que lipossomas de menor tamanho (como os SUVs) apresentam um maior tempo de vida na corrente sanguínea comparativamente a lipossomas maiores (LUVs). Todavia, a diminuição do tamanho dos lipossomas é acompanhada com a diminuição do volume efetivo ao encapsulamento dos agentes.  Foi estudada a ação da conjugação de diferentes polímeros aos lipossomas como alternativa de integração simultânea de uma boa estabilidade, solubilidade e aumento do tempo de vida de circulação na corrente sanguínea.  1.4.3.1. LIPOSSOMAS FURTIVOS   O polietilenoglicol (PEG) tem sido o polímero mais largamente utilizado como estabilizador estérico na formulação de lipossomas furtivos (também denominados lipossomas stealth) desde a década de 90, quando foi reconhecido o seu potencial em estabilizar e aumentar o tempo de vida em circulação de lipossomas por ele funcionalizados. Este polímero apresenta propriedades atrativas à nanomedicina, tais como uma boa biocompatibilidade e reduzida toxicidade, boa solubilidade em meios aquosos e orgânicos e imunogenicidade baixa [39].  O tempo de vida em circulação e, consequentemente, a melhoria da farmacocinética associada aos agentes terapêuticos encapsulados, surge como resultado da inibição da opsonização e absorção de proteínas à superfície lipossomal. O efeito de estabilização produzido pelo PEG resulta da concentração, à superfície, de grupos altamente hidratados, que inibem as interações eletrostáticas e hidrofóbicas dos lipossomas com os componentes sanguíneos [42]. A repulsão estérica às opsoninas resulta numa alteração da biodistribuição dos lipossomas, que permite a sua acumulação no local do tumor, já que os vasos sanguíneos tumorais apresentam uma barreira endotelial com maior permeabilidade capilar quando comparados com os vasos sanguíneos e tecidos saudáveis. Esta característica surge em resultado de junções inter-endoteliais alargadas, um grande número de fenestrações e canais transendoteliais e uma membrana basal descontínua ou ausente [43].  A modificação da superfície dos lipossomas com PEG pode seguir diferentes mecanismos: (i) absorção física do PEG à superfície dos lipossomas; (ii) incorporação de lípidos conjugados com PEG na sua formulação (Figura 1.4); e (iii) ligação covalente dos grupos reativos à superfície dos lipossomas já formados [44]. 
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    Figura 1.4: Representação esquemática da formação de lipossomas furtivos, através da incorporação (aquando síntese) de fosfolípidos conjugados com PEG.  Os lipossomas PEG-ilados, aliados à permeabilidade aumentada, apresentam-se como veículos para o direcionamento passivo de fármacos ao local alvo. Após a sua acumulação no espaço intersticial existente entre as células modificadas, os lipossomas permanecem no fluido extracelular, não permeando as células [45]. Assim, torna-se necessário induzir a libertação dos agentes antineoplásicos para o fluido extracelular para que estes, através do processo de difusão, entrem nas células e exerçam a sua função. Para além do direcionamento ao local alvo, a entrega controlada dos agentes antineoplásicos é um dos grandes objetivos da nanomedicina. Neste sentido, tem sido dada muita atenção às propriedades únicas de nanopartículas magnéticas como componentes integrantes dos sistemas lipossomais [46].   1.5. NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS  As nanopartículas magnéticas (NPMs) são um dos materiais mais largamente estudados e utilizados à nanoescala, cuja aplicação biológica já prevê a sua ação enquanto sensores para deteção de analitos (como DNA, RNA e proteínas), agentes de imagiologia de ressonância magnética (MRI), sistemas de entrega de siRNA em estudos moleculares, e entrega de agentes a organelos subcelulares, 
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o que inclui a entrega celular de compostos hidrofóbicos sem a integração de solventes ou excipientes [46]. De acordo com o descrito em 1.1.1, as alterações físicas e químicas registadas à nanoescala oferecem versatilidade no desenvolvimento de novas abordagens à aplicação biomédica, como resultado do design de nanossistemas com composições e funcionalidades únicas. Nos subcapítulos que se seguem serão caracterizadas as propriedades estruturais e magnéticas associadas às nanopartículas, que deverão ser tidas em conta no desenvolvimento de nanossistemas que integram as NPMs como componentes efetivos de lipossomas furtivos para transporte e entrega de agentes antitumorais.   1.5.1. MAGNETIZAÇÃO E SUSCETIBILIDADE MAGNÉTICA  As nanopartículas magnéticas são caracterizadas por possuir um momento dipolar magnético, que diz respeito à capacidade dos dipolos de se alinharem com um campo magnético externo. Os momentos magnéticos associados aos átomos dos materiais magnéticos têm três origens: (i) spins dos eletrões; (ii) o movimento orbital dos eletrões e (iii) alteração no movimento orbital causado pela aplicação de um campo magnético [47]. Quando um campo magnético externo (H) é aplicado a um material, os dipolos atómicos tendem a alinhar-se ao campo, ficando este com um momento magnético intrínseco que, por unidade de volume, é definido como magnetização (M), segundo a Equação 1.1.  Equação 1.1 𝑀 = 𝛘𝒎ܪ  onde M e H se expressam em A.m-1 e χm, que diz respeito à suscetibilidade magnética, é adimensional. Esta última, para materiais isotrópicos e homogéneos, é definida como o coeficiente de proporcionalidade entre a magnetização e o campo magnético externo e os seus valores permitem classificar os materiais magnéticos em diferentes categorias [47, 48]:    
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o Materiais diamagnéticos: este tipo de materiais apresenta uma suscetibilidade negativa, com valores de suscetibilidade magnética a oscilar entre -10-6 e -10-3, sendo ligeiramente repelidos na presença de campos magnéticos externos. A suscetibilidade dos diamagnéticos surge em resultado do realinhamento das orbitais eletrónicas sob ação de um campo magnético, resultando numa fraca magnetização que se opõe ao campo magnético externo aplicado. Como apresentam todos os eletrões emparelhados, não possuem um momento magnético permanente. Para além disso, não retêm as propriedades magnéticas aquando da remoção do campo magnético externo; 
o Materiais paramagnéticos: os materiais paramagnéticos apresentam uma suscetibilidade magnética positiva com valor reduzidos (10-1 < χm < 10-6), pelo que são ligeiramente atraídos pelos campos magnéticos externos. As suas propriedades magnéticas surgem em resultado da presença de alguns eletrões desemparelhados e ao realinhamento dos eletrões causado pelo campo magnético externo. Na ausência de um campo magnético externo, os momentos magnéticos tendem a alinhar-se com o campo, mas esta tendência é contrariada pela tendência dos momentos possuírem orientações aleatórias em resultado do movimento térmico. A fração de momentos que ficam alinhados com o campo depende da intensidade do campo e da temperatura. Após remoção do campo, não retêm as propriedades magnéticas [49]; 
o Materiais ferromagnéticos: os materiais que exibem ferromagnetismo apresentam suscetibilidades magnéticas positivas e com valores elevados, pelo que são fortemente atraídos pelos campos magnéticos externos e apresentam a capacidade de reter as propriedades magnéticas após remoção do campo externo. Isto acontece já que estes materiais apresentam na sua constituição alguns eletrões desemparelhados e, como resultado, os seus átomos apresentam um dipolo magnético atómico permanente. Como os momentos de dipolo magnético dos átomos exercem fortes forças sobre os momentos dos átomos vizinhos, resulta uma pequena região do espaço onde os momentos estão alinhados uns com os outros, mesmo na inexistência de um campo externo [49]; 
o Materiais antiferromagnéticos: nos materiais que exibem antiferromagnetismo, os momentos magnéticos da maior parte das vizinhanças dos iões estão orientados numa posição antiparalela ao seu próprio momento magnético, pelo que a magnetização total resultante é muito reduzida. Em cada material antiferromagnético, uma ordem específica é estabelecida para a sequência de momentos magnéticos que, em conjunto com a direção relativa dos eixos cristalográficos, controla 
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a estrutura antiferromagnética do material. Sob a influência de um campo magnético externo, o material antiferromagnético torna-se magnetizado e os valores de suscetibilidade magnética variam de 10-4 a 10-6 [50]; 

o  Materiais ferrimagnéticos: o ferrimagnetismo é um caso particular de antiferromagnetismo, no qual os momentos magnéticos da subestrutura apontam para direções opostas e, ao contrário do que acontece nos antiferromagnéticos, têm diferentes magnitudes. O emparelhamento antiferromagnético entre duas substruturas tem como resultado o cancelamento parcial do momento magnético [51]. Este efeito ocorre quando o material é constituído por diferentes tipos de átomos ou quando os iões não são os mesmos (exemplo, Fe2+ numa substrutura e Fe3+ na substrutura adjacente). Os materiais ferrimagnéticos comportam-se, à escala macroscópica, muito similarmente aos ferromagnéticos, apresentando magnetização espontânea abaixo da temperatura de Curie2. A ordem ferrimagnética foi primeiramente sugerida por Néel, em 1948, para explicar o comportamento das ferrites, o qual será explorado com maior detalhe no subcapítulo 1.5.3.  Na Tabela 1.5 estão reunidas as características magnéticas representativas na classificação dos materiais com diferentes propriedades magnéticas.  Tabela 1.5: Características magnéticas representativas na classificação dos materiais com diferentes propriedades magnéticas. Propriedade magnética Direção da polarização relativamente ao campo magnético externo χm relativa Representação esquemática da polarização Diamagnetismo Oposta -10-6 < χm < -10-3  Paramagnetismo A mesma 10-1 < χm< 10-6  Ferromagnetismo A mesma   Antiferromagnetismo Ambas 10-4 < χm < 10-6  Ferrimagnetismo Ambas                                                     2 Temperatura de Curie: temperatura acima da qual os materiais perdem as características ferromagnéticas e passam a comportar-se como paramagnéticos. 
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1.5.2. EFEITO DAS CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS NAS PROPRIEDADES MAGNÉTICAS   Pierre-Ernest Weiss, ao observar que determinados materiais ferromagnéticos apresentavam magnetização nula na ausência de um campo externo, apercebeu-se de que não existia uma orientação global dos momentos magnéticos no material. Sugeriu (baseando-se nos trabalhos de Ampère, Weber e Ewing) a existência de regiões discretas, as quais denominou de domínios ferromagnéticos, que são volumes do material ferromagnético nos quais os dipolos atómicos estão paralelamente alinhados numa ordem preferencial através de interações de troca. Nestes domínios, um grande número de momentos atómicos (tipicamente, entre os valores de 1012 e 1018) estão alinhados paralelamente e o domínio atinge quase a magnetização de saturação. Embora a direção de alinhamento varie de domínio para domínio, de forma relativamente aleatória, existem eixos cristalográficos preferenciais pelos momentos magnéticos, os quais, na ausência de um campo magnético, se irão alinhar aos eixos magnéticos equivalentes. A camada de transição que separa os domínios com diferentes orientações é denominada de parede de Bloch, cuja orientação de magnetização varia entre a direção de um domínio para a direção de outro [52].   A formação dos domínios é um processo que surge em resultado de um balanço entre a energia magnetostática3 (que aumenta proporcionalmente ao aumento do volume do material) e a energia das paredes de Bloch (que aumenta proporcionalmente ao aumento da área interfacial entre os domínios). Tendo em conta que a formação dos domínios é dependente do tamanho da partícula, existe um tamanho ao qual a energia magnetostática iguala a energia interfacial. Este tamanho é designado por diâmetro crítico (Dcr) e, abaixo deste, a energia requerida para criar paredes de Bloch é superior à necessária para suportar a energia magnetostática do estado de domínio único. Assim sendo, para valores inferiores ao diâmetro crítico, as nanopartículas são constituídas por apenas um domínio e, como os momentos magnéticos não se anulam mutuamente, as nanopartículas comportam-se como um momento magnético gigante. Se o tamanho das partículas diminuir para além do tamanho crítico, poderá ser atingido o diâmetro superparamagnético (DSPM), abaixo do qual as partículas ferromagnéticas exibem um comportamento superparamagnético [48, 52].                                                    3 Energia magnetostática ou energia de desmagnetização: energia potencial magnética gerada quando um corpo é sujeito a um campo magnético. A energia magnetostática corresponde a um campo magnético interno que é gerado na direção oposta à magnetização.  
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1.5.2.1. SUPERPARAMAGNETISMO  Um material é considerado superparamagnético quando na sua constituição fazem parte grãos magnéticos de domínio único, com tamanho igual ou inferior ao diâmetro superparamagnético, dispersos num meio não magnético. O diâmetro superparamagnético varia de acordo com o tipo de nanopartículas, já que é dependente do momento magnético espontâneo inerente às mesmas. A comparação das curvas de magnetização características dos materiais, sob ação de um campo magnético externo, permite fazer uma distinção entre o comportamento magnético das nanopartículas superparamagnéticas em relação às ferromagnéticas e paramagnéticas (Figura 1.5). Comparativamente às paramagnéticas, o seu comportamento magnético é semelhante, à exceção da magnetização de saturação que é substancialmente superior. Verifica-se a presença de um loop de histerese na curva de magnetização das nanopartículas ferromagnéticas, já que este loop está relacionado com a presença de vários domínios no material. Assim sendo, após remoção do campo aplicado, a magnetização remanescente associada a este tipo de partículas não é zero. O grau de magnetização que permanece associado às partículas quando o campo aplicado é nulo, é chamado de magnetização remanescente. Ao contrário das nanopartículas ferromagnéticas, as nanopartículas superparamagnéticas não possuem, idealmente, magnetização remanescente. Para além disso, as partículas superparamagnéticas possuem valores de coercividade nulos. A coercividade diz respeito ao inverso do valor de magnetização que deve ser aplicado para que a coercividade volte a zero, após ter sido atingida a magnetização de saturação.  Figura 1.5: Comparação das curvas de magnetização entre materiais superparamagnéticos, ferromagnéticos e paramagnéticos. 
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As nanopartículas, por norma, apresentam uma anisotropia magnética associada, que se traduz numa direção preferencial de alinhamento da magnetização. Na ausência de um campo magnético externo, o momento magnético apresenta duas direções igual e energeticamente favoráveis, que estão separadas por uma barreira energética de magnetização anisotrópica (kv). Quando sujeitas a energia térmica suficientemente elevada para ultrapassar a barreira térmica, os grãos alteram o seu spin e o tempo médio entre duas flutuações térmicas da direção de magnetização é denominado de tempo de relaxação de Néel (τN), calculado segundo a equação de Néel-Arrhenius (Equação 1.2).  Equação 1.2 τ𝑁 = τ଴ ݁ ௞௩௞ಳ𝑇   onde  τ଴ é o tempo característico do material, geralmente entre os valores de 10 -12 e 10-9 s; K designa a densidade energética de anisotropia magnética das nanopartículas e V o seu volume. O produto kv diz respeito ao valor da barreira energética a ultrapassar, para que ocorra uma alteração da direção de magnetização; 𝑘஻ é da constante de Boltzmann e T a temperatura à qual as nanopartículas se encontram. A magnetização do grão depende, em grande medida, do tempo utilizado para medir a magnetização das nanopartículas (τM). Quando este é muito inferior ao tempo de relaxação de Néel (τM << τN), ocorre um estado de bloqueio, no qual a medida de magnetização é apenas a magnetização instantânea registada no início da medição e não há flip. Quando τM >> τN, é medido um valor médio de magnetização no estado superparamagnético. Na prática, estes dois estados (estado de bloqueio e estado superparamagnético) são avaliados em termos de temperatura ao invés de tempo. A temperatura de bloqueio (TB) é a temperatura entre o estado de bloqueio e o estado superparamagnético, onde τM = τN. Abaixo da temperatura de bloqueio, o momento magnético de cada partícula é bem definido; acima da mesma (estado superparamagnético), a direção de magnetização varia constantemente de direção, resultando num momento magnético resultante igual a zero [53, 54].  
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 Tendo em conta que as nanopartículas superparamagnéticas apresentam domínio único, a energia de transição de configuração magnética é proporcionalmente dependente à razão kv/kBT. Assim sendo, à medida que o volume da partícula diminui, os valores da energia anisotrópica diminuem comparativamente aos apresentados para a energia térmica. Atingido o diâmetro crítico, os valores de energia térmica inerentes às nanopartículas superam os valores de magnetização anisotrópica, pelo que a energia térmica é suficiente para que ocorra inversão no spin magnético, não sendo suficientemente grande para ultrapassar a energia de emparelhamento de spin-spin. A magnetização da partícula não é estável e a flutuação da magnetização tem como resultado uma magnetização resultante igual a zero. Assim, torna-se possível extrapolar que o comportamento superparamagnético, e a temperatura de transição do comportamento ferromagnético para o superparamagnético, está altamente dependente do tamanho da mesma. O efeito do tamanho da partícula nas propriedades magnéticas pode ser expresso segundo a Equação 1.3 [55].  Equação 1.3 

ݎ = √6 𝑘஻ܶ𝑘௨3   onde r é o raio da partícula, kB a constante de Boltzmann, T a temperatura e ku a constante de anisotropia. Para além do seu efeito nas propriedades magnéticas, o raio das partículas deverá assegurar um tamanho pequeno o suficiente (inferior a 200 nm), de modo a assegurar a circulação na corrente sanguínea sem que sejam rapidamente metabolizadas e, também, um tamanho grande o suficiente (superior a 10 nm) para permitir a filtração renal e rápida penetração [56]. Para além disso, a aplicação biológica para diagnóstico e/ou terapêutica é também dependente da estabilidade das nanopartículas em água a pH neutro e à salinidade fisiológica. Tal estabilidade é também dependente do tamanho das partículas, que precisam de ser suficientemente pequenas para que não ocorra precipitação devido a forças gravitacionais. Tendo em conta que ao superparamagnetismo estão associadas reduzidas magnetizações remanescentes, este tipo de nanopartículas diminui a 
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possibilidade de aglomeração in vivo, ganhando vantagem em relação a outro tipo de nanopartículas [56].   1.5.3. NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO DE FERRO SUPERPARAMAGNÉTICO  Um dos grupos de nanopartículas magnéticas mais abundantemente utilizadas/estudadas para aplicação em biomedicina são as nanopartículas de óxido de ferro superparamagnético (SPION, do inglês, superparamagnetic iron oxide nanoparticles). Apresentam na sua composição básica iões de ferro, oxigénio e/ou grupos hidróxido, sendo distinguidas umas das outras na diferença de valência do ião de ferro e na estrutura cristalina geral.   Este grupo de nanopartículas é alvo de especial interesse científico devido às propriedades únicas, as quais incluem uma boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e um processo de síntese relativamente simples [57]. A magnetite (Fe3O4) e a maghemite (γ-Fe2O3) são os óxidos de ferro principais dentro da categoria das SPIONs, cuja aplicação já inclui MRI, transportadores de genes para terapia génica, transportadores de fármacos para entrega, nanoadjuvantes para produção de anticorpos, e agentes terapêuticos para tratamentos do cancro baseados em hipertermia. As ferrites, nanopartículas magnéticas pertencentes à categoria de SPION, foram o grupo de nanopartículas envolvidas como componente magnético neste projeto, já que o controlo da distribuição catiónica na sua estrutura cristalina permite modelar as suas propriedades magnéticas.  1.5.3.1. FERRITES  O termo ferrite é utilizado para uma classe de compostos de óxidos magnéticos que contém óxido de ferro como composto principal. As ferrites podem apresentar um dos três tipos de simetrias estruturais: espinela, hexagonal e Garnet. Esta classificação tem por base o tamanho apresentado pelas mesmas, a carga dos iões metálicos que balanceiam a carga dos iões de oxigénio e as suas quantidades relativas. Tendo em conta que as ferrites hexagonais apresentam importância de funcionalidade acrescida em aplicações magnéticas permanentes e as Garnet em dispositivos microondas, as ferrites em espinela são as que se enquadram no contexto funcional deste projeto, apresentando propriedades magnéticas que vão de acordo aos objetivos experimentais.    
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A estrutura da ferrite em espinela foi determinada, primeiramente, por Bragg [58]. As ferrites que cristalizam em estrutura de espinela apresentam a fórmula geral AB2O4, onde A e B são as posições catiónicas que se organizam numa estrutura tetraédrica e octaédrica, respetivamente, e O diz respeito ao lugar aniónico ocupado pelo oxigénio. São também representadas pela fórmula geral MeFe2O4, onde Me representa um catião metálico divalente (Fe, Co, Ni, Mn, Zn, Cd, Cu, Mg ou Ca) e Fe3+ é o ião catiónico trivalente.  A célula unitária4 da ferrite em espinela apresenta estrutura cúbica, que é constituída por um cubo formado por 8 moléculas de MeFe2O4. A estrutura cristalográfica é formada pelos aniões5 (iões de oxigénio) numa estrutura cúbica de face centrada (FCC), na qual os catiões (mais pequenos) ocupam os lugares intrínsecos. Estes lugares catiónicos não equivalentes diferem na coordenação com os iões de oxigénio, podendo ser tetraédricos e octaédricos. Os locais tetraédricos estão rodeados por quatro iões de oxigénio, enquanto os octaédricos estão rodeados por seis. Uma célula unitária cúbica é constituída por 64 espaços tetraédricos e 32 espaços octaédricos, dos quais apenas 8 e 16 estão ocupados por iões metálicos, respetivamente. A geometria dos locais intersticiais ocupados numa célula unitária está representada na Figura 1.6.   Figura 1.6: Representação esquemática da geometria de uma ferrite com estrutura em espinela invertida (Fe3O4) e respetiva distribuição iónica nos lugares tetraédricos (A) e octaédricos (B).                                                  4 Forma de representação da unidade que se repete indefinidamente numa estrutura cristalina. 5 A estrutura cristalina em espinela é determinada principalmente pelos iões de oxigénio, uma vez que o raio aniónico do oxigénio é substancialmente superior ao raio dos iões metálicos que compõem a partícula. 
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De acordo com a distribuição dos catiões, que diz respeito à ordem de como os iões ocupam os espaços vazios nas posições A e B, as estruturas em espinela são classificadas como normais, invertida ou parcialmente invertida. Nas espinelas normais todos os catiões Me2+ ocupam as posições A, enquanto os iões Fe23+ ocupam as posições B. Nas ferrites em espinela invertida, os iões Fe3+ estão igualmente distribuídos pelas posições A e B, enquanto os iões Me2+ estão totalmente localizados na posição B. Na estrutura das espinelas parcialmente invertida, tanto os iões Me2+ como os Fe3+ se encontram distribuídos entre as duas posições. Neste tipo de configuração, é tida em conta a contribuição do grau de inversão associado a cada um dos iões. Esta distribuição depende das condições físico-químicas da preparação. Na Tabela 1.6 estão apresentadas as classificações das ferrites em espinela, de acordo com a distribuição aniónica pelas posições [A] e [B], bem como a representação simbólica da orientação dos momentos magnéticos dos iões na estrutura cristalina e, como tal, a respetiva contribuição magnética para o momento magnético total da ferrite. A distribuição dos iões nas diferentes posições é resultado de um complexo balanço de contribuições energéticas (tais como a magnitude do raio iónico, configuração eletrónica, energia eletroestática da estrutura, energia de Bohr dos iões, entre outras), pelo que é difícil fazer uma previsão dessa distribuição [59].  Tabela 1.6: Classificação das estruturas apresentadas pelas ferrites em espinela de acordo com a distribuição catiónica dos iões bivalentes e trivalentes pelas posições A e B. [A] representa a posição de estrutura tetraédrica e [B] a posição de estrutura octaédrica. As setas, que se encontram por baixo da fórmula estrutural, são representações simbólicas da orientação dos momentos magnéticos dos iões (uns em relação aos outros) na estrutura cristalina.  Estrutura da ferrite em espinela Fórmula estrutural e distribuição catiónica Normal  Invertida  Parcialmente invertida   
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As interações existentes entre os iões que ocupam as posições [A] e [B] são responsáveis pelas propriedades magnéticas apresentadas pela ferrite. Estas interações foram explicadas por Néel [60], sendo distinguidas três tipos de interações magnéticas, as quais: a. Interações [AB]: resultam da interação entre os catiões presentes na posição [A] (tetraédrica) com os catiões presentes na posição [B] (octaédrica); b. Interações [BB]: resultam da interação dos catiões presentes na posição [B]; c. Interações [AA]: resultam da interação dos catiões presentes na posição [A]. A contribuição desta interação é muito reduzida, devido à distância que separa os catiões nesta posição, pelo que é desconsiderada. A interação [AB] é mais forte e negativa comparativamente à [61] e orienta os momentos da posição [A] de forma antiparalela relativamente aos da posição [B]. Assim sendo, e partindo do princípio que os iões que ocupam as duas posições apresentam momentos magnéticos diferentes, resulta num momento total que é igual à diferença dos momentos entre as duas posições (mT = mB – mA). É esta diferente contribuição magnética em cada uma das posições que explica o ferrimagnetismo (abordado em 1.5.1). No cálculo do momento magnético das ferrites invertida parciais, é necessário ter em conta o grau de inversão apresentado pelos iões. As ferrites escolhidas como componente magnético do nanossistema desenvolvido ao longo deste projeto foram as ferrites de magnésio (MgFe2O4) e as ferrites mistas de magnésio com substituição parcial por iões de cálcio (Mg1-xCaxFe2O4) em diferentes proporções estequiométricas. As ferrites de magnésio apresentam uma estrutura em espinela parcialmente inver tidaTendo em conta que o ião de magnésio não apresenta momento magnético, é o ião de Fe3+ quem contribui para o momento magnético apresentado pelas partículas (em resultado do grau de distorção a ele associado). A substituição parcial pelos iões Ca2+ na estrutura cristalina das ferrites de MgFe2O4 oferece vantagens para as características gerais das nanopartículas, já que a presença de cálcio, ao invés de metais pesados, é biocompatível e ecológica. Para além disso, apresenta elevada estabilidade térmica mesmo a temperaturas elevadas. Por outro lado, as ferrites de cálcio apresentam menor magnetização de saturação quando comparadas a outro tipo de ferrites [62]. A escolha destes dois iões recai, fundamentalmente, na vantagem que as propriedades resultantes da sua presença oferecem à efetividade no alcance de uma hipertermia localizada. Essas propriedades serão exploradas no subcapítulo 1.6.2.1, após a contextualização teórica da técnica. 
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1.5.3.2. MECANISMOS DE DISSIPAÇÃO DE CALOR Quando nanopartículas superparamagnéticas são colocadas sob um campo magnético alternado (AMF, do inglês, alternating magnetic field), podem ser excitadas de forma a gerar calor. As SPION podem produzir calor através de um mecanismo de perda obtido pela rotação dos momentos magnéticos, de modo a ultrapassar a barreira energética, cuja energia é gerada pela relaxação dos momentos das nanopartículas para a sua orientação de equilíbrio. O mecanismo de dissipação de calor nas ferrites, e sendo elas superparamagnéticas, é resultado do atraso na relaxação do momento magnético através da relaxação de Néel e relaxação Browniana e não por perdas de histerese. Isto acontece já que o AMF aplicado é mais curto do que os tempos de relaxação magnética das partículas. A relaxação de Néel promove a dissipação de calor quando a partícula é sujeita a um campo magnético com energia suficiente para alterar o dipolo magnético da partícula entre duas orientações estáveis antiparalelas, separadas por uma barreira energética. A relaxação Browniana acontece quando a anisotropia magnética da partícula é suficientemente elevada para ultrapassar a resistência de inércia e o campo magnético aplicado faz com que a partícula rode no fluido onde se encontra, enquanto o momento magnético da partícula se mantém fixo relativamente ao eixo cristalográfico. O calor, neste tipo de relaxação, é provocado por colisões com outras partículas. Assim, sob ação de um AMF, os dipolos magnéticos das nanopartículas realinham-se rapidamente com o campo, o que leva a uma fricção magnética dos dipolos que se alinham contra os eixos preferenciais e, desse modo, geram calor. A contribuição relativa de cada um dos processos no aquecimento das partículas ainda não está estudada em detalhe. No entanto, teoricamente, sabe-se que é necessário garantir os parâmetros ótimos de tamanho, amplitude e frequência aplicados para que a relaxação de Néel alcance os resultados desejados [63]. A utilização de nanopartículas magnéticas que dissipam energia através da relaxação de Néel é preferida, em ensaios clínicos, já que a relaxação Browniana é diretamente dependente da viscosidade do meio. Assim, os valores da taxa de aquecimento obtidos in vivo aproximam-se dos obtidos in vitro. No que diz respeito aos valores do campo passíveis de aplicar de forma tolerável pelo paciente, está reportado que o valor do produto entre a frequência e a amplitude não deverão exceder o valor de 5x109 Am-1s-1 [64].  
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1.6. MAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM EM TERAPIA ONCOLÓGICA  De acordo com o mencionado no capítulo 1.4.3, a encapsulação de agentes quimioterápicos em lipossomas soluciona alguns dos problemas associados à terapia oncológica convencional, através da melhoria da estabilidade e farmacocinética do fármaco, bem como a diminuição da exposição dos tecidos aos agentes tóxicos. No entanto, por si só, estes sistemas coloidais não dão resposta à elevada biodistribuição, em resposta consequente da reduzida seletividade tumoral. A coligação das vantagens únicas dos lipossomas às vantagens intrínsecas das nanopartículas magnéticas pretende ser uma estratégia no colmatar destes problemas. Os nanossistemas resultantes, e desenvolvidos ao longo deste projeto (Figura 1.7), são denominados magnetolipossomas e são distinguidos em dois tipos: (i) Magnetolipossomas aquosos (AMLs): onde as nanopartículas magnéticas estão dispersas na fase aquosa do lipossoma; (ii) Magnetolipossomas sólidos (SMLs): onde um cluster de nanopartículas magnéticas está rodeado pela bicamada lipídica.    Figura 1.7: Representação esquemática de AMLs e SMLs furtivos encapsulando moléculas de curcumina.  O núcleo magnético, rodeado por uma componente lipídica, permite modelar o transporte e acumulação intencional do sistema no local alvo, a libertação controlada do fármaco e, também, uma terapia dual que combina a libertação do fármaco com o aquecimento local num processo de hipertermia. 
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1.6.1. MAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM AO TRANSPORTE E LIBERTAÇÃO CONTROLADA DE CURCUMINA  A presença de um núcleo magnético faz dos magnetolipossomas sistemas magneticamente responsivos, cuja estimulação por diferentes tipos de campos magnéticos externos permite tirar partido de diferentes naturezas de respostas magnéticas, que têm um papel fundamental no direcionamento e entrega controlada da curcumina. É possível obter um direcionamento magnético dos magnetolipossomas PEG-ilados ao focalizar um campo magnético permanente no local alvo, fora do corpo do paciente e aquando da sua injeção, devido ao efeito de permeabilidade e retenção aumentada (EPR, do inglês, enhanced permeability and retention effect ) presente na vasculatura tumoral [65] (Figura 1.8). A eficácia de direcionamento deste tipo de sistemas está reportada em ratos, sem que ocorra disrupção da bicamada lipídica e libertação do conteúdo durante o trajeto [66].    Figura 1.8: Representação esquemática do direcionamento magnético de magnetolipossomas furtivos ao local alvo em resultado da ação de um campo magnético permanente, aplicado ex vivo.  Já no local, torna-se necessário induzir a libertação da curcumina do nanossistema para o ambiente externo, que é conseguida através da ação dual do aquecimento das nanopartículas e do comportamento, dependente da temperatura, dos lípidos. Abaixo da temperatura de transição (Tm), os lípidos estão na fase gel, organizados em estruturas rígidas e bem organizadas. Quando esta 
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temperatura é ultrapassada, a interação hidrofóbica entre as cadeias lipídicas diminui, atingindo-se a fase líquido-cristalina, mais fluida. Assim, ao escolher a composição lipídica dos magnetolipossomas, é possível modelar a temperatura de transição do próprio sistema e, como tal, modelar a sua permeabilidade [67]. Com o aumento da permeabilidade, aumenta também a libertação do composto encapsulado. As nanopartículas, enquanto componente magnético, são passíveis de gerar gradientes de temperatura sob ação de um campo magnético externo, o que faz deles sistemas termossensíveis. Para que seja possível a aplicação in vivo, os nanotransportadores termossensíveis deverão reter o fármaco à temperatura biológica, aproximadamente 37ºC, e libertá-lo quando o ambiente tumoral aquece a temperaturas entre os 40 – 42ºC (Figura 1.9)    Figura 1.9: Representação esquemática das alterações morfológicas dos magnetolipossomas aquando ultrapassada a temperatura de transição, com consequente disrupção das cadeias lipídicas e libertação de curcumina  Para além de estimular a disrupção das membranas e consequente libertação do fármaco, quando sujeitas a um campo sob frequência e amplitude adequadas, o aumento da temperatura permite induzir a hipertermia simultaneamente com a quimioterapia.    1.6.2. MAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM À HIPERTERMIA  A hipertermia é uma abordagem terapêutica adjuvante, na qual o paciente é sujeito a ondas eletromagnéticas com frequências na ordem das centenas de MHz, que consiste em manter o local tumoral a temperaturas entre os 43°C e os 46°C, de modo a impedir os processos de regulação e 
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crescimento das células tumorais. Nestas temperaturas, o calor provoca danos estruturais nas células tumorais (na membrana celular e no citoesqueleto), em sistemas enzimáticos necessários à síntese e reparação de DNA e, também, danifica as estruturas de tubulina e actina, levando à apoptose celular [61, 68]. Para além dos danos diretos nas células, a hipertermia poderá induzir a uma sinergia com a quimioterapia, visto que as células se tornam mais sensíveis aos compostos (Figura 1.10). Isto acontece já que o aumento da temperatura induz um aumento da circulação sanguínea dentro do tumor, o que resulta numa maior perfusão e oxigenação do centro do tumor, que é um núcleo pouco vascularizado e resistente à ionização. Seria ideal focalizar o AMF no local alvo, de modo a evitar que nanopartículas que tenham eventualmente escapado do sistema e se tenham acumulado em regiões vulneráveis (como o fígado e os rins), aqueçam e causem danos nesses órgãos [69].    Figura 1.10: Representação esquemática da ação sinérgica da hipertermia magnética, acionada na presença de um campo magnético alternado, com a atividade quimioterápica da curcumina.  O tipo de hipertermia local que se pretende com este tipo de nanossistemas é chamada de hipertermia magnética fluida, que consiste na dispersão das nanopartículas magnéticas no local alvo sob ação de um campo magnético alternado, com a frequência e força suficiente para causar o aquecimento das nanopartículas. Esta técnica é efetiva se a concentração de nanopartículas no local alvo for consideravelmente superior à presente nos ambientes vizinhos (saudáveis) e, também, se as 
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partículas possuírem uma elevada taxa de absorção específica (SAR, do inglês, Specific Absorption Rate) [70]. Este termo refere-se à capacidade de aquecimento que um fluido magnético tem e é definida como a taxa à qual a energia eletromagnética é absorvida por unidade de massa (Equação 1.4) e retrata a eficiência de conversão de energia AMF em energia térmica [71]. É, então, necessário que as nanopartículas magnéticas possuam elevada SAR para que a quantidade de nanopartículas, força do campo magnético e frequência a aplicar seja reduzida.  Equação 1.4 

ܵ𝐴ܴ = ܥ ݐ∆ܶ∆) )( ͳ݉ )  onde C é o calor específico da amostra (J/g K), ∆ܶ é a variação da temperatura, ∆ݐ é o tempo decorrido até atingir a temperatura e ݉ é a massa do material magnético presente na amostra. Os valores de SAR são representados em Watt por grama.  Esta eficiência de aquecimento, para além de fundamental no processo de hipertermia, é influenciada por vários parâmetros, de entre os quais: (i) o campo magnético aplicado; (ii) o diâmetro das nanopartículas; (iii) a anisotropia das nanopartículas e (iv) o comportamento coletivo do sistema [72]. É necessário, portanto, um estudo integrado destas propriedades para garantir eficácia na aplicação terapêutica in vivo. O uso dos magnetolipossomas neste tipo de aplicação está geralmente limitada ao uso em tumores locais, e não em metástases ou disseminações. No entanto, são a melhor opção no caso de tumores que não são cirurgicamente removíveis, por serem demasiado hemorrágicos ou por estarem localizados em locais de alto risco, tais como o cérebro.  1.6.2.1. IMPORTÂNCIA DAS FERRITES DE MAGNÉSIO E FERRITES MISTAS NA HIPERTERMIA  Está reportado [73] que as ferrites de magnésio, MgFe2O4, apresentam excelente relação entre a capacidade de aquecimento e a frequência do campo magnético utilizado. Quando sujeitas a frequência na ordem dos 300 kHz (frequência típica utilizada na hipertermia magnética), este tipo de ferrites apresenta uma capacidade de aquecimento superior a outro tipo de ferrites [73]. Para além 
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disso, a presença dos iões de magnésio é fundamental à boa biocompatibilidade, já que são necessários à hidrólise de ATP para geração de energia, estabilidade genómica e atividade catalítica de quase todos os sistemas enzimáticos no processamento do DNA. A alteração do tamanho das partículas tem influência nas propriedades eletromagnéticas por elas apresentadas. O raio iónico associado aos iões Mg2+ é de 0,66 Å e o de Fe3+ é de 0,99 Å. Como o raio iónico do Ca2+ é de 0,99 Å (sabendo que 1 Å é o raio iónico limite à formação de ferrites na estrutura em espinela), a sua utilização como substituto parcial na estrutura cristalina das ferrites de magnésio tem, portanto, influência nas suas propriedades magnéticas. Está reportado [62] que esta substituição parcial permite atingir uma maior geração de calor e biocompatibilidade sob ação de um AMF, quando comparadas às ferrites de magnésio. Para além disso, este tipo de ferrites mistas apresenta capacidade de aquecimento até aos 45ºC sob ação de um AMF de baixa frequência [74].                
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CAPÍTULO 2 - TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO  Ao longo deste capítulo descrevem-se as bases teóricas associadas às técnicas de caracterização que foram tidas em conta no sustentar metodológico do trabalho experimental. São explorados os princípios e instrumentação da espetroscopia de absorção e fluorescência, da difusão dinâmica de luz, microscopia eletrónica e análise magnética. Estes princípios serão acompanhados com as expressões matemáticas aplicadas na extrapolação dos dados nos resultados apresentados no capítulo 3.  2.1. PRINCÍPIOS E INSTRUMENTAÇÃO DA ESPETROSCOPIA DE ABSORÇÃO UV-VISÍVEL   2.1.1. NATUREZA DA RADIAÇÃO ELETROMAGNÉTICA  A radiação eletromagnética é resultado da oscilação de dois tipos de campos, o campo elétrico e o campo magnético, que oscilam perpendicularmente um em relação ao outro e em relação à direção de propagação da onda (Figura 2.1). Trata-se, portanto, de uma onda transversal e, como tal, é passível de polarização [1].   Figura 2.1: Representação esquemática da oscilação dos vetores da componente elétrica e magnética da radiação eletromagnética em propagação no espaço. Adaptado de: Nature of Radiation- NDT Resource Center.  



42  
As ondas eletromagnéticas propagam-se à velocidade da luz (c) e são caracterizadas pela sua frequência (ν ) e comprimento de onda (λ ). A frequência corresponde ao número de ciclos por segundo que passam num ponto do espaço, enquanto o comprimento de onda é definido pela distância entre duas cristas ou vales consecutivos na onda. Estas duas grandezas relacionam-se de acordo com a Equação 2.1.  Equação 2.1 ܿ = λ ∙ 𝜈   onde c apresenta o valor da velocidade da luz no vácuo (3x108 m.s-1), λ é descrito em metros (m) e ɋ em hertz (Hz).  No início do século XX Max Planck observou que apenas é permitido à matéria absorver ou emitir valores discretos de energia, impulsionando a descoberta dos fotões, que se tratam de partículas elementares, ou quantum, de luz. Conclui-se, então, que a radiação eletromagnética se trata de uma forma de energia que apresenta uma natureza dual, exibindo simultaneamente propriedades de onda e partícula (fotão), onde os valores de energia passíveis de ser assumidos na transição entre estados respondem à Equação 2.2.  Equação 2.2 ܧ௙௢௧ã௢ =  ℎ𝜈 =  ℎܿ/𝜆    onde Efotão expressa a energia do fotão em joules (J) e h é a constante de Planck, apresentando um valor igual a 6.626x10-34 Js. Esta equação permite deduzir que ondas eletromagnéticas de alta frequência apresentam um comprimento de onda reduzido e elevada energia assoc iada. Já as de baixa frequência apresentam elevado comprimento de onda e baixa energia. O espetro eletromagnético é uma representação da distribuição contínua da radiação eletromagnética desde comprimentos de onda muito curtos (raios gama) até comprimentos de onda muito longos (microondas). Verifica-se que a região do visível se encontra entre as regiões do infravermelho e ultravioleta, apresentando comprimentos de onda entre os 400 nm e 750 nm [1]. 
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2.1.2. INTERAÇÃO LUZ -MATÉRIA  A radiação eletromagnética propaga-se em linha reta em meios uniformes e poderá sofrer alterações no seu percurso quando encontra determinados materiais ou meios. Ao incidir na matéria poderá ser transmitida (T), refletida (α) ou absorvida (Ɍ).  Sendo a espetrometria resultante do estudo da interação entre a radiação eletromagnética com os átomos e moléculas, a espetroscopia UV-visível é resultado da absorção de fotões nas gamas do ultravioleta e visível do espetro eletromagnético. Quando absorvidos, os fotões transferem as quantidades discretas de energia que carregam para os átomos e moléculas, podendo resultar na transição de eletrões de um nível energético de menor energia para um nível energético superior. Para que esta transição ocorra é necessário que a energia associada ao fotão absorvido seja igual ou superior à diferença de energias entre os dois estados energéticos [1, 2].    2.1.3. NÍVEIS DE ENERGIA E ESTADOS ELETRÓNICOS  Os átomos apresentam energia eletrónica, a qual está associada à distribuição dos eletrões em torno do núcleo. No caso das moléculas a energia molecular interna é resultado da contribuição de diferentes energias (Equação 2.3).  Equação 2.3 ܧ௧௢௧௔௟ = .௘௟௘௖ܧ + .௥௢௧ܧ  +  ௩𝑖௕௥௔.  onde Eelec.   é a energia eletrónica, Erot.   a energia rotacional associada à molécula (como um todo) em torno do seu centro e Evibra. a energia vibracional associada aos átomos da sua constituição. Assim, para cada nível eletrónico, estão associados níveis vibracionais e rotacionais que, de igual forma, possuem níveis de energia discretos associados e previsíveis pela resolução da equação de Schrödinger.  Os níveis de energia vibracional apresentam-se em maior proximidade quando comparados aos níveis de energia eletrónica, permitindo que fotões de baixa energia (na região do infravermelho) promovam alterações vibracionais nas moléculas. Já os níveis de energia rotacional das moléculas apresentam ainda menor distância entre si quando comparadas aos estados de energia vibracionalܧ
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(Figura 2.2). Assim, e ao contrário dos átomos, o espetro de absorção UV-visível associado às moléculas apresenta-se através de bandas ao invés de linhas espetrais finas e singulares. Essas bandas demonstram que as moléculas absorvem uma gama de comprimentos de onda diferentes e, por isso, as transições de nível eletrónico são acompanhadas por alterações simultâneas nos vários níveis vibracionais e rotacionais [3]. Para além disso, as moléculas em solução exercem influência umas nas outras, o que contribui igualmente na distorção das linhas espetrais em bandas.  A absorção de energia nas gamas da região espetral utilizadas em espetroscopia UV-visível envolvem, por norma, eletrões das orbitais π e n (orbitais ligantes e não ligantes, respetivamente), o que requer a presença de pelo menos um grupo funcional insaturado na molécula. A absorção de radiação a esses comprimentos de onda é responsável maioritariamente por transições π → π* e n → π*, já que as transições n → σ* e σ → σ* requerem radiações mais energéticas.    Figura 2.2: Representação esquemática dos níveis de energia eletrónica, vibracional e rotacional associados às moléculas.   
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2.1.4. LEI DE LAMBERT-BEER Ao incidir um feixe de luz monocromática numa solução contendo uma substância absorvente a esse comprimento de onda, uma parte será absorvida e outra parte será transmitida. A fração de luz transmitida (ou transmitância, T) poderá ser calculada através da relação entre a intensidade de incidência (I0) e a intensidade de luz transmitida (I) segundo a Equação 2.4 [1]. Que permite determinar o valor da absorvância segundo a relação apresentada na Equação 2.5.  Equação 2.4 ܶ = Iܫ଴  Equação 2.5 ܶ =  ͳͲ− ୠୡ ↔ − logܶ = bc ↔  ↔ 𝐴ܾݏ =  − logܶ  A amostra teste está, por norma, bastante diluída num solvente que não absorve uma quantidade significativa de luz nos comprimentos de onda de interesse; assim, o grau de absorção apresentado é dependente da concentração do soluto, permitindo determinar de forma quantitativa a concentração a que se encontra uma solução diluída. Para determinar a quantidade de luz absorvida pela amostra é aplicada a lei de Lambert-Beer, que relaciona o grau de absorvância da amostra com a concentração a que se encontra (Equação 2.6).  Equação 2.6 𝐴ܾݏ = bc   onde Abs corresponde à absorvância,  ao coeficiente de absorção molar da espécie (M-1 cm-1), b é a largura da célula (cm) que contém a amostra e c à concentração da mesma (M). Os valores de transmitância variam entre 0 e 1. O coeficiente de absorção molar é definido como a capacidade de uma espécie química absorver luz a um comprimento de onda específico e é característico de cada composto.  
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2.1.5. ESPETROFOTÓMETRO DE DUPLO FEIXE  A espetroscopia de absorção de luz UV-visível torna possível a identificação de moléculas (análise qualitativa). De acordo com os grupos funcionais que constituem os compostos, os comprimentos de onda absorvidos por estes são diferentes. Através da aplicação da lei de Lambert -Beer é possível quantificar a concentração a que a solução se encontra (análise quantitativa). O espetrómetro de absorção mede o grau em que a luz é absorvida por um composto ao longo do espectro UV e visível. É considerada, geralmente, como região ultravioleta a porção de gamas entre 200 e 400 nm e como região do visível a porção de gamas entre os 400 e 750 nm. O espetrofotómetro possui uma fonte de luz que atravessa um monocromador onde os comprimentos de onda do feixe de luz visível e UV são separados por um prisma e cada feixe monocromático é dividido em dois feixes de igual intensidade. Um desses feixes é desviado para a célula que contém a amostra de estudo enquanto o outro feixe irá atravessar a célula de referência (esta célula contém apenas o solvente puro para permitir a subtração da intensidade de luz absorvida pelo solvente). A intensidade dos feixes é reconhecida e comparada por detetores e os valores são comparados e dispostos, como produto final, num gráfico de absorvância versus comprimento de onda [1, 4].  2.2. PRINCÍPIOS E INSTRUMENTAÇÃO DA ESPETROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA    2.2.1. TRANSIÇÕES ENTRE ESTADOS ELETRÓNICOS  À temperatura ambiente as moléculas ocupam o estado fundamental (S0) já que a energia térmica não é suficiente para permitir a transição dos eletrões para níveis eletrónicos superiores. Quando absorvem radiação a um comprimento de onda adequado, a energia do fotão é transferida para um eletrão particular, que por sua vez sofre uma transição para um nível de energia superior (Sn>0). Depois de excitada, a molécula poderá ocupar um estado excitado singleto ou estado excitado tripleto. A diferença entre estes estados reside na orientação do spin dos eletrões. Segundo o princípio de exclusão de Pauli, uma orbital poderá conter o máximo de 2 eletrões, que por sua vez deverão apresentar spins opostos com o número quântico de spin correspondente a +1/2 e -1/2. No que diz respeito ao estado singleto, o eletrão ao efetuar a transição mantém a mesma orientação de spin que 
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apresentava aquando emparelhado no estado fundamental, ou seja, uma orientação de spin oposta ao seu par. Já no estado tripleto o eletrão altera a orientação do spin, ficando com a orientação paralela à orientação apresentada pelo eletrão em S0 (Figura 2.3) [5].    Figura 2.3: Configuração dos spins dos eletrões no estado fundamental singleto e nos estados excitado singleto e tripleto.  A equação de multiplicidade (M) definida como M=|2S+1|, onde S é referente à soma total dos momentos angulares de spin, permite avaliar em que estado se encontra a molécula. Quando a orientação de spin do eletrão não se altera (eletrões emparelhados) a soma dos momentos angulares de spin é igual a zero e, portanto, M=1. Neste contexto a molécula apresenta-se num estado excitado singleto. Havendo alteração da orientação do spin, a soma dos momentos angulares de spin terá o valor de 2, pelo que M=3, característico das moléculas num estado excitado tr ipleto. Depois da absorção e consequente excitação, a energia associada ao eletrão excitado deverá ser dissipada através de vários processos radiativos e não radiativos, que incluem:  

o Relaxação vibracional; 
o Conversão interna; 
o Cruzamento intersistemas; 
o Fluorescência; 
o Fosforescência. 
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2.2.2. PROCESSOS RADIATIVOS E NÃO RADIATIVOS O diagrama de Jablonski6 é um diagrama de energia, comumente utilizado para representar os processos que ocorrem depois da absorção e antes da emissão de fotões. Na Figura 2.4, as linhas horizontais e a negrito representam os limites dos níveis eletrónicos de energia, seguidos de linhas horizontais mais finas que representam os vários níveis de energia vibracional a eles associados. Os estados eletrónicos singletos são representados pela letra S seguido do número do estado, sendo S0 o estado fundamental, e os estados eletrónicos tripletos são representados pela letra T.  Após a absorção, a relaxação vibracional é provavelmente o primeiro processo a ocorrer já que se apresenta como um processo muito rápido, entre 10-14 e 10-11 segundos. Neste processo, o eletrão que ocupa um dos diferentes níveis vibracionais associados ao estado de energia excitado, perde rapidamente o excesso de energia vibracional, através de colisões, e desce para o nível vibracional do estado excitado singleto de menor energia. À medida que os níveis eletrónicos aumentam, a distância e energia associada entre si diminui assim como a distância entre os diferentes níveis vibracionais. Quanto maior é a proximidade de distribuição destes níveis, maior a probabilidade de o eletrão transitar para um nível vibracional de um nível de energia inferior e com a mesma multiplicidade de spin. Esta transição denomina-se de conversão interna. Poderá ocorrer dissipação da energia num processo entre dois níveis isoenergéticos pertencentes a estados eletrónicos de diferente multiplicidade. Neste processo, o eletrão num estado singleto excitado transita para um estado tripleto excitado alterando a multiplicidade de spin do eletrão, processo denominado de cruzamento intersistemas. Segundo a regra de Hund, o estado tripleto tem uma energia menor do que a do estado singleto da mesma configuração. Uma das vias possíveis para que o eletrão, em estado tripleto excitado, volte ao estado fundamental é através do processo radiativo de fosforescência, apresentando um tempo entre os 10-4 e os 10-1 segundos [5].  Tendo em conta a enorme diferença de energia associada entre o estado fundamental e o primeiro estado de excitação, a conversão interna de um eletrão para o estado fundamental é muito lenta, pelo que há competição por parte de outro tipo de processos. Embora a fluorescência seja um processo lento (entre 10-9 e 10-7 segundos), passa a competir, no primeiro estado de excitação, com                                                  6 Denominação em homenagem ao físico Aleksander Jabłoński. 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Aleksander_Jab%C5%82o%C5%84ski&action=edit&redlink=1
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estes processos não radiativos. Por sua vez é improvável que aconteça em estados de energia superiores, já que a velocidade da relaxação vibracional e da conversão interna é muito superior.   Figura 2.4: Diagrama de Jablonski em representação da absorção e processos intramoleculares radiativos e não radiativos.  2.2.3. FENÓMENO DE FLUORESCÊNCIA E CARACTERÍSTICAS DE EMISSÃO   A fluorescência é um processo radiativo no qual o eletrão no estado singleto excitado, e sem mudar de orientação de spin, transita para o estado fundamental com emissão de um fotão (transição S1 S0). A energia do fotão emitido é igual à energia associada à transição. No entanto, esse valor é sempre inferior à energia de excitação. Esta diferença é conhecida como desvio de Stokes e acontece devido à dissipação rápida de energia através de processos não radiativos para o nível vibracional mais baixo de S1, bem como o decaimento para níveis vibracionais superiores de S0.  Para além disso, o gráfico associado à emissão de fluorescência é característico de cada molécula, independentemente do comprimento de onda de excitação, e apresenta-se como a imagem no espelho do espetro de absorção, já que o processo de excitação eletrónica não altera de forma significativa a geometria nuclear.   
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2.2.4. TEMPO DE VIDA E RENDIMENTO QUÂNTICO DE FLUORESCÊNCIA O tempo de vida de fluorescência (τ) é um parâmetro cinético associado a um fluoróforo que determina o tempo em que a molécula permanece no estado excitado e disponível à interação com o meio. É inversamente proporcional à soma de processos radiativos (kr) e dos processos não radiativos (knr), de acordo à Equação 2.7.  Equação 2.7 τ =  ͳkr + knr  Por norma, os tempos de vida de fluorescência assumem valores próximos dos 10 ns, que é um tempo relativamente longo quando comparado com a escala dos eventos moleculares. Durante este tempo, o fluoróforo poderá ser sujeito a um conjunto de transformações, desde redistribuição eletrónica ou alteração da sua geometria, de forma a promover reorganização das moléculas envolventes. Tendo em conta todos os processos de desexcitação passíveis de ocorrer após a absorção de fotões, o cálculo do rendimento quântico de fluorescência (ΦF) permite avaliar a proporção de eletrões que foram desativados através do processo de fluorescência e é resultado da razão do número de fotões emitidos e do número de fotões absorvidos. Tendo em conta os processos não radiativos capazes de devolver os fotões ao estado fundamental, o rendimento quântico do número de fotões emitidos por fluorescência poderá ser definido em função das velocidades dos processos de desexcitação a partir de S1 segundo a Equação 2.8.  Equação 2.8 ΦF = ௞𝐹௞𝐹+௞𝐼಴+௞𝐼𝑆಴  

 onde kF corresponde à constante de velocidade do processo de fluorescência, kIC à constante de velocidade do processo de conversão interna e kISC à constante de velocidade do processo de cruzamento intersistemas [5].   



51  
2.2.5. ANISOTROPIA DE FLUORESCÊNCIA  O grau de polarização de emissão de uma molécula é descrito através da anisotropia de fluorescência, que surge como resultado da existência de momentos de transição para a absorção e para a emissão. No estado fundamental os fluoróforos assumem uma orientação aleatória. Quando sujeitos à excitação por parte de uma luz polarizada, são preferencialmente excitados aqueles cujos momentos de transição de absorção estão orientados ao longo do vetor elétrico da luz de excitação, processo denominado por fotoseleção.  Na maioria dos testes experimentais, a amostra é excitada com luz polarizada verticalmente, onde o vetor elétrico de excitação se encontra em posição paralela ao eixo vertical (eixo z). O equipamento de análise possui um polarizador de emissão que quantifica a intensidade de emissão da amostra. No decorrer deste trabalho foram realizadas medições de anisotropia de fluorescência em estado estacionário, r, calculadas segundo a Equação 2.9 [6, 7].  Equação 2.9 ݎ = − 𝑉𝑉ܫ  𝑉𝑉ܫVHܫܩ  + VHܫ 𝑉𝑉 eܫ 𝑉𝐻  ondeܫܩʹ  são as intensidades dos espetros de emissão obtidos com polarização vertical e horizontal (com luz de excitação polarizada verticalmente), respetivamente, e ܩ = 𝐻𝑉ܫ 𝐻𝐻ܫ/   é o fator de correção instrumental, sendo ܫ𝐻𝑉 e ܫ𝐻𝐻  as intensidades de emissão obtidas com polarização vertical e horizontal, respetivamente. A luz emitida por parte de um fluoróforo excitado poderá ser despolarizada por um conjunto de fatores associados tanto às características do fluoróforo como do meio onde este se encontra. O tempo de correlação rotacional (τc) e o tempo de vida de fluorescência ሺτF) são dois fatores, entre outros, que afetam os valores de polarização e consequente anisotropia. O tempo de correlação rotacional é o tempo de difusão rotacional de uma partícula em solução, que depende do tamanho e forma da partícula bem como da viscosidade do meio envolvente. Para fluoróforos de dimensão reduzida em soluções de reduzida viscosidade, a taxa de rotação de difusão rotacional é superior ao tempo de vida de fluorescência, pelo que a luz emitida pelo fluoróforo é despolarizada e o valor de anisotropia é zero. Em meios de maior viscosidade o tempo de correlação rotacional é inferior ao tempo de vida do fluoróforo, ocorrendo polarização antes da emissão, o que resulta na emissão de luz 
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polarizada por parte do fluoróforo. A anisotropia em estado estacionário relaciona-se com o tempo de vida do estado excitado e o tempo de correlação rotacional do fluoróforo segundo Equação 2.10 [6, 7].  Equação 2.10 ͳݎ = ͳݎ଴ (ͳ + ττ௖ )  onde ݎ଴ é a anisotropia intrínseca, τ o tempo de vida do estado excitado e τ௖ o tempo de correlação rotacional. As dependências da anisotropia fazem dela uma técnica de bastante utilidade e eficácia nas áreas biológicas, já que poderá ser utilizada para determinação da mobilidade e tamanho proteico, quantificar e avaliar processos de transferência de energia por ressonância entre proteínas, avaliar a difusão rotacional e orientação de fluoróforos em membranas biológicas [8].   2.2.6. TRANSFERÊNCIA DE ENERGIA RESSONANTE DE FÖRSTER   A transferência de energia ressonante de Förster (FRET) é um processo físico de transferência não radiativa de energia, que permite medir e avaliar complexos moleculares a distâncias entre os 10 Å e os 100 Å. Esta transferência ocorre por ressonância entre os eletrões em estado eletrónico excitado da molécula dadora fluorescente e os eletrões da molécula aceitadora, através de interações dipolo-dipolo, sem que ocorra transferência de eletrões.  A eficiência deste processo está dependente de um conjunto de pressupostos que devem ser cumpridos, os quais incluem [9, 10]:  a. O espetro de emissão de fluorescência da molécula dadora deverá ser sobreponível com o espetro de absorção da molécula aceitadora; b.  Ambas as moléculas (dadora e aceitadora) devem apresentar uma proximidade entre os valores de 10 Å e os 100 Å; c. O dador e o aceitador deverão apresentar orientações de transição do dipolo aproximadamente paralelas.  
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d. O tempo de vida de fluorescência da molécula dadora deverá apresentar a duração suficiente para permitir a transferência de energia para a molécula aceitadora. A distância entre as duas moléculas apresenta-se como um dos fatores mais decisivos à efetividade do processo, sendo que a sua eficiência (E) depende inversamente da sexta potência dessa distância, segundo a Equação 2.11.  Equação 2.11 

E =  ܴ଴6ܴ଴6 +  r6  onde Ro corresponde à distância de Förster, na qual a transferência de energia possui 50% de eficiência, e r diz respeito à distância efetiva entre o dador e o aceitador. O valor de Ro varia de acordo com as propriedades espetrais das moléculas, dependendo do rendimento quântico de fluorescência do dador na ausência do aceitador, da orientação angular das moléculas e do índice de refração da solução. A termos práticos, a eficiência do FRET (ФFRET) pode ser obtida pelo rácio da intensidade de fluorescência integrada do dador na presença do aceitador (ܨ஽஺ሻ e na ausência do mesmo (ܨ஽ሻ, segundo a Equação 2.12.  Equação 2.12 Фி𝑅ா𝑇 = ͳ − ஽ܨ஽஺ܨ   A partir da eficiência de FRET é possível calcular a distância entre as moléculas dadora e aceitadoras (Equação 2.13).  Equação 2.13 
஺஽ݎ =  ܴ଴ (ͳ − Фி𝑅ா𝑇Фி𝑅ா𝑇 )ଵ/6  
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onde R0 é o raio de Förster (distância critica), que pode ser obtido pela sobreposição espetral, J(λ), entre a emissão do dador e a absorção do aceitador, de acordo às Equação 2.14 e Equação 2.15.  Equação 2.14 ܴ଴ = Ͳ,ʹͳͲ8 [𝑘ଶ஽ ଴ ݊−ସܬሺλሻ]ଵ/6  Equação 2.15 ܬሺλሻ =  ∫଴∞ ܫ஽ሺλሻ஺ሺλሻλସ݀λ  onde K2=2/3 é o fator orientacional assumindo a orientação aleatória das sondas, ஽ ଴ o rendimento de fluorecnencia do dador na ausência de transferência de energia, n o índice de refração do meio, ܫ஽ሺλሻ o espetro de fluorescendia do dador normalizado pelo que ∫଴∞ ܫ஽ሺλሻdλ = ͳ e ஺ሺλሻ é o coeficiente de absorção molar do aceitador.  2.2.7. INSTRUMENTAÇÃO E FUNCIONAMENTO DO ESPETROFLUORÍMETRO  O espetrofluorímetro é o equipamento utilizado para obtenção de sinais de emissão de fluorescência (espetros de fluorescência), bem como na obtenção de espetros de excitação. Possui, na sua constituição, três componentes essenciais: uma fonte de luz, dois monocromadores e um detetor. A fonte de luz fornece radiação nas gamas do ultravioleta e visível, existindo vários tipos de lâmpadas que poderão ser utilizadas, como lâmpadas de tungsténio, mercúrio e de xénon. Por norma, a potência associada a estas lâmpadas é superior à usada em espetroscopia de absorção.  Os monocromadores são componentes que permitem decompor os comprimentos de onda oriundos da fonte de radiação utilizando uma rede de difração. O monocromador de excitação, posicionado depois da fonte de luz, realiza a seleção do comprimento de onda em que pretendemos excitar a amostra. Já o monocromador de emissão, posicionado depois da amostra, realiza a seleção dos comprimentos de onda dos sinais de radiação emitida pela amostra (Figura 2.5) [11]. São, portanto, utilizados para obtenção de dois tipos de espetros: espetros de emissão de fluorescência e espetros de excitação. 
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Para a obtenção de espetros de emissão de fluorescência (que representa a intensidade de fluorescência em função do comprimento de onda de emissão) é selecionado, de forma fixa no monocromador de excitação, um comprimento de onda em que o fluoróforo apresente absorção, sendo avaliados no segundo monocromador todos os comprimentos de onda de emissão que a amostra compreende naquele valor de excitação. Para obtenção do espetro de excitação (que representa a intensidade de fluorescência em função do comprimento de onda de excitação) é necessário fixar o monocromador de emissão num valor de comprimento de onda em que o fluoróforo emite, sendo que o primeiro monocromador faz variar os comprimentos de onda nos quais a amostra apresenta excitação.  A disposição em que se encontram os diferentes componentes do espetrofluorímetro é um aspeto fundamental a ter em conta. Ao contrário do que acontece no espetrofotómetro de absorção, onde o detetor se encontra na direção da radiação incidente, o espetrofluorímetro possui o monocromador de emissão e o detetor numa posição a 90° em relação à fonte de luz. Sendo o sinal de intensidade de emissão inferior à intensidade de incidência, esta geometria permite garantir que os sinais recebidos pelo detetor correspondem aos sinais de emissão de fluorescência e não à radiação transmitida pela amostra.    Figura 2.5: Representação esquemática do posicionamento dos componentes que compõem o espetrofluorímetro.   



56  
2.3. DIFUSÃO DINÂMICA DE LUZ  A difusão dinâmica de luz (DLS) é uma técnica analítica, baseada no princípio de difusão de luz, utilizada para medir a distribuição de tamanho de partículas em solução. Este método apropria-se de duas condições, sendo elas a assunção de que as partículas se encontram em movimento browniano, que essas partículas são esféricas e com um diâmetro reduzido quando comparado às dimensões moleculares.  A interação de um feixe de luz monocromática (como um laser) com uma solução de partículas resulta em alterações do comprimento de onda da luz incidente, já que as moléculas que compõe o fluido difundem a luz incidente em todos os sentidos e sem perdas de energia. A taxa de flutuação da intensidade de luz difundida em determinado ângulo é medida ao longo do tempo, permitindo determinar a velocidade associada ao movimento browniano das partículas.  O movimento browniano é o princípio fundamental na técnica de DLS, já que quanto maior o tamanho apresentado pelas partículas, menor será o esse movimento e maior será a dispersão de luz. Pelo contrário, quanto menor o seu tamanho, maior será o número de colisões e menor o espalhamento de luz. Este tipo de movimento aleatório torna possível extrair o coeficiente de difusão translacional (Dt) que, através da equação de Stokes-Einstein (Equação 2.16) permite o cálculo do diâmetro hidrodinâmico (Def) das partículas.   Equação 2.16  ܦ௘௙ =  ,௧  onde kB representa a constante de Boltzmann, T a temperatura e Ʉ a viscosidade do solvente. O correlador, componente integrante do sistema de DLS, mede os valores de intensidade da luz difundida em diferentes instantes de tempo, permitindo obter a função de correlação da intensidade de luz difundida. O gráfico referente a esta função permite avaliar, a priori, o tamanho das partículas, já que em partículas pequenas a correlação desaparece mais rapidamente quando comparadas com partículas de maiores dimensões. Aplicando um conjunto de algoritmos chega-seܦ஻ܶ͵𝜋Ʉܭ



57  
então, ao valor de difusão translacional necessário à aplicação na equação de Stokes-Einstein, permitindo a determinação do valor de diâmetro hidrodinâmico.  Para além do tamanho, esta técnica permite obter o potencial Zeta. Este parâmetro está relacionado a carga superficial das partículas aquando suspensas num fluido, oferecendo informações acerca da estabilidade da dispersão ou mesmo para confirmar o revestimento das partículas. Quanto maior for o valor absoluto do potencial zeta, maiores são as repulsões eletrostáticas e, como tal, melhor o grau de dispersão das partículas. Pelo contrário, quando este valor se aproxima de valores perto do zero, a formação de agregados torna-se mais provável [12].   2.4. DIFRAÇÃO DE RAIOS-X  A técnica de difração de raios-X (XRD, do inglês, X-Ray Diffraction) baseia-se na natureza dual onda/partícula dos raios-X e tem como objetivo obter informação sobre a estrutura cristalina dos materiais, permitindo a sua caracterização e identificação tenho por base o padrão de difração apresentado. É resultado de uma interferência construtiva entre raios-X monocromáticos e a amostra cristalina. Quando satisfeita a Lei de Bragg (n λ = 2d sinɅ), a interação entre os raios incidentes e a amostra produz uma interferência construtiva. Esta lei relaciona o comprimento de onda da radiação eletromagnética com o angulo de difração e o espaçamento da rede na amostra cristalina. A direção das difrações possíveis depende do tamanho e forma da célula unitária do material, já a sua intensidade depende do tipo de arranjo entre os átomos na estrutura cristalina.  Os raios-X, gerados por um cátodo, são filtrados de modo a produzir radiação monocromática. São direcionados à amostra e faz-se variar o ângulo de incidência (dentro da gama 2Ʌ) ao longo da amostra, de modo a garantir que todas as direções da rede são alcançadas. Quando a geometria dos raios-X incidentes satisfazem a equação de Bragg, ocorre uma interferência construtiva evidenciada por um pico de intensidade (Figura 2.6). Os raios-X difratados são detetados e processados. A conversão dos picos de difração em espaçamento (d) permite a identificação do mineral, por comparação a um padrão de referência, já que esses espaçamentos são característicos do mineral. Esta técnica é de elevada utilidade na medida em que permite a caracterização de materiais cristalinos, determinação das dimensões da célula unitária, avaliar o grau de pureza da amostra, medir a orientação dos grãos, entre outras [13, 14]. 
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 Figura 2.6: Representação esquemática da aplicação de difração de raios-X enquanto técnica elucidativa da estrutura atómica tridimensional, sob aplicação da equação de Bragg.  2.5. MICROSCOPIA ELETRÓNICA  A microscopia eletrónica surge como alternativa aos problemas de resolução apresentados pela microscopia ótica, já que, segundo a fórmula de Abbe e à sensibilidade associada aos nossos olhos, não permite visualizar estruturas inferiores a 0,2 µm.  Com o crescente avanço tecnológico surgem, por necessidade, os microscópios eletrónicos que utilizam uma fonte de eletrões (ao invés de luz visível) e detetores apropriados. Tendo em conta que os eletrões possuem comportamento de onda e um comprimento de onda muito inferior ao da luz visível, permitem fazer distinções de estruturas inferiores a 1 nm. As amostras a analisar necessitam de um tratamento prévio já que serão sujeitas a alto vácuo, de modo a permitir a que o feixe de eletrões viaje em linha reta sem interferências do ar. De acordo com o espécime em análise são adotadas diferentes técnicas tais como a fixação química, a criofixação, desidratação, a cobertura com um material condutor, entre outras.  Este tipo de microscopia tornou-se fundamental em áreas como as ciências biológicas (localização proteica, tomografia celular, imagiologia de tecidos e farmacêutica), na indústria (caracterização e deteção de partículas, microcaracterização 2D e 3D e dinâmica de materiais) e na investigação (nanoprotótipos, teste de equipamentos, qualificação de materiais e nanometrologia).      
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2.5.1. MICROSCOPIA ELETRÓNICA DE VARRIMENTO  Os microscópios eletrónicos de varrimento possuem na sua constituição uma fonte de eletrões (canhão de eletrões) que comumente se trata de um filamento de tungsténio que é aquecido, através de corrente elétrica, a uma temperatura superior a 2500 °C de modo a permitir a emissão térmica de eletrões. A fonte de eletrões encontra-se no topo de uma coluna em vácuo que contém um conjunto de ânodos e cátodos (que criam uma diferença de potencial que resulta numa aceleração dos eletrões na coluna), de lentes eletromagnéticas e aberturas que condensam os feixes de eletrões, de modo a permitirem focar e controlar o feixe na amostra. Os eletrões, ao interagirem com a amostra, poderão ser absorvidos, refletidos ou induzir a libertação de eletrões secundários, que serão captados por diferentes tipos de detetores, de modo a formar uma imagem como produto final. Existem dois tipos de detetores essenciais neste tipo de equipamento, o detetor de eletrões secundário e o detetor de eletrões back-scatter. O primeiro deteta os eletrões secundários libertados (que correspondem aos eletrões retirados da órbita dos átomos que compõem a amostra) e permitem a formação de uma imagem de alta resolução espacial e topográfica, já que são libertados da parte superficial da amostra. O detetor back-scatter recolhe os sinais dos eletrões que ao incidirem na amostra são refletidos com elevada energia. As imagens que resultam deste detetor possuem menor resolução quando comparadas à formada pelos eletrões secundários, já que dão informação a maiores profundidades. No entanto, fornecem informação composicional.  Assim, o feixe de eletrões, ao varrer a amostra em estudo e de acordo com o número de eletrões que chegam aos detetores conduz à criação de padrões de contraste que são traduzidos em imagens.  2.6.  DISPOSITIVO SUPERCONDUTOR DE INTERFERÊNCIA QUÂNTICA (SQUID)  Um dispositivo supercondutor de interferência quântica (SQUID, do inglês, Superconducting Quantum Interference Device) é um detetor de campos magnéticos altamente sensível, capaz de medir campos magnéticos de 5×10-18 T (tesla). Qualquer sinal magnético ou baixa frequência elétrica que possam ser convertidos no sinal de fluxo magnético, serão detetados com elevado grau de sensibilidade pelo SQUID. Utiliza as propriedades de quantização de fluxo e o efeito de Josephson para 
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detetar pequenas alterações magnéticas. O efeito Josephson (descoberto por Brian Josephson em 1962) é uma manifestação de coerência quântica de longo alcance nos supercondutores e prevê que uma corrente supercondutora pode fluir entre dois supercondutores separados por uma camada de isolador fina (junção de Josephson). O elemento central de um SQUID é um anel feito por um material supercondutor com uma ou mais junções de Josephson [15]. Devido à natureza supercondutora, o sensor necessita de ser mantido a temperaturas criogénicas, normalmente dentro de uma camara isoladora. As aplicações desta técnica alcançam a investigação magnética, estudos das propriedades eletrónicas dos materiais, estudos de paleomagnetismo e pesquisa biomagnética.                       
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CAPÍTULO 3 – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL   Ao longo deste capítulo, descrevem-se as metodologias de preparação e caracterização dos componentes integrantes dos sistemas envolvidos no decorrer deste trabalho. Serão incluídos, no procedimento experimental, detalhes das propriedades físico-químicas dos reagentes utilizados, condições de preparação das soluções stock, bem como as condições de análise dos vários materiais. A espetroscopia de absorção foi realizada num espetrofotómetro Shimadzu UV-vis-NIR, modelo UV-3101PC, em células de absorção de quartzo com 10 mm de percurso ótico. Já na espetroscopia de fluorescência foi utilizado um espetrofluorímetro Fluorolog 3, equipado com monocromadores duplos (na excitação e emissão), sendo os espetros de fluorescência obtidos corrigidos para a resposta instrumental do sistema. Para as medidas de anisotropia de fluorescência em estado estacionário, foram utilizados polarizadores Glan-Thompson, com suporte de células de temperatura controlável. As medidas de difusão dinâmica de luz (DLS) foram realizadas pelo equipamento NANO ZS Malvern Zetasizer, a 25 °C, usando um laser He-Ne com um comprimento de onda de 632,8 nm e um ângulo de deteção de 173°.  Todas as soluções foram preparadas em solventes de grau espetroscópico e água ultrapura (grau Mili-Q).    3.1. MÉTODOS DE PREPARAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS    MAGNÉTICAS  Este trabalho integrou a síntese de três tipos distintos de nanopartículas de ferrites com estrutura em espinela: (i) MgFe2O4; (ii) Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e (iii) Ca0.75Mg0.25Fe2O4. Estas nanopartículas formam a componente magnética integrante dos magnetolipossomas e a sua escolha recai nas diferentes vantagens, tanto a nível biológico como a nível físicoquímico, que oferecem à efetividade terapêutica dos nanossistemas. Após a sua síntese, foram realizados estudos de caracterização estrutural, composicional e de resposta magnética, de modo a garantir que os requisitos teóricos, abordados em 1.5.3.1, eram garantidos experimentalmente. 
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3.1.1. PREPARAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE FERRITE DE MAGNÉSIO E MISTAS  Tanto as ferrites de magnésio (MgFe2O4), como as ferrites mistas de magnésio com substituição parcial por iões de cálcio (Ca1-xMgxFe2O4), foram sintetizadas através do método de coprecipitação, já que se trata de um método simples, barato e que permite a obtenção de uma grande quantidade de nanopartículas por reação [3, 4]. A sua síntese é resultado de uma mistura de óxidos. Foi utilizado como precursor de ferro o cloreto de ferro (III) hexahidratado (FeCl3∙6H2O, de massa molar 270,30 g/mol), como percursor de cálcio o acetato de cálcio hidratado (CH3COO2Ca∙H2O, de massa molar 158,17 g/mol) e como percursor de magnésio foi utilizado sulfato de magnésio (MgSO4, de massa molar 120,37 g/mol). Foi preparada uma solução stock de hidróxido de sódio (NaOH, de massa molar 40,00 g/mol) a uma concentração de 6 M, em água. No método de coprecipitação, o pH da solução metálica é aumentado pela adição de uma base que promove a precipitação dos hidróxidos, pelo que a solução de hidróxido de sódio foi o agente de precipitação da reação. A síntese das ferrites mistas envolveu, à semelhança do descrito em [5, 6], a preparação de uma solução de mistura da qual faziam parte os percursores de magnésio e cálcio (na molaridade correspondente ao tipo de ferrite a sintetizar) e o precursor de ferro, num rácio molar de 1:2,  respetivamente. Para tal, fez-se dissolver a massa associada à molaridade dos precursores apresentados na Tabela 3.1 a 2 ml de água ultrapura (grau Milli-Q).  Tabela 3.1: Precursores, respetiva concentração e massa utilizados na preparação da solução de mistura para a síntese das ferrites mistas de magnésio com substituição parcial por iões de cálcio.     Precursores   MgSO4  CH3 COO2 Ca ∙ H2 O FeCl3  ∙ 6 H2 O Mg0 .25Ca0.75Fe2O4 Concentração 0,25 M 0,75 M 2 M Massa 30,0 mg 118,62 mg 540 mg Mg0 .75Ca0.25Fe2O4 Concentração 0,75 M 0,25 M 2 M Massa 90,3 mg 39,54 mg 540 mg 
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A solução de mistura foi adicionada, gota a gota, a 5 mL da solução básica de hidróxido de sódio, previamente aquecida num banho a 90°C, sob agitação magnética constante. O precipitado obtido foi centrifugado, a uma velocidade de 5000 rpm durante 5 minutos, de modo a proceder à lavagem das partículas. De seguida, e descartado o sobrenadante, foram adicionados 3400 µL de água desionizada e repetiu-se a lavagem até não se verificar a formação de espuma nos tubos e, como tal, eliminar resíduos dos reagentes utilizados. O precipitado obtido foi seco a 100 °C (de modo a evaporar toda a água adicionada) e sujeito ao processo de calcinação, a uma temperatura de 600°C durante 30 minutos. No que diz respeito às ferrites de magnésio, embora igualmente sintetizadas através do método de coprecipitação, diferem da metodologia de síntese das ferrites mistas. Utilizou-se como precursor de ferro o sulfato de ferro (II) heptahidratado e como precursor de magnésio o sulfato de magnésio, MgSO4. Foram adicionados, à metodologia de síntese, o ácido sulfúrico (numa diluição de 10%) e o oxalato de potássio monohidratado.  O processo de síntese foi iniciado pela preparação das soluções 1 e 2, de acordo com a massa/volume de reagentes apresentados na Tabela 3.2, dissolvidos em água desionizada. Feitas as soluções, adicionou-se a solução 1 (previamente aquecida a 75°C) à solução 2 e colocou-se a mistura num banho a 90°C, durante 15 minutos, sob agitação constante. Passado o período de tempo requerido e arrefecida à temperatura ambiente, procedeu-se à centrifugação da mistura, seguida de secagem na estufa. Já seco, sujeitou-se o precipitado ao processo de calcinação a uma temperatura de 600 °C durante 3 horas.   Tabela 3.2: Condições de preparação das soluções envolvidas na metodologia de síntese das ferrites de magnésio.   Reagente Massa/Volume Solução 1 MgSO4 1,08 g FeSO4 ∙ 7 H2O 1,39 g H2SO4 (10%) 200 µl H2O 10 ml Solução 2  COOK 1,0178 g H2O 15 ml 
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De modo a melhorar as propriedades de dispersão das partículas, foi adicionado ácido cítrico num rácio molar de 2:1 (ácido/nanopartículas, respetivamente) sob agitação magnética, a uma temperatura de 90°C durante a noite [5].   3.1.2. CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL POR DIFRAÇÃO DE RAIOS-X Após a síntese, procedeu-se ao estudo de avaliação da cristalinidade das nanopartículas através do método de difração de raios-X. As medidas desta técnica foram levadas a cabo num difratómetro Philips PW1710 com radiação CuKα na configuração Bragg-Brentano.  As ferrites MgFe2O4 foram analisadas segundo o método de Rietveld pelo software de análise FullProf. O método de Rietveld permite, segundo parâmetros selecionados pelo operador, minimizar as diferenças entre o padrão experimental (dados obtidos) e um modelo teórico, baseado numa estrutura cristalina hipotética e, também, nos parâmetros instrumentais (padrão calculado). A aplicação deste método na análise dos dados obtidos por XRD permite melhorar a informação da estrutura cristalina e, assim, confirmar a estrutura cristalina hipotética, refinar parâmetros de estrutura, posições atómicas, parâmetros térmicos, orientação preferencial, tamanho das partículas e obter informação sobre as quantidades relativas em cada fase. Já as ferrites mistas foram sujeitas a uma análise preliminar análise pelo software Match!. Este software, desenvolvido pela empresa de tecnologia de software científico Crystal Impact, permite a identificação das fases presentes na amostra através da comparação do padrão de difração obtido com os padrões de referência que compõe a base de dados intrínseca ao software. Assim sendo, esta metodologia permite a confirmação da formação das ferrites, de possíveis contaminações e, também, de parâmetros estruturais inerentes às mesmas, tais como o tamanho médio, através da aplicação da equação de Scherrer (Equação 3.1).  Equação 3.1 𝜏 =  cos𝜃 ߚ𝜆 ܭ
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onde 𝜏 é o tamanho médio dos domínios médios ordenados, ܭ a constante da forma geométrica (tipicamente assume o valor de 0,9), 𝜆 é o comprimento de onda dos raios-X, ߚ é largura a meia altura de um pico de intensidade e cos𝜃 é o ângulo de Bragg (em graus).  3.1.3. CARACTERIZAÇÃO DAS PROPRIEDADES MAGNÉTICAS  A caracterização das propriedades magnéticas das ferrites foi realizada no Instituto de Física dos Materiais da Universidade do Porto (IFIMUP), tendo sido efetivados no Magnetómetro Supercondutor de Interferência Quântica (Design Quântico MPMS5XL). Os ensaios foram realizados à temperatura ambiente aplicando um campo magnético até aos 5,5 T. Foram realizados ensaios de dependência da temperatura de magnetização e medidas do ciclo de histerese de magnetização [6]. Nos ensaios de dependência da temperatura de magnetização, foram utilizadas temperaturas numa gama entre os 5 K e os 350 K. As curvas foram obtidas pelo arrefecimento da amostra sob um campo magnético aplicado de H = 100 Oe (arrefecimento com campo, FC), seguido da medição da magnetização com o aumento da temperatura (campo aplicado de H = 50 Oe). Posteriormente, e atingidos os 350 K, a amostra foi novamente arrefecida sem aplicação de nenhum campo magnético (arrefecimento sem campo, ZFC) e, novamente, registaram-se as medidas de magnetização sob aumento contínuo da temperatura, com um campo magnético de H = 50 Oe. A partir do comportamento das curvas de FC e ZFC, é possível obter a temperatura de bloqueio (TB) das nanopartículas superparamagnéticas [7]. As medidas do ciclo de histerese foram realizadas fixando a temperatura e medindo a magnetização em função de uma série de campos magnéticos aplicados. Estas curvas fornecem informações acerca da magnetização máxima das partículas, o grau ao qual a amostra permanece magnetizada após remoção do campo, e a facilidade com que a magnetização é revertida (campo coercivo).  3.2. MÉTODO DE PREPARAÇÃO DE LIPOSSOMAS  Foram sintetizados lipossomas baseados em fosfatidilcolina do ovo (Egg-PC) seguindo o método de injeção etanólica, que se baseia na injeção de uma solução etanólica, contendo fosfolípidos, 
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a um meio aquoso sob vigorosa agitação [8, 9]. Foi preparada uma solução stock de Egg-PC, fornecido pela Sigma-Aldrich, à concentração de 0,18 M em clorofórmio. Iniciou-se o procedimento de síntese através da injeção da solução etanólica lipídica. A preparação desta solução consistiu na evaporação do clorofórmio, através de uma corrente de azoto ultrapuro comprimido, presente no volume de solução correspondente a 10-3 M de Egg-PC. De seguida, procedeu-se à sua redissolução em etanol absoluto, sendo depois adicionada a quantidade adequada de solução etanólica do composto antitumoral, de forma a ter a concentração final de 2x10-6 M em composto. Finalizado o procedimento, injetou-se a solução etanólica, gota a gota e sob a agitação do vortex, à solução aquosa (água desionizada ao volume correspondente). Durante o procedimento, a solução aquosa encontrava-se à temperatura ambiente, já que a temperatura de transição de fase do Egg-PC ocorre entre os valores de -5 °C e -15 °C [1].   3.3. MÉTODOS DE PREPARAÇÃO DE MAGNETOLIPOSSOMAS   De acordo com o desenvolvido em 1.6, foram preparados magnetolipossomas aquosos e sólidos. Para cada um destes nanossistemas magnéticos foram realizados quatro tipos de ensaios de avaliação: (i) prova de síntese dos magnetolipossomas; (ii) prova e taxa de encapsulamento de curcumina na bicamada lipídica; (iii) ensaios de interação dos nanossistemas com modelos de membrana e (iv) ensaios de interação dos nanossistemas furtivos com modelos de membrana.    3.3.1. PREPARAÇÃO DE MAGNETO LIPOSSOMAS AQUOSOS E ENCAPSULAMENTO DE CURCUMINA  À semelhança do que foi descrito na metodologia de síntese dos lipossomas, os magnetolipossomas aquosos foram igualmente preparados através do método de injeção etanólica. Foi preparada uma solução etanólica lipídica para a injeção, constituída por 10 -3 M do lípido Egg-PC (redissolvido em etanol absoluto) e 2x10-6 M de curcumina [1, 10]. Esta solução de mistura foi adicionada, gota a gota e sob agitação em vortex, a uma solução aquosa de nanopartículas (à temperatura ambiente). A preparação da solução aquosa de nanopartículas iniciou-se pela dispersão das nanopartículas num banho de ultrassons, seguida da mistura das nanopartículas no volume de 
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água desionizada correspondente, de modo a obter uma solução aquosa de ferrites à concentração de 4x10-4 M. A interação dos lípidos com a solução aquosa promove a auto-organização espontânea de bicamadas lipídicas em torno da dispersão de nanopartículas, resultando na formação dos AMLs (Figura 3.1). Finaliza-se a metodologia de preparação com uma lavagem por decantação magnética, com auxílio de um magneto, onde é retirado o sobrenadante contendo os AMLs. Isto acontece, já que as ferrites não encapsuladas apresentam melhor resposta ao campo magnético aplicado comparativamente às encapsuladas.    Figura 3.1: Representação esquemática da síntese de AMLs, com encapsulamento de curcumina na bicamada lipídica, como resultado da injeção da solução de mistura (Egg-PC e curcumina dissolvidos em etanol) numa solução aquosa de dispersão de nanopartículas.  Para proceder aos ensaios de interação não específica dos AMLs com modelos de membrana, foi acrescentada à solução etanólica o volume correspondente a 2x10-6 M da sonda fluorescente Nile Red, que atuou como aceitador de energia nos ensaios de FRET. Esta sonda (Figura 3.2) de massa molar 318,37 g/mol, apresenta um comprimento de excitação máxima aos 553 nm e de emissão máxima aos 637 nm, tendo sido fornecido pela Fluka.   Figura 3.2: Representação esquemática da estrutura química da sonda fluorescente Nile Red. 
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No que diz respeito aos ensaios de interação envolvendo AMLs furtivos, foi acrescentado à metodologia de síntese um lípido marcado com polietilenoglicol (DSPE-PEG2000). Para tal, fez-se variar a proporção de lípidos, mantendo a concentração total de 10 -3 M, dos quais 95% corresponderam a Egg-PC e 5% a DSPE-PEG2000, sendo que a concentração de fármaco e de Nile Red mantiveram a concentração de 2x10-6 M. A Tabela 3.3 reúne os reagentes e respetivas concentrações molares utilizados na metodologia de síntese para cada um dos três tipos de ensaios realizados com AMLs.  Tabela 3.3: Reagentes e respetivas concentrações molares utilizadas na metodologia de síntese dos AMLs nos diferentes ensaios.   [Egg-PC] [curcumina] [Nile Red] [DPPE-PEG] Prova de síntese de AMLs 10-3  M 2x10-6  M ___________________ ___________________ Prova e taxa de encapsulamento de curcumina nos AMLs 10-3  M 2x10-6  M ___________________ ___________________ Interação de AMLs com modelos de membrana 10-3  M 2x10-6  M 2x10-6  M ___________________ Interação de AMLs furtivos com modelos de membrana 9,5x10-4  M 2x10-6  M 2x10-6  M 5x10-5  M   3.3.2. PREPARAÇÃO DE MAGNETOLIPOSSOMAS SÓLIDOS E ENCAPSULAMENTO DE CURCUMINA  A preparação dos magnetolipossomas sólidos seguiu o método de preparação desenvolvido por Rodrigues e colaboradores [5]. Estes sistemas foram desenvolvidos já que foi demonstrado que as propriedades magnéticas apresentadas pelos AMLs são piores que as apresentadas pelas nanopartículas singularmente, enquanto nos SMLs essas propriedades se mantêm similares [11]. Iniciou-se a metodologia pela dispersão dos diferentes tipos de ferrites num banho de ultrassons. De seguida, perfez-se um volume de 10 µl com água ultrapura, tendo-se a concentração de 3x10-4 M de cada tipo de ferrite e ultrassonificou-se durante 1 minuto a uma amplitude de 90 W. Já dispersas, adicionou-se o volume de 3 mL de clorofórmio, que resultou na formação de agregados de nanopartículas. Antes de efetuar a primeira injeção lipídica, aqueceu-se a solução aquosa das ferrites 
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a uma temperatura superior à temperatura de transição do DPPC, ou seja, superior a 41°C [12]. De seguida e sob agitação vigorosa em vórtex, adicionou-se rapidamente o volume correspondente aos 10-3 M de DPPC, formando a primeira camada lipídica em volta dos agregados de nanopartículas. Depois disto, procedeu-se à lavagem por decantação magnética, de modo a remover da solução as ferrites não encapsuladas. Foi descartado o sobrenadante, já que as nanopartículas encapsuladas apresentam melhor resposta ao campo magnético externo aplicado. Esta etapa foi repetida tantas vezes quanto as necessárias até não se verificar a formação de espuma.  Os procedimentos efetuados após a formação da primeira camada lipídica variam de acordo com o ensaio em causa. Os ensaios de prova da formação da bicamada lipídica em volta dos agregados de nanopartículas, que foi realizada através de ensaios de FRET, envolveram a síntese de três tipos diferentes de nanossistemas:  a. Magnetolipossomas sólidos com a primeira camada lipídica marcada, aos quais lhes foi adicionado um lípido marcado com nitrobenzoxadiazole (NBD-C12-HPC) após formação da primeira camada;  b. Magnetolipossomas sólidos com a segunda camada lipídica marcada, aos quais lhes foi adicionado um lípido marcado com Rodamina (Rh-DOPE) após formação da segunda camada; c.  Magnetolipossomas sólidos com ambas as camadas lipídicas marcadas, aos quais lhes foi adicionado NBD-C12-HPC e Rh-DOPE (Figura 3.3) à primeira e segunda camada lipídica, respetivamente.    Figura 3.3: Representação esquemática da estrutura química da molécula de NBD-C12-HPC e da molécula de Rh-DOPE (adaptado de [1, 2]). NBD-C12-HPC Rh-DOPE 
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O ensaio de prova e taxa de encapsulamento da curcumina nos nanossistemas foram realizados através da avaliação de emissão de fluorescência da curcumina aquando incorporada nos SMLs, comparativamente ao sistema de lipossomas sem nanopartículas. Para tal, após injeção da primeira camada, e respetiva lavagem por decantação magnética, foi injetada curcumina imediatamente antes da segunda injeção lipídica (Figura 3.4).  

 Figura 3.4: Representação esquemática da síntese de SMLs como resultado da injeção sequencial da primeira camada lipídica na solução de nanopartículas (3x10-4 M, em clorofórmio) e encapsulamento de curcumina (2x10-6 M) imediatamente antes da injeção da segunda camada lipídica.  Nos ensaios de interação dos SMLs com modelos de membrana, foram preparados magnetolipossomas com curcumina encapsulada, cuja metodologia segue o que foi anteriormente 
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descrito. Para os ensaios de interação dos SMLs furtivos com os modelos de membrana, adicionou-se à formulação lipídica da solução de injeção etanólica um lípido marcado com polietilenoglicol (DSPE-PEG2000), numa proporção de 95:5% de DPPC:DSPE-PEG2000. A Tabela 3.4 faz um resumo da injeção dos diferentes marcadores utilizados na metodologia de síntese de cada um dos ensaios efetuados, sendo que cada uma das sondas foi adicionada à concentração de 2x10-6 M e seguida de uma lavagem por decantação magnética.  Tabela 3.4: Marcadores injetados em cada uma das camadas lipídicas de acordo com o ensaio realizado.  Após formação da 1ª camada Após formação da 2ª camada Prova de síntese da bicamada lipídica NBD-C12-HPC ___________________  _________________________  Rh-DOPE NBD-C12-HPC Rh-DOPE Prova e taxa de encapsulamento da curcumina Curcumina ___________________ Interação de SMLs com modelos de membrana Curcumina ___________________ Interação de SMLs furtivos com modelos de membrana Curcumina ___________________   3.4. MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS  Depois de preparados, os AMLs e os SMLs foram caracterizados segundo medições espetroscópicas (prova de síntese, localização da curcumina no sistema - medidas de anisotropia - e taxa de encapsulamento da curcumina) e medições estruturais (DLS para os AMLs e SEM para os SMLs).  3.4.1. MEDIDAS DE ANISOTROPIA DE FLUORESCÊNCIA Este tipo de ensaios fornece as informações necessárias para tirar ilações acerca da localização de um fármaco fluorescente nos nanossistemas, já que os valores de anisotropia de fluorescência dependem da viscosidade do meio (2.2.5). Foram realizadas medições de anisotropia aos nanossistemas: (i) AMLs com curcumina encapsulada, a 25 °C; (ii) AMLs furtivos com curcumina 
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encapsulada, a 25 °C; (iii) SMLs com curcumina encapsulada, a 25 e 55 °C e (iv) SMLs furtivos com curcumina encapsulada, 25 e 55 °C.  As diferentes temperaturas às quais foram registados os valores de anisotropia estão relacionadas com a temperatura de transição da fase gel para a fase líquido-cristalina dos fosfolípidos que compõem os magnetolipossomas. No que diz respeito aos AMLs, apenas foram realizados ensaios a 25°C já que a temperatura de transição do Egg-PC se encontra entre os -5 e -15°C. Assim sendo, os AMLs já se encontram na fase líquido-cristalina à temperatura ambiente. Já nos SMLs foram realizados ensaios a 25 e 55°C, uma vez que a temperatura de transição do DPPC se encontra nos 41°C. Foram traçados espetros de emissão de fluorescência, para cada ensaio, com polarizadores na vertical e horizontal, com vista a resolver a Equação 2.9.  3.4.2. TAXA DE EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA  Foi calculada a taxa de eficiência de encapsulamento da curcumina, EE (%), através de medidas de emissão de fluorescência do composto. Iniciou-se o procedimento pela obtenção de uma curva de calibração da concentração de curcumina, para a qual foram traçados 10 espetros de emissão de fluorescência do composto, a concentração conhecida, dissolvido em clorofórmio.  A metodologia prosseguiu com a adição de 3 mL de AMLs/SMLs (encapsulando apenas curcumina) num Amicon, seguido de uma centrifugação a 4000 rpm durante o período de tempo de 10 minutos. Após centrifugação foram obtidas duas fases distintas. A fase retida na membrana de celulose regenerada (fase A) era constituída pela solução aquosa de AMLs/SMLs, já que o diâmetro destes sistemas é superior ao comportado pelos poros da membrana. A fase que passava pela membrana encontrava-se na parte inferior do Amicon (fase B) e era constituída por água e composto não encapsulado. A fase A foi sujeita a um processo de destruição dos nanossistemas, de modo a extrair a curcumina encapsulada para uma solução de clorofórmio e, assim, proceder à quantificação de curcumina encapsulada através de ensaios de emissão de fluorescência. Para tal foi adicionado, a essa fase, o volume de 3 mL de clorofórmio, seguido de agitação vigorosa, aquecimento e sonificação. Esta destruição é acompanhada pela formação de duas fases imiscíveis, separadas por uma interface lipídica, nas quais a fase superior é correspondente à água e a fase inferior é constituída pela curcumina extraída dos AMLs dissolvida em clorofórmio. Isto acontece já que a curcumina não é 
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solúvel em água, mas é solúvel em clorofórmio, pelo que fase aquosa é descartada. Quanto à fase B, fez-se evaporar o volume de água, seguindo-se a adição de 3 mL de clorofórmio (Figura 3.5).   Figura 3.5: Representação esquemática da metodologia de quantificação da curcumina nos ensaios de taxa de eficiência de encapsulamento do composto nos magnetolipossomas.  Procedeu-se à medição da emissão de fluorescência do composto presente em cada uma das soluções e respetivo cálculo da concentração nelas presente, tendo por base a curva de calibração previamente obtida. O procedimento foi concluído pelo cálculo da eficiência de encapsulação da curcumina, determinada segundo a Equação 3.2.  Equação 3.2  ܧܧሺ%ሻ = ௖௢௡௖௘௡௧௥௔çã௢ ௗ௘ ௖௢௠௣௢௦௧௢ ௧௢௧௔௟ −௖௢௡௖௘௡௧௥௔çã௢ ௗ௘ ௖௢௠௣௢௦௧௢ ௡ã௢ ௘௡௖௔௣௦௨௟௔ௗ௢ ௤௨௔௡௧𝑖ௗ௔ௗ௘ ௗ௘ ௖௢௠௣௢௦௧௢ ௧௢௧௔௟  × ͳͲͲ   3.4.3. CARACTERIZAÇÃO POR MICROSCOPIA ELETRÓNICA DE VARRIMENTO   As imagens de SEM obtidas para os magnetolipossomas sólidos incorporando nanopartículas de ferrites de magnésio foram registadas pelo Microscópio Eletrónico de Varrimento FEI -Nova 200 NanoSEM. Os SMLs foram previamente contrastados negativamente com uma solução aquosa, a 2%, de molibdato de amónio tetrahidratado. Para tal, adicionou-se 20 ɊL do agente contrastante a 20 ɊL 
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da amostra de SMLs, e colocou-se uma gota da solução de mistura numa grelha Formvar. Após 20 segundos, quase toda a solução foi removida com papel de filtro e deixou-se secar. O processamento das imagens, realizado pelo software ImageJ, consistiu no aumento do contraste local através do estabelecimento de um limiar local automático, seguido de análise das partículas. A área de cada partícula permitiu fazer uma estimativa do diâmetro a elas associado. Os histogramas resultantes foram ajustados a distribuições Gaussianas.  3.5. MÉTODO DE PREPARAÇÃO DOS MODELOS DE MEMBRANA  Para proceder ao estudo de interação não específica dos magnetolipossomas com modelos de membrana celular foram sintetizadas vesículas unilamelares gigantes (GUVs, do inglês, Giant Unilamellar Vesicles), as quais mimetizam o comportamento das membranas biológicas. Foram preparados GUVs baseados em lecitina de soja, segundo o método de hidratação do filme lipídico, que se baseia na hidratação de um filme lipídico fino numa superfície sólida [13]. A formação da membrana lipídica é resultado da capacidade de auto-organização dos lípidos em água, cuja estabilidade é resultado de forças físicas fracas de natureza eletroestática e coloidal [14]. A lecitina de soja (L-α-fosfatidilcolina) apresenta massa molar 776 g/mol, tendo sido preparada uma solução stock à concentração de 0,03 M em etanol (Figura 3.6).   Figura 3.6: Estrutura molecular da lecitina de soja  Estes sistemas resultaram da evaporação (através de uma corrente de azoto ultrapuro comprimido) de 10-3 M de solução etanólica de lecitina de soja, seguida de uma hidratação com 40 µl de água. O filme, já hidratado, foi incubado a 45°C num período de tempo de 30 minutos. Decorrido o período de incubação, procedeu-se à adição de 5 mL de solução de glucose a 0,1 M (de modo a manter a osmolaridade da preparação) e posterior incubação a 37 °C durante 2 horas. A síntese é 
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concluída com a centrifugação da mistura durante 30 minutos a 14000g, de modo a permitir a deposição de agregados de maiores dimensões.  3.5.1. ENSAIOS DE INTERAÇÃO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS COM MODELOS DE MEMBRANA   O estudo da interação não específica entre os magnetolipossomas e os modelos de membrana celular foi avaliada com recurso ao processo de FRET, com vista a tirar ilações acerca do comportamento que os nanossistemas apresentam aquando do contacto com as células, nomeadamente se existe fusão membranar, e sobre as distâncias entre o par dador-aceitador. A eficiência deste processo, definida como a proporção de moléculas dadoras que transferiram o excesso de energia para as moléculas aceitadoras, é calculada segundo a Equação 2.12. Já a distância entre o par dador-aceitador e o raio de Förster são calculados segundo a Equação 2.13 e Equação 2.14, respetivamente. Esta avaliação foi realizada para os AMLs e AMLs furtivos, bem como para os SMLs e SMLs furtivos. Nos ensaios que envolvem os AMLs, estes incorporam, simultaneamente, a molécula dadora de energia (curcumina) e a molécula aceitadora de energia (Nile Red), tal como exemplificado na Figura 3.7. Assim, ao ocorrer fusão entre os dois sistemas, ir-se-á formar uma vesícula de maiores dimensões à qual estão associadas alterações de emissão de fluorescência em cada uma das moléculas, comparativamente às obtidas antes da fusão.   Figura 3.7: Representação esquemática do ensaio de interação dos AMLs furtivos com os modelos de membrana GUVs. Neste esquema estão representados os AMLs, que incorporam moléculas de curcumina (a amarelo) como dadores de energia e moléculas de Nile Red (a cor-de-rosa) como aceitadores. Aquando a fusão com os GUVs, forma-se uma vesícula de maiores dimensões. 
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No que diz respeito aos ensaios com os SMLs, estes sistemas apenas incorporam o fármaco curcumina. Tal como descrito em relação aos AMLs, a ocorrência de fusão entre os sistemas é evidenciada com alterações na emissão de fluorescência do composto, comparat ivamente à apresentada antes da fusão (Figura 3.8).   Figura 3.8: Representação esquemática do ensaio de interação dos SMLs furtivos com os modelos de membrana GUVs. Neste esquema estão representados os SMLs, que incorporam moléculas de curcumina. Aquando a fusão com os GUVs, forma-se uma vesícula de maiores dimensões.                        
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CAPÍTULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO   Ao longo deste capítulo, serão apresentados os resultados experimentais obtidos seguindo a metodologia apresentada no Capítulo 3. Os resultados serão acompanhados, simultaneamente, com uma discussão que tem como base crítica as contextualizações teóricas e técnicas desenvolvidas nos Capítulos 1 e 2, respetivamente. Inicialmente, serão apresentados os resultados de caracterização das nanopartículas (absorção no UV-visível, difração de raios-X, microscopia eletrónica e SQUID), seguido do estudo fotofísico dos magnetolipossomas aquosos e sólidos, furtivos e não furtivos, dos quais fizeram parte os ensaios de prova de síntese dos magnetolipossomas, ensaios de prova e taxa de encapsulamento da curcumina e ensaios de interação com modelos de membrana.    4.1. CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS   Foram sintetizadas, de acordo com o descrito em 3.3.1., ferrites de magnésio (MgFe2O4) e ferrites de magnésio com substituição parcial por iões de cálcio (Ca0.75Mg0.25Fe2O4 e Ca0.25Mg0.75Fe2O4). Após o processo de calcinação, e terminados os procedimentos da sua síntese, foi-lhes aplicado um campo magnético externo, com vista a avaliar o comportamento magnético aparente, exibido macroscopicamente. Verificou-se uma resposta rápida à presença do magneto, tal como esperado e requerido. Para além da preparação, um dos objetivos deste trabalho prendia-se com a síntese de ferrites que exibissem um comportamento superparamagnético. Tendo em conta que as propriedades físicas, químicas e morfológicas das nanopartículas são características determinantes ao superparamagnetismo, sujeitou-se as ferrites a diferentes métodos de caracterização morfológica, química, estrutural e de resposta magnética.   4.1.1. CARACTERIZAÇÃO POR DIFRAÇÃO DE RAIOS-X (XRD) As medidas de XRD permitiram a confirmação da síntese das ferrites de magnésio, sendo que o processo de calcinação (a 600 ᵒC durante 3h) foi necessário à obtenção de nanopartículas numa fase cristalina. Na Figura 4.1 é possível verificar a presença de todos os picos característicos de uma 



82  
fase cristalina pura de ferrites de magnésio de estrutura em espinela, marcados pelos seus índices (MgFe2O4, space group F d -3 m:1, CIF 1011245). Foi utilizado o software de análise FullProf para proceder a uma análise de Rietveld da informação obtida pelos dados de XRD. Para tal, definiu-se o segundo plano através de uma interpolação linear entre um conjunto de pontos em ângulos de dispersão fixos, com intensidades ajustadas. Não foi possível obter ajustes adequados ao considerar a estrutura em espinela normal (MgTdFeOhO4), como indicado em CIF 1011245. Como os picos (2 2 0) e (4 4 0) apresentam intensidades aumentadas quando comparados ao pico principal, (3 1 1), a inclusão da correção de orientação preferencial no plano (1 1 0) resultou numa pequena melhoria, porém insuficiente (Anexos: Tabela A.1). Considerando que a estrutura em espinela das ferrites de magnésio apresenta a ordem de catiões de acordo com a fórmula MgTd(1-i)FeTdiMgOhiFeOh(2-i)O4, a otimização de Rietveld resultou num ajuste razoável para um grau de inversão, i, de 0,897, com χ2 = 2.92 e um fator RF de 6,8. O uso da correção de orientação preferencial melhorou a qualidade dos parâmetros de ajuste para χ2 = 2.35 e RF = 5.03, com i = 0,825. A média dos tamanhos médios obtidos para a amostra de ferrites de magnésio foi de 33 nm. Os valores obtidos para o grau de inversão estão dentro dos valores reportados, entre 0,56 e 0,9 [1, 2], e são dependentes do método de preparação e tamanho da cristalite, como demonstrado no caso de ZnFe2O4  [3].    Figura 4.1: Padrão de XRD das nanopartículas de MgFe2O4, calcinadas a 600 °C, e análise Rietveld usando correção de orientação preferencial no plano (1 1 0), um segundo plano ajustado (representado pela linha tracejada) e considerando a estrutura em espinela normal (A) ou invertida 82,5% (B). 
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No que diz respeito às ferrites mistas (Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4), apenas foi possível realizar uma análise preliminar dos resultados de XRD, através do software de análise Match!. Nos difratogramas obtidos (Figura 4.2), é possível verificar a sua síntese pela presença dos picos característicos deste tipo de ferrites, de estrutura em espinela parcialmente invertida, marcados pelos seus índices de Miller (space group F d -3 m, CIF 1011245). Em ambas as nanopartículas, foram identificadas diferentes proporções das estruturas normais e invertidas. Os padrões de XRD mostram picos ligeiramente alargados, que poderão ser resultado de um conjunto de fatores instrumentais (tais como a radiação não ser perfeitamente monocromática e a configuração das fendas utilizadas não ser a mais adequada) [4] e fatores diretamente relacionados com a amostra (distorção da rede cristalina devido a deslocações e tamanho reduzido das cristalites) [5, 6].  

 Figura 4.2: Difratogramas de XRD obtidos para as nanopartículas de ferrites: A- Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e B- Ca0.75Mg0.25Fe2O4. 
A B 
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Os tamanhos das cristalites foram calculados segundo a equação de Scherrer (Equação 3.1) e encontram-se reunidos na Tabela 4.1. A utilização desta equação, embora aplicável neste tipo de análise, apenas permite a obtenção de valores indicativos do tamanho das cristalites. Esta é dependente de um conjunto de parâmetros de difícil consideração com o software utilizado, tais como a constante da forma geométrica (por norma adapta-se ao valor de 0,9) e ao alargamento dos picos devido a variações térmicas [4]. Estes tamanhos encontram-se em concordância ao reportados na literatura para este tipo de partículas, sintetizadas pelo método de copricipitação para a mesma temperatura de calcinação [6].   Tabela 4.1: Tamanho obtido para as cristalites das ferrites mistas, calculado segundo a equação de Scherrer à meia altura do ângulo 2θ. Ferrites 2θ Tamanho das cristalites (nm) Ca0 .25Mg0.75Fe2 O4 35,61 14,5 Ca0 .75Mg0.25Fe2 O4 35,64 8,7   4.1.2. CARACTERIZAÇÃO POR MICROSCOPIA ELETRÓNICA DE VARRIMENTO   As imagens de SEM obtidas para as ferrites de magnésio  demonstraram a presença de nanopartículas maioritariamente esféricas de tamanho uniforme, apresentando uma distribuição de tamanhos de 24,5 ± 8,7 nm (Figura 4.3). O tamanho obtido segundo esta análise é comparável ao reportado por Chandrass et al. e Kanagesan et al. [7, 8], os quais prepararam nanogrãos com diâmetro de 19,2 ± 2 nm (pelo método de microemulsão inversa) e nanopartículas com um diâmetro por volta dos 20 nm, respetivamente. Já Maensiri e colaboradores [9] prepararam nanopartículas de MgFe2O4 contidas em nanofibras de polivinilpirrolidona (PVP) com tamanhos crescentes de 15 ± 4 nm a 24 ± 3 nm, quando aumentada a temperatura de calcinação de 500 para 800 °C. A distribuição de tamanhos obtida por SEM apresenta relativa concordância com a estimada pela técnica de XRD.      
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 Figura 4.3: A- Imagem de SEM obtida para as nanopartículas de MgFe2O4. B- Histograma, segundo uma distribuição Gaussiana, do tamanho das partículas da imagem A.  4.1.3. ESPETROS DE ABSORÇÃO NO UV-VISÍVEL  Foram traçados os espetros de absorção no UV-visível (ou transmissão) das ferrites sintetizadas, os quais permitiram determinar o hiato de energia utilizando um gráfico Tauc plot, correspondente à Equação 4.1 [10],  Equação 4.1 ሺαhɋሻ௡ ∝ ሺhɋ − Egሻ onde ߙ é o coeficiente de absorção que é proporcional à absorvância, n é um expoente dependente da natureza de transição (sendo n = 2 para um semicondutor direto e n = 1/2 para um semicondutor indireto), e Eg o hiato de energia. Apenas foi possível obter uma relação linear para n = 2 (Figura 4.4) o que indica que as ferrites de magnésio se comportam como um semicondutor direto. O hiato de energia foi estimado a partir da interseção do gráfico de Tauc, sendo obtido o valor de 1,41 eV. Este valor está em conformidade com o obtido por Manikandan et al. [11] , mas um pouco inferior quando comparado ao valor de 2,0 eV reportado por Kim e colaboradores [12].  

A 
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 Figura 4.4: Gráfico de Tauc para as nanopartículas de ferrites de magnésio. Inserido: espetro de transmissão UV-Visível das nanopartículas dispersas em água.  4.1.4. CARACTERIZAÇÃO DAS PROPRIEDADES MAGNÉTICAS (SQUID) As propriedades magnéticas das nanopartículas foram avaliadas através de estudos de dependência da magnetização em função da temperatura (ZFC-FC) e do campo aplicado (ciclo de histerese). Nos ensaios foram utilizadas temperaturas numa gama entre os 5 K e 350 K, com vista à obtenção das curvas de FC e ZFC.  A temperatura de bloqueio da distribuição das nanopartículas foi determinada pela derivada, em ordem à temperatura, da diferença entre as curvas de magnetização ZFC e FC (inserido na Figura 4.5). Nesta, a temperatura máxima (Tmáx =183,23 K), corresponde à temperatura de bloqueio do tamanho principal da distribuição [13]. Este método tem mostrado ser mais preciso do que aquele que considera a TB como o máximo da curva de ZFC [14], já que as interações dipolares resultam num desvio do máximo de ZFC para maiores temperaturas.   
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 Figura 4.5: Dependência da magnetização em função da temperatura (ZFC e FC) das nanopartículas de MgFe2O4 ao longo da gama de temperaturas de 5 K - 350 K, sob um campo aplicado H= 50 Oe. Inserido: derivada, em ordem à temperatura, da diferença entre as curvas de magnetização ZFC e FC.  Na Figura 4.6 está representado o ciclo de histerese das ferrites MgFe2O4, à temperatura ambiente. O valor da magnetização de saturação (MS = 16,2 emu/g) é ligeiramente inferior ao valor obtido por Maensiri et al. [9] para nanoestruturas de MgFe2O4, também calcinadas a 600 ºC, e superior à reportada por Kaur et al. [15] para nanopartículas preparadas de acordo com diferentes métodos de síntese (incluindo por coprecipitação). Chandradass e colaboradores [7] prepararam nanopartículas de ferrite de magnésio com MS=12,9 emu/g, por coprecipitação. Maensiri e colaboradores [9] reportaram que elevadas temperaturas de calcinação (700 - 800 ᵒC) estavam associadas a um aumento na magnetização de saturação, bem como nos valores de H c e Mr, resultando numa perda do superparamagnetismo das nanopartículas. Uma diminuição no valor de magnetização das nanopartículas de óxido de ferro, em relação ao valor de bulk, poderá ser consequência de efeitos de superfície, tais como uma superfície desordenada ou uma camada superficial magneticamente inerte. Para além disso, a quantidade relativa de iões Fe3+ nas posições [A] (Td) e [B] (Oh) do nanocristal podem influenciar em larga escala a magnetização de saturação, já que os spins dos iões nas posições [A] e [B] magnetizam de forma oposta as subestruturas correspondentes na estrutura em espinela parcialmente invertida [16]. No entanto, as nanopartículas de ferrite de magnésio aqui obtidas têm propriedades vantajosas, tendo em conta o reduzido campo coercivo (Hc) e a magnetização residual (Mr), o que comprova inequivocamente o seu superparamagnetismo (Mr/Ms= 0,02; Tabela 4.2). 
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 Figura 4.6: Ciclo de histerese de magnetização das nanopartículas de MgFe2O4, à temperatura ambiente. Inserido: ampliação da zona de baixo campo, onde se observa o valor de coercividade.   Tabela 4.2: Temperatura de bloqueio (TB), campo de coercivo (Hc), magnetização de remanescência (Mr), magnetização de saturação (Ms), e razão entre a magnetização de remanescência e magnetização de saturação (Mr/Ms) para as ferrites MgFe2O4.  TB  (K) Hc  (Oe) Ms (emu/g) M r  (emu/g) M r/Ms MgFe2 O4   183,23 22,1 16,16 0,26 0,02   Teoricamente, o tamanho crítico (para campo igual ou inferior a zero), D, para o comportamento superparamagnético pode ser obtido pela Equação 4.2.  Equação 4.2 ܦ =  √6𝑘஻ܶlnሺݐ௠ ଴݂ሻ/𝜋3ܭ   onde K é a constante de anisotropia, f0 (109 Hz) a constante de frequência, kB   a constante de Boltzmann, T a temperatura e tm o tempo de medida [17]. As ferrites de magnésio apresentam uma constante de anisotropia de 0,61×105 erg/cm [18], o que determina um tamanho crítico de transição para superparamagnetismo por volta dos 33 nm, à temperatura ambiente. Assim, o tamanho estimado para as nanopartículas (tanto por XRD como por SEM) encontra-se de acordo com as propriedades superparamagnéticas determinadas pelas medidas de SQUID. 
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A capacidade das nanopartículas magnéticas em induzir aquecimento, sob ação de um campo magnético alternado, é diretamente proporcional à área do ciclo de histerese, a qual aumenta com o aumento do campo coercivo e decresce com a diminuição da magnetização de saturação [19]. Os resultados aqui obtidos demonstram um campo coercivo significativo (22,1 Oe), o que compensa a baixa magnetização de saturação das ferrites de magnésio, quando comparada à de outro tipo de ferrites (níquel, manganês, ferro ou cobalto) [13, 20, 21], apontando para uma possível aplicação destas nanopartículas em terapias de hipertermia magnética.  4.2. ESTUDO FOTOFÍSICO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS AQUOSOS   Neste subcapítulo serão apresentados e descritos os resultados obtidos nos ensaios de prova de síntese dos magnetolipossomas aquosos (contendo os três tipos de ferrites), caracterização através de medidas de DLS, prova e taxa de encapsulamento da curcumina na bicamada lipídica e ensaios de interação dos nanossistemas, furtivos e não furtivos, com modelos de membrana celular.   4.2.1. ENSAIOS DE PROVA DE SÍNTESE DE AMLS Com vista a tirar ilações sobre a formação dos AMLs, foram realizados estudos de emissão de fluorescência da curcumina aquando do seu encapsulamento nos mesmos. Para tal, procedeu-se à comparação dos espetros de emissão de fluorescência entre lipossomas (sem nanopartículas magnéticas incorporadas) e os AMLs, ambos baseados em Egg-PC e contendo curcumina como composto fluorescente. Os sistemas apresentavam composições semelhantes, qualitativas e quantitativas, de modo a possibilitar a comparação direta entre as emissões de fluorescência obtidas em cada um dos ensaios.  Os espetros de emissão representados na Figura 4.7 permitem verificar uma inibição acentuada dos valores de emissão de fluorescência da curcumina encapsulada nos diferentes tipos de AMLs, quando comparados aos valores de emissão obtidos, nas mesmas condições, nos lipossomas. O efeito de supressão exibido na emissão de fluorescência da curcumina (efeito de quenching) surge em consequência do largo espetro de absorção das nanopartículas. Assim, parte da 
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energia emitida pela curcumina, após excitação, é absorvida pelas ferrites, resultando na inibição de fluorescência associada. 

500 600 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm)  Lipossomas MgFe2O4 Ca0.75Mg0.25Fe2O4 Ca0.25Mg0.75Fe2O4  Figura 4.7: Espetros de emissão de fluorescência, normalizados, da curcumina (2x10 -6 M) encapsulada em lipossomas e em magnetolipossomas aquosos, contendo os diferentes tipos de ferrites (3x10 -4 M). Ambos os sistemas apresentam uma composição baseada de Egg-PC (1x10-3 M), à temperatura ambiente. [Condições de análise: ɉexc = 440 nm, fendas = 4 nm].  Os magnetolipossomas aquosos que contêm as ferrites mistas apresentaram intensidades de fluorescência da curcumina inferiores aos baseados nas ferrites MgFe2O4. Não se verificam desvios significativos no comprimento de onda máximo de emissão da curcumina quando encapsulada nos magnetolipossomas. Estes resultados indicam que o ambiente onde a molécula está inserida, em termos de polaridade, é semelhante entre os AMLs e os lipossomas sem nanopartículas. Este ensaio permitiu, assim, concluir a formação dos magnetolipossomas aquosos contendo os três tipos de ferrites e incorporando a curcumina.  4.2.2.  CARACTERIZAÇÃO POR DIFUSÃO DINÂMICA DE LUZ (DLS) Os magnetolipossomas aquosos foram caracterizados através da técnica de DLS. Foram realizadas medições para os sistemas contendo as nanopartículas de MgFe2O4, Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4. A partir da distribuição de tamanhos (Anexos: Tabela A.2), obtiveram-se os valores de diâmetro médio e polidispersividade apresentados na Tabela 4.3. Estes valores estão em concordância com os já reportados para AMLs baseados na mesma formulação lipídica e contendo 
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nanopartículas de óxido de ferro [22]; no entanto, são ligeiramente superiores aos apresentados para AMLs baseados em ferrites de metais de transição [20, 21]. Os valores de diâmetro obtidos, próximos dos 150 nm, e a baixa polidispersividade mostram que os nanossistemas têm características estruturais adequadas para aplicações biomédicas.  Tabela 4.3: Diâmetros médios e polidispersividade (PDI) obtidos segundo a distribuição de tamanhos obtida pela técnica de DLS dos magnetolipossomas aquosos, baseados em Egg-PC (1x10-3 M), contendo os três tipos de ferrites (DP: desvio padrão).  Diâmetro médio ± DP (nm) PDI MgFe2 O4  147,0 ± 0,3 0,20 ± 0,009 Ca0 .25Mg0.75Fe2 O4 157,6 ± 0,3 0,15 ± 0,018 Ca0 .75Mg0.25Fe2 O4 146,1 ± 0,6 0,22 ± 0,015   4.2.3. ENSAIOS DE PROVA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA NOS AMLS  O facto de os AMLs contendo curcumina exibirem boa intensidade de emissão de fluorescência (Figura 4.7) é já indicativo de que a curcumina foi incorporada na região da bicamada lipídica. Tendo em conta que este composto não exibe emissão de fluorescência em água, infere-se a sua localização na região hidrofóbica dos magnetolipossomas. Foram realizadas medidas de anisotropia de fluorescência da curcumina incorporada em AMLs (furtivos e não furtivos), com intuito de concluir, efetivamente, a localização do composto nos nanossistemas. Para isso, compararam-se os valores de anisotropia de fluorescência da curcumina incorporada em lipossomas (sem nanopartículas) e em magnetolipossomas, utilizando os valores da anisotropia em glicerol (solvente muito viscoso) como termo de comparação. Como o lípido constituinte dos AMLs se encontra na fase líquido-cristalina à temperatura ambiente, foram medidos os valores de anisotropia de fluorescência da curcumina à temperatura de 25 °C, através da excitação da amostra com luz polarizada verticalmente. A partir da aplicação da Equação 2.9, foram obtidos os valores de anisotropia registados na Tabela 4.4. 



92  
Tabela 4.4: Valores de anisotropia de fluorescência em estado estacionário (r) da curcumina incorporada em lipossomas, AMLs e AMLs furtivos, a 25°C. O valor de anisotropia da curcumina em glicerol é representado como termo de comparação [Condições de análise: ɉex = 440 nm, fendas = 4 nm].  Formulação lipídica Temperatura r Glicerol  25 °C 0,365 Lipossomas Egg-PC 25 °C 0,340 AMLs Egg-PC 25 °C 0,171 AMLs furtivos Egg-PC (95%) DSPE-PEG2000 (5%) 25 °C 0,335  Atendendo aos valores de viscosidade do glicerol a 25°C (por volta dos 1000 cP), e aos valores apresentados pelas membranas lipídicas (entre 100 e 200 cP), [23, 24] e tendo em conta o grau de dependência da anisotropia de fluorescência com a viscosidade do meio, é expectável que a anisotropia de fluorescência da curcumina nas vesículas lipídicas seja inferior à apresentada no glicerol, como foi observado. Verificou-se que o valor de anisotropia obtido para os AMLs furtivos foi consideravelmente superior ao dos AMLs não conjugados com DSPE-PEG2000. Estes resultados são indicadores de que as moléculas de curcumina se apresentam mais fortemente ligadas na combinação de Egg-PC com DSPE-PEG2000, tendo como consequência um aumento no tempo de correlação rotacional da molécula. Para além disso, está reportado que a viscosidade da membrana lipídica diminui da superfície para o interior [25, 26], o que poderá indicar que as moléculas de curcumina se encontram mais no interior da bicamada no caso dos AMLs não PEG-ilados.  4.2.3.1. TAXA DE EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA A taxa de eficiência de encapsulamento da curcumina nos AMLs foi obtida através de medições de emissão de fluorescência do composto nestes sistemas. Foram realizados ensaios apenas para os AMLs contendo as ferrites MgFe2O4, já que não se preveem influências do tipo de ferrite no encapsulamento da curcumina na bicamada fosfolipídica, atendendo a que a formulação lipídica é a mesma e o tamanho dos AMLs para os vários tipos de partículas é muito semelhante. Os valores de intensidade de emissão máxima da curcumina em clorofórmio (ɉem.máx.= 480 nm) obtidos para a fase A (composto encapsulado) e para a fase B (composto não encapsulado) permitiram 
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calcular a concentração de curcumina em cada uma das fases, tendo por base a reta de calibração obtida para a intensidade de emissão de fluorescência da curcumina em função da sua concentração. Os valores de EE%, calculados segundo a Equação 3.2, encontram-se registados na Tabela 4.5.  Tabela 4.5: Taxas de eficiência de encapsulamento da curcumina (%) em AMLs, constituídos por ferrites de MgFe2O4, para os três ensaios efetuados, e respetiva média com desvio padrão (DP). Para todos os ensaios foram formulados AMLs baseados em Egg-PC (1x10-3 M) e encapsulada curcumina a uma concentração de 2x10-6 M.  Ensaio EE (%) Média EE (%) ± DP AMLs (MgFe2 O4 ) I 98,61 98,4 ± 1,5 II 96,93 II 99,61  As elevadas eficiências de encapsulamento obtidas (98,4 ± 1,5 %) para estes sistemas apontam para o seu uso como nanotransportadores de curcumina e à sua ação enquanto agentes indutores de quimioterapia e hipertermia magnética, evidenciando a sua potencialidade no aumento do potencial terapêutico do composto. Para além disso, demonstram que a metodologia de injeção etanólica, utilizada na preparação de magnetolipossomas, é efetiva na incorporação da curcumina na bicamada lipídica, o que está em concordância com o reportado para outro tipo de compostos hidrofóbicos [27].  4.2.4. ENSAIOS DE INTERAÇÃO DOS AMLS E AMLS FURTIVOS COM MODELOS DE MEMBRANA  O estudo da interação não específica dos AMLs com modelos de membrana (GUVs) [28, 29] foi realizado através de ensaios de FRET, com intuito de investigar a possibilidade de libertação da curcumina por fusão membranar. Assim sendo, em concordância com o descrito em 2.2.6, é necessário garantir determinadas condições para que o processo de FRET ocorra. Uma delas é relativa à sobreposição espetral entre a emissão do dador e a absorção do aceitador. Sendo a molécula dadora a curcumina, que possui (nos magnetolipossomas) um comprimento de onda de emissão máximo por volta dos 500 nm, a molécula escolhida como aceitadora foi o corante hidrofóbico Nile Red. Na Figura 4.8 é possível verificar uma sobreposição espetral significativa entre a emissão da curcumina e a 
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absorção do Nile Red, sendo expectável um eficiente processo de FRET entre as duas moléculas para distâncias inferiores a 100 Å [30].    450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a) ou absorvância

(nm)  Absorção: Nile Red Emissão: Curcumina  Figura 4.8: Sobreposição dos espetros (normalizados) de emissão da molécula dadora (curcumina incorporada em magnetolipossomas) e de absorção da molécula aceitadora (Nile Red).  Para proceder aos ensaios de interação, foi incorporado nos AMLs contendo curcumina, o corante hidrofóbico Nile Red. Desta feita, o sistema integrou, na bicamada fosfolipídica, o composto antineoplásico fluorescente como dador de energia, bem como o corante Nile Red como aceitador de energia. Foi medida a intensidade de emissão de fluorescência dos sistemas de AMLs singularmente (apenas com adição do volume de água correspondente, de modo a corrigir o efeito de diluição), seguido da medição da intensidade de emissão de fluorescência do sistema após a fusão com os GUVs, a um comprimento de excitação de 440 nm, com vista a garantir a excitação direta e exclusiva da molécula dadora. Na Tabela 4.6 são apresentados os resultados de emissão de fluorescência obtidos antes e após a interação dos diferentes dos AMLs e AMLs furtivos com os GUVs. Nos espetros de emissão dos AMLs, antes da interação com os GUVs, é possível observar a presença de duas bandas de emissão de fluorescência, sendo a primeira correspondente à emissão da curcumina e a segunda à do Nile Red. Esta segunda banda, com intensidade de emissão máxima a um comprimento de onda por volta dos 630 nm, é resultado da transferência de energia por ressonância das moléculas de curcumina fotoexcitadas para as moléculas aceitadoras de Nile Red. Após a interação, e ocorrendo fusão membranar entre os dois sistemas, forma-se uma bicamada lipídica de maiores dimensões [31], que resulta num aumento da distância entre dador e aceitador. 
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Como o processo de FRET é inversamente proporcional à sexta potência da distância entre o doador e o aceitador, prova-se, então, a fusão entre os dois sistemas, já que após a fusão se verificou um aumento da intensidade de emissão da banda da molécula dadora e a diminuição da intensidade de emissão da banda da molécula aceitadora. Foi observado o mesmo tipo de comportamento nos ensaios de interação de AMLs furtivos com os GUVs. No entanto, verificou-se uma diminuição na eficiência de FRET nestes sistemas, o que indica que os AMLs furtivos apresentam uma maior resistência à fusão com os GUVs. Estes resultados poderão ser importantes para assegurar um controlo na libertação do composto apenas sob ação de um campo magnético alternado, através do aumento local de temperatura provocado pelas nanopartículas magnéticas. Conclui-se que os AMLs, furtivos e não furtivos, são promissores para a entrega dos fármacos através de fusão com as membranas celulares.                    
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Tabela 4.6: Espetros de fluorescência dos magnetolipossomas aquosos baseados em Egg-PC (1x10-3M) e magnetolipossomas aquosos furtivos baseados em Egg-PC e DSPE-PEG2000 (95%:5%; Cf = 1x10-3 M), antes e após interação com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10-3 M). São apresentados os espetros para os sistemas que incorporam os três tipos de ferrites (MgFe2O4, Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4), todos encapsulando curcumina (2x10-6  M) e Nile Red (2x10-6  M). [Condições de análise: λex= 440nm; fendas = 4 nm.] AMLs AMLs furtivos MgFe 2O 4 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm)  AMLs + H2O AMLs + GUVs 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm) AMLs furtivos + H2O AMLs furtivos + GUVsCa 0.25Mg 0.75Fe 2O 4 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm)  AMLs + H2O AMLs + GUVs 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm) AMLs furtivos + H2O AMLs furtivos + GUVsCa 0.75Mg 0.25Fe 2O 4 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm) AMLs + H2O AMLs + GUVs 450 500 550 600 650 7000,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm) AMLs furtivos + H2O AMLs furtivos + GUVs 
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4.3. ESTUDO FOTOFÍSICO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS SÓLIDOS   Neste subcapítulo serão apresentados e descritos os resultados obtidos nos ensaios de prova de síntese dos magnetolipossomas sólidos, caracterização por SEM, prova e taxa de encapsulamento da curcumina na bicamada lipídica e da interação dos nanossistemas, furtivos e não furtivos, com modelos de membrana celular.   4.3.1.  ENSAIOS DE PROVA DE FORMAÇÃO DA BICAMADA LIPÍDICA  Os ensaios de prova de formação da bicamada lipídica foram efetivados através da avaliação do processo de FRET para magnetolipossomas contendo os três tipos de ferrites sintetizadas. Neste ensaio, foram avaliados três tipos de sistemas, nos quais se fez variar a presença de sondas fluorescentes, em cada uma das camadas lipídicas, e o tipo de ferrites na sua constituição, mantendo a restante composição qualitativa e quantitativa inalterada, de modo a permitir uma comparação direta e coerente entre os resultados obtidos nos diferentes ensaios. Todos os magnetolipossomas sólidos são baseados em DPPC, a uma concentração final de 1x10-3 M, comportando 3x10-4 M de nanopartículas.  Em cada ensaio registaram-se os valores de emissão de fluorescência para os sistemas: com um lípido marcado com a sonda fluorescente nitrobenzoxadiazole, NBD-C12-HPC (ɉem. máximo por volta dos 530 nm) presente na constituição da primeira camada lipídica; com um lípido marcado com a sonda fluorescente rodamina, Rh-DOPE (ɉem. máximo por volta dos 590 nm) na constituição da segunda camada lipídica; e os dois tipos de lípidos marcados, sendo que o NBD-C12-HPC (presente na constituição da primeira camada lipídica) atua como dador de energia ao aceitador Rh-DOPE (na segunda camada lipídica). Os resultados obtidos, para cada ensaio, encontram-se reunidos na Tabela 4.7.     
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Tabela 4.7: Espetros de fluorescência (ɉexc. = 470 nm, excitação direta do NBD-C12-HPC) dos magnetolipossomas sólidos, contendo os diferentes tipos de ferrites, baseados em DPPC (C f = 1x10-3 M), marcados com NBD-C12-HPC e/ou Rh-DOPE, na primeira e segunda camada lipídica, respetivamente. [Condições de análise: ɉex = 470nm; fendas = 4 nm.] MgFe2O4  Ca0 .25Mg0.75Fe2O4   Ca0 .75Mg0.25Fe2O4   Os espetros de fluorescência obtidos permitiram verificar que, aquando da excitação a 470 nm dos sistemas que integram o lípido marcado NBD-C12-HPC, surge uma única banda de emissão de fluorescência a um comprimento de onda de emissão máxima por volta dos 530 nm, tal como esperado. Já no espetros de emissão de fluorescência associados aos sistemas com Rh-DOPE, verifica-se uma baixa intensidade de emissão de fluorescência da rodamina, já que o sistema foi excitado ao comprimento de onda de excitação direta do NBD-C12-HPC, sendo residual a excitação da rodamina. Ao efetuar as mesmas condições de ensaio para os sistemas que integram as duas 
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camadas lipídicas marcadas, verifica-se uma diminuição da intensidade de fluorescência associada à emissão do NBD-C12-HPC e um aumento da intensidade de fluorescência de Rh-DOPE, comparativamente aos ensaios efetuados com os sistemas marcados com cada uma das sondas singularmente. Isto acontece como resultado da transferência de energia por ressonância das moléculas fotoexcitadas do dador NBD para a molécula aceitadora rodamina. Como este fenómeno é inversamente proporcional à sexta potência da distância entre as moléculas, é possível confirmar a formação da bicamada lipídica em torno do agregado de nanopartículas magnéticas. Uma vez confirmada a ocorrência do processo de FRET, procedeu-se ao cálculo da distância entre as moléculas dadoras e aceitadoras, de modo a confirmar a formação da bicamada lipídica bem como a eficiência do processo, segundo as Equação 2.12, Equação 2.13 e Equação 2.14.  Tabela 4.8: Eficiências de FRET (ФFRET), raio de Förster (R0) e distâncias dador-aceitador (r) obtidas nos ensaios de prova de formação da bicamada lipídica nos magnetolipossomas sólidos.  ФFR ET R0  (nm) r (nm) MgFe2 O4  0,73 4,54 3,85 Ca0 .25Mg0.75Fe2 O4 0,87 5,31 3,87 Ca0 .75Mg0.25Fe2 O4 0,68 3,59 3,17  Os resultados apresentados na Tabela 4.8 permitem verificar uma eficiência de transferência de energia superior nos magnetolipossomas que incorporam as ferrites Ca0.25Mg0.75Fe2O4 comparativamente aos restantes sistemas. No que diz respeito às distâncias entre as moléculas dadoras e aceitadoras, foram calculadas distâncias muito semelhantes entre todos os sistemas, obtendo-se uma distância média de 3,6 ± 0,3 nm. Tendo em conta que a espessura típica de uma membrana lipídica apresenta valores entre os 7,5 e os 10 nm [32], os valores acima obtidos permitem comprovar a formação da bicamada lipídica em volta dos agregados de nanopartículas, sendo que a molécula dadora de NBD se encontra na primeira camada lipídica, ao passo que a rodamina está presente na segunda camada lipídica.   
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4.3.2.  CARACTERIZAÇÃO DOS SMLS POR SEM As imagens de SEM obtidas para os SMLs comportando nanopartículas de MgFe2O4, revelaram que estes sistemas apresentam diâmetros ligeiramente superiores a 100 nm (Figura 4.9-A). Na Figura 4.9-B pode observar-se um único magnetolipossoma sólido. O tamanho obtido é ligeiramente inferior ao obtido em SMLs baseados em DPPC incorporando nanopartículas de MnFe2O4 e Fe3O4 [33, 34]. De acordo com o previamente reportado [33], o interesse dos SMLs baseados em bicamadas lipídicas de DPPC reside na temperatura de transição de fase deste fosfolípido (Tm= 41 

°C), que se aproxima das temperaturas utilizadas em hipertermia magnética. É esperado um aumento na fluidez membranar quando a temperatura se aproxima da temperatura de transição de fase, o que tem interesse como potencial controlo na capacidade da libertação de composto por parte destes sistemas.   Figura 4.9: A- imagem de SEM exibindo vários magnetolipossomas comportando agregados (destaque a um agregado no centro do magnetolipossoma) de nanopartículas de ferrites de magnésio (obtidas com aplicação prévia de um contraste negativo). Em B é observado um magnetolipossoma singular.  4.3.3. ENSAIOS DE PROVA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA NOS SMLS  Foram realizados ensaios de anisotropia de fluorescência da curcumina incorporada nos SMLs (furtivos e não furtivos), com intuito de tirar conclusões sobre a localização do composto nos sistemas. Como o DPPC, lípido constituinte dos SMLs, apresenta uma temperatura de transição de fase aos A B 
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41°C (encontrando-se na fase gel à temperatura ambiente), estes ensaios foram realizados à temperatura ambiente (a 25 °C) e acima da temperatura de transição do lípido (55 °C). Para confirmar a localização da curcumina na bicamada lipídica, compararam-se os valores de anisotropia de fluorescência da curcumina, registada em lipossomas e magnetolipossomas, utilizando ainda o valor em glicerol como termo de comparação. A partir da aplicação da Equação 2.9, foram obtidos os valores de anisotropia registados na Tabela 4.9.  Tabela 4.9: Valores de anisotropia de fluorescência em estado estacionário (r) da curcumina incorporada em lipossomas, SMLs e SMLs furtivos (contendo ferrites MgFe2O4), a 25 °C e 55 °C. O valor de anisotropia da curcumina em glicerol é apresentado como termo de comparação. [Condições de análise: ɉex= 440 nm; fendas = 4 nm.]  Formulação lipídica Temperatura r Glicerol  25 °C 0,365 Lipossomas DPPC 25 °C 0,268 55 °C 0,118 SMLs DPPC 25 °C 0,156 55 °C 0,094 SMLs furtivos DPPC (95%) DSPE-PEG2000 (5%) 25 °C 0,209 55 °C 0,139  Os valores de anisotropia em lipossomas baseados em DPPC são semelhantes aos obtidos nos magnetolipossomas, o que indica que a curcumina se encontra em ambientes semelhantes em ambos os sistemas. Atendendo ao valor de viscosidade do glicerol a 25 °C (por volta de 1000 cP), aos valores apresentados pelas membranas lipídicas (entre 100 e 200 cP), e tendo em conta o grau de dependência da anisotropia de fluorescência com a viscosidade do meio, é expectável que a anisotropia de fluorescência da curcumina nas vesículas lipídicas seja inferior à apresentada no glicerol, como, de facto, é observado. Os valores de anisotropia obtidos a 55 °C, para os SMLs e SMLs furtivos, foram inferiores aos obtidos nos mesmos sistemas a 25 °C. Estes resultados eram esperados, na medida em que a 55 °C é ultrapassada a temperatura de transição de fase do DPPC, ficando o sistema mais fluido. Adicionalmente, a intensidade de fluorescência da curcumina nos SMLs aumenta a 55 ºC (em relação à verificada a 25 ºC), o que não seria expectável, atendendo ao aumento dos processos de desexcitação não radiativos a temperatura mais elevada. Uma possibilidade é que a 
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maior fluidez da membrana a 55 ºC possibilite que a curcumina penetre mais fundo na bicamada, ficando num ambiente mais hidrofóbico (onde fluoresce mais intensamente). O facto de os valores de anisotropia da curcumina nos SMLs furtivos serem superiores aos apresentados nos SMLs não PEG-ilados, pode ser indicador de que as moléculas de curcumina se apresentam maioritariamente na superfície da bicamada dos SMLs furtivos (na zona mais externa da membrana), podendo o PEG impedir a penetração profunda do fármaco na membrana lipídica. De facto, está reportado que a viscosidade da membrana lipídica diminui da superfície para o interior [25, 26], o que levará a que a anisotropia seja superior para as moléculas localizadas na superfície da bicamada.   4.3.3.1.  TAXA DE EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA A taxa de eficiência de encapsulamento da curcumina nos SMLs foi obtida através de medidas de emissão de fluorescência do composto nestes sistemas. Foram apenas realizados ensaios para os SMLs constituídos por ferrites de MgFe2O4, já que não se esperam influências do tipo de ferrite no encapsulamento da curcumina na bicamada fosfolipídica. Os valores de intensidade de emissão máxima obtidos para a fase A (composto encapsulado) e para a fase B (composto não encapsulado) permitiram calcular a concentração de curcumina em cada uma das fases, tendo por base a reta de calibração obtida para a intensidade de emissão de fluorescência da curcumina em função da sua concentração. Os valores de EE%, calculados segundo a Equação 3.2, encontram-se registados na Tabela 4.10.  Tabela 4.10: Taxas de eficiência de encapsulamento de curcumina (%) em SMLs, constituídos por ferrites de MgFe2O4, para os três ensaios efetuados, e respetiva média com desvio padrão (DP). Para todos os ensaios, foram formulados SMLs baseados em DPPC (1x10-3 M) e encapsulada curcumina a uma concentração de 2x10-6 M. [Condições de análise: ɉex= 440 nm; fendas = 4 nm.]  Ensaio EE (%) Média EE ± DP (%) SMLs (MgFe2 O4 ) I 77,63 89,0 ± 8,6 II 98,61 II 91,25  
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A elevada eficiência de encapsulamento obtida (89,0 ± 8,6 %) para estes sistemas, e em semelhança ao que foi concluído para os magnetolipossomas aquosos, apontam para o seu uso como nanotransportadores de curcumina e à sua ação enquanto agentes indutores de quimioterapia e hipertermia magnética, evidenciando a sua capacidade no aumento do potencial terapêutico do composto. Para além disso, demonstram que a metodologia de injeção etanólica, utilizada na preparação de magnetolipossomas, é efetiva na incorporação da curcumina na bicamada lipídica, o que está em concordância com o reportado para outro tipo de compostos hidrofóbicos [27].  4.3.4. ENSAIOS DE INTERAÇÃO DOS SMLS COM MODELOS DE MEMBRANA  Os ensaios de interação dos SMLs contendo curcumina com os modelos de membrana (GUVs) tiveram como base o efeito de inibição (quenching) de fluorescência que as ferrites apresentam na emissão de fluorescência da curcumina. Para isso, foram traçados espetros de emissão de fluorescência da curcumina incorporada nos SMLs (com adição do volume de água correspondente, de modo a corrigir o efeito de diluição) e destes sistemas após interação com os GUVs. Como as ferrites apresentam um espetro de absorção numa larga região de comprimentos de onda, parte da energia emitida pela curcumina é absorvida pelas nanopartículas, resultando numa redução da intensidade de fluorescência da curcumina encapsulada nos SMLs (efeito de quenching). Ao ocorrer fusão entre os SMLs e os GUVs, formam-se vesículas de maiores dimensões, reduzindo o rácio entre a concentração de nanopartículas e o volume do sistema. Desta forma, após fusão dos SMLs com os GUVs, o efeito de quenching é atenuado, resultando num aumento de intensidade de emissão de fluorescência da curcumina.  Na Tabela 4.11 são apresentados os resultados de emissão de fluorescência obtidos, antes e após a interação dos diferentes nanossistemas com os GUVs. Em todos os ensaios é possível observar um aumento na intensidade de fluorescência da curcumina após a interação dos SMLs com os GUVs, o que evidencia a ocorrência de fusão entre os dois sistemas. Estes ensaios permitem concluir que os magnetolipossomas sólidos, contendo os diferentes tipos de ferrites, são nanotransportadores potenciais para entrega de curcumina por fusão com as membranas celulares.   
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Tabela 4.11: Espetros de fluorescência dos magnetolipossomas sólidos baseados em DPPC (1x10 -3 M) e magnetolipossomas sólidos furtivos baseados em DPPC e DSPE-PEG2000 (95%:5%; Cf =1x10-3 M), antes e após interação com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10-3 M). São apresentados os espetros para os sistemas que incorporam os três tipos de ferrites (MgFe2O4, Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4), todos encapsulando curcumina (2x10-6 M). [Condições de análise: ɉex = 440 nm; fendas = 4 nm.] SMLs SMLs furtivos MgFe 2O 4 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm) SMLs + H2O SMLs + GUVs 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm)  SMLs + H2O SMLs + GUVsCa 0.25Mg 0.75Fe 2O 4 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm)  SMLs + H2O  SMLs + GUVs 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm)  SMLs + H2O SMLs + GUVsCa 0.75Mg 0.25Fe 2O 4 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)

(nm)  SMLs + H2O SMLs + GUVs 500 550 600 6500,00,20,40,60,81,0intensidade de fluorescência (u.a)
(nm)  SMLs + H2O SMLs + GUVs 
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CAPÍTULO 5 – CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS  5.1. CONCLUSÕES   Este trabalho permitiu a síntese de ferrites de magnésio superparamagnéticas, em fase cristalina, com tamanho aproximado de 25 nm. As propriedades magnéticas destas partículas apontam para uma possível utilização das mesmas em terapia de hipertermia magnética conjugada a quimioterapia. Também foi possível a preparação de ferrites mistas, Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4, apresentando cristalites com tamanho médio de 14,5 nm e 8,7 nm, respetivamente. Os três tipos de nanopartículas constituíram a componente magnética na formulação dos magnetolipossomas sólidos (SMLs) e aquosos (AMLs).  O composto de potencial quimioterápico, curcumina, foi incorporado eficazmente na bicamada lipídica dos AMLs e SMLs, apresentando elevada taxa de eficiência de encapsulamento em ambos. Estes resultados demonstram a efetividade da metodologia de injeção etanólica na síntese dos magnetolipossomas carregados com curcumina e, também, as possibilidades destes sistemas nanotransportadores para potenciar a atividade terapêutica do composto.  Os ensaios de interação dos magnetolipossomas com modelos de membrana (por FRET ou quenching de emissão de fluorescência) evidenciam a ocorrência desta interação e a potencialidade de entrega de fármacos através de fusão membranar. A diminuição da interação no caso dos AMLs furtivos, comparativamente aos sistemas não PEG-ilados, indica uma maior resistência destes ao processo de fusão. Estes resultados poderão ser importantes no controlo externo da libertação do fármaco, através da disrupção das membranas quando sujeitas a um campo magnético alternado, a amplitudes adequadas, como resultado do aquecimento promovido pelas nanopartículas. Os sistemas PEG-ilados poderão apresentar um papel fundamental na redução dos efeitos citotóxicos associados à terapia convencional, ao mascarar os magnetolipossomas do sistema reticuloendotelial. Este efeito resulta num aumento do seu tempo de retenção no plasma sanguíneo, que permitirá uma redução das dosagens aplicadas e da exposição do agente antineoplásico aos tecidos saudáveis.  Este trabalho permitiu concluir a potencialidade dos magnetolipossomas (comportando os três tipos de ferrites) como nanotransportadores de curcumina e também a possibilidade de uma terapia sinérgica entre a quimioterapia e hipertermia magnética em tratamentos oncológicos.  
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5.2. PERSPETIVAS FUTURAS   A elaboração desta dissertação de mestrado, para além de dar resposta aos objetivos iniciais, permitiu avançar no melhoramento cumulativo dos nanossistemas de tipo magnetolipossoma, mas há muitos aspetos ainda a desenvolver. Assim, propõem-se as seguintes projeções de desenvolvimento para trabalhos futuros:  

• Análise de Rietveld da informação obtida pelos resultados de XRD, para as ferrites mistas sintetizadas, bem como a caracterização das suas propriedades magnéticas por SQUID; 
• Caracterização, estrutural e morfológica, das ferrites mistas por microscopia eletrónica de varrimento e/ou microscopia eletrónica de transmissão; 
• Determinação da concentração máxima de fármaco que os magnetolipossomas, sólidos e aquosos, são capazes de comportar; 
• Funcionalização dos magnetolipossomas com ligandos capazes de interagir com recetores sobrexpressos em células tumorais e/ou com recetores específicos ao nível das células endoteliais dos vasos sanguíneos tumorais; 
• Avaliação dos efeitos da carga superficial dos lipossomas PEG-ilados na ligação e consequente processo de endocitose em linhas celulares tumorais (in vitro), através de microscopia e espetroscopia de florescência; 
• Avaliação da taxa conversão da energia do campo magnético alternado em energia térmica apresentada pelas nanopartículas, singularmente e como componente magnética dos magnetolipossomas; 
• Caracterização dos magnetolipossomas segundo perfis de termossensibilidade e de libertação do composto, sob ação de um campo de corrente alternada; 
• Avaliação do efeito dual entre a carga superficial e a dissipação de calor dos magnetolipossomas, com vista ao alcance de uma formulação capaz de libertação controlada do composto antineoplásico.  
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ANEXOS  RESULTADOS DA ANÁLISE RIETVELD  Tabela A.1: Parâmetros selecionados para a análise Rietveld. Análise Ox ,y ,z (*) Orientação preferencial (**) Grau de inversão (i) Tamanho (nm) Rf  χ2  A 0,3593 Não (r = 1) 0 20 27,0 30,2 B 0,3673 Sim (r = 0.46) 0 21 26,8 29,8 C 0,3781 Não (r = 1) 0,897 33 6,8 2,92 D 0,3762 Sim (r = 0.64) 0,825 33 5,03 2,35  (*) Valor no ficheiro CIF nº11011245 é 0,375 (**) De acordo com a função March, para o plano (1 1 0):  

ቆݎଶ cosଶ α + sinଶ αݎ ቇ−ଷ ଶ⁄   onde ߙ é o ângulo agudo entre o vetor de dispersão e o normal para as cristalites.            
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DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHOS DOS MAGNETOLIPOSSOMAS AQUOSOS COMPORTANDO OS TRÊS TIPOS DE NANOPARTÍCULAS DE FERRITE, OBTIDOS POR DLS    Tabela A.2: Distribuição de tamanhos (por percentagem de intensidade) obtida por DLS para magnetolipossomas aquosos, baseados em Egg-PC (1x10-3 M), contendo os três tipos de nanopartículas (MgFe2O4, Ca0.25Mg0.75Fe2O4 e Ca0.75Mg0.25Fe2O4), a 25 °C. MgFe2O4  Ca0 .25Mg0.75Fe2O4 0 100 200 300 400 500024681012141618Intensidade (%) Diâmetro (nm) 0 100 200 300 400 50005101520Intensidade (%) Diâmetro (nm)Ca0 .75Mg0.25Fe2O4 0 100 200 300 400 500024681012141618Intensidade (%) Diâmetro (nm)   
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