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RESuUmoO

A nanomedicina abriu caminhos a terapia oncolégica ao impulsionar o desenvolvimento de
novas abordagens de diagnostico precoce, imagiologia de precisdo, terapia e entrega de farmacos. As
dificuldades no alcance de uma efetividade terapéutica fazem desta patologia um dos principais focos
de investigacdo nas vertentes da area. Os lipossomas, enquanto nanotransportadores de agentes
quimioterapicos, permitem melhorar a solubilidade, farmacocinética, estabilidade /7 vivo e toxicidade
e eles inerentes. Com vista a contrariar o rapido reconhecimento e captura pelo sistema imunitario e
proporcionar o direcionamento e acumulacao no local alvo, foram desenvolvidos lipossomas furtivos
magnetossensitivos que contém, na sua formulacao lipidica, a conjugacdo com polietilenoglicol (PEG).

Este projeto envolveu a sintese (pelo método de coprecipitacdo) e respetiva caracterizacéo
(morfologica, estrutural e de resposta magnética) de ferrites de magnésio superparamagnéticas
(MgFe204; diametro = 25 nm; magnetizacao de saturacdo = 16,2 emu/g; coercividade = 22,1 Oe) e
ferrites de magnésio com substituicdo parcial por i6es de calcio (Cao.7sMgo.2sFex0s e
Cao.25Mgo.75Fe204). Estas nanoparticulas foram incorporadas em lipossomas enquanto dispersdes na
fase aquosa (AMLs e AMLs furtivos; diametro = 150 nm) e como agregados rodeados por uma
bicamada lipidica (SMLs e SMLs furtivos; diametro = 100 nm).

Dada a atividade quimiopreventiva e quimioterapica reportada a curcumina, este composto foi
encapsulado nos diferentes nanossistemas com intuito de aumentar o seu potencial na terapia do
cancro. A sua localizacdo nos nanossistemas foi avaliada através de ensaios de anisotropia de
fluorescéncia em estado estacionario, sendo concluida a sua localizacdo na bicamada lipidica e uma
taxa média de eficiéncia no encapsulamento de 98% + 1,5 nos AMLs e 89% + 8,6 nos SMLs. Foram
realizados ensaios de interacdo ndo especifica dos nanossistemas com vesiculas unilamelares
gigantes (GUVs), com o recurso ao processo de transferéncia de energia ressonante de Forster (FRET)
e de decréscimo da inibicdo de fluorescéncia, com vista a tirar ilacdes acerca do comportamento que
0S nanossistemas apresentam quando em contacto com as células.

Os resultados obtidos evidenciam que os diferentes magnetolipossomas s&o
nanotransportadores resistentes e promissores para direcionamento magnético e terapia dual e

sinérgica (quimioterapia e hipertermia) no tratamento oncolégico.
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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, /7 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
(MgFe204; diameter 25 nm; saturation magnetization = 16,2 emu/g; coercivity = 22,1 Oe) and mixed
ferrites (Cao.7sMgo.2sFe204 e Cao.2sMgo7sFe204). 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
Forster 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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CAPIiTULO 1 —- CONTEXTUALIZACAO TEORICA

1.1. NANOTECNOLOGIA

Assistimos, ao longo dos ultimos 20 anos, a uma revolucao tecnoldgica exponencial, que
surgiu em resposta direta ao desenvolvimento de novas ferramentas, técnicas de avaliacéo,
manipulacao e caracterizacao de materiais a escala nanométrica. O investimento imediato e crescente
na nanociéncia e na nanotecnologia promoveu a sinergia entre varios ramos da ciéncia e tecnologia,
resultando numa area multidisciplinar que teve um impacto incomensuravel no paradigma tecnologico
e, em consequéncia, em todos os setores sociais [1, 2]. Embora sejam termos com relativo grau de
dependéncia, existem diferencas nos objetivos base da nanociéncia e da nanotecnologia. A
nanociéncia € caracterizada pelo estudo cientifico de objetos com dimensdes inferiores a 100
nandémetros a, pelo menos, uma dimensdo, com intuito de descobrir as leis que governam o
comportamento desse objeto a nanoescala e, dessa forma, criar bases de conhecimento a
nanotecnologia. A nanotecnologia é definida, segundo o National Nanotechnology Initiative (NNI), como
uma ciéncia, engenharia e tecnologia conduzida a nanoescala (entre os 10 e os 100 nandémetros),
que possibilita a manipulacao atémica, molecular e supramolecular dos materiais, de forma a
potenciar a sua aplicabilidade segundo especificacdes nanométricas.

Embora a ideia deste tipo de manipulacdo tenha surgido no final da década de 50, nas
perspetivas utdpicas de Richard Feynman, e tenha sido definida pela primeira vez em 1974 pelo
Professor Norio Taniguchi na Universidade Cientifica de Toquio, apenas no inicio do segundo milénio
comecou a ser explorada e testada laboratorialmente [3]. Surge, entdo, a constatacdo de que as
propriedades fisicas e quimicas de um material séo fortemente influenciadas pelo tamanho do mesmo
e, com efeito, que o comportamento apresentado a nanoescala difere do que é exibido a nivel

macroscopico.



1.1.1. EFEITO DA NANOESCALA NAS PROPRIEDADES DOS MATERIAIS

A medida que um material se aproxima da nanoescala, surgem alteracdes nas suas

propriedades estruturais, magnéticas, térmicas, oticas, eletrdnicas, mecanicas e biologicas [2]. As

alteracdes registadas nas propriedades das nanoestruturas estao relacionadas com a quantidade de

atomos que estdo em contacto com a superficie livre e com uma interface interna. Quando um atomo

esta localizado a superficie, 0 numero de atomos na sua vizinhanca é reduzido, pelo que surgem

diferencas na sua estrutura eletronica e na forma como interagem entre si. O seu comportamento é

regido segundo as leis da mecanica quantica e algumas das alteracdes das propriedades fisicas e

quimicas incluem:

©)

Dominancia da forca eletromagnética em detrimento da forca gravitacional, que se torna
desprezavel tendo em conta a massa dos nanomateriais. Para além disso, esta forca, em
funcdo da carga e distancia, nao é afetada pela massa, pelo que se podera fazer sentir
fortemente mesmo nas nanoparticulas mais pequenas;

Quantificacao da energia;

A importancia do movimento molecular aleatério torna-se mais significativa, visto que estes
movimentos poderao estar a escala do tamanho das particulas e, por isso, terinfluencia direta
no comportamento apresentado pelas mesmas;

Dualidade onda-corpiisculo da matéria mais pronunciada;

Aumento do racio entre a area de superficie e o volume associado, 0 que tem efeitos
consideraveis na reatividade dos materiais, bem como na temperatura de fusdo por eles
apresentada;

O confinamento quantico. Num nanomaterial, os eletrdes estdo confinados a um espaco,
0 que lhes limita o movimento comparativamente @ macroescala. Como a estrutura das
bandas de energia é afetada, 0 mesmo acontece com a energia total do sistema;

A energia de ionizacdo associada aos nanomateriais sofre flutuacées em dependéncia do
tamanho.

As alteracdes das propriedades dos materiais a nanoescala é um dos grandes beneficios da

nanotecnologia, ja que possibilita moldar as estruturas, fases, tamanhos, composicao e caracteristicas

de superficie dos materiais, de modo a obter as propriedades desejadas.



1.1.2. APLICACOES DA NANOTECNOLOGIA

A capacidade de adequar as caracteristicas dos nanomateriais as 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: Aplicacdes da nanotecnologia em diferentes tipos de setores.

Setor Aplicacoes

Oxidos metalicos, tais como o éxido de zinco, como blogueadores de radiacdo UV na
composicao dos téxteis [4];

Téxtil
Poliésteres, nanodecorados com diéxido de titdnio, como téxteis com capacidade de
autolimpeza [5] ;
Nanosensores eletroquimicos baseados em carbono [6];
Eletronico Nanotubos de carbono na composicdo das baterias de litio, de modo a potenciar a sua
capacidade de armazenamento de energia [7];
Nanomateriais baseados em dioxido de titanio para aplicacdes fotovoltaicas [8];
Energético Zeolitos como catalisadores de reacdes de conversao de dioxido de carbono a combustivel [9];
Nanoesferas como transportadoras de fatores de crescimento para regeneracao 6ssea [10];
Médico

Nanovesiculas, sensiveis ao pH, como sistemas de entrega de insulina em diabéticos [11].

Nao obstante as inimeras aplicacdes da nanotecnologia na area médica, existe um especial

foco na investigacdo do seu uso para prevencao, tratamento, monitorizacdo e detecdo do cancro.

1.2. DESAFIOS ASSOCIADOS A TERAPIA DO CANCRO

O cancroé definido, de uma forma simplista, como uma proliferacao descontrolada de células
anormais no organismo, como resultado de alteracdes genéticas ou epigenéticas nas células
somaticas. Nessas células, a progressao normal do ciclo celular é interrompida, tendo como resultado
0 crescimento e divisao celular nao regulares. Das interacdes resultantes entre células transformadas
e nao transformadas, advém um microambiente tumoral associado, muitas vezes responsavel por

potenciar o desenvolvimento tumoral em todas as fases da carcinogénese. Estas interacbes sao



mediadas por meio de comunicacao intercelular, as quais envolvem quimiocinas, citocinas, fatores de
crescimento, de inflamacao e enzimas responsaveis pela remodelacao da matriz extracelular, atuando
contra as propriedades fisicas e quimicas do tecido [12, 13].

Esta doenca apresenta-se como uma das principais causas de morte mundial, apresentando
um numero estimado de 6bitos num valor de 7,6 milhdes por ano, estando associadas previsdes de
aumento para o valor de 13,1 milhdes até 2030 [14]. A taxa de mortalidade associada surge em
resultado de um conjunto de questdes ainda por resolver na area, as quais incluem (i) a inexisténcia
de biomarcadores efetivos no diagnostico e prognéstico; (i) métodos de diagnostico e tratamento
invasivos; (iii) Reduzido perfil epigenético; (iv) inexisténcia de tratamentos individualizados; (v)
limitacdes associadas aos agentes quimioterapicos existentes e (vi) a ocorréncia de metastases [15].
A maioria dos quimioterapicos apresenta uma farmacocinética limitada, caracterizada por uma rapida
biodegradacao, o que leva a um curto periodo de tempo em circulacao no plasma sanguineo. Como
resultado, é determinada a utilizacao de doses elevadas e com agendas de tratamento rigorosas. Para
além disso, como a seletividade tumoral dos farmacos existentes é reduzida, ocorre uma extensa
biodistribuicdo, o que induz toxicidade em regides nao alvo. As propriedades fisico-quimicas nao
favoraveis, como a hidrofobicidade, também dificultam o processo de acumulacao especifica dos
agentes quimioterapicos [16, 17].

Com vista a contornar alguns dos obstaculos das técnicas convencionais, tém sido exploradas
novas abordagens que integram os principios bioldégicos a nanoescala, de modo a perceber,
transformar e criar novas técnicas de diagndstico, imagiologia, entrega de farmacos e tratamento, com

o0 intuito de melhorar a qualidade e expetativa de vida dos pacientes.

1.2.1. IMPORTANCIA DA NANOTECNOLOGIA COMO ABORDAGEM A
TERAPIA DO CANCRO

A convergéncia da nanotecnologia com a medicina, também denominada nanomedicina,
impulsionou uma revolucao nas técnicas de detecao, monitorizacao, reparacao e controlo de sistemas
biologicos usando nanodispositivos e nanoestruturas a nivel molecular [18]. Atualmente, € uma das

abordagens mais promissoras a terapia do cancro e, segundo a Plataforma Tecnologica Europeia em



Nanomedicina (ETPN, do inglés, European Technology Flatform on Nanomedicine), abrange trés

grandes vertentes de investigacao, sendo elas:

o Nanomedicina para diagnéstico precoce: Atualmente, a detecao clinica de cancro centra-
se em técnicas de imagiologia ou de analise morfologica de células (citologia) ou tecidos
(histopatologia) suspeitos. As técnicas de imagiologia aplicadas (tais como raios-X, tomografia
computorizada, imagiologia de ressonancia magnéticae ultrassons) apresentam sensibilidade
reduzida, pelo que a sua capacidade em diferenciar lesdes benignas e malignas é reduzida.
Assim sendo, tém sido desenvolvidos métodos, baseados em espetroscopia de fluorescéncia,
que utilizam nanoparticulas como detetores de biomarcadores extracelulares de cancro,
detetores de células transformadas e detecao de tecidos cancerigenos in7 vivo [19].

o Nanomedicina para imagiologia de precisdo: Para além da detecdo direta de
células/tecidos transformados, a detecdo precoce do cancro estd também dependente de
técnicas de imagiologia mais informativas, com maior grau de resolucéo e sensibilidade.
Sendo a imagiologia de ressonancia magnética umas das técnicas com maior relevancia no
diagnostico clinico, tém sido explorados métodos que fazem uso de ides paramagnéticos (tais
como o manganés, ferro e gadolinio), com intuito de melhorar a resolucdo e contraste da
técnica [20]. Para além disso, nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro poderao
ser coincorporadas com outras nanoparticulas de imagiologia, de modo a combinar dois ou
mais formatos de imagem [21].

o Nanomedicina para terapia e entrega de farmacos: Os métodos de tratamento
convencionais incluem uma combinacdo de radiacao, cirurgia e agentes antineoplasicos
associados a técnicas quimioterapicas, que envolvem a administracao intravenosa de agentes
citotdxicos e que tém como alvo terapéutico as células de divisao rapida, atuando, portanto,
de forma néo especifica. Como resultado, surgem diversos efeitos colaterais associados, tais
como a alopecia, problemas gastrointestinais, anemia, alteracoes no sistema nervoso central,
entre outros. Um dos mais desafiantes objetivos na terapia desta doenca prende-se com o
desenvolvimento de farmacos e respetivos sistemas de entrega, que permitam uma
interferéncia com cada uma das capacidades adquiridas e necessarias ao crescimento e
progressao do tumor, de forma direcionada [22]. Para além de ser possivel o direcionamento
deste tipo de nanossistemas particulados ao local alvo, permitem, também, modular a
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farmacocinética e farmacodinamica associada ao composto farmacéutico. O aumento da

solubilidade e tempo de retencdo associados aos farmacos sao incrementados, pelo que s&o

necessarias doses de administracéo inferiores, tendo efeito direto na qualidade de vida dos

pacientes.

De acordo com o mencionado anteriormente, um dos grandes desafios associados a terapia
do cancro envolve limitacbes nas propriedades dos agentes quimioterapicos. Assim, o
desenvolvimento de novos farmacos com propriedades melhoradas e, também, a extracdo e estudo
de componentes de produtos naturais com potencialidade terapéutica (tais como a curcumina), séo

marcos fundamentais no alcance da efetividade terapéutica.

1.3. CURCUMINA COMO AGENTE ANTINEOPLASICO

A curcumina é o componente principal do Acafrdo-da-india e um dos trés polifendis passiveis
de ser isolados do rizoma da espécie Curcuma longa (Figura 1.1). Esta planta herbacea é largamente
cultivada em regices do sul da Asia, india e Indonésia e o seu poder medicinal é explorado e aplicado
ha centenas de anos pela comunidade Indiana e Chinesa no tratamento de dores abdominais, ictericia,
roturas de ligamentos, inflamacdes, desordens hepaticas e biliares, reumatismo, entre outros [23]. O
primeiro trabalho publicado acerca do seu uso terapéutico reporta ao ano de 1937 [24] e, desde
entdo, tem sido intensivamente explorado pela comunidade cientifica. As suas propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes, quimiopreventivas e quimioterapicas foram
confirmadas tanto em culturas celulares comoem modelos animais, abrindo caminho a testes clinicos

[25].

Figura 1.1:Estrutura quimica da molécula de curcumina



1.3.1. ATIVIDADE QUIMIOPREVENTIVA E QUIMIOTERAPICA DA

CURCUMINA

A curcumina demonstra ser um agente preventivo e terapéutico da carcinogénese ao afetar

dois processos primarios: a angiogénese e 0 crescimento tumoral. A angiogénese € um processo

responsavel pela formacao de novos vasos sanguineos a partir da vasculatura existente. Sendo este

um processo chave para o desenvolvimento das neoplasias (ja que oferece condicdes a troca de

nutrientes, remocdo de metabolitos tdxicos e oxigénio necessario ao desenvolvimento tumoral), o

reconhecimento e controlo da angiogénese apresenta valor terapéutico. Os efeitos da curcumina neste

processo foram estudados, verificando-se que esta afeta a angiogénese por multiplos processos

independentes, alguns dos quais sao [26] :

a.

Ligacao e consequente inibicao a uma enzima de ligacado membranar,
CD13/aminopeptidase-N (APN), presente em vasos sanguineos que estdo sob
processo ativo de angiogénese;

Inibicao da transcricdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que possui
um papel fundamental na angiogénese e migracao de células transformadas;
Inibicao de angiogénese ao impedir a ativacao do gene que promove 0 aumento dos

niveis de cicloxigenase-2 e 5-lipoxigenase.

O impedimento do crescimentotumoral é conseguido tanto por inducao da apoptose, ou outro

tipo de mecanismo indutor de morte celular, como pela interrupcao do seu ciclo celular. A curcumina

apresenta capacidade de induzir apoptose celular através da sua interferéncia em diversos

mecanismos, sendo alguns deles [27]:

a.

b.

C.

Aumento da libertacdo do citocromo ¢, que medeia a ativacdo da cascata das
caspases aquando da sua libertacao no citosol e, como consequéncia, a apoptose
celular mediada pelas mitocondrias;

Reducao transcricional de proteinas anti-apoptéticas, como a BclxL;

Aumento transcricional da proteina Bad, que € uma proteina pertencente a familia
Bcl-2 e que promove a apoptose celular através da ligacdo e consequente inibicao da

BelxL.



No que diz respeito a interrupcéo do ciclo celular, embora ainda nao sejam totalmente
compreendidos os mecanismos de acdo, este composto ja demonstrou ter influéncia na progressao
do ciclo celular de algumas linhas celulares.

Embora as propriedades farmacoldgicas associadas ao composto facam dele um potencial
agente no tratamento e prevencao do cancro, € necessario garantir que a sua atividade terapéutica
estejam associadas uma boa solubilidade em meios aquosos, doses efetivas no local alvo, bem como

um reduzido grau de toxicidade em tecidos e células saudaveis.

1.3.2. SOLUBILIDADE, BIODISPONIBILIDADE E TOXICIDADE ASSOCIADA A
CURCUMINA

A curcumina apresenta-se como um agente lipofilico que demonstra reduzida solubilidade em
agua, reportando valores de solubilidade em agua pura inferiores a 0,6 pg/mL e de 1 mg/mL em
etanol [28]. No entanto, é solivel em solventes organicos como o metanol, etanol, acetona,
dimetilsulfoxido e apresenta uma temperatura de transicdo aos 183 °C, sendo estavel a elevadas
temperaturas [29] . A reduzida biodisponibilidade de um composto no corpo advém de uma (i)
reduzida atividade intrinseca; (ii) reduzida absorcao no local alvo; (i) elevada taxa metabolica; (iv)
inatividade dos produtos metabolicos e/ou (v) rapida eliminacdo do corpo [30]. A reduzida
biodisponibilidade da curcumina esta associada a reduzida absorcao, metabolismo e eliminacéo
rapidos. Esta molécula é rapidamente metabolizada por varias vias enzimaticas, entre as quais por
glucuronidacao, sulfatacao, alcool desidrogenase e pelo sistema p450 [31].

No que diz respeito a toxicidade associada a este composto, e muito embora nao esteja
definida uma dose de administracao maxima tolerada, encontra-se reportado que doses equivalentes
a 12 g/dia (administracdo por via oral) ndo apresentam toxicidade associada [32]. No entanto, estudos
demonstram que a curcumina podera apresentar uma acao bifasica, de acordo com a concentracao
a que as células sao sujeitas, ja que se registaram alteracdes na acao do proteassoma de acordo com
a concentracdo de composto utilizada [33]. O proteassoma, complexo proteico responsavel pela
destruicao de proteinas intracelulares, quando inibido induz a apoptose celular, e quando estimulado
estd associado a sobrevivéncia celular. Verificou-se que baixas doses de curcumina estavam

associadas a ativacdo do mesmo, enquanto em doses elevadas se verificava a sua inibicao [33].



Tendo em conta que as caracteristicas ¢timas 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 fosfolipidicos, apresenta-se como uma mais valia. Estas vesiculas lipidicas permitem a
ligacdao do composto hidrofébico a sua componente lipofilica e, assim, oferecer as caracteristicas
hidrofilicas necessarias ao seu transporte e entrega. Para além disso, o controlo das propriedades
destes sistemas permitira regular a biodisponibilidade associada ao composto e, também, a

concentracao 6tima a sua acao terapéutica.

1.4. LIPOSSOMAS

A potencialidade das estruturas lipidicas em encapsular solucdes aquosas e compostos
hidrofobicos é reconhecida desde 1965 quando Bangham [34], ao estudar o comportamento dos
lipidos aquando da sua imersao em agua, verificou a presenca de vesiculas lipidicas preenchidas por
agua nas imagens de microscopia eletronica de transmissao. Desde entdo, tém sido exploradas as
aplicacdes dos lipossomas, nomeadamente como modelos de membranas celulares no estudo da

bioquimica e biologia molecular, bem como nanotransportadores e sistemas de entrega de farmacos.

1.4.1. COMPOSICAO ESTRUTURAL E ORGANIZAGAO

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares de forma aproximadamente esférica cujas unidades
estruturais sdo os fosfolipidos. Os fosfolipidos sdo moléculas de carater anfifilico, em resultado da
presenca de um grupo polar hidrofilico (“cabeca”), em geral, carregado eletricamente, sendo
constituido por um grupo fosfato ligado a um glicerol, e uma cauda apolar (hidrofébica) neutra,
constituida por duas cadeias de acidos gordos (Figura 1.2). Os fosfolipidos podem ser classificados
como naturais ou sintéticos, de acordo com a sua origem. Os fosfolipidos naturais sao obtidos a partir
de varias fontes naturais, tais como gema de ovo ou grdos de soja (fosfatidilcolina do ovo, Egg-PC, e
lecitina de soja, respetivamente). Os fosfolipidos naturais apresentam menor estabilidade quando
comparados aos sintéticos (tais como o dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC), sendo que estes ultimos

poderdo ser produzidos a partir dos primeiros, com a vantagem de ser possivel a manipulacdo das



regides polares e apolares [35]. Para além da classificacdo baseada na sua origem, os fosfolipidos
sao classificados quanto a carga elétrica, bem como quanto ao tipo de ligacdes existentes entre os
atomos de carbono nas cadeias hidrocarbonadas. Sempre que se estabelecem ligacdes simples entre
os atomos de carbono (C - C) trata-se de um lipido saturado; quando estas ligacdes sdo duplas (C =
C), dizse que o lipido é insaturado. O grau de saturacdo de uma cadeia lipidica tem influéncia na
temperatura de transicdo a qual a membrana lipidica passa da fase gel (ou fase ordenada) para a fase

liquido-cristalina (fase fluida), também denominada de temperatura de transicdo (Tm), aumentando

com o grau de saturacdo da mesma [36].
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Figura 1.2: Representacéo esquematica da composicao estrutural dos fosfolipidos enquanto componentes de uma
bicamada lipidica (figura adaptada de OpenStax Biology).

No que diz respeito a carga elétrica, poderao ser classificados como idnicos (catidnicos ou
aniénicos), ndo ionicos (eletricamente neutros) ou zwitteridnicos (eletricamente neutro, porém com
cargas opostas em diferentes atomos). Na Tabela 1.2 estdo apresentadas as classificacdes quimicas

dos lipidos utilizados nas formulacdes sintetizadas no decorrer deste projeto.

Tabela 1.2: Classificacao das propriedades dos lipidos utilizados quanto a sua origem, carga elétrica, tipo de
ligacOes e temperatura de transicao [37].

Fosfolipido Origem Carga elétrica Tipo de ligacoes T,
Ege-PC Natural Zwitterionica Insaturadas -5a-15°C
Lecitina de soja Natural Zwitterionica Insaturadas -20a-30°C
DPPC Sintética Zwitterionica Saturadas 41°C
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A interacdo hidrofilica entre os grupos polares e as interacdes das forcas de Van der Waals
entre as cadeias acilo hidrocarbonadas resulta numa auto-organizacao espontanea dos fosfolipidos na
presenca de um meio aquoso (Figura 1.3). Este comportamento é conduzido, termodinamicamente,
pela tendéncia das cadeias lipidicas hidrofébicas se repelirem na presenca da agua. Como resultado
formam-se bicamadas lipidicas, finas e flexiveis, que se apresentam como uma barreira
semipermeavel a ides e solutos polares em ambientes aquosos, onde ambos os lados externo como

interno estao preenchidos por agua.
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Figura 1.3: Representacdo esquematica do processo de auto-organizacao espontanea dos lipidos em contacto com
uma solucao aquosa.

Fosfolipidos

A formacao destas estruturas esta dependente de fatores intrinsecos aos fosfolipidos (tais
como o tamanho do grupo polar, ou o tamanho e grau de insaturacdo das cadeias), bem como fatores
extrinsecos (temperatura, pH, concentracao e presenca de solutos no meio) [38]. De acordo com o
método de preparacao, os lipossomas apresentam tamanho e constituices diferentes e, como tal,

diferentes classificacoes.

1.4.2. CLASSIFICACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas sdo classificados, geralmente, segundo o tamanho e nimero de lamelas que

apresentam na sua constituicdo. No que diz respeito ao numero de lamelas, podem ser classificados
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como (1) Vesiculas multilamelares (MLV, do inglés, multilamellar vesicles), cuja vesicula possui no
seu interior vesiculas concéntricas de menores dimensdes, separadas por agua; (2) Vesiculas
unilamelares, cuja vesicula é constituida por uma Unica esfera com cavidade aquosa. Estas Ultimas
poderdo ser divididas em trés subtipos: vesiculas unilamelares pequenas (SUV, do inglés, smal/
unilamellar vesicles); vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés, farge unilamellar vesicles);

vesiculas unilamelares gigantes (GUV, do inglés, giant unilamellar vesicles), Tabela 1.3.

Tabela 1.3: Sistema de classificacao dos lipossomas segundo o nimero de lamelas e tamanho da vesicula.

N* de lamelas Subtipo Diametro Morfologia

Suv <100 nm £

Vesiculas unilamelares LUV 100-1000 nm
GUV > 1um
Vesiculas multilamelares _ 0.1-15 um

1.4.3. LIPOSSOMAS COMO NANOTRANSPORTADORES LIPIiDICOS

Considerando as caracteristicas estruturais e quimicas unicas dos lipossomas, estes séo um
dos nanotransportadores mais promissores a aplicacao clinica, ja que permitem encapsular agentes
farmacologicos hidrofébicos (como a curcumina) na sua membrana lipidica, assim como outro tipo de
agentes hidrofilicos no seu compartimento aquoso.

Embora estejam aliadas inumeras vantagens a sua utilizacao, ainda surgem um conjunto de
desvantagens que procuram ser solucionadas de modo a garantir melhor efetividade no seu uso e
acao. A Tabela 1.4 resume as principais vantagens e, em contraste, desvantagens apontadas a

utilizacao dos lipossomas como nanotransportadores.
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Tabela 1.4: Vantagens e desvantagens associadas a utilizacdo dos lipossomas como nanotransportadores
farmacologicos

Vantagens Desvantagens
Aumentam a estabilidade do agente encapsulado Baixa solubilidade
Nao-toxicos, flexiveis, biocompativeis, Tempo de vida reduzido
biodegradaveis, nao-imunogénicos
Diminuicao da toxicidade do agente encapsulado Fosfolipidos podem sofrer reacdes de oxidacdo e
hidrélise
Potenciam o indice terapéutico do agente Custo de producao elevado
encapsulado
Diminuicdo da exposicdo dos tecidos a agentes Vazamento dos agentes encapsulados
toxicos

Possibilitam a ligacdo de ligantes especificos
necessarios ao direcionamento ativo

Os lipossomas convencionais, aquando da administracdo sistémica, sdo opsonizados® por
proteinas plasmaticas e rapidamente reconhecidos e eliminados/inativados por parte do sistema
reticuloendotelial (RES). A instabilidade resultante, como consequéncia da interacao com lipoproteinas
de alta e baixa densidade (HDL e LDL, respetivamente), resulta no derrame do seu contetdo para o
plasma [39]. As propriedades fisicoquimicas inerentes ao sistema, tais como a fluidez da membrana
e 0 grau de saturacao dos fosfolipidos utilizados, demonstram ter influéncia no tipo de proteinas a que
os lipossomas se ligam e, como tal, na sua estabilidade. Esta reportado que a utilizacao de colesterol
na composicao das membranas lipidicas permite aumentar o grau de compactacao das mesmas e,
assim, diminuir a transferéncia de fosfolipidos para as moléculas de HDL [40]. Verificou-se, também,
que lipossomas formulados a partir de lipidos cujas cadeias hidrocarbonadas estao saturadas
apresentam melhor estabilidade na corrente sanguinea. No entanto, nenhuma destas alternativas
apresentou uma eficacia pronunciada no mascarar dos lipossomas ao reconhecimento por parte do
RES, resultando na sua remocédo rapida da circulacdo e acumulacdo maioritaria no figado e baco [41].

A diminuicdo do tamanho dos lipossomas surge como proposta alternativa ao solucionar este

1 Processo no qual se ligam opsoninas. As opsoninas sdo moléculas que se ligam a células, com intuitode facilitar o processo de fagocitose por células
fagociticas.
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problema, ja que lipossomas de menor tamanho (como os SUVs) apresentam um maior tempo de
vida na corrente sanguinea comparativamente a lipossomas maiores (LUVs). Todavia, a diminuicao
do tamanho dos lipossomas é acompanhada com a diminuicdo do volume efetivo ao encapsulamento
dos agentes.

Foi estudada a acdo da conjugacao de diferentes polimeros aos lipossomas como alternativa
de integracao simultdnea de uma boa estabilidade, solubilidade e aumento do tempo de vida de

circulacao na corrente sanguinea.

1.4.3.1. LiPOSSOMAS FURTIVOS

O polietilenoglicol (PEG) tem sido o polimero mais largamente utilizado como estabilizador
estérico na formulacdo de lipossomas furtivos (também denominados lipossomas stea/tf) desde a
década de 90, quando foi reconhecido o seu potencial em estabilizar e aumentar o tempo de vida em
circulacao de lipossomas por ele funcionalizados. Este polimero apresenta propriedades atrativas a
nanomedicina, tais como uma boa biocompatibilidade e reduzida toxicidade, boa solubilidade em
Meios agquosos e organicos e imunogenicidade baixa [39].

O tempo de vida em circulacao e, consequentemente, a melhoria da farmacocinética
associada aos agentes terapéuticos encapsulados, surge como resultado da inibicao da opsonizacao
e absorcao de proteinas a superficie lipossomal. O efeito de estabilizacao produzido pelo PEG resulta
da concentracao, a superficie, de grupos altamente hidratados, que inibem as interacdes eletrostaticas
e hidrofobicas dos lipossomas com os componentes sanguineos [42]. A repulsao estéricaas opsoninas
resulta numa alteracao da biodistribuicdo dos lipossomas, que permite a sua acumulacéo no local do
tumor, j@ que o0s vasos sanguineos tumorais apresentam uma barreira endotelial com maior
permeabilidade capilar quando comparados com os vasos sanguineos e tecidos saudaveis. Esta
caracteristica surge em resultado de juncdes inter-endoteliais alargadas, um grande numero de
fenestracdes e canais transendoteliais e uma membrana basal descontinua ou ausente [43].

A modificacado da superficie dos lipossomas com PEG pode seguir diferentes mecanismos: (i)
absorcao fisica do PEG a superficie dos lipossomas; (i) incorporacao de lipidos conjugados com PEG
na sua formulacao (Figura 1.4); e (iii) ligacdo covalente dos grupos reativos a superficie dos lipossomas

ja formados [44].
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Figura 1.4: Representacdo esquematica da formacdo de lipossomas furtivos, através da incorporacao (aquando
sintese) de fosfolipidos conjugados com PEG.

Os lipossomas PEG-iados, aliados a permeabilidade aumentada, apresentam-se como
veiculos para o direcionamento passivo de farmacos ao local alvo. Apds a sua acumulacao no espaco
intersticial existente entre as células modificadas, os lipossomas permanecem no fluido extracelular,
ndo permeando as células [45]. Assim, torna-se necessario induzir a libertacdo dos agentes
antineoplasicos para o fluido extracelular para que estes, através do processo de difusao, entrem nas
células e exercam a sua funcao. Para além do direcionamento ao local alvo, a entrega controlada dos
agentes antineoplasicos € um dos grandes objetivos da nanomedicina. Neste sentido, tem sido dada
muita atencdo as propriedades unicas de nanoparticulas magnéticas como componentes integrantes

dos sistemas lipossomais [46].

1.5. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) sao um dos materiais mais largamente estudados e
utilizados a nanoescala, cuja aplicacao biologica ja prevé a sua a¢do enquanto sensores para detecao
de analitos (como DNA, RNA e proteinas), agentes de imagiologia de ressonancia 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 hidrofébicos sem a integracéo de solventes ou excipientes
[46]. De acordo com o descrito em 1.1.1, as alteracdes fisicas e quimicas registadas a nanoescala
oferecem versatilidade no desenvolvimento de novas abordagens a aplicacdo biomédica, como
resultado do design de nanossistemas com composicdes e funcionalidades Unicas. Nos subcapitulos
que se seguem serdo caracterizadas as propriedades estruturais e magnéticas associadas as
nanoparticulas, que deverao 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. MAGNETIZAGAO E SUSCETIBILIDADE MAGNETICA

As nanoparticulas magnéticas sao caracterizadas por possuir um momento dipolar magnético,
que diz respeito a capacidade dos dipolos de se alinharem com um campo magnético externo. Os
momentos magnéticos associados aos atomos dos materiais magnéticos tém trés origens: (i) spins
dos eletrées; (i) o movimento orbital dos eletrdes e (iii) alteracdo no movimento orbital causado pela
aplicacdo de um campo magnético [47]. Quando um campo magnético externo (H) € aplicado a um
material, os dipolos atémicos tendem a alinhar-se ao campo, ficando este com um momento
magnético intrinseco que, por unidade de volume, é definido como magnetizacao (M), segundo a

Equacao 1.1.

Equacao 1.1

M =x,H

onde M e H se expressam em A.m™ e xm, que diz respeito & suscetibilidade magnética, é
adimensional. Esta ultima, para materiais isotrépicos e homogéneos, é definida como o coeficiente de
proporcionalidade entre a magnetizacdo e o campo magnético externo e os seus valores permitem

classificar os materiais magnéticos em diferentes categorias [47, 48]:

16



o Materiais diamagnéticos: este tipo de materiais apresenta uma suscetibilidade negativa, com
valores de suscetibilidade magnética a oscilar entre -10° e -103, sendo ligeiramente repelidos na

presenca de campos magnéticos externos. A suscetibilidade dos diamagnéticos surge em resultado
do realinhamento das orbitais eletrénicas sob acdo de um campo magnético, resultando numa fraca
magnetizacdo que se opde ao campo magnético externo aplicado. Como apresentam todos os
eletrdes emparelhados, ndo possuem um momento magnético permanente. Para além disso, nao
retém as propriedades magnéticas aquando da remocao do campo magnético externo;

o Materiais paramagnéticos: 0s materiais paramagnéticos apresentam uma suscetibilidade
magnética positiva com valor reduzidos (101 < xm< 10), pelo que sao ligeiramente atraidos pelos
campos magnéticos externos. As suas propriedades magnéticas surgem em resultado da presenca
de alguns eletrdes desemparelhados e ao realinhamento dos eletrdes causado pelo campo
magnético externo. Na auséncia de um campo magnético externo, os momentos magnéticos tendem
a alinhar-se com o campo, mas esta tendéncia é contrariada pela tendéncia dos momentos
possuirem orientacdes aleatorias em resultado do movimento térmico. A fracdo de momentos que
ficam alinhados com o campo depende da intensidade do campo e da temperatura. Apés remocao
do campo, ndo retém as propriedades magnéticas [49];

o Materiais ferromagnéticos: 0s materiais que exibem ferromagnetismo apresentam
suscetibilidades magnéticas positivas e com valores elevados, pelo que sao fortemente atraidos pelos
campos magnéticos externos e apresentam a capacidade de reter as propriedades magnéticas apds
remocao do campo externo. Isto acontece ja que estes materiais apresentam na sua constituicao
alguns eletrdes desemparelhados e, como resultado, os seus atomos apresentam um dipolo
magnético atomico permanente. Como os momentos de dipolo magnético dos atomos exercem
fortes forcas sobre 0s momentos dos atomos vizinhos, resulta uma pequena regiao do espaco onde
0s momentos estao alinhados uns com os outros, mesmo na inexisténcia de um campo externo [49];

o Materiais antiferromagnéticos: nos materiais que exibem antiferromagnetismo, os momentos
magneéticos da maior parte das vizinhancas dos ides estao orientados numa posicao antiparalela ao
seu préprio momento magnético, pelo que a magnetizacao total resultante ¢ muito reduzida. Em
cada material antiferromagnético, uma ordem especifica € estabelecida para a sequéncia de

momentos magnéticos que, em conjunto com a direcao relativa dos eixos cristalograficos, controla
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a estrutura antiferromagnética do material. Sob a influéncia de um campo magnético externo, o
material antiferromagnético torna-se magnetizado e os valores de suscetibilidade magnética variam
de 10% a 10° [50];
Materiais ferrimagnéticos: o ferrimagnetismo é um caso particular de antiferromagnetismo, no
qual os momentos magnéticos da subestrutura apontam para direcées opostas e, ao contrario do
que acontece nos antiferromagnéticos, tém diferentes magnitudes. O emparelhamento
antiferromagnético entre duas substruturas tem comoresultado o cancelamento parcial do momento
magnético [51]. Este efeito ocorre quando o material é constituido por diferentes tipos de atomos ou
quando os ides nao sdo os mesmos (exemplo, Fe2* numa substrutura e Fe3* na substrutura
adjacente). Os materiais ferrimagnéticos comportam-se, a escala macroscépica, muito similarmente
aos ferromagnéticos, apresentando magnetizacdo espontanea abaixo da temperatura de Curie?. A
ordem ferrimagnética foi primeiramente sugerida por Néel, em 1948, para explicar o comportamento
das ferrites, o qual sera explorado com maior detalhe no subcapitulo 1.5.3.

Na Tabela 1.5 estdo reunidas as caracteristicas magnéticas representativas na classificacéo

dos materiais com diferentes propriedades magnéticas.

Tabela 1.5: Caracteristicas magnéticas representativas na classificacdo dos materiais com diferentes propriedades

magnéticas.
Propriedade Direc-;éo da polarizacao - Represe’nfagéo
L. relativamente ao campo Xm relativa esquematicada
magnetica . o
magnético externo polarizacao
Diamagnetismo Oposta -106 < xm <-103 l l l l l
Paramagnetismo A mesma 10t < Xm< 10© )'f‘ fr
Ferromagnetismo A mesma T T T T T
Antiferromagnetismo Ambas 104 <xm < 10°® l T l T l
Ferrimagnetismo Ambas l L l A l

2 Temperatura de Curie: temperatura acima da qual os materiais perdem as caracteristicas ferromagnéticas e passam a comportar-se como
paramagnéticos.

18



1.5.2. EFEITO DAS  CARACTERISTICAS  ESTRUTURAIS  NAS
PROPRIEDADES MAGNETICAS

Pierre-Ernest Weiss, ao observar que determinados materiais ferromagnéticos apresentavam
magnetizacdo nula na auséncia de um campo externo, apercebeu-se de que nao existia uma
orientacdo global dos momentos magnéticos no material. Sugeriu (baseando-se nos trabalhos de
Ampere, Weber e Ewing) a existéncia de regides discretas, as quais denominou de dominios
ferromagnéticos, que sdo volumes do material ferromagnético nos quais os dipolos atdmicos estdo
paralelamente alinhados numa ordem preferencial através de interacdes de troca. Nestes dominios,
um grande numero de momentos atomicos (tipicamente, entre os valores de 1012 e 1018) estdo
alinhados paralelamente e o dominio atinge quase a magnetizacédo de saturacéo. Embora a direcédo
de alinhamento varie de dominio para dominio, de forma relativamente aleatéria, existem eixos
cristalograficos preferenciais pelos momentos magnéticos, os quais, na auséncia de um campo
magnético, se irdo alinhar aos eixos magnéticos equivalentes. A camada de transicao que separa 0s
dominios com diferentes orientacdes é denominada de parede de Bloch, cuja orientacao de
magnetizacao varia entre a direcdo de um dominio para a direcao de outro [52].

A formacao dos dominios € um processo que surge em resultado de um balanco entre a

energia magnetostatica® (que aumenta proporcionalmente ao aumento do volume do material) e a

energia das paredes de Bloch (que aumenta proporcionalmente ao aumento da area interfacial entre
os dominios). Tendo em conta que a formac&o dos dominios é dependente do tamanho da particula,
existe um tamanho ao qual a energia magnetostatica iguala a energia interfacial. Este tamanho é
designado por diametro critico (Dcr) €, abaixo deste, a energia requerida para criar paredes de Bloch
€ superior a necessaria para suportar a energia magnetostatica do estado de dominio unico. Assim
sendo, para valores inferiores ao didametro critico, as nanoparticulas sdo constituidas por apenas um
dominio e, como os momentos magnéticos ndao se anulam mutuamente, as nanoparticulas
comportam-se como um momento magnético gigante. Se o tamanho das particulas diminuir para
além do tamanho critico, podera ser atingido o diametro superparamagnético (DSPM), abaixo do qual

as particulas ferromagnéticas exibem um comportamento superparamagnético [48, 52].

3 Energia magnetostédtica ou energia de desmagnetizacdo: energa potencial magnética gerada quando um corpo é sujeito a um campo magnético. A
energia magnetostatica corresponde a um campo magnético interno que é gerado na direcdooposta a magnetizacao.
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1.5.2.1. SUPERPARAMAGNETISMO

Um material é considerado superparamagnético quando na sua constituicao fazem parte graos
magnéticos de dominio unico, com tamanho igual ou inferior ao didmetro superparamagnético,
dispersos num meio ndo magnético. O diametro superparamagnético varia de acordo com o tipo de
nanoparticulas, ja que é dependente do momento magnético espontaneo inerente as mesmas. A
comparacao das curvas de magnetizacao caracteristicas dos materiais, sob acdo de um campo
magnético externo, permite fazer uma distincdo entre o comportamento magnético das nanoparticulas
superparamagnéticas em relacdo as ferromagnéticas e paramagnéticas (Figura 1.5).
Comparativamente as paramagnéticas, o seu comportamento magnético é semelhante, a excecao da
magnetizacao de saturacao que é substancialmente superior. Verifica-se a presenca de um loop de
histerese na curva de magnetizacdo das nanoparticulas ferromagnéticas, ja que este loop esta
relacionado com a presenca de varios dominios no material. Assim sendo, apds remocao do campo
aplicado, a magnetizacdo remanescente associada a este tipo de particulas ndo é zero. O grau de
magnetizacdo que permanece associado as particulas quando o campo aplicado é nulo, é chamado
de magnetizacao remanescente. Ao contrario das nanoparticulas ferromagnéticas, as nanoparticulas
superparamagnéticas nao possuem, idealmente, magnetizacao remanescente. Para além disso, as
particulas superparamagnéticas possuem valores de coercividade nulos. A coercividade diz respeito
ao inverso do valor de magnetizacao que deve ser aplicado para que a coercividade volte a zero, apds

ter sido atingida a magnetizacao de saturacao.

Magnetizagdo

Elevada magnetizacao

de saturacao.

Sem remanescéncia;
- Sem coercividade.

1
I Magnetizacdo de saturacao
- : superior aos paramagnéticos

1
\ 4

= =

Remanescéncia

Campo magnético

Superpar

Figura 1.5: Comparacao das curvas de magnetizacao entre materiais superparamagnéticos, ferromagnéticos e
paramagneéticos.
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As nanoparticulas, por norma, apresentam uma anisotropia magnética associada, que se
traduz numa direcdo preferencial de alinhamento da magnetizacdo. Na auséncia de um campo
magnético externo, o0 momento magnético apresenta duas direcOes igual e energeticamente
favoraveis, que estdo separadas por uma barreira energética de magnetizacdo anisotropica (kv).
Quando sujeitas a energia térmica suficientemente elevada para ultrapassar a barreira térmica, 0s
graos alteram o seu spin e o tempo médio entre duas flutuacoes térmicasda direcdo de magnetizacéo
¢ denominado de tempo de relaxacao de Néel (tn), calculado segundo a equacao de Néel-Arrhenius

(Equacao 1.2).

Equacido 1.2

kv
= kgT
Ty = Ty €e"B

onde T, € o0 tempo caracteristicodo material, geralmente entre os valores de 10-12e 107 s; K designa
a densidade energética de anisotropia magnética das nanoparticulas e V o seu volume. O produto kv
diz respeito ao valor da barreira energética a ultrapassar, para que ocorra uma alteracao da direcao
de magnetizacdo; ky é da constante de Boltzmann e T a temperatura & qual as nanoparticulas se
encontram.

A magnetizacdo do grao depende, em grande medida, do tempo utilizado para medir a
magnetizacao das nanoparticulas (tm). Quando este € muito inferior ao tempo de relaxacdo de Néel
(tm << 1), ocorre um estado de bloqueio, no qual a medida de magnetizacédo é apenas a
magnetizacao instantanea registada no inicio da medicao e ndo ha #ijp. Quando t™ >> TN, € medido
um valor médio de magnetizacdo no estado superparamagnético. Na pratica, estes dois estados
(estado de blogueio e estado superparamagnético) sdo avaliados em termos de temperatura ao invés
de tempo. A temperatura de bloqueio (Tg) é a temperatura entre o estado de bloqueio e o estado
superparamagnético, onde t™™ = tn. Abaixo da temperatura de blogueio, o0 momento magnético de
cada particula ¢ bem definido; acima da mesma (estado superparamagnético), a direcdo de
magnetizacao varia constantemente de direcao, resultando num momento magnético resultante igual

a zero [53, 54].
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Tendo em conta que as nanoparticulas superparamagnéticas apresentam dominio Unico, a
energia de transicao de configuracdo magnética € proporcionalmente dependente a razao kv/ksT.
Assim sendo, a medida que o volume da particula diminui, os valores da energia anisotropica
diminuem comparativamente aos apresentados para a energia térmica. Atingido o diametro critico, os
valores de energia térmica inerentes as nanoparticulas superam os valores de magnetizacédo
anisotropica, pelo que a energia térmica é suficiente para que ocorra inversao no spin magnético, nao
sendo suficientemente grande para ultrapassar a energia de emparelhamento de spin-spin. A
magnetizacado da particula ndo ¢é estavel e a flutuacdo da magnetizacdo tem como resultado uma
magnetizacado resultante igual a zero. Assim, torna-se possivel extrapolar que o comportamento
superparamagnético, e a temperatura de transicdo do comportamento ferromagnético para o
superparamagnético, esta altamente dependente do tamanho da mesma.

0O efeito do tamanho da particula nas propriedades magnéticas pode ser expresso segundo a

Equacao 1.3 [55].

Equaciao 1.3

onde r é o raio da particula, kpa constante de Boltzmann, T a temperatura e ky a constante de
anisotropia. Para além do seu efeito nas propriedades magnéticas, o raio das particulas devera
assegurar um tamanho pequeno o suficiente (inferior a 200 nm), de modo a assegurar a circulacéo
na corrente sanguinea sem que sejam rapidamente metabolizadas e, também, um tamanho grande o
suficiente (superior a 10 nm) para permitir a filtracao renal e rapida penetracéo [56]. Para além disso,
a aplicacao biologica para diagnostico e/ou terapéutica é também dependente da estabilidade das
nanoparticulas em agua a pH neutro e a salinidade fisiologica. Tal estabilidade ¢ também dependente
do tamanho das particulas, que precisam de ser suficientemente pequenas para que nao ocorra
precipitacdo devido a forcas gravitacionais. Tendo em conta que ao superparamagnetismo estao

associadas reduzidas magnetizacdes remanescentes, este tipo de nanoparticulas diminui a
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possibilidade de aglomeracao /7 vivo, ganhando vantagem em relacao a outro tipo de nanoparticulas

[56].

1.5.3. NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO SUPERPARAMAGNETICO

Um dos grupos de nanoparticulas magnéticas mais abundantemente utilizadas/estudadas
para aplicacédo em biomedicina séo as nanoparticulas de éxido de ferro superparamagnético (SPION,
do inglés, superparamagnetic iron oxide nanoparticles). Apresentam na sua composicao basica ides
de ferro, oxigénio e/ou grupos hidrdxido, sendo distinguidas umas das outras na diferenca de valéncia
do ido de ferro e na estrutura cristalina geral.

Este grupo de nanoparticulas é alvo de especial interesse cientifico devido as propriedades
Unicas, as quais incluem uma boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e um processo de sintese
relativamente simples [57]. A magnetite (Fe30s) e a maghemite (y-Fe203) sao os oOxidos de ferro
principais dentro da categoriadas SPIONs, cuja aplicacéo ja inclui MRI, transportadores de genes para
terapia génica, transportadores de farmacos para entrega, nanoadjuvantes para producdo de
anticorpos, e agentes terapéuticos para tratamentos do cancro baseados em hipertermia.

As ferrites, nanoparticulas magnéticas pertencentes a categoria de SPION, foram o grupo de
nanoparticulas envolvidas como componente magnético neste projeto, ja que o controlo da distribuicao

cationica 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 dxidos magnéticos que contém
oxido de ferro como composto principal. As ferrites podem apresentar um dos trés tipos de simetrias
estruturais:; espinela, hexagonal e Garnet. Esta classificacdo tem por base o tamanho apresentado
pelas mesmas, a carga dos ides metalicos que balanceiam a carga dos ides de oxigénio e as suas
quantidades relativas. Tendo em conta que as ferrites hexagonais apresentam importancia de
funcionalidade acrescida em aplicacdes magnéticas permanentes e as Garnet em dispositivos
microondas, as ferrites em espinela sao as que se enquadram no contexto funcional deste projeto,

apresentando propriedades magnéticas que vao 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 férmula geral AB>04, onde A e B séo as
posicOes cationicas que se organizam numa estrutura tetraédrica e octaédrica, respetivamente, e O
diz respeito ao lugar aniénico ocupado pelo oxigénio. Sado também representadas pela férmula geral
MeFe204, onde Merepresenta um catido metalico divalente (Fe, Co, Ni, Mn, Zn, Cd, Cu, Mg ou Ca) e
Fe3* é o ido cationico trivalente.

A célula unitaria® da ferrite em espinela apresenta estrutura cubica, que € constituida por um
cubo formado por 8 moléculas de MeFe2Qa4. A estrutura cristalografica é formada pelos anides® (ides
de oxigénio) numa estrutura cubica de face centrada (FCC), na qual os catides (mais pequenos)
ocupam os lugares intrinsecos. Estes lugares catiénicos ndo equivalentes diferem na coordenacéao
com os ides de oxigénio, podendo ser tetraédricos e octaédricos. Os locais tetraédricosestao rodeados
por quatro ides de oxigénio, enquanto os octaédricos estao rodeados por seis. Uma célula unitaria
cubica é constituida por 64 espacos tetraédricos e 32 espacos octaédricos, dos quais apenas 8 e 16
estdo ocupados por ides metalicos, respetivamente. A geometria dos locais intersticiais ocupados

numa célula unitaria esta representada na Figura 1.6.

% o Fe¥*
e @ Fe?* ouFed*
@ o
: Lugares tetraédricos (A)
: @ Lugares octaédricos (B)
; )
: D

Figura 1.6: Representacédo esquematica da geometria de uma ferrite com estrutura em espinela invertida (Fe;0,)
e respetiva distribuicdo ionica nos lugares tetraédricos (A) e octaédricos (B).

4 Forma de representacao da unidade que se repete indefinidamente numa estrutura cristalina.
> A estrutura cristalina em espinela é determinada principalmente pelos ides de oxigénio, uma vez que o raio anionico do oxigénio € substancialmente
superior ao raio dos ides metalicos que compdem a particula.
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De acordo com a distribuicao dos catides, que diz respeito a ordem de como os ides ocupam
0S espacos vazios nas posicdes A e B, as estruturas em espinela sdo classificadas como normais,

invertida ou parcialmente invertida. Nas espinelas normais todos os catides Me2* ocupam as posicdes

A, enquanto os ides Fe,3* ocupam as posicdes B. Nas ferrites em espinela invertida, os ides Fe3* estao
igualmente distribuidos pelas posicdes A e B, enquanto os ides Me?* estdo totalmente localizados na
posicdo B. Na estrutura das espinelas parcialmente invertida, tanto os ides Me2* como os Fe3* se

encontram distribuidos entre as duas posicdes. Neste tipo de configuracao, é tida em conta a
contribuicao do grau de inversao associado a cada um dos ides. Esta distribuicdo depende das
condicdes fisico-quimicas da preparacdo. Na Tabela 1.6 estdo apresentadas as classificacdes das
ferrites em espinela, de acordo com a distribuicao anionica pelas posicoes [A] e [B], bem como a
representacao simbdlica da orientacao dos momentos magnéticos dos ides na estrutura cristalina e,
como tal, a respetiva contribuicdo magnéticapara o momento magnético total da ferrite. A distribuicado
dos ides nas diferentes posicdes é resultado de um complexo balanco de contribuicdes energéticas
(tais como a magnitude do raio i6nico, configuracao eletrénica, energia eletroestatica da estrutura,

energia de Bohr dos ides, entre outras), pelo que é dificil fazer uma previsdo dessa distribuicdo [59].

Tabela 1.6: Classificacdo das estruturas apresentadas pelas ferrites em espinela de acordo com a distribuicéo
catiénica dos ides bivalentes e trivalentes pelas posicoes A e B. [A] representa a posicdo de estrutura tetraédrica e
[B]aposicao de estrutura octaédrica. As setas, que se encontram por baixo da formula estrutural, séo representacoes
simbolicas da orientacdo dos momentos magnéticos dos ides (uns em relacdo aos outros) na estrutura cristalina.

Estrutura da ferrite em espinela Formula estrutural e distribuicao cationica
A [B]
Normal Me2*[Fe,?*]0,*
Vot
A [B]
Invertida Fe3*[Me?*Fe®*]0,>
A [B]
Parcialmente invertida Me, ;2*Fes3* [Meg2*Fe, 3]0,
Vol ot

25



As interacOes existentes entre os ides que ocupam as posicoes [A] e [B] sao responsaveis
pelas propriedades magnéticas apresentadas pela ferrite. Estas interacdes foram explicadas por Néel
[60], sendo distinguidas trés tipos de interacdes magnéticas, as quais:

a. Interacdes [AB]: resultam da interacdo entre os catides presentes na posicao [A]

(tetraédrica) com os catides presentes na posicao [B] (octaédrica);

b. Interacoes [BB]: resultam da interacéo dos catides presentes na posicao [B];

c. Interacdes [AA]: resultam da interacdo dos catibes presentes na posicao [A]. A
contribuicao desta interacao é muito reduzida, devido a distancia que separa os catides
nesta posicao, pelo que é desconsiderada.

A interacao [AB] é mais forte e negativa comparativamente a [61] e orienta 0s momentos da
posicdo [A] de forma antiparalela relativamente aos da posicdo [B]. Assim sendo, e partindo do
principio que os ides que ocupam as duas posicdes apresentam momentos magnéticos diferentes,
resulta num momento total que é igual a diferenca dos momentos entre as duas posicdes (mt=msg -
ma). E esta diferente contribuicdo magnéticaem cada uma das posicées que explica o ferrimagnetismo
(abordado em 1.5.1). No calculo do momento magnético das ferrites invertida parciais, & necessario
ter em conta o grau de inversao apresentado pelos ides.

As ferrites escolhidas como componente magnético do nanossistema desenvolvido ao longo
deste projeto foram as ferrites de magnésio (MgFe204) e as ferrites mistas de magnésio com
substituicéo parcial por ides de calcio (Mg1.xCaxFe204) em diferentes proporcdes estequiométricas. As
ferrites de magnésio apresentam uma estrutura em espinela parcialmente invertidaTendo em conta
que o0 id0 de magnésio ndo apresenta momento magnético, € o ido de Fe3*quem contribui para o
momento magnético apresentado pelas particulas (em resultado do grau de distorcao a ele associado).
A substituicdo parcial pelos ides Ca®* na estrutura cristalina das ferrites de MgFe204 oferece vantagens
para as caracteristicas gerais das nanoparticulas, ja que a presenca de calcio, ao invés de metais
pesados, é biocompativel e ecoldgica. Para além disso, apresenta elevada estabilidade térmica mesmo
a temperaturas elevadas. Por outro lado, as ferrites de calcio apresentam menor magnetizacao de
saturacao quando comparadas a outro tipo de ferrites [62]. A escolha destes dois ides recai,
fundamentalmente, na vantagem que as propriedades resultantes da sua presenca oferecem a
efetividade no alcance de uma hipertermia localizada. Essas propriedades serdo exploradas no

subcapitulo 1.6.2.1, apos a contextualizacéo tedrica da técnica.
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1.5.3.2. MECANISMOS DE DISSIPAGAO DE CALOR

Quando nanoparticulas superparamagnéticas sdao colocadas sob um campo magnético
alternado (AMF, do inglés, alfernating magnetic field), podem ser excitadas de forma a gerar calor. As
SPION podem produzir calor através de um mecanismo de perda obtido pela rotacdo dos momentos
magnéticos, de modo a ultrapassar a barreira energética, cuja energia & gerada pela relaxacao dos
momentos das nanoparticulas para a sua orientacdo de equilibrio. O mecanismo de dissipacao de
calor nas ferrites, e sendo elas superparamagnéticas, é resultado do atraso na relaxacdo do momento
magnético através da relaxacao de Néel e relaxacdo Browniana e nao por perdas de histerese. Isto
acontece ja que o AMF aplicado é mais curto do que os tempos de relaxacdo magnética das particulas.
A relaxacaode Néel promove a dissipacao de calor quando a particula é sujeita a um campo magnético
com energia suficiente para alterar o dipolo magnético da particula entre duas orientacdes estaveis
antiparalelas, separadas por uma barreira energética. A relaxacdo Browniana acontece quando a
anisotropia magnética da particula é suficientemente elevada para ultrapassar a resisténcia de inércia
e 0 campo magnético aplicado faz com que a particula rode no fluido onde se encontra, enquanto o
momento magnético da particula se mantém fixo relativamente ao eixo cristalografico. O calor, neste
tipo de relaxacao, & provocado por colisdes com outras particulas. Assim, sob acdo de um AMF, os
dipolos magnéticos das nanoparticulas realinham-se rapidamente com o campo, 0 que leva a uma
friccdo magnética dos dipolos que se alinham contra os eixos preferenciais e, desse modo, geram
calor. A contribuicao relativa de cada um dos processos no aquecimento das particulas ainda nao esta
estudada em detalhe. No entanto, teoricamente, sabe-se que & necessario garantir os parametros
otimos de tamanho, amplitude e frequéncia aplicados para que a relaxacdo de Néel alcance os
resultados desejados [63]. A utilizacao de nanoparticulas magnéticas que dissipam energia através da
relaxacdo de Néel é preferida, em ensaios clinicos, ja que a relaxacdo Browniana é diretamente
dependente da viscosidade do meio. Assim, os valores da taxa de aquecimento obtidos /n vivo
aproximam-se dos obtidos /n7 vitro.

No que diz respeito aos valores do campo passiveis de aplicar de formatoleravel pelo paciente,
esta reportado que o valor do produto entre a frequéncia e a amplitude nao deverao exceder o valor

de 5x10°Am1s? [64].
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1.6. NMAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM EM TERAPIA ONCOLOGICA

De acordo com o mencionado no capitulo 1.4.3, a encapsulacao de agentes quimioterapicos
em lipossomas soluciona alguns dos problemas associados a terapia oncoldgica convencional, através
da melhoria da estabilidade e farmacocinética do farmaco, bem como a diminuicao da exposicao dos
tecidos aos agentes toxicos. No entanto, por si so, estes sistemas coloidais nao dao resposta a elevada
biodistribuicao, em resposta consequente da reduzida seletividade tumoral. A coligacao das vantagens
unicas dos lipossomas as vantagens intrinsecas das nanoparticulas magnéticas pretende ser uma
estratégia no colmatar destes problemas.

Os nanossistemas resultantes, e desenvolvidos ao longo deste projeto (Figura 1.7), sdo
denominados magnetolipossomas e sao distinguidos em dois tipos: (i) Magnetolipossomas
aquosos (AMLs): onde as nanoparticulas magnéticas estao dispersas na fase aquosa do lipossoma;
(i) Magnetolipossomas sélidos (SMLs): onde um cluster de nanoparticulas magnéticas esta

rodeado pela bicamada lipidica.

Moléculas de curcumina

( Ferrites dispersas em Cluster de ferrites

solugdo aquosa

AML furtivo SML furtivo

Figura 1.7: Representacdo esquematica de AMLs e SMLs furtivos encapsulando moléculas de curcumina.

O nucleo magnético, rodeado por uma componente lipidica, permite modelar o transporte e
acumulacao intencional do sistema no local alvo, a libertacao controlada do farmaco e, também, uma
terapia dual que combina a libertacdo do farmaco com o aquecimento local num processo de

hipertermia.
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1.6.1. MAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM A0 TRANSPORTE E
LIBERTACAO CONTROLADA DE CURCUMINA

A presenca de um nucleo magnético faz dos magnetolipossomas sistemas magneticamente
responsivos, cuja estimulacao por diferentes tipos de campos magnéticos externos permite tirar
partido de diferentes naturezas de respostas magnéticas, que tém um papel fundamental no
direcionamento e entrega controlada da curcumina. E possivel 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 injecao, devido ao efeito de permeabilidade e retencdo
aumentada (EPR, do inglés, enhanced permeability and retention effect) presente na vasculatura
tumoral [65] (Figura 1.8). A eficacia de direcionamento deste tipo de sistemas esta reportada em

ratos, sem que ocorra disrupcdo da bicamada lipidica e libertacao do contetido durante o trajeto [66].

Injecao arterial

Massa tumoral

' Efeito EPR

Capilar sanguineo

Campo magnético permanente

Figura 1.8: Representacdo esquematica do direcionamento magnético de magnetolipossomas furtivos ao local alvo
em resultado da acao de um campo magnético permanente, aplicado ex vivo.

Ja no local, torna-se necessario induzir a libertacdo da curcumina do nanossistema para o
ambiente externo, que é conseguida através da acao dual do aquecimento das nanoparticulas e do
comportamento, dependente da temperatura, dos lipidos. Abaixo da temperatura de transicao (Tm),

os lipidos estdo na fase gel, organizados em estruturas rigidas e bem organizadas. Quando esta
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temperatura ¢ ultrapassada, a interacdo hidrofébica entre as cadeias lipidicas diminui, atingindo-se a
fase liquido-cristalina, mais fluida. Assim, ao escolher a composicao lipidica dos magnetolipossomas,
¢ possivel modelar a temperatura de transicao do préprio sistema e, como tal, modelar a sua
permeabilidade [67]. Com o aumento da permeabilidade, aumenta também a libertacdo do composto
encapsulado. As nanoparticulas, enquanto componente magnético, sdo passiveis de gerar gradientes
de temperatura sob acdo de um campo magnético externo, o que faz deles sistemas termossensiveis.
Para que seja possivel a aplicacao /7 vivo, os nanotransportadores termossensiveis deverao reter o
farmaco a temperatura biologica, aproximadamente 37°C, e libertd-lo quando o ambiente tumoral

aquece a temperaturas entre os 40 — 42°C (Figura 1.9)

Moléculas de curcumina

3‘ 2.

& sk <
£ 38

Figura 1.9: Representacdo esquematica das alteracbes morfologicas dos magnetolipossomas aquando
ultrapassada a temperatura de transicao, com consequente disrupcao das cadeias lipidicas e libertacdo de curcumina

Para além de estimular a disrupcao das membranas e consequente libertacao do farmaco,
quando sujeitas a um campo sob frequéncia e amplitude adequadas, o aumento da temperatura

permite induzir a hipertermia simultaneamente com a quimioterapia.

1.6.2. MAGNETOLIPOSSOMAS COMO ABORDAGEM A HIPERTERMIA

A hipertermia é uma abordagem terapéutica adjuvante, na qual o paciente é sujeito a ondas
eletromagnéticas com frequéncias 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 regulacao e

30



crescimento das células tumorais. Nestas temperaturas, o calor provoca danos estruturais nas células
tumorais (na membrana celular e no citoesqueleto), em sistemas enzimaticos necessarios a sintese e
reparacao de DNA e, também, danifica as estruturas de tubulina e actina, levando a apoptose celular
[61, 68]. Para além dos danos diretos nas células, a hipertermia podera induzir a uma sinergia com
a quimioterapia, visto que as células se tornam mais sensiveis aos compostos (Figura 1.10). Isto
acontece ja que o aumento da temperatura induz um aumento da circulacao sanguinea dentro do
tumor, o que resulta numa maior perfusdo e oxigenacado do centro do tumor, que é um nucleo pouco
vascularizado e resistente a ionizacdo. Seria ideal focalizar o AMF no local alvo, de modo a evitar que
nanoparticulas que tenham eventualmente escapado do sistema e se tenham acumulado em regides

vulneraveis (como o figado e os rins), aguecam e causem danos nesses 6rgaos [69].

Capilar sanguineo

Massa tumoral

Campo magnético alternado

Figura 1.10: Representacdo esquematica da acao sinérgica da hipertermia magnética, acionada na presenca de
um campo magnético alternado, com a atividade quimioterapica da curcumina.

0O tipo de hipertermia local que se pretende com este tipo de nanossistemas é chamada de
hipertermia magnética fluida, que consiste na dispersdo das nanoparticulas magnéticas no local alvo
sob acdo de um campo magnético alternado, com a frequéncia e forca suficiente para causar o
aquecimento das nanoparticulas. Esta técnica é efetiva se a concentracao de nanoparticulas no local

alvo for consideravelmente superior a presente nos ambientes vizinhos (saudaveis) e, também, se as
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particulas possuirem uma elevada taxa de absorcao especifica (SAR, do inglés, Specific Absorption
Rate) [70]. Este termo refere-se a capacidade de aquecimento que um fluido magnético tem e é
definida como a taxa a qual a energia eletromagnética é absorvida por unidade de massa (Equacéo
1.4) e retrata a eficiéncia de conversao de energia AMF em energia térmica [71]. E, entdo, necessario
que as nanoparticulas magnéticas possuam elevada SAR para que a quantidade de nanoparticulas,

forca do campo magnético e frequéncia a aplicar seja reduzida.

Equacido 1.4
AT\ (1
sar=c(5.)()
At/ \m

onde C é o calor especifico da amostra (J/g K), AT é a variacdo da temperatura, At é o tempo
decorrido até atingir a temperatura e m ¢ a massa do material magnético presente na amostra. Os
valores de SAR sao representados em Watt por grama.

Esta eficiéncia de aquecimento, para além de fundamental no processo de hipertermia, €
influenciada por varios parametros, de entre os quais: (i) 0 campo magnético aplicado; (ii) o diametro
das nanoparticulas; (iii) a anisotropia das nanoparticulas e (iv) o0 comportamento coletivo do sistema
[72]. E necessario, portanto, um estudo integrado destas propriedades para garantir eficacia na
aplicacao terapéutica /n vivo.

O uso dos magnetolipossomas neste tipo de aplicacao esta geralmente limitada ao uso em
tumores locais, € nao em metastases ou disseminacdes. No entanto, sdo a melhor op¢édo no caso de
tumores que nao sao cirurgicamente removiveis, por serem demasiado hemorragicos ou por estarem

localizados em locais de alto risco, tais como o cérebro.

1.6.2.1. IMPORTANCIA DAS FERRITES DE MAGNESIO E FERRITES MISTAS NA
HIPERTERMIA

Esta reportado [73] que as ferrites de magnésio, MgFe204, apresentam excelente relacéo
entre a capacidade de aquecimento e a frequéncia do campo magnético utilizado. Quando sujeitas a
frequéncia na ordem dos 300 kHz (frequéncia tipica 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 presenca dos ides de magnésio ¢ fundamental a boa biocompatibilidade, ja que s&o
necessarios a hidrélise de ATP para geracao de energia, estabilidade genomica e atividade catalitica
de quase todos os sistemas enzimaticos no processamento do DNA.

A alteracdo do tamanho das particulas tem influéncia nas propriedades eletromagnéticas por
elas apresentadas. O raio ionico associado aos ides Mg2* é de 0,66 A e o de Fe3* é de 0,99 A. Como
0 raio ionico do Ca2*é de 0,99 A (sabendo que 1 A é o raio i6nico limite & formacao de ferrites na
estrutura em espinela), a sua utilizacdo como substituto parcial na estrutura cristalina das ferrites de
magnésio tem, portanto, influéncia nas suas propriedades magnéticas. Esta reportado [62] que esta
substituicao parcial permite atingir uma maior geracao de calor e biocompatibilidade sob acao de um
AMF, quando comparadas as ferrites de magnésio. Para além disso, este tipo de ferrites mistas

apresenta capacidade de aquecimento até aos 45°C sob acado de um AMF de baixa frequéncia [74].
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CAPITULO 2 - TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Ao longo deste capitulo descrevem-se as bases teoricas associadas as técnicas de
caracterizacdo que foram tidas em conta no sustentar metodolégico do trabalho experimental. Sao
explorados os principios e instrumentacdo da espetroscopia de absorcao e fluorescéncia, da difusao
dindmica de luz, microscopia eletronica e analise magnética. Estes principios serao acompanhados
com as expressdes matematicas aplicadas na extrapolacao dos dados nos resultados apresentados

no capitulo 3.

2.1. PRINCIPIOS E INSTRUMENTACAO DA ESPETROSCOPIA DE ABSORCAO UV-
VISIVEL

2.1.1. NATUREZA DA RADIAGAO ELETROMAGNETICA

A radiacao eletromagnética é resultado da oscilacdo de dois tipos de campos, o campo elétrico
e 0 campo magnético, que oscilam perpendicularmente um em relacdo ao outro e em relacao a
direcao de propagacao da onda (Figura 2.1). Trata-se, portanto, de uma onda transversal e, como tal,

é passivel de polarizacao [1].

Campo elétrico

A = Comprimento de onda

Figura 2.1: Representacéo esquematica da oscilacao dos vetores da componente elétrica e magnética da radiacéao
eletromagnética em propagacédo no espaco. Adaptado de: Nature of Radiation- NDT Resource Center.
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As ondas eletromagnéticas propagam-se a velocidade da luz (c) e sdo caracterizadas pela sua
frequéncia (V) e comprimento de onda (A). A frequéncia corresponde ao nimero de ciclos por segundo
gue passam num ponto do espaco, enquanto o comprimento de onda ¢ definido pela distancia entre
duas cristas ou vales consecutivos na onda. Estas duas grandezas relacionam-se de acordo com a

Equaciao 2.1.

Equaciao 2.1

c=Av

onde c apresenta o valor da velocidade da luz no vacuo (3x108 m.s?), A é descrito em metros (m) e v
em hertz (Hz).

No inicio do século XX Max Planck observou que apenas € permitido a matéria absorver ou
emitir valores discretos de energia, impulsionando a descoberta dos fotdes, que se tratam de particulas
elementares, ou guantum, de luz. Conclui-se, entdo, que a radiacao eletromagnética se trata de uma
forma de energia que apresenta uma natureza dual, exibindo simultaneamente propriedades de onda
e particula (fotdo), onde os valores de energia passiveis de ser assumidos na transicao entre estados

respondem a Equacéo 2.2.

Equacao 2.2
Efotzo = hv = hc/A

onde Efotzo expressa a energia do fotdo em joules (J) e h é a constante de Planck, apresentando um
valor igual a 6.626x1073% Js. Esta equacdo permite deduzir que ondas eletromagnéticas de alta
frequéncia apresentam um comprimento de onda reduzido e elevada energia associada. Ja as de
baixa frequéncia apresentam elevado comprimento de onda e baixa energia. O espetro
eletromagnético € uma representacéo da distribuicdo continua da radiacao eletromagnética desde
comprimentos de onda muito curtos (raios gama) até comprimentos de onda muito longos
(microondas). Verifica-se que a regido do visivel se encontra entre as regides do infravermelho e

ultravioleta, apresentando comprimentos de onda entre 0s 400 nm e 750 nm [1].
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2.1.2. INTERACAO LUZ-MATERIA

A radiacdo eletromagnética propaga-se em linha reta em meios uniformes e podera sofrer
alteracdes no seu percurso quando encontra determinados materiais ou meios. Ao incidir na matéria
podera ser transmitida (T), refletida (o) ou absorvida ().

Sendo a espetrometria resultante do estudo da interacdo entre a radiacdo eletromagnética
com os atomos e moléculas, a espetroscopia UV-visivel é resultado da absorcao de fotdes nas gamas
do ultravioleta e visivel do espetro eletromagnético. Quando absorvidos, os fotdes transferem as
quantidades discretas de energia que carregam para os atomos e moléculas, podendo resultar na
transicao de eletrdes de um nivel energético de menor energia para um nivel energético superior. Para
que esta transicao ocorra é necessario que a energia associada ao fotdao absorvido seja igual ou

superior a diferenca de energias entre os dois estados energéticos [1, 2].

2.1.3. NIVEIS DE ENERGIA E ESTADOS ELETRONICOS

Os atomos apresentam energia eletrénica, a qual estd associada a distribuicdo dos eletrdes
em torno do nucleo. No caso das moléculas a energia molecular interna é resultado da contribuicao

de diferentes energias (Equacao 2.3).

Equaciao 2.3

Etotal = Eetec. + Erot. + Evibra.

onde Eelec. € a energia eletronica, Erot. a energia rotacional associada a molécula (como um todo) em
torno do seu centro e Evibra. @ energia vibracional associada aos atomos da sua constituicao. Assim,
para cada nivel eletronico, estdo associados niveis vibracionais e rotacionais que, de igual forma,
possuem niveis de energia discretos associados e previsiveis pela resolucdo da equacao de
Schrédinger.

Os niveis de energia vibracional apresentam-se em maior proximidade quando comparados
aos niveis de energia eletrénica, permitindo que fotdes de baixa energia (na regiao do infravermelho)
promovam alteracdes vibracionais nas moléculas. Ja os niveis de energia rotacional das moléculas

apresentam ainda menor distancia entre si quando comparadas aos estados de energia vibracional
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(Figura 2.2). Assim, e ao contrario dos atomos, o espetro de absorcdo UV-visivel associado as
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 transicoes de nivel eletronico sdo acompanhadas por alteracdes simultaneas nos varios
niveis vibracionais e rotacionais [3]. Para além disso, as moléculas em solucao exercem influéncia
umas nas outras, o que contribui igualmente na distorcédo das linhas espetrais em bandas.

A absorcao de energia nas gamas da regiao espetral utilizadas em espetroscopia UV-visivel
envolvem, por norma, eletrdes das orbitais 1 e n (orbitais ligantes e nao ligantes, respetivamente), o
que requer a presenca de pelo menos um grupo funcional insaturado na molécula. A absorcao de
radiacdo a esses comprimentos de onda é responsavel maioritariamente por transicdes ™ — m* en

— ¥, ja que as transicoes n — o* e 0 — o* requerem radiacoes mais energéticas.

A
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Figura 2.2: Representacdo esquematica dos niveis de energia eletronica, vibracional e rotacional associados as
moléculas.
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2.1.4. LEI DE LAMBERT-BEER

Ao incidir um feixe de luz monocromatica numa solucdo contendo uma substancia absorvente
a esse comprimento de onda, uma parte sera absorvida e outra parte sera transmitida. A fracao de
luz transmitida (ou transmitancia, T) podera ser calculada através da relacdo entre a intensidade de
incidéncia (Io) e a intensidade de luz transmitida (I) segundo a Equacde 2.4 [1]. Que permite

determinar o valor da absorvancia segundo a relacdo apresentada na Equacéo 2.5.

Equacao 2.4

Equacido 2.5

T = 107%¢ & —logT =¢bc «
& Abs= —logT

A amostra teste esta, por norma, bastante diluida num solvente que nao absorve uma
quantidade significativa de luz nos comprimentos de onda de interesse; assim, o grau de absorcao
apresentado é dependente da concentracdo do soluto, permitindo determinar de forma quantitativa a
concentracao a que se encontra uma solucao diluida. Para determinar a quantidade de luz absorvida
pela amostra é aplicada a lei de Lambert-Beer, que relaciona o grau de absorvancia da amostra com

a concentracdo a que se encontra (Equacédo 2.6).

Equacido 2.6
Abs = gbc

onde Abs corresponde a absorvancia, € ao coeficiente de absorcdo molar da espécie (Mt cm?), bé
a largura da célula (cm) que contém a amostra e ¢ a concentracdo da mesma (M). Os valores de
transmitancia variam entre 0 e 1. O coeficiente de absorcdo molar é definido como a capacidade de
uma espécie quimica absorver luz a um comprimento de onda especifico e é caracteristico de cada

composto.
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2.1.5. ESPETROFOTOMETRO DE DUPLO FEIXE

A espetroscopia de absorcao de luz UV-visivel torna possivel a identificacdo de moléculas
(analise qualitativa). De acordo com os grupos funcionais que constituem os compostos, 0s
comprimentos de onda absorvidos por estes sdo diferentes. Através da aplicacao da lei de Lambert-
Beer ¢ possivel quantificar a concentracdo a que a solucdo se encontra (analise quantitativa). O
espetrometro de absorcao mede o grau em que a luz é absorvida por um composto ao longo do
espectro UV e visivel. E considerada, geralmente, como regido ultravioleta a porcdo de gamas entre
200 e 400 nm e como regiao do visivel a porcao de gamas entre os 400 e 750 nm. O espetrofotometro
possui uma fonte de luz que atravessa um monocromador onde 0s comprimentos de onda do feixe
de luz visivel e UV sao separados por um prisma e cada feixe monocromatico € 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 ira atravessar a célula de referéncia (esta célula contém apenas o solvente puro
para permitir a subtracdo da intensidade de luz absorvida pelo solvente). A intensidade dos feixes é
reconhecida e comparada por detetores e os valores sdo comparados e dispostos, como produto final,

num grafico de absorvancia versus comprimento de onda [1, 4].

2.2. PRINCIPIOS E INSTRUMENTACAO DA ESPETROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

2.2.1. TRANSICOES ENTRE ESTADOS ELETRONICOS

A temperatura ambiente as moléculas ocupam o estado fundamental (So) j& que a energia
térmica ndo é suficiente para permitir a transicao dos eletrdes para niveis eletronicos superiores.
Quando absorvem radiacdo a um comprimento de onda adequado, a energia do fotdo é transferida
para um eletrdo particular, que por sua vez sofre uma transicdo para um nivel de energia superior
(Sn>0). Depois de excitada, a molécula podera ocupar um estado excitado singleto ou estado excitado
tripleto. A diferenca entre estes estados reside na orientacao do spin dos eletrdes. Segundo o principio
de exclusdo de Pauli, uma orbital poderd conter o maximo de 2 eletrdes, que por sua vez deverdo
apresentar spins opostos com o numero quantico de spin correspondente a +1/2 e -1/2. No que diz

respeito ao estado singleto, o eletrao ao efetuar a transicdo mantém a mesma orientacéo de spin que
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apresentava aquando emparelhado no estado fundamental, ou seja, uma orientacao de spin oposta
ao seu par. Ja no estado tripleto o eletrao altera a orientacao do spin, ficando com a orientacao paralela

a orientacao apresentada pelo eletrdo em So (Figura 2.3) [5].

Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
sigleto sigleto tripleto

Figura 2.3: Configuracéo dos spins dos eletrdes no estado fundamental singleto e nos estados excitado singleto e
tripleto.

A equacédo de multiplicidade (M) definida como M=|2S+1|, onde S é referente a soma total

dos momentos angulares de spin, permite avaliar em que estado se encontra a molécula. Quando a
orientacdo de spin do eletrdo ndo se altera (eletroes 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 alteracdo da orientacao do spin, a soma dos momentos angulares de spin tera o
valor de 2, pelo que M=3, caracteristico das moléculas num estado excitado tripleto. Depois da
absorcdo e consequente excitacdo, a energia associada ao eletrdo excitado devera ser dissipada
através de varios processos radiativos e nao radiativos, que incluem:

o Relaxacao vibracional;

o Conversdo interna;

o Cruzamento intersistemas;

o Fluorescéncia;

o Fosforescéncia.
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2.2.2. PROCESSOS RADIATIVOS E NAO RADIATIVOS

O diagrama de Jablonski® ¢ um diagrama de energia, comumente utilizado para representar

0S processos que ocorrem depois da absorcao e antes da emissao de fotdes. Na Figura 2.4, as linhas
horizontais e a negrito representam os limites dos niveis eletronicos de energia, seguidos de linhas
horizontais mais finas que representam os varios niveis de energia vibracional a eles associados. Os
estados eletronicos singletos sao representados pela letra S seguido do niumero do estado, sendo So
0 estado fundamental, e os estados eletrdnicos tripletos sao representados pela letra T.

Apds a absorcao, a relaxacao vibracional é provavelmente o primeiro processo a ocorrer ja
que se apresenta como um processo muito rapido, entre 1014 e 1011 segundos. Neste processo, o
eletrdo que ocupa um dos diferentes niveis vibracionais associados ao estado de energia excitado,
perde rapidamente 0 excesso de energia vibracional, através de colisdes, e desce para o nivel
vibracional do estado excitado singleto de menor energia. A medida que os niveis eletronicos
aumentam, a distancia e energia associada entre si diminui assim comoa distancia entre os diferentes
niveis vibracionais. Quanto maior é a proximidade de distribuicdo destes niveis, maior a probabilidade
de o eletrdo transitar para um nivel vibracional de um nivel de energia inferior e com a mesma
multiplicidade de spin. Esta transicdo denomina-se de conversao interna. Podera ocorrer dissipacao
da energia num processo entre dois niveis isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos de
diferente multiplicidade. Neste processo, o eletrdo num estado singleto excitado transita para um
estado tripleto excitado alterando a multiplicidade de spin do eletrdo, 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 configuracao. Uma das vias possiveis para que o eletrdao, em estado
tripleto excitado, volte ao estado fundamental ¢é através do processo radiativo de fosforescéncia,
apresentando um tempo entre os 10 e os 10! segundos [5].

Tendo em conta a enorme diferenca de energia associada entre o estado fundamental e o
primeiro estado de excitacao, a conversao interna de um eletrdo para o estado fundamental é muito
lenta, pelo que ha competicao por parte de outro tipo de processos. Embora a fluorescéncia seja um

processo lento (entre 10° e 1077 segundos), passa a competir, no primeiro estado de excitacdo, com

6 Denominagdo em homenagem ao fisico Aleksander Jabtonriski.
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estes processos nao radiativos. Por sua vez & improvavel que aconteca em estados de energia

superiores, ja que a velocidade da relaxacao vibracional e da conversao interna é muito superior.

Estados excitados singleto

|
Relaxacao vibracional
4 . ' Cc:nversﬁo interna Estado excitado tripleto
N )
s, = ¥ : Y < | |
S
[} 1 \ —r T.I.
7)) Q_ﬁ
o i
O i
- S S
I} : o
= Cruzamento Voo
Absorcao intersistemas
R
~ R )
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Figura 2.4: Diagrama de Jablonski em representacéo da absorcao e processos intramoleculares radiativos e néo
radiativos.

2.2.3. FENOMENO DE FLUORESCENCIA E CARACTERISTICAS DE
EMISSAO

A fluorescéncia & um processo radiativo no qual o eletrdo no estado singleto excitado, e sem
mudar de orientacdo de spin, transita para o estado fundamental com emissao de um fotao (transicao
S1-2 So). A energia do fotdao emitido é igual a energia associada a transicdo. No entanto, esse valor é
sempre inferior a energia de excitacao. Esta diferenca é conhecida como desvio de Sfokese acontece
devido a dissipacao rapida de energia através de processos nao radiativos para o nivel vibracional
mais baixo de S1, bem como o decaimento para niveis vibracionais superiores de So.

Para além disso, o grafico associado a emissdo de fluorescéncia é caracteristico de cada
molécula, independentemente do comprimento de onda de excitacao, e apresenta-se como a imagem
no espelho do espetro de absorcao, ja que o processo de excitacao eletronica nao altera de forma

significativa a geometria nuclear.
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2.2.4. TEMPO DE VIDA E RENDIMENTO QUANTICO DE FLUORESCENCIA

O tempo de vida de fluorescéncia (t) € um parametro cinético associado a um fluoroforo que
determina o tempo em que a molécula permanece no estado excitado e disponivel a interacédo com o
meio. E inversamente proporcional & soma de processos radiativos (kr) e dos processos nao radiativos

(knr), de acordo a Equacéo 2.7.

Equacio 2.7

B 1
T ke + kg

T

Por norma, os tempos de vida de fluorescéncia assumem valores préximos dos 10 ns, que ¢
um tempo relativamente longo quando comparado com a escala dos eventos moleculares. Durante
este tempo, o fluordforo podera ser sujeito a um conjunto de transformacdes, desde redistribuicao
eletrénica ou alteracdo da sua geometria, de forma a promover reorganizacdo das moléculas
envolventes. Tendo em conta todos os processos de desexcitacao passiveis de ocorrer apos a absorcao
de fotdes, o calculo do rendimento quantico de fluorescéncia (®r) permite avaliar a proporcdo de
eletrdes que foram desativados através do processo de fluorescénciae é resultado da razdo do numero
de fotdes emitidos e do numero de fotdes absorvidos. Tendo em conta os processos nao radiativos
capazes de devolver os fotdes ao estado fundamental, o rendimento quantico do numero de fotdes
emitidos por fluorescéncia podera ser definido em funcdo das velocidades dos processos de

desexcitacao a partir de S1 segundo a Equacéo 2.8.

Equacao 2.8

_ kr
krt+kictkisc

onde kr corresponde a constante de velocidade do processo de fluorescéncia, kic a constante de
velocidade do processo de conversédo interna e Kisc a constante de velocidade do processo de

cruzamento intersistemas [5].
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2.2.5. ANISOTROPIADE FLUORESCENCIA

O grau de polarizacao de emissdo de uma molécula & descrito através da anisotropia de
fluorescéncia, que surge como resultado da existéncia de momentos de transicéo para a absorcéo e
para a emissdo. No estado fundamental os fluoréforos assumem uma orientacao aleatdria. Quando
sujeitos a excitacao por parte de uma luz polarizada, sdo preferencialmente excitados aqueles cujos
momentos de transicao de absorcao estao orientados ao longo do vetor elétrico da luz de excitacéo,
processo denominado por fotoselecdo. Na maioria dos testes experimentais, a amostra é excitada
com luz polarizada verticalmente, onde o vetor elétrico de excitacao se encontra em posicao paralela
ao eixo vertical (eixo z). O equipamento de analise possui um polarizador de emissao que quantifica a
intensidade de emissdo da amostra. No decorrer deste trabalho foram realizadas medicdes de

anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario, r, calculadas segundo a Equagéo 2.9 [6, 7].

Equacao 2.9

_ Iyy — Glyy

r

onde I, e Iyy séo as intensidades dos espetros de emissao obtidos com polarizagao vertical
e horizontal (com luz de excitacdo polarizada verticalmente), respetivamente, e G = I, /Iy € 0
fator de correcdo instrumental, sendo I, e I, as intensidades de emisséo obtidas com polarizacao
vertical e horizontal, respetivamente.

A luz emitida por parte de um fluoréforo excitado podera ser despolarizada por um conjunto
de fatores associados tanto as caracteristicas do fluoréforo como do meio onde este se encontra. O
tempo de correlacéo rotacional (t¢c) e o tempo de vida de fluorescéncia (tr) sao dois fatores, entre
outros, que afetam os valores de polarizacdo e consequente anisotropia. O tempo de correlacéo
rotacional ¢ o tempo de difusdo rotacional de uma particula em solucéo, que depende do tamanho e
forma da particula bem como da viscosidade do meio envolvente. Para fluoroforos de dimensao
reduzida em solucdes de reduzida viscosidade, a taxa de rotacao de difusao rotacional é superior ao
tempo de vida de fluorescéncia, pelo que a luz emitida pelo fluoréforo € despolarizada e o valor de
anisotropia é zero. Em meios de maior viscosidade o tempo de correlacao rotacional é inferior ao

tempo de vida do fluoroforo, ocorrendo polarizacao antes da emissao, o que resulta na emissao de luz
51



polarizada por parte do fluordforo. A anisotropia em estado estacionario relaciona-se com o tempo de
vida do estado excitado e o tempo de correlacao rotacional do fluoréforo segundo Equacgédo 2.10 [6,

7].

Equaciao 2.10

onde 7, € a anisotropia intrinseca, T o tempo de vida do estado excitado e T, 0 tempo de correlacdo
rotacional.

As dependéncias da anisotropia fazem dela uma técnica de bastante utilidade e eficacia nas
areas bioldgicas, ja que podera ser utilizada para determinacao da mobilidade e tamanho proteico,
quantificar e avaliar processos de transferéncia de energia por ressonancia entre proteinas, avaliar a

difusao rotacional e orientacéo de fluoréforos em membranas biologicas [8].

2.2.6. TRANSFERENCIA DE ENERGIA RESSONANTE DE FORSTER

Atransferéncia de energia ressonante de Forster (FRET) é um processo fisico de transferéncia
nao radiativa de energia, que permite medir e avaliar complexos moleculares a distancias entre os 10
A e 0s 100 A. Esta transferéncia ocorre por ressonancia entre os eletrdes em estado eletronico excitado
da molécula dadora fluorescente e os eletrdes da molécula aceitadora, através de interacdes dipolo-
dipolo, sem que ocorra transferéncia de eletroes.
A eficiéncia deste processo estd dependente de um conjunto de pressupostos que devem ser
cumpridos, os quais incluem [9, 10]:
a. O espetro de emissao de fluorescéncia da molécula dadora devera ser sobreponivel
com o espetro de absorcao da molécula aceitadora;
b. Ambasas moléculas (dadora e aceitadora) devem apresentar uma proximidade entre
os valores de 10 A e os 100 A:
c. O dador e o aceitador deverdo apresentar orientacdes de transicdo do dipolo

aproximadamente paralelas.
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d. O tempo de vida de fluorescéncia da molécula dadora devera apresentar a duracéo

suficiente para permitir a transferéncia de energia para a molécula aceitadora.
A distancia entre as duas moléculas apresenta-se como um dos fatores mais decisivos a
efetividade do processo, sendo que a sua eficiéncia (E) depende inversamente da sexta poténcia dessa

distancia, segundo a Equacéo 2.11.

Equacdo 2.11
6
E= #
onde Ro corresponde a distancia de Forster, na qual a transferéncia de energia possui 50% de
eficiéncia, e r diz respeito a distancia efetiva entre o dador e o aceitador. O valor de Ro varia de acordo
com as propriedades espetrais das moléculas, dependendo do rendimento quantico de fluorescéncia
do dador na auséncia do aceitador, da orientacado angular das moléculas e do indice de refracao da
solucao.
A termos praticos, a eficiéncia do FRET (®rrer) pode ser obtida pelo racio da intensidade de
fluorescéncia integrada do dador na presenca do aceitador (Fp,) e na auséncia do mesmo (Fp),

segundo a Equacéo 2.12.

Equacéao 2.12

FDA

D

Oprer =1—

A partir da eficiéncia de FRET ¢ possivel calcular a distancia entre as moléculas dadora e

aceitadoras (Equacéo 2.13).

Equacao 2.13

1- ‘DFRET>1/6

= Ro(
4 o\ Dprgr
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onde Ro é o raio de Forster (distancia critica), que pode ser obtido pela sobreposicao espetral, J(A),

entre a emissao do dador e a absorcao do aceitador, de acordo as Equacéo 2.14 e Equacéo 2.15.

Equacao 2.14

Ro = 0,2108 [k203 n-4 (0]

Equacao 2.15

J = [, IMes)Or*dA

onde K2=2/3 ¢ o fator orientacional assumindo a orientacao aleatoria das sondas, @9 o rendimento
de fluorecnencia do dador na auséncia de transferéncia de energia, n o indice de refracao do meio,

Ip(A) o espetro de fluorescendia do dador normalizado pelo que fooo IpMdA=1eg,) € 0

coeficiente de absorcao molar do aceitador.

2.2.7. INSTRUMENTACAO E FUNCIONAMENTO DO
ESPETROFLUORIMETRO

O espetrofluorimetro ¢ o equipamento utilizado para obtencdo de sinais de emissdo de
fluorescéncia (espetros de fluorescéncia), bem como na obtencao de espetros de excitacdo. Possui,
na sua constituicao, trés componentes essenciais: uma fonte de luz, dois monocromadores e um
detetor. A fonte de luz fornece radiacdo nas gamas do ultravioleta e visivel, existindo varios tipos de
lampadas que poderao ser utilizadas, comolampadas de tungsténio, mercurioe de xénon. Por norma,
a poténcia associada a estas lampadas é superior a usada em espetroscopia de absorcao.

Os monocromadores s@o componentes que permitem decompor os comprimentos de onda
oriundos da fonte de radiacdo utilizando uma rede de difracdo. O monocromador de excitacao,
posicionado depois da fonte de luz, realiza a selecdo do comprimento de onda em que pretendemos
excitar a amostra. Ja o monocromador de emissao, posicionado depois da amostra, realiza a selecéo
dos comprimentos de onda dos sinais de radiacdo emitida pela amostra (Figura 2.5) [11]. Sao,
portanto, utilizados para obtencao de dois tipos de espetros: espetros de emissdo de fluorescéncia e

espetros de excitacao.
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Para a obtencdo de espetros de emissao de fluorescéncia (que representa a intensidade de
fluorescéncia em funcédo do comprimento de onda de emissao) é selecionado, de forma fixa no
monocromador de excitacao, um comprimento de onda em que o fluordforo apresente absorcao,
sendo avaliados no segundo monocromador todos os comprimentos de onda de emissao que a
amostra compreende naquele valor de excitacdo. Para obtencdo do espetro de excitacdo (que
representa a intensidade de fluorescéncia em funcao do comprimento de onda de excitacao) é
necessario fixar o monocromador de emissdo num valor de comprimento de onda em que o fluoréforo
emite, sendo que o primeiro monocromador faz variar os comprimentos de onda nos quais a amostra
apresenta excitacao.

A disposicao em que se encontram os diferentes componentes do espetrofluorimetro ¢ um
aspeto fundamental a ter em conta. Ao contrario do que acontece no espetrofotémetro de absorcao,
onde o detetor se encontra na direcdo da radiacao incidente, o espetrofluorimetro possui o
monocromador de emissdo e o detetor numa posicdo a 90° em relacédo a fonte de luz. Sendo o sinal
de intensidade de emissdo inferior & intensidade de incidéncia, esta geometria permite garantir que
0s sinais recebidos pelo detetor correspondem aos sinais de emissao de fluorescénciae ndo a radiacéo

transmitida pela amostra.

Amostra
N
h
Monocromador
de excitacao
Lampada (ex: Xénon)
Monocromador
de emissao

Detetor

Figura 2.5: Representacdo esquematica do posicionamento dos componentes que compdem o espetrofluorimetro.

55



2.3. DIFUSAO DINAMICA DE LUZ

A difusdo dinamica de luz (DLS) é uma técnica analitica, baseada no principio de difusdo de
luz, utilizada para medir a distribuicao de tamanho de particulas em solucao. Este método apropria-
se de duas condicOes, sendo elas a assuncao de que as particulas se encontram em movimento
browniiano, que essas particulas sao esféricas e com um diametro reduzido quando comparado as
dimensdes moleculares.

Ainteracaode um feixe de luz monocromatica (como um laser) com uma solucao de particulas
resulta em alteracdes do comprimento de onda da luz incidente, ja que as moléculas que compde o
fluido difundem a luz incidente em todos os sentidos e sem perdas de energia. A taxa de flutuacao da
intensidade de luz difundida em determinado angulo ¢ medida ao longo do tempo, permitindo
determinar a velocidade associada ao movimento browriano das particulas.

O movimento browrniano é o principio fundamental na técnica de DLS, ja que quanto maior o
tamanho apresentado pelas particulas, menor sera o esse movimento e maior sera a dispersao de
luz. Pelo contrario, quanto menor o seu tamanho, maior sera o nimero de colisbes e menor o
espalhamento de luz. Este tipo de movimento aleatoério torna possivel extrair o coeficiente de difusdo
translacional (D) que, através da equacao de Stokes-Einstein (Equagdo 2.16) permite o calculo do

diametro hidrodindmico (Def) das particulas.

Equacéao 2.16

o KeT
¢/~ 3mD,

onde kg representa a constante de Boltzmann, T a temperatura e 1 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 funcdo de correlacdo da
intensidade de luz difundida. O grafico referente a esta funcao permite avaliar, a priori, 0 tamanho das
particulas, ja que em particulas pequenas a correlacao desaparece mais rapidamente quando

comparadas com particulas de maiores dimensdes. Aplicando um conjunto de algoritmos chega-se,
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entdo, ao valor de difusdo translacional necessario a aplicacdo na equacdo de Stokes-Einstein,
permitindo a determinacao do valor de diametro hidrodinamico.

Para além do tamanho, esta técnica permite obter o potencial Zeta. Este parametro esta
relacionado a carga superficial das particulas aquando suspensas num fluido, oferecendo informacdes
acerca da estabilidade da dispersao ou mesmo para confirmar o revestimento das particulas. Quanto
maior for o valor absoluto do potencial zeta, maiores sao as repulsdes eletrostaticas e, como tal,
melhor o grau de dispersdo das particulas. Pelo contrario, quando este valor se aproxima de valores

perto do zero, a formacé&o de agregados torna-se mais provavel [12].

2.4. DIFRACAO DE RAIOS-X

A técnica de difracao de raios-X (XRD, do inglés, X-Ray Diffraction) baseia-se na natureza dual
onda/particula dos raios-X e tem como objetivo obter informacao sobre a estrutura cristalina dos
materiais, permitindo a sua caracterizacdo e identificacdo tenho por base o padrdo de difracdo
apresentado. E resultado de uma interferéncia construtiva entre raios-X monocromaticos e a amostra
cristalina. Quando satisfeita a Lei de Bragg (n A = 2d sin®), a interacdo entre os raios incidentes e a
amostra produz uma interferéncia construtiva. Esta lei relaciona o comprimento de onda da radiacao
eletromagnética com o angulo de difracao e o espacamento da rede na amostra cristalina. A direcao
das difracdes possiveis depende do tamanho e forma da célula unitaria do material, ja a sua
intensidade depende do tipo de arranjo entre os atomos na estrutura cristalina.

Os raios-X, gerados por um catodo, sao filtrados de modo a produzir radiacdo monocromatica.
Séo direcionados a amostra e faz-se variar o angulo de incidéncia (dentro da gama 20) ao longo da
amostra, de modo a garantir que todas as direcdes da rede sdo alcancadas. Quando a geometria dos
raios-X incidentes satisfazem a equacdo de Bragg, ocorre uma interferéncia construtiva evidenciada
por um pico de intensidade (Figura 2.6). Os raios-X difratados sdo detetados e processados. A
conversao dos picos de difracdo em espacamento (d) permite a identificacdo do mineral, por
comparacdo a um padrao de referéncia, ja que esses espacamentos sdo caracteristicos do mineral.
Esta técnica é de elevada utilidade na medida em que permite a caracterizacdo de materiais
cristalinos, determinacao das dimensdes da célula unitaria, avaliar o grau de pureza da amostra, medir

a orientacao dos graos, entre outras [13, 14].
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Raio-X incidentes (A) Raios-X difratados

Figura 2.6: Representacdo esquematica da aplicacdo de difracdo de raios-X enquanto técnica elucidativa da
estrutura atomica tridimensional, sob aplicacao da equacao de Bragg.

2.5. MICROSCOPIA ELETRONICA

A microscopia eletronica surge como alternativa aos problemas de resolucao apresentados
pela microscopia dtica, ja que, segundo a férmula de Abbe e a sensibilidade associada aos nossos
olhos, nao permite visualizar estruturas inferiores a 0,2 um.

Com o crescente avanco tecnologico surgem, por necessidade, 0os microscépios eletronicos
que utilizam uma fonte de eletrdes (ao invés de luz visivel) e detetores apropriados. Tendo em conta
que os eletroes possuem comportamento de onda e um comprimento de onda muito inferior ao da
luz visivel, permitem fazer distincdes de estruturas inferiores a 1 nm. As amostras a analisar
necessitam de um tratamento prévio ja que serao sujeitas a alto vacuo, de modo a permitir a que o
feixe de eletroes viaje em linha reta sem interferéncias do ar. De acordo com o espécime em analise
sao adotadas diferentes técnicas tais como a fixacao quimica, a criofixacao, desidratacao, a cobertura
com um material condutor, entre outras.

Este tipo de microscopia tornou-se fundamental em areas como as ciéncias biolégicas
(localizacao proteica, tomografia celular, imagiologia de tecidos e farmacéutica), na industria
(caracterizacao e detecao de particulas, microcaracterizacdo 2D e 3D e dindmica de materiais) e na

investigacao (nanoprototipos, teste de equipamentos, qualificacdo de materiais e nanometrologia).
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2.5.1. MICROSCOPIAELETRONICA DE VARRIMENTO

Os microscopioseletronicos de varrimento possuem na sua constituicao uma fonte de eletroes
(canhao de eletrdes) 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 emissao térmica
de eletrdes. A fonte de eletrdes encontra-se no topo de uma coluna em vacuo que contém um conjunto
de anodos e catodos (que criam uma diferenca de potencial que resulta numa aceleracao dos eletroes
na coluna), de lentes eletromagnéticas e aberturas que condensam os feixes de eletrdes, de modo a
permitirem focar e controlar o feixe na amostra. Os eletrdes, ao interagirem com a amostra, poderéo
ser absorvidos, refletidos ou induzir a libertacdo de eletrdes secundarios, que serdo 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 eletrées secundario e o detetor de
eletroes back-scatter. O primeiro deteta os eletrdes secundarios libertados (que correspondem aos
eletroes retirados da orbita dos atomos que compdem a amostra) e permitem a formacao de uma
imagem de alta resolucdo espacial e topografica, ja que sdo libertados da parte superficial da amostra.
O detetor back-scatter recolhe os sinais dos eletrdes que ao incidirem na amostra sao refletidos com
elevada energia. As imagens que resultam deste detetor possuem menor resolucao quando
comparadas a formada pelos eletrées secundarios, ja que dao informacédo a maiores profundidades.
No entanto, fornecem informacao composicional.

Assim, o feixe de eletrdes, ao varrer a amostra em estudo e de acordo com o numero de
eletrdes que chegam aos detetores conduz a criacdo de padroes de contraste que sao traduzidos em

imagens.

2.6. DISPOSITIVO SUPERCONDUTOR DE INTERFERENCIA QUANTICA (SQUID)

Um dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID, do inglés, Superconducting
Quantum Interference Device) ¢ um detetor de campos magnéticos altamente sensivel, capaz de medir
campos magnéticos de 5x10-18 T (tesla). Qualquer sinal magnético ou baixa frequéncia elétrica que
possam ser convertidos no sinal de fluxo magnético, serdo detetados com elevado grau de

sensibilidade pelo SQUID. Utiliza as propriedades de quantizacdo de fluxo e o efeito de Josephson para
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detetar pequenas alteracdes magnéticas. O efeito Josephson (descoberto por Brian Josephson em
1962) é uma manifestacdo de coeréncia quantica de longo alcance nos supercondutores e prevé que
uma corrente supercondutora pode fluir entre dois supercondutores separados por uma camada de
isolador fina (juncdo de Josephson). O elemento central de um SQUID é um anel feito por um material
supercondutor com uma ou mais juncdes de Josephson [15]. Devido & natureza supercondutora, o
sensor necessita de ser mantido a temperaturas criogénicas, normalmente dentro de uma camara
isoladora. As aplicacOes desta técnica alcancam a investigacdo magnética, estudos das propriedades

eletrénicas dos materiais, estudos de paleomagnetismo e pesquisa biomagnética.
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CAPITULO 3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ao longo deste capitulo, descrevem-se as metodologias de preparacao e caracterizacao dos
componentes integrantes dos sistemas envolvidos no decorrer deste trabalho. Serdo incluidos, no
procedimento experimental, detalhes das propriedades fisico-quimicas dos reagentes utilizados,
condicoes de preparacao das solucdes stock, bem como as condi¢cdes de analise dos varios materiais.

A espetroscopia de absorcao foi realizada num espetrofotometro Shimadzu UV-vis-NIR, modelo
UV-3101PC, em células de absorcao de quartzo com 10 mm de percurso ético. Ja na espetroscopia
de fluorescéncia foi utilizado um espetrofluorimetro Fluorolog 3, equipado com monocromadores
duplos (na excitacdoe emissao), sendo os espetros de fluorescéncia obtidos corrigidos para a resposta
instrumental do sistema. Para as medidas de anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario,
foram utilizados polarizadores Glan-Thompson, com suporte de células de temperatura controlavel.

As medidas de difusdo dindmica 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 angulo de detecao de 173°.

Todas as solugdes foram preparadas em solventes de grau espetroscopico e agua ultrapura

(grau Mili-Q).

3.1. METODOS DE PREPARAGCAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
MAGNETICAS

Este trabalho integrou a sintese de trés tipos distintos de nanoparticulas de ferrites com
estrutura em espinela: (i) MgFe20s; (i) Cao.2sMgo.7sFe204 e (i) Cao.7sMgo.sFe204. Estas
nanoparticulas formam a componente magnética integrante dos magnetolipossomas e a sua escolha
recai nas diferentes vantagens, tanto a nivel bioldgico como a nivel fisicoquimico, que oferecem a
efetividade terapéutica dos nanossistemas. Apds a sua sintese, foram realizados estudos de
caracterizacao estrutural, composicional e de resposta magnética, de modo a garantir que os

requisitos tedricos, abordados em 1.5.3.1, eram garantidos experimentalmente.
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3.1.1. PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE FERRITE DE MAGNESIO E
MISTAS

Tanto as ferrites de magnésio (MgFe204), como as ferrites mistas de magnésio com
substituicdo parcial por ides de calcio (CaixMgxFe20a4), foram sintetizadas através do método de
coprecipitacao, ja que se tratade um método simples, barato e que permite a obtencao de uma grande
quantidade de nanoparticulas por reacao [3, 4]. A sua sintese é resultado de uma mistura de 6éxidos.
Foi utilizado como precursor de ferro o cloreto de ferro (I1) hexahidratado (FeCl3-6H20, de massa
molar 270,30 g/mol), como percursor de calcio o acetato de calcio hidratado (CH3C002Ca-H20, de
massa molar 158,17 g/mol) e como percursor de magnésio foi utilizado sulfato de magnésio (MgS0O4,
de massa molar 120,37 g/mol). Foi preparada uma solucdo stock de hidroxido de sddio (NaOH, de
massa molar 40,00 g/mol) a uma concentracdo de 6 M, em agua. No método de coprecipitacéo, o
pH da solucao metalica € aumentado pela adicdo de uma base que promove a precipitacao dos
hidroxidos, pelo que a solucédo de hidroxido de sodio foi 0 agente de precipitacdo da reacao.

A sintese das ferrites mistas envolveu, a semelhanca do descrito em [5, 6], a preparacado de
uma solucdo de mistura da qual faziam parte os percursores de magnésio e calcio (na molaridade
correspondente ao tipo de ferrite a sintetizar) e o precursor de ferro, num racio molar de 1:2,
respetivamente. Para tal, fez-se dissolver a massa associada a molaridade dos precursores

apresentados na Tabela 3.1 a 2 ml de agua ultrapura (grau Milli-Q).

Tabela 3.1: Precursores, respetiva concentragao e massa utilizados na preparacao da solucao de mistura para a
sintese das ferrites mistas de magnésio com substituicao parcial por ides de calcio.

Precursores
Mg504 CH3 COOZCa Hzo FeCI3 6 Hzo

Concentracao 0,25 M 0,75 M 2 M
Mg; ,sCa, ;sFe,0,

Massa 30,0 mg 118,62 mg 540 mg

Concentracao 0,75 M 025 M 2M
Mg, ;sCa, sFe,0,

Massa 90,3 mg 39,54 mg 540 mg
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A solucdo de mistura foi adicionada, gota a gota, a 5 mL da solucdo basica de hidrdxido de
sodio, previamente aquecida num banho a 90°C, sob agitacdo magnética constante. O precipitado
obtido foi centrifugado, a uma velocidade de 5000 rpm durante 5 minutos, de modo a proceder a
lavagem das particulas. De seguida, e descartado o sobrenadante, foram adicionados 3400 uL de
agua desionizada e repetiu-se a lavagem até ndo se verificar a formacéo de espuma nos tubos e, como
tal, eliminar residuos dos reagentes utilizados. O precipitado obtido foi seco a 100 °C (de modo a
evaporar toda a agua adicionada) e sujeito ao processo de calcinacdo, a uma temperatura de 600°C
durante 30 minutos.

No que diz respeito as ferrites de magnésio, embora igualmente sintetizadas através do
método de coprecipitacao, diferem da metodologia de sintese das ferrites mistas. Utilizou-se como
precursor de ferro o sulfato de ferro (Il) heptahidratado e como precursor de magnésio o sulfato de
magnésio, MgS04. Foram adicionados, a metodologia de sintese, o acido sulfurico (numa diluicao de
10%) e o oxalato de potassio monohidratado.

O processo de sintese foi iniciado pela preparacdo das solucdes 1 e 2, de acordo com a
massa/volume de reagentes apresentados na Tabela 3.2, dissolvidos em agua desionizada. Feitas as
solucoes, adicionou-se a solucao 1 (previamente aquecida a 75°C) a solucdo 2 e colocou-se a mistura
num banho a 90°C, durante 15 minutos, sob agitacdo constante. Passado o periodo de tempo
requerido e arrefecida a temperatura ambiente, procedeu-se a centrifugacdo da mistura, seguida de
secagem na estufa. Ja seco, sujeitou-se o precipitado ao processo de calcinacao a uma temperatura

de 600 °C durante 3 horas.

Tabela 3.2: Condicdes de preparacao das solucdes envolvidas na metodologia de sintese das ferrites de magnésio.

Reagente Massa/Volume
MgS0, 1,08 g
FeSO, * 7 H,0 1,39 g
Solucdo 1
H,S0, (10%) 200 pl
H,0 10ml
COOK 1,0178 ¢
Solucéo 2
H,0 15 ml
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De modo a melhorar as propriedades de dispersao das particulas, foi adicionado acido citrico
num racio molar de 2:1 (acido/nanoparticulas, respetivamente) sob agitacdo magnética, a uma

temperatura de 90°C durante a noite [5].

3.1.2. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL POR DIFRACAO DE RAIOS-X

Apds a sintese, procedeu-se ao estudo de avaliacdo da cristalinidade das nanoparticulas
através do método de difracdo de raios-X. As medidas desta técnica foram levadas a cabo num
difratémetro Philips PW1710 com radiacdo CuKqna configuracao Bragg-Brentano.

As ferrites MgFe204 foram analisadas segundo o método de Rietveld pelo software de analise
FullProf. O método de Rietveld permite, segundo parametros selecionados pelo operador, minimizar
as diferencas entre o padrao experimental (dados obtidos) e um modelo tedrico, baseado numa
estrutura cristalina hipotética e, também, nos parametros instrumentais (padrdo calculado). A
aplicacdo deste método na analise dos dados obtidos por XRD permite melhorar a informacao da
estrutura cristalina e, assim, confirmar a estrutura cristalina hipotética, refinar parametros de
estrutura, posicdes atdmicas, parametros térmicos, orientacdo preferencial, tamanho das particulas e
obter informacao sobre as quantidades relativas em cada fase.

Ja as ferrites mistas foram sujeitas a uma analise preliminar analise pelo software Match!.
Este software, desenvolvido pela empresa de tecnologia de software cientifico Crystal Impact, permite
a identificacao das fases presentes na amostra através da comparacao do padrdo de difracao obtido
com os padrdes de referéncia que compde a base de dados intrinseca ao software. Assim sendo, esta
metodologia permite a confirmacao da formacao das ferrites, de possiveis contaminacdes e, também,
de parametros estruturais inerentes as mesmas, tais como o tamanho médio, através da aplicacao da

equacao de Scherrer (Equacéo 3.1).

Equacio 3.1

kK2
T_,BCOSH
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onde T ¢ o tamanho médio dos dominios médios ordenados, K a constante da forma geométrica
(tipicamente assume o valor de 0,9), A é o comprimento de onda dos raios-X, § € largura a meia

altura de um pico de intensidade e cos6 é o angulo de Bragg (em graus).

3.1.3. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MAGNETICAS

A caracterizacéo das propriedades magnéticas das ferrites foi realizada no Instituto de Fisica
dos Materiais da Universidade do Porto (IFIMUP), tendo sido efetivados no Magnetdmetro
Supercondutor de Interferéncia Quantica (Design Quantico MPMS5XL). Os ensaios foram realizados a
temperatura ambiente aplicando um campo magnético até aos 5,5 T. Foram realizados ensaios de
dependéncia da temperatura de magnetizacao e medidas do ciclo de histerese de magnetizacao [6].

Nos ensaios de dependéncia da temperatura de magnetizacao, foram utilizadas temperaturas
numa gama entre 0s 5 K e 0s 350 K. As curvas foram obtidas pelo arrefecimento da amostra sob um
campo magnético aplicado de H = 100 Qe (arrefecimento com campo, FC), seguido da medicao da
magnetizacdo com o aumento da temperatura (campo aplicado de H = 50 Oe). Posteriormente, e
atingidos os 350 K, a amostra foi novamente arrefecida sem aplicacdo de nenhum campo magnético
(arrefecimento sem campo, ZFC) e, novamente, registaram-se as medidas de magnetizacao sob
aumento continuo da temperatura, com um campo magnético de H = 50 Oe. A partir do
comportamento das curvas de FC e ZFC, é possivel obter a temperatura de bloqueio (Ts) das
nanoparticulas superparamagnéticas [7].

As medidas do ciclo de histerese foram realizadas fixando a temperatura e medindo a
magnetizacdo em funcao de uma série de campos magnéticos aplicados. Estas curvas fornecem
informacdes acerca da magnetizacdo maxima das particulas, o grau ao qual a amostra permanece
magnetizada apos remocao do campo, e a facilidade com que a magnetizacao é revertida (campo

coercivo).

3.2. METODO DE PREPARACAO DE LIPOSSOMAS

Foram sintetizados lipossomas baseados em fosfatidilcolina do ovo (Egg-PC) seguindo o

método de injecao etanodlica, que se baseia na injecdo de uma solucao etandlica, contendo fosfolipidos,
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a um meio agquoso sob vigorosa agitacao [8, 9]. Foi preparada uma solucao sfock de Egg-PC, fornecido
pela Sigma-Aldrich, a concentracao de 0,18 M em cloroférmio.

Iniciou-se o procedimento de sintese através da injecdo da solucao etanodlica lipidica. A
preparacao desta solucdo consistiu na evaporacao do cloroformio, através de uma corrente de azoto
ultrapuro comprimido, presente no volume de soluco correspondente a 10 M de Egg-PC. De seguida,
procedeu-se a sua redissolucao em etanol absoluto, sendo depois adicionada a quantidade adequada
de solucdo etanolica do composto antitumoral, de forma a ter a concentraco final de 2x10° M em
composto. Finalizado o procedimento, injetou-se a solucao etandlica, gota a gota e sob a agitacao do
vortex, a solucdo aquosa (agua desionizada ao volume correspondente). Durante o procedimento, a
solucao aquosa encontrava-se a temperatura ambiente, ja que a temperatura de transicao de fase do

Egg-PC ocorre entre os valores de -5 °C e -15 °C [1].

3.3. METODOS DE PREPARACAO DE MAGNETOLIPOSSOMAS

De acordo com o desenvolvido em 1.6, foram preparados magnetolipossomas aquosos e
solidos. Para cada um destes nanossistemas magnéticos foram realizados quatro tipos de ensaios de
avaliacdo: (i) prova de sintese dos magnetolipossomas; (ii) prova e taxa de encapsulamento de
curcumina na bicamada lipidica; (iii) ensaios de interacdo dos nanossistemas com modelos de

membrana e (iv) ensaios de interacdo dos nanossistemas furtivos com modelos de membrana.

3.3.1. PREPARACA0O DE MAGNETOLIPOSSOMAS AQUOSOS E
ENCAPSULAMENTO DE CURCUMINA

A semelhanca do que foi descrito na metodologia de sintese dos lipossomas, o0s
magnetolipossomas aquosos foram igualmente preparados através do método de injecao etandlica.
Foi preparada uma solucdo etandlica lipidica para a injecdo, constituida por 103 M do lipido Egg-PC
(redissolvido em etanol absoluto) e 2x10® M de curcumina [1, 10]. Esta solucdo de mistura foi
adicionada, gota a gota e sob agitacdo em vortex, a uma solucdo aquosa de nanoparticulas (a
temperatura ambiente). A preparacao da solucéo aquosa de nanoparticulas iniciou-se pela dispersao

das nanoparticulas num banho de ultrassons, seguida da mistura das nanoparticulas no volume de
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agua desionizada correspondente, de modo a obter uma solucdo aquosa de ferrites & concentracéo
de 4x10“ M. A interacao dos lipidos com a solucdo aquosa promove a auto-organizacao espontanea
de bicamadas lipidicas em torno da dispersao de nanoparticulas, resultando na formacao dos AMLs
(Figura 3.1). Finaliza-se a metodologia de preparacao com uma lavagem por decantacao magnética,
com auxilio de um magneto, onde é retirado o sobrenadante contendo os AMLs. Isto acontece, ja que
as ferrites ndo encapsuladas apresentam melhor resposta ao campo magnético aplicado

comparativamente as encapsuladas.
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Figura 3.1: Representacdo esquematica da sintese de AMLs, com encapsulamento de curcumina na bicamada
lipidica, como resultado da injecao da solucéo de mistura (Egg-PC e curcumina dissolvidos em etanol) numa solucéo
aquosa de dispersao de nanoparticulas.

Para proceder aos ensaios de interacao nao especificados AMLs com modelos de membrana,
foi acrescentada & solucdo etanolica o volume correspondente a 2x10° 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 excitacdo maxima aos 553 nm e de emissao

maxima aos 637 nm, tendo sido fornecido pela Fluka.
@E”‘
HsC™ N o) o)
J

Figura 3.2: Representacdo esquematica da estrutura quimica da sonda fluorescente Nile Red.
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No que diz respeito aos ensaios de interacao envolvendo AMLs furtivos, foi acrescentado a
metodologia de sintese um lipido marcado com polietilenoglicol (DSPE-PEG2000). Para tal, fez-se
variar a proporcdo de lipidos, mantendo a concentracdo total de 103 M, dos quais 95%
corresponderam a Egg-PC e 5% a DSPE-PEG2000, sendo que a concentracao de farmaco e de Nile
Red mantiveram a concentracdo de 2x10® M. A Tabela 3.3 reune os reagentes e respetivas
concentracdes molares utilizados na metodologia de sintese para cada um dos trés tipos de ensaios

realizados com AMLs.

Tabela 3.3: Reagentes e respetivas concentracdes molares utilizadas na metodologia de sintese dos AMLs nos
diferentes ensaios.

[Egg-PC] [curcumina] [Nile Red] [DPPE-PEG]

Prova de sintese de AMLs 10-3M 2x10°M

Prova e taxa de encapsulamento 103M 2%106 M

de curcumina nos AMLs

Interacdo de AMLs com modelos 103M 2%106 M %10°M
de membrana

Interacao de AMLs furtivos com 95x10M 2%10-6 M 2%106 M 5x10-5M

modelos de membrana

3.3.2. PREPARACAO DE MAGNETOLIPOSSOMAS SOLIDOS E
ENCAPSULAMENTO DE CURCUMINA

A preparacao dos magnetolipossomas soélidos seguiu o método de preparacao desenvolvido por
Rodrigues e colaboradores [5]. Estes sistemas foram desenvolvidos ja que foi demonstrado que as
propriedades magnéticas apresentadas pelos AMLs sao piores que as apresentadas pelas
nanoparticulas singularmente, enquanto nos SMLs essas propriedades se mantém similares [11].
Iniciou-se a metodologia pela dispersao dos diferentes tipos de ferrites num banho de ultrassons. De

seguida, perfez-se um volume de 10 pl com agua ultrapura, tendo-se a concentracdo de 3x10* M de

cada tipo de ferrite e ultrassonificou-se durante 1 minuto a uma amplitude de 90 W. Ja dispersas,
adicionou-se o volume de 3 mL de cloroféormio, que resultou na formacdo de agregados de

nanoparticulas. Antes de efetuar a primeira injecao lipidica, aqueceu-se a solucdo aquosa das ferrites
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a uma temperatura superior a temperatura de transicado do DPPC, ou seja, superior a 41°C [12]. De
seguida e sob agitacao vigorosa em vortex, adicionou-se rapidamente o volume correspondente aos
103 M de DPPC, formando a primeira camada lipidica em volta dos agregados de nanoparticulas.
Depois disto, procedeu-se a lavagem por decantacdo magnética, de modo a remover da solucao as
ferrites ndo encapsuladas. Foi descartado o sobrenadante, ja que as nanoparticulas encapsuladas
apresentam melhor resposta ao campo magnético externo aplicado. Esta etapa foi repetida tantas
vezes quanto as necessarias até nao se verificar a formacao de espuma.

Os procedimentos efetuados apds a formacao da primeira camada lipidica variam de acordo
com o0 ensaio em causa. Os ensaios de prova da formacdo da bicamada lipidica em volta dos
agregados de nanoparticulas, que foi realizada através de ensaios de FRET, envolveram a sintese de
trés tipos diferentes de nanossistemas:

a. Magnetolipossomas soélidos com a primeira camada lipidica marcada, aos quais lhes foi
adicionado um lipido marcado com nitrobenzoxadiazole (NBD-C12-HPC) apos formacaoda
primeira camada;

b. Magnetolipossomas soélidos com a segunda camada lipidica marcada, aos quais lhes foi
adicionado um lipido marcado com Rodamina (Rh-DOPE) apos formacéo da segunda
camada;

C. Magnetolipossomas solidos com ambas as camadas lipidicas marcadas, aos quais lhes
foi adicionado NBD-C12-HPC e Rh-DOPE (Figura 3.3) & primeira e segunda camada

lipidica, respetivamente.

NBD-C,,-HPC Rh-DOPE

o
1
O CH20-C-CHACH)13CHs
NHCHy(CHp)oCH, C-0-CH O . CH,
N CHZO—I?—O—CHZCHZN:—CH:, &
~ 0 o CHs WAMO
o
N /\/\/\/‘\:/\/\/\/‘YOF
NO, 0

Figura 3.3: Representacdo esquematica da estrutura quimica da molécula de NBD-C1,-HPC e da molécula de Rh-
DOPE (adaptado de [1, 2]).
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O ensaio de prova e taxa de encapsulamento da curcumina nos nanossistemas foram
realizados através da avaliacdo de emissao de fluorescéncia da curcumina aquando incorporada nos
SMLs, comparativamente ao sistema de lipossomas sem nanoparticulas. Para tal, apds injecdo da
primeira camada, e respetiva lavagem por decantacdo magnética, foi injetada curcumina

imediatamente antes da segunda injecao lipidica (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Representacdo esquematica da sintese de SMLs como resultado da injecdo sequencial da primeira
camada lipidica na solucdo de nanoparticulas (3x10-4 M, em cloroférmio) e encapsulamento de curcumina (2x10%
M) imediatamente antes da injecao da segunda camada lipidica.

Nos ensaios de interacdo 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 interacao dos SMLs furtivos com os modelos de membrana, adicionou-se
a formulacao lipidica da solucéo de injecao etanolica um lipido marcado com polietilenoglicol (DSPE-
PEG2000), numa proporc¢éo de 95:5% de DPPC:DSPE-PEG2000.

A Tabela 3.4 faz um resumo da injecdo dos diferentes marcadores utilizados na metodologia
de sintese de cada um dos ensaios efetuados, sendo que cada uma das sondas foi adicionada a

concentracdo de 2x10° M e seguida de uma lavagem por decantacdo magnética.

Tabela 3.4: Marcadores injetados em cada uma das camadas lipidicas de acordo com o ensaio realizado.

Apos formacao da 12 camada Apés formacao da 22 camada

NBD-Cyp-HPC
Prova de sintese da bicamada @ Rh-DOPE
lipidica
NBD-C1,-HPC Rh-DOPE
Prova e taxa de encapsulamento .
Curcumina
da curcumina
Interacao de SMLs com modelos curcumina
de membrana
Interacao de SMLs furtivos com :
Curcumina

modelos de membrana

3.4. METODOS DE CARACTERIZACAO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS

Depois de preparados, os AMLs e os SMLs foram caracterizados segundo medicdes
espetroscopicas (prova de sintese, localizacdo da curcumina no sistema - medidas de anisotropia - e
taxa de encapsulamento da curcumina) e medicdes estruturais (DLS para os AMLs e SEM para os
SMLs).

3.4.1. MEDIDAS DE ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

Este tipo de ensaios fornece as informacdes necessarias para tirar ilacdes acerca da
localizacdo de um farmaco fluorescente nos nanossistemas, ja que os valores de anisotropia de
fluorescéncia dependem da viscosidade do meio (2.2.5). Foram realizadas medicdes 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 as quais foram registados os valores de anisotropia estao
relacionadas com a temperatura de transicao da fase gel para a fase liquido-cristalina dos fosfolipidos
que compdem os magnetolipossomas. No que diz respeito aos AMLs, apenas foram realizados ensaios
a 25°C ja que a temperatura de transicao do Egg-PC se encontra entre os -5 e -15°C. Assim sendo,
os AMLs j& se encontram na fase liquido-cristalina a temperatura ambiente. J&4 nos SMLs foram
realizados ensaios a 25 e 55°C, uma vez que a temperatura de transicdo do DPPC se encontra nos
41°C. Foram tracados espetros de emissao de fluorescéncia, para cada ensaio, com polarizadores na

vertical e horizontal, com vista a resolver a Equacéo 2.9.

3.4.2. TAXA DE EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA

Foi calculada a taxa de eficiéncia de encapsulamento da curcumina, EE (%), através de
medidas de emissao de fluorescéncia do composto. Iniciou-se o procedimento pela obtencdo de uma
curva de calibracdo da concentracdo de curcumina, para a qual foram tracados 10 espetros de
emissao de fluorescéncia do composto, a concentracao conhecida, dissolvido em cloroférmio.

A metodologia prosseguiu com a adicao de 3 mL de AMLs/SMLs (encapsulando apenas
curcumina) num Amicon, seguido de uma centrifugacdo a 4000 rpm durante o periodo de tempo de
10 minutos. Apos centrifugacado foram obtidas duas fases distintas. A fase retida na membrana de
celulose regenerada (fase A) era constituida pela solucao aquosa de AMLs/SMLs, ja que o diametro
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 constituida por agua e composto
nao encapsulado. A fase A foi sujeita a um processo de destruicao dos nanossistemas, de modo a
extrair a curcumina encapsulada para uma solucéo de cloroférmio e, assim, proceder a quantificacédo
de curcumina encapsulada através de ensaios de emissao de fluorescéncia. Para tal foi adicionado, a
essa fase, o volume de 3 mL de cloroférmio, seguido de agitacao vigorosa, aquecimento e sonificacao.
Esta destruicao é acompanhada pela formacao de duas fases imisciveis, separadas por uma interface
lipidica, nas quais a fase superior é correspondente a agua e a fase inferior ¢ constituida pela

curcumina extraida dos AMLs dissolvida em cloroférmio. Isto acontece ja que a curcumina nao é
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soluvel em agua, mas ¢ soltvel em cloroférmio, pelo que fase aquosa é descartada. Quanto a fase B,

fez-se evaporar o volume de agua, seguindo-se a adicao de 3 mL de cloroférmio (Figura 3.5).

Descartar
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(em cloroférmio)
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Centrifugacao

P

Amostra
AMLs/SMLs %se &

Evaporar

Redissolver em cloroférmio

Curcumina nao
encapsulada

Curcumina dissolvida
em cloroférmio

Figura 3.5: Representacdo esquematica da metodologia de quantificacdo da curcumina nos ensaios de taxa de
eficiéncia de encapsulamento do composto nos magnetolipossomas.

Procedeu-se a medicao da emissao de fluorescéncia do composto presente em cada uma das
solucbes e respetivo calculo da concentracao nelas presente, tendo por base a curva de calibracao
previamente obtida. O procedimento foi concluido pelo calculo da eficiéncia de encapsulacdo da

curcumina, determinada segundo a Equacéo 3.2.

Equacao 3.2

x 100

EE (0/ ) concentragao de composto total —concentracgao de composto nao encapsulado
0) = .
quantidade de composto total

3.4.3. CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO

As imagens de SEM obtidas para os magnetolipossomas sélidos incorporando nanoparticulas
de ferrites de magnésio foram registadas pelo Microscépio Eletrénico de Varrimento FEI-Nova 200
NanoSEM. Os SMLs foram previamente contrastados negativamente com uma solucao aquosa, a 2%,
de molibdato de amonio tetrahidratado. Para tal, adicionou-se 20 pL do agente contrastante a 20 uL
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da amostra de SMLs, e colocou-se uma gota da solucdo de mistura numa grelha Formvar. Apos 20
segundos, quase toda a solucao 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 automatico, seguido de analise das particulas. A area de cada
particula permitiu fazer uma estimativa do didmetro a elas associado. Os histogramas resultantes

foram ajustados a distribuicdes Gaussianas.

3.5. METODO DE PREPARACAO DOS MODELOS DE MEMBRANA

Para proceder ao estudo de interacdo ndo especifica dos magnetolipossomas com modelos de
membrana celular foram sintetizadas vesiculas unilamelares gigantes (GUVs, do inglés, Giant
Unilamellar Vesicles), as quais mimetizam o comportamento das membranas bioldgicas. Foram
preparados GUVs baseados em lecitina de soja, segundo o método de hidratacdo do filme lipidico, que
se baseia na hidratacdo de um filme lipidico fino numa superficie sélida [13]. A formacao da
membrana lipidica é resultado da capacidade de auto-organizacao dos lipidos em agua, cuja
estabilidade é resultado de forcas fisicas fracas de natureza eletroestatica e coloidal [14]. A lecitina de
soja (L-o-fosfatidilcolina) apresenta massa molar 776 g/mol, tendo sido preparada uma solucéo stock

a concentracao de 0,03 M em etanol (Figura 3.6).

Figura 3.6: Estrutura molecular da lecitina de soja

Estes sistemas resultaram da evaporacdo (através de uma corrente de azoto ultrapuro
comprimido) de 10 M de solucdo etanoclica de lecitina de soja, seguida de uma hidratacdo com 40
ul de agua. O filme, ja hidratado, foi incubado a 45°C num periodo de tempo de 30 minutos. Decorrido
0 periodo de incubacao, procedeu-se a adicao de 5 mL de solucéo de glucose a 0,1 M (de modo a
manter a osmolaridade da preparacao) e posterior incubacao a 37 °C durante 2 horas. A sintese é

76



concluida com a centrifugacdo da mistura durante 30 minutos a 14000g, de modo a permitir a

deposicao de agregados de maiores dimensdes.

3.5.1. ENSAIOS DE INTERACAO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS COM
MODELOS DE MEMBRANA

0 estudo da interacéo ndo especifica entre os magnetolipossomas e os modelos de membrana
celular foi avaliada com recurso ao processo de FRET, com vista a tirar ilaces acerca do
comportamento que 0s nanossistemas apresentam aquando do contacto com as células,
nomeadamente se existe fusdo membranar, e sobre as distancias entre o par dador-aceitador. A
eficiéncia deste processo, definida como a proporcao de moléculas dadoras que transferiram o
excesso de energia para as moléculas aceitadoras, é calculada segundo a Equacdo 2.12. Ja a distancia
entre o par dador-aceitador e o raio de Forster sdo calculados segundo a Equacdo 2.13 e Equacéo
2.14, respetivamente. Esta avaliacao 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 fusao entre os dois sistemas, ir-se-a formar uma
vesicula de maiores dimensdes a qual estdo associadas alteracdes de emissao de fluorescéncia em

cada uma das moléculas, comparativamente as obtidas antes da fusao.

AML furtivo
GUV .".{
R ingo) SRS
E \ @ “é'. Fusao :EE.’.
.% /’7/' M\k\ > %
U .

Interacao entre GUV e AML Vesicula de maiores dimensées

Figura 3.7: Representacao esquematica do ensaio de interacao dos AMLs furtivos com os modelos de membrana
GUVs. Neste esquema estéo 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 fusdocom os GUVs, forma-
se uma vesicula de maiores dimensoes.
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No que diz respeito aos ensaios com os SMLs, estes sistemas apenas incorporam o farmaco
curcumina. Tal como descrito em relacao aos AMLs, a ocorréncia de fusdo entre os sistemas é
evidenciada com alteracbes na emissao de fluorescéncia do composto, comparativamente a

apresentada antes da fusdo (Figura 3.8).

SML furtivo

Fusao

Interacdo entre GUV e SML Vesicula de maiores dimensoes

Figura 3.8: Representacdo esquematica do ensaio de interacdo dos SMLs furtivos com os modelos de membrana
GUVs. Neste esquema estao representados os SMLs, que incorporam moléculas de curcumina. Aquando a fuséo
com o0s GUVs, forma-se uma vesicula de maiores dimensdes.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo deste capitulo, serao apresentados os resultados experimentais obtidos seguindo a
metodologia apresentada no Capitulo 3. Os resultados serdo acompanhados, simultaneamente, com
uma discussao que tem como base critica as contextualizacdes tedricas e técnicas desenvolvidas nos
Capitulos 1 e 2, respetivamente. Inicialmente, serao apresentados os resultados de caracterizacaodas
nanoparticulas (absorcdo no UV-visivel, difracao de raios-X, microscopia eletrénica e SQUID), seguido
do estudo fotofisico dos magnetolipossomas aquosos e solidos, furtivos e ndo furtivos, dos quais
fizeram parte os ensaios de prova de sintese dos magnetolipossomas, ensaios de prova e taxa de

encapsulamento da curcumina e ensaios de interacao com modelos de membrana.

4.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Foram sintetizadas, de acordo com o descrito em 3.3.1., ferrites de magnésio (MgFe204) e
ferrites de magnésio com substituicdo parcial por ides de calcio (Cao.7sMgo.2sFex0s e
Cao.25Mgo 75Fe204). Apds o processo de calcinacdo, e terminados os procedimentos da sua sintese,
foi-lhes aplicado um campo magnético externo, com vista a avaliar o comportamento magnético
aparente, exibido macroscopicamente. Verificou-se uma resposta rapida a presenca do magneto, tal
como esperado e requerido. Para além da preparacao, um dos objetivos deste trabalho prendia-se
com a sintese de ferrites que exibissem um comportamento superparamagnético. Tendo em conta
que as propriedades fisicas, quimicas e morfolégicas das nanoparticulas sdo caracteristicas
determinantes ao superparamagnetismo, sujeitou-se as ferrites a diferentes métodos de

caracterizacdo morfologica, quimica, estrutural e de resposta magnética.

4.1.1. CARACTERIZACAO POR DIFRACAO DE RAIOS-X (XRD)

As medidas de XRD permitiram a confirmacaoda sintese das ferrites de magnésio, sendo que
0 processo de calcinacdo (a 600 °C durante 3h) foi necessario a obtencdo de nanoparticulas numa

fase cristalina. Na Figura 4.1 é possivel verificar a presenca de todos os picos caracteristicos de uma
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fase cristalina pura de ferrites de magnésio de estrutura em espinela, marcados pelos seus indices
(MgFe204, space group F d -3 m:1, CIF 1011245). Foi utilizado o software de analise FullProf para
proceder a uma analise de Rietveld da informacao obtida pelos dados de XRD. Para tal, definiu-se o
segundo plano através de uma interpolacao linear entre um conjunto de pontos em angulos de
dispersao fixos, com intensidades ajustadas. Nao foi possivel obter ajustes adequados ao considerar
a estrutura em espinela normal (Mg"Fe®"0%), como indicado em CIF 1011245. Como os picos (2 2
0) e (4 4 0) apresentam intensidades aumentadas quando comparados ao pico principal, (31 1), a
inclusdo da correcdo de orientacdo 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 catides de acordo com a formula Mg™1-)Fe™iMgCPhiFe%n )04, a
otimizacdo de Rietveld resultou num ajuste razoavel para um grau de inversdo, / de 0,897, com x?
= 2.92 e um fator Rr de 6,8. O uso da correcao de orientacao preferencial melhorou a qualidade dos
parametros de ajuste para x?>=2.35e Rr=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
inversdo estdo dentro dos valores reportados, entre 0,56 e 0,9 [1, 2], e sdo dependentes do método

de preparacao e tamanho da cristalite, como demonstrado no caso de ZnFe;04 [3].
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Figura 4.1: Padrao de XRD das nanoparticulas de MgFe,0,, calcinadas a 600 °C, e andlise Rietveld usando
correcao de orientacao 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 as ferrites mistas (Cao.2sMgo.7sFe204 e Cao.7sMgo.2sFe204), apenas foi
possivel realizar uma analise preliminar dos resultados de XRD, através do software de analise Maitch!.
Nos difratogramas obtidos (Figura 4.2), é possivel verificar a sua sintese pela presenca dos picos
caracteristicos deste tipo de ferrites, de estrutura em espinela parcialmente invertida, marcados pelos
seus indices de Miller (space group F d -3 m, CIF 1011245). Em ambas as nanoparticulas, foram
identificadas diferentes proporcdes das estruturas normais e invertidas. Os padrdes de XRD mostram
picos ligeiramente alargados, que poderao ser resultado de um conjunto de fatores instrumentais (tais
como a radiacao nao ser perfeitamente monocromaticae a configuracao das fendas utilizadas ndo ser
a mais adequada) [4] e fatores diretamente relacionados com a amostra (distorcao da rede cristalina

devido a deslocacdes e tamanho reduzido das cristalites) [b, 6].
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Figura 4.2: Difratogramas de XRD obtidos para as nanoparticulas de ferrites: A- Cag,sMgossFe,0, e B
Cag.7sMgo »s5Fe; ;.
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Os tamanhos das cristalites foram calculados segundo a equacado de Scherrer (Equacéo 3.1)
e encontram-se reunidos na Tabela 4.1. A utilizacao desta equacéo, embora aplicavel neste tipo de
analise, apenas permite a obtencao de valores indicativos do tamanho das cristalites. Esta é
dependente de um conjunto de parametros de dificil consideracdo com o soffware utilizado, tais como
a constante da forma geométrica (por norma adapta-se ao valor de 0,9) e ao alargamento dos picos
devido a variacOes térmicas [4]. Estes tamanhos encontram-se em concordancia ao reportados na
literatura para este tipo de particulas, sintetizadas pelo método de copricipitacdo para a mesma

temperatura de calcinacao [6].

Tabela 4.1: Tamanho obtido para as cristalites das ferrites mistas, calculado segundo a equacéo de Scherrer a
meia altura do angulo 26.

Ferrites 20 Tamanho das cristalites (nm)
Ca, ;Mg ;sFe, 0, 35,61 14,5
Ca; ;sMg ;sFe, 0, 35,64 8,7

4.1.2. CARACTERIZACAO POR MicRosSCOPIA ELETRONICA DE
VARRIMENTO

As imagens de SEM obtidas para as ferrites de magnésio demonstraram a presenca de
nanoparticulas maioritariamente esféricas de tamanho uniforme, apresentando uma distribuicao de
tamanhos de 24,5 + 8,7 nm (Figura 4.3). O tamanho obtido segundo esta analise é comparavel ao
reportado por Chandrass efal. e Kanagesan etal. [7, 8], 0s quais prepararam nanograos com diametro
de 19,2 + 2 nm (pelo método de microemulsdo inversa) e nanoparticulas com um diametro por volta
dos 20 nm, respetivamente. Ja Maensiri e colaboradores [9] prepararam nanoparticulas de MgFe204
contidas em nanofibras de polivinilpirrolidona (PVP) com tamanhos crescentes de 15+ 4 nm a 24 +
3 nm, quando aumentada a temperatura de calcinacdo de 500 para 800 °C. A distribuicao de

tamanhos obtida por SEM apresenta relativa concordancia com a estimada pela técnica de XRD.
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Figura 4.3: A-Imagem de SEM obtida para as nanoparticulas de MgFe,0,. B- Histograma, segundo uma distribuicdo
Gaussiana, do tamanho das particulas da imagem A.

4.1.3. ESPETROS DE ABSORGAO NO UV-VISIVEL

Foram tracados os espetros de absorcdo no UV-visivel (ou transmissdo) das ferrites
sintetizadas, os quais permitiram determinar o hiato de energia utilizando um grafico 7auc plot,

correspondente a Equacao 4.1 [10],

Equacao 4.1

(ahv)™ o (hv — Ej)
onde a ¢é o coeficiente de absorcao que ¢é proporcional a absorvancia, n é um expoente dependente
da natureza de transicao (sendo n =2 para um semicondutor direto e n = 1/2 para um semicondutor
indireto), e Eg o hiato de energia.

Apenas foi possivel obter uma relacao 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 intersecdo do grafico de 7auc, sendo obtido o valor de 1,41 eV. Este valor esta em
conformidade com o obtido por Manikandan efa/ [11] , mas um pouco inferior quando comparado

ao valor de 2,0 eV reportado por Kim e colaboradores [12].
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Figura 4.4: Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrites de magnésio. Inserido: espetro de transmissao UV-
Visivel das nanoparticulas dispersas em agua.

4.1.4. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MAGNETICAS (SQUID)

As propriedades magnéticas das nanoparticulas foram avaliadas através de estudos de
dependéncia da magnetizacdo em funcdo da temperatura (ZFC-FC) e do campo aplicado (ciclo de
histerese). Nos ensaios foram utilizadas temperaturas numa gama entre 0s 5 K e 350 K, com vista a
obtencao das curvas de FC e ZFC.

A temperatura de bloqueio da distribuicao das nanoparticulas foi determinada pela derivada,
em ordem a temperatura, da diferenca entre as curvas de magnetizacdo ZFC e FC (inserido na Figura
4.5). Nesta, a temperatura maxima (Tmax =183,23 K), corresponde a temperatura de blogueio do
tamanho principal da distribuicao [13]. Este método tem mostrado ser mais preciso do que aquele
que considera a Te como 0 maximo da curva de ZFC [14], ja que as interacOes dipolares resultam

num desvio do maximo de ZFC para maiores temperaturas.
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Figura 4.5: Dependéncia da magnetizacdo em funcao da temperatura (ZFC e FC) das nanoparticulas de MgFe,0,

ao longo da gama de temperaturas de 5 K- 350 K, sob um campo aplicado H= 50 Oe. Inserido: derivada, em ordem
a temperatura, da diferenca entre as curvas de magnetizacéo ZFC e FC.

Na Figura 4.6 esta representado o ciclo de histerese das ferrites MgFe204, a temperatura
ambiente. O valor da magnetizacao de saturacao (Ms= 16,2 emu/g) é ligeiramente inferior ao valor
obtido por Maensiri ef al. [9] para nanoestruturas de MgFe>04, também calcinadas a 600 °C, e
superior a reportada por Kaur et a/. [15] para nanoparticulas preparadas de acordo com diferentes
métodos de sintese (incluindo por coprecipitacdo). Chandradass e colaboradores [7] prepararam
nanoparticulas de ferrite de magnésio com Ms=12,9 emu/g, por coprecipitacdo. Maensiri e
colaboradores [9] reportaram que elevadas temperaturas de calcinacdo (700 - 800 °C) estavam
associadas a um aumento na magnetizacdo de saturacdo, bem como nos valores de Hc e My,
resultando numa perda do superparamagnetismo das nanoparticulas.

Uma diminuicdo no valor de magnetizacdo das nanoparticulas de oxido de ferro, em relacéo
ao valor de bulk, podera ser consequéncia de efeitos de superficie, tais como uma superficie
desordenada ou uma camada superficial magneticamente inerte. Para além disso, a quantidade
relativa de ides Fe3* nas posicdes [A] (Ta) e [B] (On) do nanocristal podem influenciar em larga escala
a magnetizacao de saturacao, ja que os spins dos ides nas posicdes [A] e [B] magnetizam de forma
oposta as subestruturas correspondentes na estrutura em espinela parcialmente invertida [16]. No
entanto, as nanoparticulas de ferrite de magnésio aqui obtidas tém propriedades vantajosas, tendo
em conta o reduzido campo coercivo (Hc) e a magnetizacdo residual (M), o que comprova
inequivocamente o seu superparamagnetismo (M;/Ms= 0,02; Tabela 4.2).
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Figura 4.6: Ciclo de histerese de magnetizacao das nanoparticulas de MgFe,0,, a temperatura ambiente. Inserido;
ampliacao da zona de baixo campo, onde se observa o valor de coercividade.

Tabela 4.2: Temperatura de bloqueio (Tg), campo de coercivo (H.), magnetizacdo de remanescéncia (M,),
magnetizacdo de saturacédo (M), e razdo entre a magnetizacdo de remanescéncia e magnetizacdo de saturacdo
(M./My) para as ferrites MgFe,0y,.

T (K) Hc (Oe) Ms (emu/g) M (emu/g) M /Ms

MgFe,0, 183,23 22,1 16,16 0,26 0,02

Teoricamente, o tamanho critico (para campo igual ou inferior a zero), D, para o comportamento

superparamagnético pode ser obtido pela Equacao 4.2.

Equacao 4.2

D = 6kgTIn(t,,f,) /mK

onde K é a constante de anisotropia, fo (10° Hz) a constante de frequéncia, ks a constante de
Boltzmann, T a temperatura e tm 0 tempo de medida [17]. As ferrites de magnésio apresentam uma
constante de anisotropia de 0,61x10° erg/cm [18], o que determina um tamanho critico de transicio
para superparamagnetismo por volta dos 33 nm, a temperaturaambiente. Assim, o tamanho estimado

para as nanoparticulas (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 nanoparticulas magnéticas em induzir aquecimento, sob acao de um campo
magnético alternado, é diretamente proporcional a area do ciclo de histerese, a qual aumenta com o
aumento do campo coercivo e decresce com a diminuicdo da magnetizacao de saturacao [19]. Os
resultados aqui obtidos demonstram um campo coercivo significativo (22,1 Oe), o que compensa a
baixa magnetizacado de saturacao das ferrites de magnésio, quando comparada a de outro tipo de
ferrites (niquel, manganés, ferro ou cobalto) [13, 20, 21], apontando para uma possivel aplicacao

destas nanoparticulas em terapias de hipertermia magnética.

4.2. ESTUDOFOTOFiSICO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS AQUOSO0S

Neste subcapitulo serao apresentados e descritos os resultados obtidos nos ensaios de prova
de sintese dos magnetolipossomas aquosos (contendo os trés tipos de ferrites), caracterizacao através
de medidas de DLS, prova e taxa de encapsulamento da curcumina na bicamada lipidica e ensaios

de interacao dos nanossistemas, furtivos e ndo furtivos, com modelos de membrana celular.

4.2.1. ENSAIOS DE PROVADE SINTESE DE AMLs

Com vista a tirar ilacdes sobre a formacao dos AMLs, foram realizados estudos de emissao
de fluorescéncia da curcumina aquando do seu encapsulamento nos mesmos. Para tal, procedeu-se
a comparacao dos espetros de emissdo de fluorescéncia entre lipossomas (sem nanoparticulas
magnéticas incorporadas) e os AMLs, ambos baseados em Egg-PC e contendo curcumina como
composto fluorescente. Os sistemas apresentavam composicoes semelhantes, qualitativas e
quantitativas, de modo a possibilitar a comparacao direta entre as emissdes de fluorescéncia obtidas
em cada um dos ensaios.

Os espetros de emissao representados na Figura 4.7 permitem verificar uma inibicao
acentuada dos valores de emissao de fluorescéncia da curcumina encapsulada nos diferentes tipos
de AMLs, quando comparados aos valores de emissao obtidos, nas mesmas condicdes, nos
lipossomas. O efeito de supressdo exibido na emissdo de fluorescéncia da curcumina (efeito de

quenching) surge em consequéncia do largo espetro de absorcao das nanoparticulas. Assim, parte da
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energia emitida pela curcumina, apos excitacdo, é absorvida pelas ferrites, resultando na inibicao de

fluorescéncia associada.
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Figura 4.7: Espetros de emissdo de fluorescéncia, normalizados, da curcumina (2x10-¢ M) encapsulada em
lipossomas e em magnetolipossomas aquosos, contendo os diferentes tipos de ferrites (3x10-4 M). Ambos os
sistemas apresentam uma composicdo baseada de Egg-PC (1x10-3 M), a temperatura ambiente. [Condigdes de
analise: A = 440 nm, fendas = 4 nm].

Os magnetolipossomas aquosos que contém as ferrites mistas apresentaram intensidades de
fluorescéncia da curcumina inferiores aos baseados nas ferrites MgFe204. Nao se verificam desvios
significativos no comprimento de onda maximo de emissdo da curcumina quando encapsulada nos
magnetolipossomas. Estes resultados indicam que o ambiente onde a molécula esta inserida, em
termos de polaridade, é semelhante entre os AMLs e os lipossomas sem nanoparticulas. Este ensaio
permitiu, assim, concluir a formacdo dos magnetolipossomas aquosos contendo os trés tipos de

ferrites e incorporando a curcumina.

4.2.2. CARACTERIZACAO POR DIFUSAo DINAMICA DE Luz (DLS)

Os magnetolipossomas aquosos foram caracterizados através da técnica de DLS. Foram
realizadas medicdes para os sistemas contendo as nanoparticulas de MgFe204, Cao.25Mgo.7sFex0s e
Cao.75sMgo.25Fe20a4. A partir da distribuicdo de tamanhos (Anexos: Tabela A.2), obtiveram-se os valores
de didmetro médio e polidispersividade apresentados na Tabela 4.3. Estes valores estdao em

concordancia com os ja reportados para AMLs baseados na mesma formulacao lipidica e contendo
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nanoparticulas de éxido de ferro [22]; no entanto, sdo ligeiramente superiores aos apresentados para
AMLs baseados em ferrites de metais de transicao [20, 21]. Os valores de diametro obtidos, proximos
dos 150 nm, e a baixa polidispersividade mostram que os nanossistemas tém caracteristicas

estruturais adequadas para aplicacdes biomédicas.

Tabela 4.3: Diametros médios e polidispersividade (PDI) obtidos segundo a distribuicao de tamanhos obtida pela técnica
de DLS dos magnetolipossomas aquosos, baseados em Egg-PC (1x10-3 M), contendo os trés tipos de ferrites (DP: desvio
padrao).

Diametro médio + DP (nm) PDI
MgFe, 0, 147,0+ 0,3 0,20 + 0,009
Ca, ,sMg; ;sFe, 0, 1576 £ 0,3 0,15 +0,018
Cag 75Mg; »sFe; 0, 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 emissao de
fluorescéncia (Figura 4.7) ¢ ja indicativo de que a curcumina foi incorporada na regido da bicamada
lipidica. Tendo em conta que este composto nao exibe emissao de fluorescéncia em agua, infere-se a
sua localizacdo na regido hidrofébica dos magnetolipossomas. Foram realizadas medidas de
anisotropia de fluorescéncia da curcumina incorporada em AMLs (furtivos e nao furtivos), com intuito
de concluir, efetivamente, a localizacdo do composto nos nanossistemas. Para isso, compararam-se
os valores de anisotropia de fluorescéncia da curcumina incorporada em lipossomas (sem
nanoparticulas) e em magnetolipossomas, utilizando os valores da anisotropia em glicerol (solvente
muito viscoso) como termo de comparacao. Como o lipido constituinte dos AMLs se encontra na fase
liquido-cristalina a temperatura ambiente, foram medidos os valores de anisotropia de fluorescéncia
da curcumina a temperatura de 25 °C, através da excitacdo da amostra com luz polarizada
verticalmente. A partir da aplicacao da Equacao 2.9, foram obtidos os valores de anisotropia registados

na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4: Valores de anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario (r) da curcumina incorporada em
lipossomas, AMLs e AMLs furtivos, a 25°C. O valor de anisotropia da curcumina em glicerol ¢ representado como
termo de comparacao [Condicdes de analise: A, = 440 nm, fendas = 4 nm].

Formulacao lipidica Temperatura r
Glicerol 25°C 0,365
Lipossomas Egg-PC 25°C 0,340
AMLs Egg-PC 25°C 0,171
AMLS furtivos reePt B9 25 °C 0,335

DSPE-PEG2000 (5%)

Atendendo aos valores de viscosidade do glicerol a 25°C (por volta dos 1000 cP), e aos valores
apresentados pelas membranas lipidicas (entre 100 e 200 cP), [23, 24] e tendo em conta o grau de
dependéncia da anisotropia de fluorescéncia com a viscosidade do meio, é expectavel que a
anisotropia de fluorescéncia da curcumina nas vesiculas lipidicas seja inferior & apresentada no
glicerol, como foi observado. Verificou-se que o valor de anisotropia obtido para os AMLs furtivos foi
consideravelmente superior ao dos AMLs nao conjugados com DSPE-PEG2000. Estes resultados sao
indicadores de que as moléculas de curcumina se apresentam mais fortemente ligadas na combinacéo
de Egg-PC com DSPE-PEG2000, tendo como consequéncia um aumento no tempo de correlacdo
rotacional da molécula. Para além disso, esta reportado que a viscosidade da membrana lipidica
diminui da superficie para o interior [25, 26], o que podera indicar que as moléculas de curcumina se

encontram mais no interior da bicamada no caso dos AMLs nao PEG-iados.

4.2.3.1. TAXA DE EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA

A taxa de eficiéncia de encapsulamento da curcumina nos AMLs foi obtida através de
medicdes de emissdo de fluorescéncia do composto nestes sistemas. Foram realizados ensaios
apenas para os AMLs contendo as ferrites MgFe20a4, ja que nao se preveem influéncias do tipo de
ferrite no encapsulamento da curcumina na bicamada fosfolipidica, atendendo a que a formulacéo
lipidica é a mesma e o tamanho dos AMLs para o0s varios tipos de particulas € muito semelhante. Os
valores de intensidade de emissdo maxima da curcumina em cloroférmio (Aem.max.= 480 nm) obtidos

para a fase A (composto encapsulado) e para a fase B (composto ndo encapsulado) permitiram
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calcular a concentracdo de curcumina em cada uma das fases, tendo por base a reta de calibracao
obtida para a intensidade de emissao de fluorescéncia da curcumina em funcdo da sua concentraco.

Os valores de EE%, calculados segundo a Equacéo 3.2, encontram-se registados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Taxas de eficiéncia de encapsulamento da curcumina (%) em AMLs, constituidos por ferrites de
MgFe,0., para os trés ensaios efetuados, e respetiva média com desvio padrao (DP). Para todos os ensaios foram

formulados AMLs baseados em Egg-PC (1x10-3 M) e encapsulada curcumina a uma concentracao de 2x10-¢ M.

Ensaio EE (%) Média EE (%) + DP
| 98,61
AMLs (MgFe,0,) I 96,93 98,4 +15
Il 99,61

As elevadas eficiéncias de encapsulamento obtidas (98,4 + 1,5 %) para estes sistemas
apontam para o0 seu uso como nanotransportadores de curcumina e a sua acao enquanto agentes
indutores de quimioterapia e hipertermia magnética, evidenciando a sua potencialidade no aumento
do potencial terapéutico do composto. Para além disso, demonstram que a metodologia de injecéo
etandlica, utilizada na preparacao de magnetolipossomas, é efetiva na incorporacdo da curcumina na
bicamada lipidica, o que esta em concordancia com o reportado para outro tipo de compostos

hidrofobicos [27].

4.2.4. ENSAIOS DE INTERACAO DOS AMLs E AMLS FURTIVOS COM
MODELOS DE MEMBRANA

0 estudo da interacdo nao especifica dos AMLs com modelos de membrana (GUVs) [28, 29]
foi realizado através de ensaios de FRET, com intuito de investigar a possibilidade de libertacdo da
curcumina por fusdo membranar. Assim sendo, em concordancia com o descrito em 2.2.6, é
necessario garantir determinadas condicdes para que o processo de FRET ocorra. Uma delas é relativa
a sobreposicdo espetral entre a emissao do dador e a absorcéo do aceitador. Sendo a molécula dadora
a curcumina, que possui (nos magnetolipossomas) um comprimentode onda de emissao maximo por
volta dos 500 nm, a molécula escolhida como aceitadora foi o corante hidrofébico Nile Red. Na Figura

4.8 ¢é possivel verificar uma sobreposicao espetral significativa entre a emissdo da curcumina e a
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absorcado do Nile Red, sendo expectavel um eficiente processo de FRET entre as duas moléculas para

distancias inferiores a 100 A [30].

Absorcao: Nile Red
—— Emisséo: Curcumina

0,84

0,6

0,44

0,24

intensidade de fluorescéncia (u.a) ou absorvancia

0,0 T T T T T
450 500 550 600 650 700

A (nm)

Figura 4.8: Sobreposicao dos espetros (normalizados) de emissao da molécula dadora (curcumina incorporada em
magnetolipossomas) e de absorcao da molécula aceitadora (Nile Red).

Para proceder aos ensaios de interacao, foi incorporado nos AMLs contendo curcumina, o
corante hidrofébico Nile Red. Desta feita, o sistema integrou, na bicamada fosfolipidica, 0 composto
antineoplasico fluorescente como dador de energia, bem como o corante Nile Red como aceitador de
energia. Foi medida a intensidade de emissao de fluorescéncia dos sistemas de AMLs singularmente
(apenas com adicao do volume de agua correspondente, de modo a corrigir o efeito de diluicdo),
seguido da medicao da intensidade de emissao de fluorescéncia do sistema apds a fusdo com os
GUVs, a um comprimento de excitacdo de 440 nm, com vista a garantir a excitacdo direta e exclusiva
da molécula dadora. Na Tabela 4.6 sao apresentados os resultados de emissao de fluorescéncia
obtidos antes e apds a interacao dos diferentes dos AMLs e AMLs furtivos com os GUVs.

Nos espetros de emissdo dos AMLs, antes da interacdo com os GUVs, é possivel observar a
presenca de duas bandas de emissdo de fluorescéncia, sendo a primeira correspondente a emissao
da curcumina e a segunda a do Nile Red. Esta segunda banda, com intensidade de emissao maxima
a um comprimento de onda por volta dos 630 nm, é resultado da transferéncia de energia por
ressonancia das moléculas de curcumina fotoexcitadas para as moléculas aceitadoras de Nile Red.
Apos a interacao, e ocorrendo fusdo membranar entre os dois sistemas, forma-se uma bicamada
lipidica de maiores dimensdes [31], que resulta num aumento da distancia entre dador e aceitador.
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Como o processo de FRET é inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre o doador
e 0 aceitador, prova-se, entao, a fusao entre os dois sistemas, ja que apds a fusdo se verificou um
aumento da intensidade de emissao da banda da molécula dadora e a diminuicao da intensidade de
emissao da banda da molécula aceitadora. Foi observado o mesmo tipo de comportamento nos
ensaios de interacao de AMLs furtivos com os GUVs. No entanto, verificou-se uma diminuicdo na
eficiéncia de FRET nestes sistemas, o que indica que os AMLs furtivos apresentam uma maior
resisténcia a fusdo com os GUVs. Estes resultados poderdo ser importantes para assegurar um
controlo na libertacao do composto apenas sob acao de um campo magneético alternado, através do
aumento local de temperatura provocado pelas nanoparticulas magnéticas. Conclui-se que os AMLs,
furtivos e nao furtivos, sao promissores para a entrega dos farmacos através de fusao com as

membranas celulares.
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Tabela 4.6: Espetros de fluorescéncia dos magnetolipossomas aquosos baseados em Egg-PC (1x10-3M) e
magnetolipossomas aquosos furtivos baseados em Egg-PC e DSPE-PEG2000 (95%:5%; C:= 1x10-3 M), antes e apos
interacdo com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10-3 M). Sao apresentados os espetros para os sistemas
que incorporam os trés tipos de ferrites (MgFe,04, Cag,sMgy75Fe;04 e Cag75Mgg ,5Fe,04), todos encapsulando
curcumina (2x106M) e Nile Red (2x10-¢M). [Condicdes de analise: Ae,= 440nm; fendas = 4 nm.]
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4.3. ESTUDO FOTOFiSICO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS SOLIDOS

Neste subcapitulo serdo apresentados e descritos os resultados obtidos nos ensaios de prova
de sintese dos magnetolipossomas soélidos, caracterizacdo por SEM, prova e taxa de encapsulamento
da curcumina na bicamada lipidica e da interacao dos nanossistemas, furtivos e nao furtivos, com

modelos de membrana celular.

4.3.1. ENSAIOS DE PROVADE FORMAGCAO DA BICAMADA LIPIDICA

Os ensaios de prova de formacao da bicamada lipidica foram efetivados através da avaliacao
do processo de FRET para magnetolipossomas contendo os trés tipos de ferrites sintetizadas. Neste
ensaio, foram avaliados trés tipos de sistemas, nos quais se fez variar a presenca de sondas
fluorescentes, em cada uma das camadas lipidicas, e o tipo de ferrites na sua constituicao, mantendo
a restante composicao qualitativa e quantitativa inalterada, de modo a permitir uma comparacéao direta
e coerente entre os resultados obtidos nos diferentes ensaios. Todos os magnetolipossomas sélidos
sdo baseados em DPPC, a uma concentracdo final de 1x103 M, comportando 3x10% M de
nanoparticulas.

Em cada ensaio registaram-se os valores de emissao de fluorescéncia para os sistemas: com
um lipido marcado com a sonda fluorescente nitrobenzoxadiazole, NBD-C12-HPC (Aem. maximo por
volta dos 530 nm) presente na constituicdo da primeira camada lipidica; com um lipido marcado com
a sonda fluorescente rodamina, Rh-DOPE (Aem. maximo por volta dos 590 nm) na constituicdo da
segunda camada lipidica; e os dois tipos de lipidos marcados, sendo que o NBD-C12-HPC (presente
na constituicdo da primeira camada lipidica) atua como dador de energia ao aceitador Rh-DOPE (na
segunda camada lipidica). Os resultados obtidos, para cada ensaio, encontram-se reunidos na Tabela

4.7.
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Tabela 4.7: Espetros de fluorescéncia (Aec. = 470 nm, excitacdo direta do NBD-C,,-HPC) dos magnetolipossomas
solidos, contendo os diferentes tipos de ferrites, baseados em DPPC (C¢= 1x10-3 M), marcados com NBD-C,,-HPC
e/ou Rh-DOPE, na primeira e segunda camada lipidica, respetivamente. [Condicdes de analise: Ao, = 470nm; fendas

=4 nm|]
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Os espetros de fluorescéncia obtidos permitiram verificar que, aquando da excitacéo a

470 nm dos sistemas que integram o lipido marcado NBD-C12-HPC, surge uma unica banda de

emissao de fluorescéncia a um comprimento de onda de emissdo maxima por volta dos 530 nm, tal

como esperado. Ja no espetros de emissdo de fluorescéncia associados aos sistemas com Rh-DOPE,

verifica-se uma baixa intensidade de emissao de fluorescéncia da rodamina, ja que o sistema foi

excitado ao comprimento de onda de excitacao direta do NBD-C12-HPC, sendo residual a excitacdo da

rodamina. Ao efetuar as mesmas condicdes de ensaio para os sistemas que integram as duas
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camadas lipidicas marcadas, verifica-se uma diminuicao da intensidade de fluorescéncia associada a

emissdo do NBD-C12-HPC e um aumento da intensidade de fluorescéncia de Rh-DOPE,

comparativamente aos ensaios efetuados com os sistemas marcados com cada uma das sondas
singularmente. Isto acontece como resultado da transferéncia de energia por ressonancia das
moléculas fotoexcitadas do dador NBD para a molécula aceitadora rodamina. Como este fenémeno é
inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre as moléculas, é possivel confirmar a
formacao da bicamada lipidica em torno do agregado de nanoparticulas magnéticas. Uma vez
confirmada a ocorréncia do processo de FRET, procedeu-se ao calculo da distancia entre as moléculas
dadoras e aceitadoras, de modo a confirmar a formac&o da bicamada lipidica bem como a eficiéncia

do processo, segundo as Equacéo 2.12, Equacio 2.13 ¢ Equacio 2.14.

Tabela 4.8: Eficiéncias de FRET (®grg), raio de Forster (Ro) e distancias dador-aceitador (r) obtidas nos ensaios
de prova de formacao da bicamada lipidica nos magnetolipossomas solidos.

Drger R, (nm) r (nm)
MgFe,0, 0,73 4,54 3,85
Ca; ,sMg; ;sFe; 0, 0,87 5,31 3,87
Cag 75Mgo.sFe, 0, 0,68 3,59 3,17

Os resultados apresentados na Tabela 4.8 permitem verificar uma eficiéncia de transferéncia
de energia superior nos magnetolipossomas que incorporam as ferrites Cao.2sMgo7sFe0s
comparativamente aos restantes sistemas. No que diz respeito as distancias entre as moléculas
dadoras e aceitadoras, foram calculadas distancias muito semelhantes entre todos os sistemas,
obtendo-se uma distancia média de 3,6 + 0,3 nm. Tendo em conta que a espessura tipica de uma
membrana lipidica apresenta valores entre 0s 7,5 € os 10 nm [32], os valores acima obtidos permitem
comprovar a formacdo da bicamada lipidica em volta dos agregados de nanoparticulas, sendo que a
molécula dadora de NBD se encontra na primeira camada lipidica, ao passo que a rodamina esta

presente na segunda camada lipidica.
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4.3.2. CARACTERIZACAO DOS SMLs PORSEM

As imagens de SEM obtidas para os SMLs comportando nanoparticulas de MgFe20s4,
revelaram que estes sistemas apresentam diametros ligeiramente superiores a 100 nm (Figura 4.9-
A). Na Figura 4.9-B pode observar-se um unico magnetolipossoma solido. O tamanho obtido €
ligeiramente inferior ao obtido em SMLs baseados em DPPC incorporando nanoparticulas de MnFe 204
e Fe304 [33, 34]. De acordo com o previamente reportado [33], o interesse dos SMLs baseados em
bicamadas lipidicas de DPPC reside na temperatura de transicdo de fase deste fosfolipido (Tm= 41
°C), que se aproxima das temperaturas utilizadas em hipertermia magnética. E esperado um aumento
na fluidez membranar quando a temperatura se aproxima da temperatura de transicao de fase, o que
tem interesse como potencial controlo na capacidade da libertacao de composto por parte destes

sistemas.

200 nm

Figura 4.9: A- imagem de SEM exibindo varios magnetolipossomas comportando agregados (destaque a um
agregado no centro do magnetolipossoma) de nanoparticulas de ferrites de magnésio (obtidas com aplicacéo 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 fluorescéncia da curcumina incorporada nos SMLs
(furtivos e ndo furtivos), com intuito de tirar conclusdes sobre a localizacdo do composto nos sistemas.

Como o DPPC, lipido constituinte dos SMLs, apresenta uma temperatura de transicdo de fase aos
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41°C (encontrando-se na fase gel a temperatura ambiente), estes ensaios foram realizados a
temperatura ambiente (a 25 °C) e acima da temperatura de transicao do lipido (55 °C).

Para confirmar a localizacdo da curcumina na bicamada lipidica, compararam-se os valores
de anisotropia de fluorescéncia da curcumina, registada em lipossomas e magnetolipossomas,
utilizando ainda o valor em glicerol como termo de comparacao. A partir da aplicacdo da Equacao 2.9,

foram obtidos os valores de anisotropia registados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9: Valores de anisotropia de fluorescéncia em estado estaciondrio (r) da curcumina incorporada em
lipossomas, SMLs e SMLs furtivos (contendo ferrites MgFe,0,), a 25 °C e 55 °C. O valor de anisotropia da curcumina

em glicerol é apresentado como termo de comparacéo. [Condicdes de analise: A.,= 440 nm; fendas = 4 nm.]

Formulacao lipidica Temperatura r

Glicerol 25 °C 0,365
25°C 0,268

Lipossomas DPPC
55°C 0,118
25°C 0,156

SMLs DPPC
55°C 0,094
DPPC (95%) 25°C 0,209

SMLs furtivos

DSPE-PEG2000 (5%) 55°C 0,139

Os valores de anisotropia em lipossomas baseados em DPPC sdo 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 lipidicas (entre 100 e 200 cP), e tendo em conta o grau
de dependéncia da anisotropia de fluorescéncia com a viscosidade do meio, é expectavel que a
anisotropia de fluorescéncia da curcumina nas vesiculas lipidicas seja inferior a 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 ¢ ultrapassada a temperatura de transicao de fase do DPPC, ficando o
sistema mais fluido. Adicionalmente, a intensidade de fluorescéncia da curcumina nos SMLs aumenta
a 55 °C (em relacéo a verificada a 25 °C), 0 que nao seria expectavel, atendendo ao aumento dos

processos de desexcitacao nao radiativos a temperatura mais elevada. Uma possibilidade é que a
101



maior fluidez da membrana a 55 °C possibilite que a curcumina penetre mais fundo na bicamada,
ficando num ambiente mais hidrofobico (onde fluoresce mais intensamente).

O facto de os valores de anisotropia da curcumina nos SMLs furtivos serem superiores aos
apresentados nos SMLs ndo PEG-/ados, pode ser indicador de que as moléculas de curcumina se
apresentam maioritariamente na superficie da bicamada dos SMLs furtivos (na zona mais externa da
membrana), podendo o PEG impedir a penetracao profunda do farmaco na membrana lipidica. De
facto, esta reportado que a viscosidade da membrana lipidica diminui da superficie para o interior [25,
26], o que levara a que a anisotropia seja superior para as moléculas localizadas na superficie da

bicamada.

4.3.3.1. TAXA DE EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DA CURCUMINA

A taxa de eficiénciade encapsulamento da curcumina nos SMLs foi obtida através de medidas
de emissao de fluorescéncia do composto nestes sistemas. Foram apenas realizados ensaios para os
SMLs constituidos por ferrites de MgFe20a4, ja que ndo se esperam influéncias do tipo de ferrite no
encapsulamento da curcumina na bicamada fosfolipidica. Os valores de intensidade de emissdo
maxima obtidos para a fase A (composto encapsulado) e para a fase B (composto ndo encapsulado)
permitiram calcular a concentracdo de curcumina em cada uma das fases, tendo por base a reta de
calibracao obtida para a intensidade de emissao de fluorescéncia da curcumina em funcao da sua
concentracao. Os valores de EE%, calculados segundo a Equacdo 3.2, encontram-se registados na

Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Taxas de eficiéncia de encapsulamento de curcumina (%) em SMLs, constituidos por ferrites de
MgFe, 0,4, para os trés ensaios efetuados, e respetiva média com desvio padrao (DP). Para todos os ensaios, foram

formulados SMLs baseados em DPPC (1x10-3 M) e encapsulada curcumina a uma concentracdo de 2x10-¢M.
[Condicdes de analise: A= 440 nm; fendas = 4 nm.]

Ensaio EE (%) Média EE + DP (%)
I 77,63
SMLs (MgFe,0,) Il 98,61 89,0 +£8,6
Il 91,25
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A elevada eficiéncia de encapsulamento obtida (89,0 + 8,6 %) para estes sistemas, e em
semelhanca ao que foi concluido para os magnetolipossomas aquosos, apontam para 0 seu Uso Como
nanotransportadores de curcumina e a sua acao enquanto agentes indutores de quimioterapia e
hipertermia magnética, evidenciando a sua capacidade no aumento do potencial terapéutico do
composto. Para além disso, demonstram que a metodologia de injecao etanolica, utilizada na
preparacao de magnetolipossomas, é efetiva na incorporacao da curcumina na bicamada lipidica, o

gue esta em concordancia com o reportado para outro tipo de compostos hidrofobicos [27].

4.3.4. ENSAIOS DE INTERACAO DOS SMLS comM MODELOS DE
MEMBRANA

Os ensaios de interacdo dos SMLs contendo curcumina com os modelos de membrana (GUVs)
tiveram como base o efeito de inibicdo (qguenching de fluorescéncia que as ferrites apresentam na
emissao de fluorescéncia da curcumina. Para isso, foram tracados espetros de emissao de
fluorescéncia da curcumina incorporada nos SMLs (com adicdo do volume de dgua correspondente,
de modo a corrigir o efeito de diluicao) e destes sistemas apds interacdo com os GUVs. Como as
ferrites apresentam um espetro de absorcao numa larga regido de comprimentos de onda, parte da
energia emitida pela curcumina é absorvida pelas nanoparticulas, resultando numa reducao da
intensidade de fluorescéncia da curcumina encapsulada nos SMLs (efeito de guenching). Ao ocorrer
fusado entre os SMLs e os GUVs, formam-se vesiculas de maiores dimensoes, reduzindo o racio entre
a concentracdo de nanoparticulas e o volume do sistema. Desta forma, apds fusdo dos SMLs com os
GUVs, o efeito de quenching é atenuado, resultando num aumento de intensidade de emissdo de
fluorescéncia da curcumina.

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os resultados de emissdo de fluorescéncia obtidos, antes
e apos a interacao dos diferentes nanossistemas com os GUVs. Em todos os ensaios é possivel
observar um aumento na intensidade de fluorescéncia da curcumina apds a interacao dos SMLs com
0s GUVs, o que evidencia a ocorréncia de fusdo entre os dois sistemas. Estes ensaios permitem
concluir que os magnetolipossomas solidos, contendo os diferentes tipos de ferrites, sdo

nanotransportadores potenciais para entrega de curcumina por fusdao com as membranas celulares.
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Tabela 4.11: Espetros de fluorescéncia dos magnetolipossomas solidos baseados em DPPC (1x10-3 M) e
magnetolipossomas solidos furtivos baseados em DPPC e DSPE-PEG2000 (95%:5%; C¢=1x10-3 M), antes e apds
interacdo com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10-3 M). Sao apresentados os espetros para os sistemas
que incorporam os trés tipos de ferrites (MgFe,04, Cag,sMgy75Fe;04 e Cag75Mgg ,5Fe,0,), todos encapsulando
curcumina (2x10-¢ M). [Condicdes de analise: A, = 440 nm; fendas = 4 nm.]
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

5.1. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu a sintese de ferrites de magnésio superparamagnéticas, em fase
cristalina, com tamanho aproximado de 25 nm. As propriedades magnéticas destas particulas
apontam para uma possivel utilizacdo das mesmas em terapia de hipertermia magnética conjugada a
quimioterapia. Também foi possivel a preparacdo de ferrites mistas, Cao.2sMgo7sFe20s e
Cao.7sMgo2sFe204, apresentando cristalites com tamanho meédio de 14,5 nm e 8,7 nm,

respetivamente. Os tréstipos de nanoparticulas constituiram a componente magnética na formulacéo
dos magnetolipossomas solidos (SMLs) e aquosos (AMLs).

O composto de potencial quimioterapico, curcumina, foi incorporado eficazmente na
bicamada lipidica dos AMLs e SMLs, apresentando elevada taxa de eficiéncia de encapsulamento em
ambos. Estes resultados demonstram a efetividade da metodologia de injecdo etandlica na sintese dos
magnetolipossomas carregados com curcumina e, também, as possibilidades destes sistemas
nanotransportadores para potenciar a atividade terapéutica do composto.

Os ensaios de interacdo dos magnetolipossomas com modelos de membrana (por FRET ou
quenching de emissdo de fluorescéncia) evidenciam a ocorréncia desta interacdo e a potencialidade
de entrega de farmacos através de fusdao membranar. A diminuicdo da interacao no caso dos AMLs
furtivos, comparativamente aos sistemas ndo PEG-ilados, indica uma maior resisténcia destes ao
processo de fusdo. Estes resultados poderdo ser importantes no controlo externo da libertacdo do
farmaco, através da disrupcdo das membranas quando sujeitas a um campo magnético alternado, a
amplitudes adequadas, comoresultado do aguecimento promovido pelas nanoparticulas. Os sistemas
PEG-ilados poderao apresentar um papel fundamental na reducao dos efeitos citotdxicos associados
a terapia convencional, ao mascarar os magnetolipossomas do sistema reticuloendotelial. Este efeito
resulta num aumento do seu tempo de retencao no plasma sanguineo, que permitira uma reducao
das dosagens aplicadas e da exposicao do agente antineoplasico aos tecidos saudaveis.

Este trabalho permitiu concluir a potencialidade dos magnetolipossomas (comportando os
trés tipos de ferrites) como nanotransportadores de curcumina e também a possibilidade de uma
terapia sinérgica entre a quimioterapia e hipertermia magnética em tratamentos oncoldgicos.
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5.2. PERSPETIVAS FUTURAS

A elaboracao desta dissertacéo de mestrado, para além de dar resposta aos objetivos iniciais,
permitiu avancar no melhoramento cumulativo dos nanossistemas de tipo magnetolipossoma, mas ha
muitos aspetos ainda a desenvolver. Assim, propdem-se as seguintes projecoes de desenvolvimento

para trabalhos futuros:

e Andlise de Rietveld da informacao obtida pelos resultados de XRD, para as ferrites mistas
sintetizadas, bem como a caracterizacao das suas propriedades magnéticas por SQUID;

e (Caracterizacao, estrutural e morfolégica, das ferrites mistas por microscopia eletrénica de
varrimento e/ou microscopia eletronica de transmissao;

e Determinacéo da concentracao maxima de farmaco que os magnetolipossomas, solidos e
aquosos, sao capazes de comportar;

e Funcionalizacao dos magnetolipossomas com ligandos capazes de interagir com recetores
sobrexpressos em células tumorais e/ou com recetores especificos ao nivel das células
endoteliais dos vasos sanguineos tumorais;

e Avaliacao dos efeitos da carga superficial dos lipossomas PEG-ilados na ligacao e consequente
processo de endocitose em linhas celulares tumorais (/7 vitro), através de microscopia e
espetroscopia de florescéncia;

e Avaliacao da taxa conversdo da energia do campo magnético alternado em energia térmica
apresentada pelas nanoparticulas, singularmente e como componente magnética dos
magnetolipossomas;

e (Caracterizacdo dos magnetolipossomas segundo perfis de termossensibilidade e de libertacao
do composto, sob acao de um campo de corrente alternada;

e Avaliacao do efeito dual entre a carga superficial e a dissipacao de calor dos
magnetolipossomas, com vista ao alcance de uma formulacao capaz de libertacao controlada

do composto antineoplasico.
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ANEX0S

RESULTADOS DA ANALISE RIETVELD

Tabela A.1: Parametros selecionados para a analise Rietveld.

Orientacao Grau de

Tamanho

Analise Osyz () preferencial (**) inversao (i) (nm) Ry X’
A 0,3593 Néo (r=1) 0 20 27,0 30,2
B 0,3673 Sim (r= 0.46) 0 21 26,8 29,8
c 0,3781 No (r=1) 0,897 33 6,8 292
D 0,3762 Sim (r=0.64) 0,825 33 5,03 2,35

(*) Valor no ficheiro CIFn°11011245 ¢ 0,375

(**) De acordo com a funcdo March, para o plano (1 1 0):

. 5 \"3/2
2 2 sin“ a
r<cos“o+

onde a ¢é o angulo agudo entre o vetor de dispersdo e o normal para as cristalites.
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DISTRIBUICAO DE TAMANHOS DOS MAGNETOLIPOSSOMAS AQUOSOS

COMPORTANDO OS TRES TIPOS DE NANOPARTICULAS DE FERRITE, OBTIDOS POR
DLS

Tabela A.2: Distribuicdo de tamanhos (por percentagem de intensidade) obtida por DLS para magnetolipossomas
aquosos, baseados em Egg-PC (1x10-3 M), contendo os trés tipos de nanoparticulas (MgFe,0,, Cag,sMgo 7sFe;0, e
Cag75sMgp2sFe,04), a 25 °C.
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