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Resumo

Atualmente, o cancro ¢ uma das principais causas de morte a nivel mundial. Apesar das
inumeras investigacbes e descobertas conseguidas até aos dias de hoje, existem bastantes
dificuldades num diagndstico rapido, bem como em tratamentos direcionados de forma a diminuir
os efeitos secundarios. Assim, ha uma urgéncia na descoberta de novos métodos de diagndstico
e tratamento.

A Nanotecnologia tem, cada vez mais, permitido o desenvolvimento de novas técnicas e
estratégias para aplicacao na terapia do cancro, como por exemplo, através do uso de hipertermia.
As nanoparticulas magnéticas (MNPs) mostram-se cada vez mais importantes neste sentido,
devido as suas caracteristicas Unicas, tais como a capacidade de direcionamento para um local
terapéutico alvo com recurso a gradientes de campo magnético externo. Por outro lado, o ouro,
tem sido utilizado em diversos estudos e em diferentes aplicacdes, desde o revestimento de
particulas para prevenir a aglomeracao, até aos testes do potencial de nanoparticulas de ouro no
aquecimento local em terapia do cancro.

Neste trabalho, foram preparadas e posteriormente caracterizadas, nanoparticulas com
propriedades magnéticas e plasmonicas, nomeadamente nanoparticulas magnéticas de ferrite de
manganés decoradas com nanoparticulas de ouro; nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel
decoradas com nanoparticulas de ouro; nanoparticulas nucleo-coroa com nucleo de ferrite de
manganés e coroa de ouro e nanoparticulas ntcleo-coroa com nucleo de ferrite de niquel e coroa
de ouro. As nanoparticulas sintetizadas foram utilizadas para a formacao de magnetolipossomas
sélidos (SMLs), sendo estes sistemas o nosso alvo de estudo. Estes nanossistemas foram
avaliados quanto a capacidade de producao de aquecimento local por excitacdo na banda
plasmonica do ouro, tendo-se medido a inibicao da fluorescéncia do corante rodamina incorporado
na camada lipidica dos SMLs. Os sistemas que apresentaram melhores resultados foram os SMLs
contendo nanoparticulas ntcleo/coroa ferrite de manganés/Au e as decoradas de ferrite de
niquel. Estes sistemas foram testados como nanotransportadores de novos potenciais farmacos
antimorais, derivados de tienopiridina, tendo se revelado promissores para a terapia dual do

cancro, combinando quimioterapia e fototermia.
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Abstract

Currently, cancer is one of the leading causes of death worldwide. Despite the many
investigations and discoveries to date, there are many difficulties in rapid diagnosis as well as in
targeted treatments to reduce side effects. Thus, there is urgency in the discovery of new methods
for diagnosis and treatment.

Nanotechnology has increasingly allowed the development of new techniques and
strategies for application in cancer therapy, for example, using hyperthermia. Magnetic
nanoparticles (MNPs) have been increasingly important in this regard, due to their unique
characteristics, such as the ability to target a target a specific therapeutic site using external
magnetic field gradients. On the other hand, gold has been used in several studies and different
applications, from particle coating to preventing agglomeration, to tests of the potential of gold
nanoparticles for local heating in cancer therapy.

In this work, nanoparticles with magnetic and plasmonic properties were prepared and
characterized, including magnetic nanoparticles of manganese ferrite decorated with gold
nanoparticles; magnetic nanoparticles of nickel ferrite decorated with gold nanoparticles; core-shell
nanoparticles with manganese ferrite core and gold shell; and core-shell nanoparticles with nickel
ferrite core and gold shell. The synthesized nanoparticles were used for the preparation of solid
magnetoliposomes (SMLs), these systems being our target of study. These nanosystems were
evaluated for the ability to cause local heating upon excitation in the gold plasmonic band. For that,
the fluorescence quenching of rhodamine incorporated in SMLs lipid layer was measured. The
systems exhibiting the best results were the SMLs containing core-shell nanoparticles with
manganese ferrite core and gold shell and the SMLs containing magnetic nanoparticles of nickel
ferrite decorated with gold nanoparticles. These systems were further tested as nanocarriers for
novel potential antitumor drugs (thienopyridine derivatives), revealing to be promising for dual

cancer therapy, combining chemo- and phototherapy.

vii



viii



indice

LY=o [<Tol [ 1T 1 (0TSRRI iii
RESUMIO ettt ettt e st e s b e e h e e s b et e hb e e st e e e bee e s beesbee e neeenbeeesareea v
ADSEIACT ..ttt ettt ettt e e b e e e s b e e e bt e e st e e s abe e e sabee s beeebeeesreeenne vii
INAICE 8 FIGUIAS 1. veveeveeeeeeeeeceeeeteesees sttt s e sttt ss s ettt s s s ees et et sssssensesetesssssnassesetesasnas xiii
INAICE 08 TADBIAS «.v.veveveveceveeecre et seee st st ssae s ase et es e e s st esasaesensesesesaesensssesessssssasasssaneasans Xvii
Lista de ADFEVIBTUIAS ......eeiiiiiiiieire e e Xix
CAPITULO 11 INTRODUGAD «...ceuvreniririsciesseesestse sttt s 1
1.1.  Contextualizacao e Relevancia do tEMa .......cccureeiieiiiiiiiieeeeee et e e 1
L O o] 1<) 111/ LSRR 2
1.3. EStrutura da diSSEIMACAD ..vvvvvveiiieiiiiiiieierieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerererereeeresererssereseresssessressrarssssrsrsrares 2
CAPITULO 11; ENQGUAAIAMENTO TEOIICO v.veveaveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeseseseseesesesessesesesessesesesessesesesesessssenes 3
2.1. Nanotecnologia e a sua importancia a nivel DIOMEdICO.......uuururure e 3
2.2. NanopartiCulas MagnEtiCas. .. ...ccuuuiieiciiieieiiiieeecttee et e e st e e st e e e s sta e e e esaraeeeennsseeessasaeeesnssseeeas 3
2.2. ] FOITIES ettt ettt ettt e st e ettt e s bt e s be e e s a b e e s be e e bt e e e be e e abeesabeeebaeesabeeebaean 5
2.2.2. Propriedades das nanoparticulas MagneliCas..........cccveeeecureeeriiiieeeeiireeesieeeessieeeesssneeessnneeees 6
2.2.3. Preparacéo de nanoparticulas magnéticas para aplicagdes em biomedicina.........ccceeecvveeennnns 8
2.3.  Aplicacdes das nanoparticulas MagnetiCas ........ceeecureeeriiieeeriiiee e e e esrre e e e sareee s 8
2.3.1. Imagiologia por ressonancia MANELICA ... .uveiiecureeeiiciiee ettt e e e sreeeeeeaes 9
2.3.2. [ [ToT=T 6 (<Y g0 o1 VRO PPUTP 10
2.4, NANOPAITICUIAS B OUID ceeveriiiiiiiiiiiiiieieeiiereeeeeeeeeeeeeeereeeeerererererererersseseressssresesrssrsreresssarrssaraees 11
2.4.1. Propriedades das nanoparticulas de ouro (AUNPS)......ccccvuueeeiiiiiiieiieeeee e 11
2.4.2. Terapias fOlOTBIMNICAS. ....vvviireiiiiiiiiieeeieeeieeereeeeeee e eeeeeeeeereeeeeeerereresesrssrssesesssesssersssseresrssrens 12
2.5 NanopartiCulas Nibridas..........uueeuuuruiriiiiiiiiiii s sasnnnnnsnnnnnnnnn 14
2.5.1. Nanoparticulas hibridas baseadas €M OUIO.........uuuurerurrrureriiiiii e 15
A Y N T EX o] 1 4 =TT 17
W ST R U1 (0 X O == 1742 oz Lo F RS 18
2.7. Y =Yg Loy (o] [T o ToTSY Yo 0 = F PRt 18
2.8.  Compostos derivados de tienopiridiNas.......cccuveeeeeeeeiriiiiiieeeeeeeeeeriirree e e e e eeeerrreeeeeeeeeeaarraeeess 20
CAPITULO III: Técnicas de analiSe € CAraCteriZaCA0........oveveeveveeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeseeeseseeeseseseseesesesesesseenas 23
3.1. Espetroscopia de absorcao UV-VISIVE] [92] .....ccurreriiieeiiiiiieeeeee et eeetrree e e e e e eeeaavannee s 23
3.1.1. Natureza da radiacdo elettOmMagntiCa........coccvreeiieeiiiriireeeee et e e 23
3.1.2. Lei de Lambert-Beer....c..eiiiiiiiiieee e e 23
3.2. Espetroscopia de FIUOrESCENCIA [93] ..uvrrrrrrrrrrrrnriiiiiiiiiiiriiiitirr s ansnnnnannnnnn 24



3.2.1. FENOMENO dE FIUOIESCENCIA .uvvvvrrrrrernrrririiiiiiiiiiiiisiiitieiaasaesaasesaaasaeaaaaaaaanaasasasnnnsnnnsssnsnnnsnnnnnnnns 24

3.2.2. Tempos de vida do eStado eXCIHAUO ....veieiiiiieiiieeiie e 26
3.2.3. Anisotropia de FIUOIESCENCIA ....cceevrrrreieeeeiiiiiireieeee e eeetree e e e eeeetrree e e e e e e eesabraeeeeeeeeeessranneens 27
3.2.4. Transferéncia de Energia Ressonante de FOrster (FRET)....uuvveieiiieiiiiiieeeieiieeeiiieeeee e 29
3.3. Difrac@0 de RAIOS X (XRD) wuvvveeeieiiiieiiieeeieeeeeeiitteeee e e eeirree e e e e eeeeataaeeeeeeeeeeasbaaeeeseeseessssaneees 30
3.4. Microscopia Eletronica de TranSMISSE0. .....cceieevvvrerreeeeeeiiiiireeeeeeeeeesiirrereeeeeeeessssrreeeseseessssreseees 31
CAPITULO IV: Mteriais € METOUOS. ......vuuvvurererrersrereaserseeessensseessesssessessessssssessessssssessessssssessessesnes 32
o (=Y - PRSP STR 32
4.2. Sintese dos diferentes tipos de NANOPArtiCUIAS ........ceeevviieeiiiiiiee e 33
4.2.1. Preparacao das nanoparticulas MagneétiCas .........cceeeecueeeirriiieeesiiiee e criiee e erreee e ssiee e svee e 34
4.2.1.1. Preparacéo das nanoparticulas de ferrite de manganés (MnFe,0,) ....coceveveiieeiiicieeiiciieeeeee, 34
4.2.1.2. Preparacgao das nanoparticulas de ferrite de NiQUEl.......ccccuveeireieeeiiiieee e 35
4.2.2. Preparacao das nanoparticulas de ouro (Brust Schiffrin Methog) .........cccueeecveeeeecieeeicieeeeennn 36
4.3. Funcionalizacdo das nanoparticulas de MnFe,0, € de NiF€,0,....uuvveeeeiiiiiciiriiieeeeeeecciieeeee e, 37
4.4, Acoplamento das ferrites funcionalizadas com as nanoparticulas de OUr0......ccceeeeeeeeeeeceeeeeiiciennnnnn 38
4.5. Crescimento da camada de ouro com hidroxilamina e nanoparticulas de ouro........ccecvvveveeeeerennne 39
4.6. Esquema de funcionalizacao dos diferentes tipos de nanoparticulas .......cccceeeeeeeeeeeeeeeeceeececcenennnnns 40

b)  Nanoparticulas magnéticas, ntcleo/coroa, com nucleo de ferrite de manganés e coroa de ouro... 41

¢)  Nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel decoradas com nanoparticulas plasmdnicas de ouro

............................................................................................................................................. 42
d) Nanoparticulas magnéticas, nucleo/coroa, com nucleo de ferrite de niquel e coroa de ouro ......... 43
4.7. Confirmac&o do acoplamento das nanoparticulas magnéticas com as nanoparticulas de ouro ....... 43
4.8. Caracterizacdo das NANOPAItICUIAS .......c.vvvveeeeeeeeeiciireeee et e e e e eeeeirreeeeeeeeeeeaarareeeeeeeesnnnens 43
4.8.1. Espetroscopia de abSorCa0 UV-VISIVEl .....eeeeeeieiiciiiirieeeeeeeeccirreeee e eeeirreee e e e e e eeearrreeeeeeeesnnnns 44
4.8.2. DifracB0 A€ RAIOS-K....ceiieieiirreeeeeeeieiiirieeeee e e eeerertreeeeeeeeesettbraeeeeeeesessssssaseeseeesasssnrssseesessssnnsens 44
4.8.3. Microscopia eletronica de transmissao (TEM).....cuvvveeereeeieeiiiireeeee e e eerirrreee e e e e eeeaens 45
4.9. Preparacao dos Magnetolipossomas SONAOS .....cceevurrreeeeeeiieciiireeeeeeeeeeeirreee e e e e e eeeiarrreeeeeeeesnaaens 45
4.10. Ensaios fotofiSiCOS A0S SIMLS .....eeeurieiiie ettt ettt e mee e sreeennee e 46
4.10.1. ENSQI0S A€ ITAAIACA0 . uueeeeeeeeeiee et nnnan 47
4.10.2. ENSQI0S dE TEMPEIALUIA. ... naan 48
4.11. Estudo fotofisico dos cOmMpPOStos €StUAAAOS ....uuuueuruiiiiiiiieiecccecc e 48
4.11.1. Medidas de anisotropia de flUOrESCENCIA.....uuuuuueiiiiieiiieccccc e 49
4.11.2. Ensaios de interacdo dos sistemas com modelos membranares ......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeecceeceeeeesennnns 49



CAPITULO V: RESUIAA0S € DISCUSSA0. . vvvveeeeeeaeeeeeeeeeeseeeeseeeseeseseseseesesesssesesesessesssseessesssessesensesenes 50

5.1. Caracterizacdo das nanoparticulas MAaGNELICAS ......cceveruvereieeeeiiicrereeeeeee e e e e e esrareereeeeeean 51
5.1.1. Analises de XRD das nanoparticulas MagnéliCas ........eeeveeerererereeerererereeeeeeeeeeeeereeerererreeeeeeeee—... 51
5.1.2. Espetros de ADSOrCA0 UV-VISIVEL.........cooeiiiurreiiiii ettt e et e e e esraaereeeeeeean 53
5.1.3. Propriedades MagnEtiCas ......ccevuveriiieeieiiiitreiee e eeecreee e e eeeeirer e e e e e e e eeeabrereeeeeeeesararereeeseeean 56
5.2. Nanoparticulas de ouro — Selecao do Meétodo de SINTESE....uvviiiiiiccirieeiiiiieieeeee e 57
5.3. Caracterizacao das nanoparticulas de ouro (Brust Shifftin Methog) ............ccccvveeeeeieieeicivieenneeennnn 62
5.3.1. Espetros de absorcao NO UV-VISIVE] .....cccuuiiiireiiiiiiiiiee ettt e s e s e e snaee s 64

5.3.2. Monitorizacao do crescimento da camada de ouro com hidroxilamina e nanoparticulas de ouro.. 64

5.4. Ensaios de Irradiac@o € de TeMPEratUra........ieecvieeeeciieeeeciiee e eciree et e s e esrre e s srae e e s seaeee s 66
5.5. Estudo fotofisico dos compostos em Varios SOIVENTES.........eeeeeeiieiciiiieeeee e eeerrere e 77
5.6. Caracterizacao dos magnetolipoSSomas SOlAOS v.vveeeeeecurrreeeee ettt eecrrrre e e e e esrrrereeee e 80
5.6.1. Prova da formac&o da bicamada lipidiCa........ccuueeeririeririiiieieiiiee e esree s e e seaee e 80
5.6.2. Caraterizacdo dos SMLs por Difusdo Dindmica de Luz (DLS) .....cccvvveeeeeeeeiiiiirieeeee e 83
5.6.3. Caracterizacdo dos magnetolipossomas solidos através de TEM .......eeeeievvevireeeeeeeiiiiiieeeeeeeennn 84
5.6.4. Ensaios de interacdo dos SMLs com modelos de membranas .........eeeeeeeeeecvveeeeeeeeeeiciiveeeeeeeens 85
5.6.5. Estudos de anisotropia dos compostos em magnetolipoSSOMAS......uvveveeererereeererererererreeeeeeeeeeeen. 86
CAPITULO VI = CONCIUSOES € PEISPELIVAS FULUIAS v.veveeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeseeeseseeeeeeseseneeseseneseeeeeenas 88
=] ol ToT (= - TP PPPPPPPPPPPPPRt 90

Xi



Xii



indice de Figuras

Figura 2.1- Representacao esquematica da geometria de uma ferrite com estrutura em espinela invertida

(FE10L). et 6

Figura.2.2. - llustracdo esquematica das relacdes de tamanho-coercividade de pequenas particulas ....... 7

Figura. 2.3 - Comportamento de magnetizacao de nanoparticulas ferromagnéticas e superparamagnéticas

SO UM CaMPO MAGNETICO BXIEIMO. .. .eiiviiieiiitie sttt eesbe e beeee e 8

Figura. 2.4 -Esquema do uso de nanoparticulas magnéticas como estratégia terapéutica em simultaneo....9
Figura 2.5 - Origem da ressonancia plasmonica de superficie (SPR) devido & interacao dos eletroes........ 12

Figura 2.6 — a - Representacao de um lipossoma; b — estrutura de uma micela e ¢ - estrutura de um

o] Tor Tagt=To TN o] 1o o7 PSSP PSPPSR 18
Figura 2.7 - Representacdo esquematica dos magnetolipossomas aquosos (AMLs) e dos
magnetolipossomas SOlAOS (SMLS) ...c.vieiiiiiee et e 20
Figura 2.8. - Estrutura dos compostos derivados de tienopiridinas utilizados neste estudo....................... 21
Figura 3.1- Feixe de radiacao eletromagnética a atravessar Uma SOIUGAOD..........cccvvvreevivieeeiiveeeeiiriee e, 24
Figura 3.2 - Configuracao dos spins dos eletrdes em estados singleto (M=1) e tripleto (M=3). ................ 25
Figura 3.3 - Diagrama de Jablonski representando as transicoes de estados eletrdnicos.........ccccoeevveeennes 26

Figura 3.4- Efeitos de excitacdo polarizada e difusdo de rotacdo sobre a polarizacdo e anisotropia de

L AT L J TR 27

Figura 3.5 - llustracdo da sobreposicdo espetral entre o espetro de emissao do doador e a absorcao do

ACEITAUON ..o 29

Figura. 4.1 - Processo de sintese de nanoparticulas de ouro obtido em laboratério, pelo método de Brust

SCPITIN ...ttt bbb bbb bbbttt 36

Figura. 4.2 - Diagrama esquematico do arranjo proposto das espécies R,N- e Br -adsorvidas na superficie

(o R o a0 = o [N A YU P 37

Figura 4.3 - a) Solucdo de nanoparticulas de ouro; b) solucao de nanoparticulas de ouro apés acoplamento
com as nanoparticulas de MnFe,0,; c) solucao apos centrifugacao, onde se vé o sobrenadante transparente

e um pellet de nanoparticulas que responde a um campo magnético externo aplicado. ............cccveeeneee. 39

Xiii


file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545245
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545245
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545246
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545246

Figura 4.4 - Implementacdo pela hidroxilamina do método seedling para nanoparticulas de Au coloidal.

LV = Tol e=To (ol L= N 00 SRS P PSSP 40

Figura 4.5 - Esquema da producdo de nanoparticulas magnéticas de MnFe,O, decoradas com

Nanoparticulas PlasmONICAS A AU ...vviiiiiirie ittt e et e e e st e e e st e e e s etbreeeeebaeeeans 41

Figura 4.6 - Esquema de reacdo da hidroxilamina nas nanoparticulas de Manganés decoradas com ouro,

de forma a obter nanoparticulas nucleo coroa MNFE,0,/AU. .......cooviiiiiiiiicec e 42

Figura 4.7 - Esquema da producdo de nanoparticulas magnéticas de NiFe204 decoradas com

nanoparticulas plasmOnICaS A8 AU .......ievieiieie ettt et et be e bbb 43

Figura 4.8 - Esquema de reacao da hidroxilamina nas nanoparticulas de Niquel decoradas com ouro de

forma a obter nanoparticulas NUCIE0 coroa NIFE,0,/AU........ccvvviiiieieie e 43

Figura 4.9 - Representacao da estrutura cristalina do Au. Estrutura cubica de fases centradas, constituido

por 8 atomos de Au nos vértices e 6 atomos da Au nas faces do CUbO. ......c..cevveiiiiicieiiciiece e, 45

Figura 4.10 - Esquema do sistema de montagem utilizado para a realizacao dos testes de irradiacao....47

Figura 4.11 - Estrutura molecular da 1eCitina de SOJa. «....covervrreriee e 49
Figura 5.1 - Difratogramas de XRD obtidos para as ferrites de magnésio (10X) ........ccceevvvvvriieeieiieernenn, 52
Figura 5.2 - Difratogramas de XRD obtidos para as ferrites de magnésio (5X) ......covvverviveevieeviveeiireeene, 52
Figura 5.3 - Difratogramas de XRD obtidos para as ferrites de niquel ..........c.ccccevveeieiieciicie e, 53

Figura 5.4. - Espetro de absorcao das nanoparticulas magnéticas de MnFe,0, (5x, 10x) e de NiFe,0, .....55

Figura 5.5 - Gréafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de manganés (5x). Inserido: espetro de

absorcao UV-Visivel das nanoparticulas dispersas €m AgUa..........ccueerereiieerieeieeeneeesieesee e seee e 55

Figura 5.6 - Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de manganés (10x). Inserido: espetro de

absorcao UV-Visivel das nanoparticulas dispersas €m AgUa..........ccveerereiireieeieeenieesiee e e seee e 55

Figura 5.7 - Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de niquel. Inserido: espetro de absorcdo UV-

Visivel das nanoparticulas diSPErsas €M AZUa.........uveeicrereiiirieeeiiiie e citee s st e s et e e e e e s eraae e e e eaaeeeeeaes 56

Figura. 5.8 - Comportamento das nanoparticulas na presenca de um campo magnético a) NiFe,O,, b)

gL T 57

Figura 5.9. - Nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro (Martin Method)

Xiv


file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488703
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488704
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488704
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488705
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488705
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488707
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488707
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488709
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488709

Figura 5.10 - Processo de transferéncia de fase da solucado aquosa de nanoparticulas de ouro preparadas
pelo método de Martin. a) Solucao aquosa de ouro de cor rubi e solucao de cloroformio com Octadecilamina

(ODA); b) Solucao de ouro em cloroférmio de cor escura e dgua apos transferéncia de fase................... 60

Figura. 5.11. Espetro de absorcdo de nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com uma solucao

nanoparticulas de ouro preparadas pelo método de Martin, apos o processo de transferéncia de fase....61

Figura 5.12 - Nanoparticulas de Ferrite de Manganés decoradas com nanoparticulas de ouro, com estas

Protegidas COM GTIMA. ... ..ot e e et e e eb e e st e e st e e et e e e sbaeesateesabeessbesesbeeesreeesnbeeans 61

Figura 5.13 - Nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro sintetizadas

PElO MEOAO A& BIUSE SCHIMTIN. ...ooeoveeeeeeeeeeeee ettt e st s et e e sate e sabeeans 62
Figura 5.14 - Solucao das nanoparticulas de ouro preparadas pelo método de Brust Schiffrin. ............... 63

Figura 5.15 - Espetro de absorcao de solucdes de nanoparticulas de ouro, preparadas pelo método de Brust

Schiffrin de diferentes CONCENITACOES. ......cvviiiieeiiee ettt s et s e sra e e saae e srbe e ebe e nes 63

Figura 5.16 — Espetros de absorcao das nanoparticulas decoradas com nanoparticulas de ouro............ 65

Figura 5.17 - Monitorizacao do crescimento das nanoparticulas de ouro em torno das nanoparticulas

magnéticas de MnFe,0,decoradas com nanoparticulas de ouro, por acdo da hidroxilamina.................... 65

Figura. 5.18 - Monitorizacao do crescimento das nanoparticulas de ouro em torno das nanoparticulas

magnéticas de NiFe,0,decoradas com ouro por acdo da hidroxilamina ...........ccccceeeeeeieiiiiiecie e, 66
Figura 5.19 — Espetros de absorcao das nanoparticulas nUCIE0/COroa..........covvvvveeviieeeiiiiee e, 67

Figura 5.20 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina dos diferentes sistemas preparados ao longo do

tempo de irradiacao. AEM=540 MM ......oiiiiiiiie it e st s et e e eree e aaee s 69

Figura 5.21 - Ensaios de Irradiacdo dos diferentes sistemas preparados. Percentagem da intensidade de

fluorescéncia da rodamina em funcao do tempo de irradiaCa0. .........ceevvveriiiiiie e 70

Figura 5.22 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcdo da temperatura dos SMLs - Controlo

POSTEIVO ABXC=DA0 NIM ettt ettt e et e e et e e e et e e s e e e e s ea e e e s st bt e e s st e e s e s erreeeeseraenens 72

Figura 5.23 -Logaritmo da razado entre a intensidade de fluorescéncia no tempo zero e a intensidade de

fluorescéncia em diferentes tempos em funcéo do inverso da temperatura. .........ccccceevevieiicicic e, 74

Figura 5.24 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina (%) em funcdo do tempo de irradiacdo para os
sistemas compostos por nanoparticulas de ferrite de manganés e por nanoparticulas de ferrite de niquel -

(070 ) 1o [o T g =T=r= 111V H TSSOSO 75

Figura 5.25 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcdo do tempo de irradiacdo para os

sistemas compostos por nanoparticulas de ferrite de NIQUEL.........ceeeeveeiiie e 75

XV


file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488710
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488710
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488710
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488711
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488711
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488712
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488712
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488713
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488713
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488715
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488715
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488716
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados.docx%23_Toc535488716
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545305
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545305
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545306
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545306
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545307
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545309
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545309
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545310
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545310
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545312
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545312
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545313
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545313
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545315
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545315
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545315
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545316
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545316

Figura 5.26 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcdo da temperatura dos sistemas,
compostos apenas por lipossomas marcados com rodamina e respetiva representacao do logaritmo da
razao entre a intensidade de fluorescéncia no tempo zero e a intensidade de fluorescéncia em diferentes

tempos em funcao do iNverso da teMPEratura. ........cccveiiiiiiiii i s 76

Figura 5.27 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcao do tempo de irradiacdo dos sistemas

compostos apenas por lipossomas marcados com rodamina. ..........cccueeiieeiieiiieeecie e 78
Figura 5.28 - Espetros de absorvancia do composto 1 em solucao (10* M) em varios solventes. ............ 79
Figura 5.29 - Espetros de absorvancia do composto 2 em solucao (10* M) em varios solventes. ............ 79

Figura 5.30- Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 1 em solucao (1x10¢ M) em acetato de

etilo, acetonitrilo, cloroformio € BTAN0L. ..........veiiiiiie e 80

Figura 5.31 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 2 em solucao (1x10¢ M) em acetato de

etilo, acetonitrilo, Clorofrmio € ETANOL. ........ccoiiiiiieie e 80
Figura 5.32 - Sobreposicédo espetral entre a emissao da rodamina e a absorcao do Nile Blue................. 81
Figura 5.33 - Estrutura quimica da sonda Nile BIUE ..........cccovviiiiiiiiici e 81

Figura 5.34 - Espetros de fluorescéncia (A..=540 nm, excitacdo direta da Rodamina) dos SMLs marcados

com Nile Blue e/ou Rh-DOPE, na primeira e segunda camada, respetivamente. ...........cccccevvveveeveennnns 82

Figura 5.35 - Imagens de TEM de magnetolipossomas solidos: a) contendo nanoparticulas magnéticas

decoradas com nanoparticulas de ouro; b) contendo nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,0,/Au. ....... 84

Figura 5.36 - Espetros de fluorescéncia dos magnetolipossomas sélidos baseados em DOPG antes e apos
a interacdo com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10° M). Para estes ensaios foram usadas as

sondas NBD e rodamina como aceitadores e os compostos 1 e 2 como dadores respetivamente........... 86

XVi


file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545317
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545317
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545317
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545317
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545318
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545318
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545321
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545322
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545323
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545323
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545324
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545324
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545328
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545329
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545329
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545330
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545330
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545335
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545335

indice de Tabelas

Tabela 2.1 - Variacdo de parametros para terapia fototérmica em trés tipos nanoparticulas de ouro....... 13

Tabela 2.2 - Resultados referentes aos valores de Gl,, dos compostos estudados..........cccoevvvevveeineennen. 21
Tabela 4.1 - Condicdes de preparacao das nanoparticulas de MnFe,0, .......coccovveiiiiiiieiiiiieiiceceeee 34
Tabela 4.2 — Condicoes de preparacao das nanoparticulas de NiF€,0,.......cocvvvvvieiiiieiciiiieeccee e 35
Tabela 4.3 - Condicdes de preparacdo das nanoparticulas de ouro pelo método de Brust Schiffrin......... 37

Tabela 4.4 - Quantidade de nanoparticulas usada e dos reagentes utilizados no processo de funcionalizacao

Tabela 4.5 - Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas dos fosfolipidos utilizados na preparacdo dos
MAGNETOIPOSSOMEAS ....vveeviee it et et e ettt e et e et e e st e e eab e e st e e et e e e sbeeesabesaabeseabesesbasesateesstesasbesessenesreeesareen 46

Tabela 5.1 - Tabela-Resumo dos tamanhos de MnFe,O, e NiFe,O,, calculados através da equacdo de
o= (= TR 54

Tabela 5.2 - Temperatura obtida nos diferentes sistemas sintetizados através dos ensaios de irradiacao 73

Tabela 5.3 - Comprimentos de onda méaximo de absorcéo (l..) € emissao (l..), coeficiente de absorcao molar
(€) para 0s compostos 1 € 2 N0S VA0S SOIVENTES. .......cccvuiiiuieeiiee ettt 80

Tabela 5.4 - Eficiéncia de FRET (®..), Raio de Forster (R,) e distancia doador-aceitador (r) do ensaio de
formacéo da dupla camada lipidica em magnetolipossomas solidos (SMLS). .....cccccovvevveeiiieriiie e, 83

Tabela 5.5 - Resultados de DLS obtidos para os dois tipos de magnetolipossomas sélidos compostos por
nanoparticulas de ferrite de MaNGANES € OUIO. .....ccvieiiieiii e e 84

Tabela 5.6 - Valores de anisotropia de fluorescéncia (r) dos compostos e valores de comprimentos de onda
maximos dos compostos em SMLs a 25 °C. Valores de anisotropia de fluorescéncia dos farmacos em
glicerol @ 25 °C para COMPAIAGAD ........veeiveeiveeiteeiteesieesteesteesteesteesteesteesteesteesbeesbeesbeesbeesbeesteesbeesaeesreesreeas 86

XVii


file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545240
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545240
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545242
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545242
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545244
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545244
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545248
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545248
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545270
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545270
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545285
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545285
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545314
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545314
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545325
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545325
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545331
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545331
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545333
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545333
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545339
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545339
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545339
file:///C:/Users/Irina%20Rio/Downloads/TESE%20IRINA_10jan2019_corrResultados_PC.docx%23_Toc536545339

XViii



Lista de Abreviaturas

AMLs - Magnetolipossomas Aquosos

AuNps - Nanoparticulas de Ouro

DMSO - Dimetilsulféxido

DOPG - Dioleoilfosfatidilglicerol

DRX - Difracao de Raios-X

EPR - Efeito de permeabilidade e retencéo

FRET - Transferéncia de Energia por Ressonancia de Forster

GUVs - Vesiculas unilamelares gigantes

MNPs — Nanoparticulas magnéticas

NPs — Nanoparticulas

Rh - DOPE - lipido dioleoilfosfatidiletanolamina marcado com rodamina

SMLs — Magnetolipossomas Solidos

TEM - Microscopia Eletronica de Transmissao

T. — Temperatura de transicao de fase

XiX


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/119120

Xi



CAPITULO I: INTRODUCAO

1.1.  Contextualizacao e Relevancia do tema

Atualmente o cancro é uma das doencas com maior incidéncia na populacao mundial, com
uma taxa de mortalidade bastante elevada. Uma grande parte dos farmacos usados em
quimioterapia sdo toxicos e causam efeitos secundarios. Na area da Biomedicina, o potencial das
nanoparticulas magnéticas tem sido cada vez mais reconhecido, para aplicacbes biomédicas,
estas nanoparticulas devem apresentar um comportamento superparamagnético a temperatura
ambiente, uma vez que exibem uma elevada magnetizacado apenas na presenca de um campo
magnético externo .

O desenvolvimento de lipossomas contendo  nanoparticulas  magnéticas
(magnetolipossomas) permite uma utilizacdo mais segura de farmacos antitumorais potentes na
quimioterapia, uma vez que estes nanossistemas podem superar muitos dos problemas de
farmacocinética e de toxicidade sistémica. Além disso, os magnetolipossomas podem ser guiados
e localizados no local terapéutico de interesse, através de gradientes de campo magnético externo,
e ainda ser utilizados no tratamento do cancro por hipertermia magnética.

Segundo o estudo da organizacdo Globocan, cerca de 14,1 milhdes de novos casos de
cancro e 8,2 milhdes de mortes ocorreram em 2012 em todo o mundo, sendo que 57% dos casos
ocorreram nos paises menos desenvolvidos 2. Com base nestes numeros, hd uma necessidade e
interesse cada vez maior na investigacao de novos tratamentos para esta doenca, com o objetivo
de criar terapias mais direcionadas e formas de diagnostico na fase prematura do desenvolvimento
da doenca :.

A Agéncia Internacional de Investigacdo em Cancro prevé que, em 2030, a incidéncia global
devera atingir 21,7 milhdes de novos casos e 13 milhdes de mortes

Além disso, com base no estilo de vida ndo saudavel cada vez mais comum (com ma
alimentacao, consumo de tabaco e sedentarismo), estes niumeros poderao vir a aumentar. Desta
forma, sendo o cancro a segunda causa de morte em todo o0 mundo, é de grande interesse a nivel
mundial alcancar terapias eficazes para combater estes nimeros *.

Com este trabalho, pretende desenvolver-se um bionanossistema, um magnetolipossoma
composto por nanoparticulas hibridas (nanoparticulas magnéticas revestidas com nanoparticulas
de ouro), com aplicacdo terapéutica na area do cancro na tentativa de melhorar o seu tratamento.
Estes bionanossistemas caracterizam-se pela capacidade de poderem ser guiados através de um

1



campo magnético externo até ao local alvo, 0 que permite uma diminuicao dos efeitos secundarios,
bem como evitar a citotoxicidade. Trata-se de um sistema bastante promissor, pois combina varios
efeitos, o que possibilita uma terapia tripla, combinando fototerapia, hipertermia (associada a um

efeito térmico,) conjugadas com a capacidade de entrega controlada de farmacos.

1.2.  Objetivos

Os principais objetivos desta investigacao foram a otimizacao de magnetolipossomas
solidos baseados em nanoparticulas com nucleo magnético e uma coroa de ouro ou decoradas
com nanoparticulas de ouro; a caracterizacdo dos sistemas produzidos; a avaliacdo destes
sistemas como transportadores de farmacos anti tumorais, sintetizados ou ja estabelecidos; e, por
fim, a avaliacdo da capacidade de fototerapia.

No final do projeto, esperamos obter um nanossistema magnético otimizado para terapia
combinada, fototerapia, hipertermia e quimioterapia. Propde-se que estes sistemas apresentem
caracteristicas como biocompatibilidade, propriedades magnéticas ideais para o direcionamento,

propriedades de transporte e entrega de farmacos, bem como capacidade terapéutica fototérmica.

1.3. Estrutura da dissertacao

Neste capitulo serao descritos brevemente os objetivos principais do trabalho
desenvolvido. Ao longo do capitulo 2, serdo explorados varios topicos teoricos relevantes para a
compreensao deste trabalho em que foram produzidas nanoparticulas magnéticas pelo método
de coprecipitacdo e a sua cobertura com nanoparticulas de ouro de duas formas de diferentes, de
forma a obter diferentes tipos de particulas para posterior comparacdo em aplicacdes biomédicas.

No capitulo 3 serdo descritas em detalhe as técnicas de caracterizacdo utilizadas. No
capitulo 4 serdo detalhados os materiais e métodos utilizados na sintese das nanoparticulas
magnéticas, a sua posterior funcionalizacdo, a sintese das nanoparticulas de ouro, e a
caracterizacao das mesmas.

Seguidamente, no capitulo 5, serdo expostos os resultados obtidos ao longo das varias
fases do desenvolvimento da dissertacao e respetiva discussao.

Por fim, no capitulo 6, serdo apresentadas as principais conclusdes, algumas
consideracdes finais e serao propostas algumas tarefas a realizar para um possivel seguimento do

trabalho.



CAPITULO II: Enquadramento Tedrico

2.1. Nanotecnologia e a sua importancia a nivel biomédico

A nanotecnologia é o estudo das propriedades da matéria a nanoescala, concentrando-se
nas propriedades Unicas e dependentes do tamanho dos materiais de estado solido. Com os
desenvolvimentos e aplicacdes, novos métodos de sintese sao necessarios para a producao de
materiais nesta escala. Igualmente importante ¢ a implementacdo de novas abordagens de
caracterizacao.

A definicdo nos dias de hoje consiste na capacidade de manipular um unico objeto na
escala nano. A nanotecnologia tornou-se possivel com a chegada da manipulacdo de moléculas
Unicas, a partir dos anos 80. Esta é uma tecnologia que utiliza blocos de construcao a nanoescala,
mas que hoje em dia é usada de forma mais flexivel. Um conjunto de objetos a nanoescala pode
ainda ter propriedades Unicas dependentes do tamanho, o que é dominado de nanotecnologia,
embora seja melhor a designacao de "tecnologia de nanomateriais'.

Sendo a nanotecnologia uma area transversal a varios dominios, surge entdo o conceito
de nanomedicina, a qual, como 0 nome sugere, baseia-se ha manipulacdo e/ou construcao de
nanomaterias com aplicacdes médicas.

Atualmente, a nanomedicina é usada em todo 0 mundo com o intuito de melhorar a vida
dos pacientes que sofrem de doencas como o cancro. No campo da nanomedicina, a
nanotecnologia produziu avancos significativos, nomeadamente no diagnéstico e na terapia. A
incorporacao de ferramentas avancadas de nanotecnologia, tanto no diagndstico como na terapia,

demonstrou um elevado potencial para revolucionar os cuidados de satde.

2.2. Nanoparticulas magnéticas

A nanotecnologia € uma tecnologia atual com grande crescimento nos ultimos anos e com
uma importancia crescente nas mais diversas areas.

Atualmente, a nanotecnologia estad a abrir a possibilidade de cientistas, engenheiros,
quimicos e médicos trabalharem a nivel molecular e celular, de forma a gerar importantes avancos
nas ciéncias da vida e da saude. Devido as aplicacdes generalizadas das nanoparticulas
magnéticas (MNPs) em biotecnologia, biomedicina, ciéncia dos materiais, engenharia e areas

ambientais, tem sido dada muita atencao para a sintese de diferentes tipos.



As excelentes propriedades destes materiais, nomeadamente as suas propriedades
magnéticas como o ferromagnetismo e o paramagnetismo, fornecem um futuro promissor para a
sua utilizacdo. As nanoparticulas sao particulas de dimensdes na ordem de grandeza do
nanometro e a preparacao deste tipo de particulas é muito importante uma vez que as
propriedades destas dependem das suas dimensdes ¢.

Para aplicacbes biomédicas, sao preferencialmente utilizadas nanoparticulas com
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente. Esta caracteristica permite que as
nanoparticulas exibam apenas um comportamento magnético na presenca de um campo externo,
util em varias aplicacdes. Por outro lado, quando a aplicacao pretendida é a terapia e o diagndstico
médico, sao necessarias nanoparticulas estaveis em agua a um pH de 7 e num ambiente
fisiolégico. As nanoparticulas devem ser sintetizadas a partir de um material ndo-tdxico, nao-
imunogénico e com tamanhos pequenos, para permanecer em circulacao apos a injecao. Devem
também apresentar uma alta magnetizacao, de modo que o seu movimento no sangue possa ser
controlado através de um gradiente magnético, de forma a serem imobilizadas perto do tecido
alvo. Para aplicacdes /n vivo, as nanoparticulas magnéticas podem ser encapsuladas com um
polimero biocompativel, para evitar a formacao de grandes agregados e biodegradacado quando
expostas ao sistema biologicos.

Existem duas classes principais de nanoparticulas magnéticas:

e Nanoparticulas metalicas: aquelas compostas por metais, como cobalto (Co), ferro (Fe),
manganés (Mn) e niquel (Ni) ou ligas metalicas, tais como nanoparticulas de ferro-platina

(FePt) ou ferro-cobalto (FeCo);

e Nanoparticulas de 6xidos de metal: as compostas de éxidos de ferro dopados com metais

diamagnéticos como Co#, Fez, Mn# e Niz 7.

Nanoparticulas de oxido de ferro, como a magnetite (Fe;0,) ou a sua forma oxidada,
maghemite (y-Fe,0;), sao as nanoparticulas mais utilizadas para aplicagdes biomédicas, para as
quais a suscetibilidade é elevada [8,9].

A administracao controlada de farmacos através de nanoparticulas permite a reducéo do
farmaco nao utilizado, que por sua vez, vai originar uma diminuicao dos efeitos secundarios, bem
como um fornecimento controlado de farmaco ao local alvo . As nanoparticulas magnéticas de
oxidos de metal apresentam um desempenho superior em termos de estabilidade quimica e

biocompatibilidade em comparacao com as nanoparticulas metalicas. Estes sistemas tém uma



elevada superficie que pode ser adequadamente modificada, permitindo a ligacdo de agentes
bioldgicos.

E notdrio e importante salientar que o tratamento e/ou diagnostico com este tipo de
materiais ndo se tém mostrado prejudiciais. Além disso, o nimero de aplicacdes biologicas destes
materiais tem aumentado ao longo do tempo, nomeadamente no direcionamento de farmacos
para locais especificos, em hipertermia e como agentes de contraste de imagiologia por

ressonancia magnética (MRI):.

2.2.1. Ferrites

Atualmente, existem varios tipos de nanoparticulas magnéticas utilizadas na investigacao.
No entanto, as nanoparticulas a base de dxidos de ferro sdo as mais utilizadas, devido a
apresentarem  propriedades vantajosas, nomeadamente  superparamagnetismo, boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo de producdo e nao apresentam perigos para
0 meio ambiente 2. Este tipo de nanoparticulas sao constituidas por ferro, oxigénio e/ou grupos
OH. As formas de maior interesse bioldgico sao a magnetite (Fe;0,) e a sua forma oxidada
maguemite (y-Fe,0:) =.

As ferrites podem apresentam trés tipos de simetrias estruturais, a espinela, a hexagonal
e a Garnet, consoante o tamanho e a carga dos ides metalicos (Figura 2.1).

No grupo das ferrites com estrutura em espinela temos as ferrites de manganés (MnFe,0.,).
Este tipo de nanoparticulas tém apresentado algum interesse tanto pelas suas propriedades como
pelo elevado leque de possiveis aplicacdes. As NPs de ferrite de manganés apresentam
propriedades magnéticas suaves, como a moderada magnetizacdo de saturacdo, baixa
coercividade, boa estabilidade quimica, dureza mecanica e anisotropia efetiva.

Este tipo especifico de ferrite, a ferrite de manganés tem a magnetizacao mais forte entre
0 grupo das nanoparticulas de ferrite, o que as torna excelentes agentes de contraste negativo (T2)
em ressonancia magnética, pois o seu forte efeito de contraste negativo vai prevenir o aumento
do efeito de contraste positivo (T1).

Para além disso, as nanoparticulas superparamagnéticas de MnFe,O, mostraram ser
Uteis para a detecado de tumores, assim como para a definicdo de zonas danificas em
edemas locais ou mesmo hemorragias. As aplicacoes deste tipo de nanoparticulas dependem das
suas propriedades magnéticas, que se encontram fortemente correlacionadas com a sua estrutura

de nivel atdmico [14, 15].



Outro tipo de ferrites com bastante interesse para os investigadores sdo as ferrites de
niquel, trata se de um dos materiais multifacetados e tecnologicamente mais importantes na area
das ferrites devido as suas propriedades ferrimagnéticas, baixa condutividade e alta estabilidade
eletroquimica. A ferrite de niquel apresenta uma estrutura contraria a de espinela. A localizacao
dos catides divalentes (Niz) na estrutura cristalina é quase homologa as propriedades magnéticas
da ferrite de niquel.

No entanto, a ferrite de niquel apresenta uma natureza superparamagnética e tem
diversas aplicacdes, como sensor de gas, fluidos magnéticos, catalisadores, sistemas de
armazenamento magnético, materiais fotomagnéticos, liberacdo de medicamentos para locais

especificos, ressonancia magnética e dispositivos de micro-ondas .
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Figura 2.1- Representacdo esquematica a geometria de uma ferrite com estrutura em espinela invertida (Fe,0,). Adaptado de 7

Neste trabalho, foram utilizadas nanoparticulas de ferrite de niquel (NiFe,O,) e
nanoparticulas de ferrite de manganés (MnFe,0.), gracas as suas excelentes propriedades em
terapia e diagnostico.

As nanoparticulas de ferrite de niquel tém sido propostas como menos citotoxicas para as
células HelLa quando comparadas com outros tipos de nanoparticulas magnéticas do tipo ferrite
(cobalto - CoFe,0, e zinco - ZnFe,0.), sendo assim mais utilizadas na area biomédica . As
nanoparticulas de MnFe,0, demonstraram uma boa biocompatibilidade e toxicidade ligeira contra
células Hela e apresentam uma suscetibilidade magnética mais elevada, em comparacdo com

outros tipos de nanoparticulas ®.

2.2.2. Propriedades das nanoparticulas magnéticas

Os efeitos magnéticos das nanoparticulas sdo causados pelos movimentos de particulas
carregadas (eletrdes, lacunas, protdes e ides). Uma particula com carga elétrica cria um dipolo
magnético, chamado magneto. Em materiais ferromagnéticos, o magneto esta associado em

grupos. Um dominio magnético (também chamado de dominio Weiss) refere-se a um volume de



material ferromagnético, no qual todos os magnetos estao alinhados na mesma direcéo por forcas.
Este conceito de dominios distingue o ferromagnetismo do paramagnetismo®.

A estrutura do dominio de um material ferromagnético determina a dependéncia no
tamanho do seu comportamento magnético. Quando o tamanho de um material ferromagnético é
reduzido abaixo de um valor critico, ele torna-se num dominio Unico 2.

De acordo com a teoria do dominio magnético, o tamanho critico do dominio Unico é afetado
por varios fatores, incluindo o valor da saturacdo magnética, forca de anisotropia cristalina e forcas
de troca, energia no dominio da superficie ou da parede e forma das particulas. A reacado de
materiais ferromagnéticos na presenca de um campo magnético é descrita através de um ciclo de
histerese, caracterizado por dois parametros principais: remanescéncia e coercividade. Este ultimo
esta relacionado com a "espessura" da curva e € a propriedade de maior interesse, que depende
fortemente do tamanho. Verificou-se que, a medida que o tamanho das particulas diminui, a

coercividade aumenta até atingir o maximo diminuindo de seguida para zero (Figura 2.2).
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Figura.2.2. - llustracao esquematica das relacdes de tamanho-coercividade de pequenas particulas

Quando o tamanho das particulas de dominio Unico diminui ainda mais abaixo de um
diametro critico, a coercividade torna-se zero e essas particulas tornam-se superparamagnéticas.
O superparamagnetismo é causado por efeitos térmicos. Em particulas superparamagnéticas, as
flutuacdes térmicas sao fortes o suficiente para desmagnetizar espontaneamente uma montagem
pré-saturada (Figura 2.3). Portanto, essas particulas possuem coercividade zero e ndo possuem
histerese.

As nanoparticulas tornam-se magnéticas na presenca de um campo externo, mas
revertem para um estado ndo magnético quando o iman é removido. Isso evita um comportamento
"ativo" das particulas quando ndo ha campo aplicado ¢. Quando estas caracteristicas estdo

presentes, estamos perante um material superparamagnético.
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Figura. 2.3 - Comportamento de magnetizacdo de nanoparticulas ferromagnéticas e superparamagnéticas sob um
campo magnético externo e.

2.2.3. Preparacéo de nanoparticulas magnéticas para aplicacées em biomedicina

Os métodos de sintese de nanoparticulas de principal interesse sdo aqueles que permitem
a formacao de particulas de tamanho e forma uniformes. Este objetivo pode ser conseguido por
precipitacdo a partir de uma solucdo homogénea sob condigcdes controladas, ou controlando o
crescimento das particulas num processo em que um precursor de aerossol ou vapor é
decomposto. No caso de nanoparticulas magnéticas para aplicacées biomédicas, classificam-se
0s métodos de sintese naqueles que produzem nanoparticulas magnéticas a partir de técnicas de
solucao ou de aerossdis / fases de vapor, e produzem-se compostos de nanoparticulas magnéticas
dispersas em matrizes organicas ou inorganicas, que geralmente tém uma forma esférica 2.

A coprecipitacdo é um método simples para sintetizar nanoparticulas de oxido de ferro. As
nanoparticulas sdo preparadas pela reacao de sais de Fe (ll) e Fe (Ill) em meio aquoso alcalino
em numa razao molar de 1: 2. As nanoparticulas de oxido de ferro produzidas por este método
sdo comumente usadas para aplicacdes biomédicas por razdes tais como producdo facil e em

larga escala, e dispersao direta em agua sem tratamento adicional 2.

2.3. Aplicacdes das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas estdo na vanguarda da investigacao muito gracas a sua
diversidade em termos de aplicacdes (Figura 2.4). Entre as aplicacbes das nanoparticulas

magnéticas destacam-se as aplicacoes biomédicas; como exemplo salientam-se os agentes de



contraste de ressonancia magnética, os agentes terapéuticos no tratamento de cancro por

quimioterapia e hipertermia.

Sistema de entrega
de farmacos

Diagnéstico

Figura. 2.4 -Esquema do uso de nanoparticulas magnéticas como estratégia terapéutica em simultaneo.

Cada aplicacdo exige um tipo de nanoparticulas especifico, que apresentem
caracteristicas bem como propriedades diferentes consoante o tipo de aplicacao. Para aplicacoes
de entrega de farmacos de forma controlada, as nanoparticulas devem ser funcionalizadas de
forma a garantir especificidade ao local alvo de interesse onde o farmaco devera ser libertado =.

Como ja referido, na area biomédica, sao de interesse nanoparticulas que apresentem um
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente. Por outro lado, quando a aplicacao
pretendida é a terapia e diagnostico médico, requerem-se nanoparticulas magnéticas estaveis em

agua a um pH de 7 e num ambiente fisioldgico.

2.3.1. Imagiologia por ressonancia magnética

A imagiologia por ressonancia magnética (MRI) constitui uma técnica de diagnéstico que
permite a observacdo de tecidos através das imagens que esta técnica nos fornece. As imagens
obtidas sdo de elevada resolucao, o que permite um diagndstico de qualidade; para além disso, é

uma técnica segura e com uma aquisicao rapida das imagens /n vivo.



Os agentes de contraste utilizados para a realizacdo desta técnica podem ser positivos no
caso de clarear a imagem ou, por outro lado, negativos quando ocorre um escurecimento 2.

O funcionamento desta técnica baseia-se na obtencdo de um conjunto de imagens com
varios tipos de contraste e diferentes orientacdes de corte, o que permite a obtencdo de uma
informacdo mais completa, tanto do local em analise bem como do tipo de lesdes.

Este tipo de exames deve ser adequado a cada paciente, ao local (6rgao) em estudo e ao
tipo de doenca que esta a ser analisada. Apds esta analise sdo escolhidos os parametros mais
adequados para realizar cada exame #.

Nesta técnica, € importante salientar que existem trés parametros sensiveis a
temperatura, o tempo de relaxamento (T1), a mudanca quimica e a constante de difusao.

E possivel demonstrar-se, através de ensaios /7 vivo e in vitro, a existéncia de uma
correlacdo linear entre o tempo de relaxamento T1 e a temperatura. No entanto, a inclinacao
utilizada para a obtencdo das imagens varia entre os diferentes tecidos o que leva a uma
determinacao quantitativa da temperatura no tecido a ser analisado, baseada na medicao do

tempo de relaxacdo T1.

2.3.2. Hipertermia

A hipertermia ¢ uma técnica de tratamento do cancro onde ocorre o aumento da
temperatura de uma determinada regido do corpo afetado por uma neoplasia, com o objetivo de
causar a destruicdo das células cancerigenas. Este tratamento, para além de danificar este grupo
de células, ativa também o sistema imunitario, o que permite um vazamento mais completo das
nanoparticulas magnéticas administradas.

0 mecanismo de acao desta técnica tem como base o aumento da temperatura, e o facto
de temperaturas entre 0os 41°C e os 44°C conseguirem destruir diretamente células tumorais, que
possuem uma menor resisténcia a subidas repentinas de temperatura, quando comparadas as
células saudaveis. Este aumento de temperatura local pode ser conseguido através da utilizacao
de nanoparticulas magnéticas, que sdo mais eficientes a responder a campos magnéticos externos
26.

A hipertermia esta entre as cinco técnicas utilizadas na terapia do cancro, sendo as
restantes a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia, sendo que o tratamento
atual do cancro & uma combinacédo das varias técnicas, pois nenhuma tem a capacidade de

destruir o tecido tumoral 2.
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A hipertermia faz parte da lista dos tratamentos convencionais aceites pela American
Cancer Society e tem sido uma das terapéuticas mais poderosas, na medida em que melhora a
evolucao dos pacientes com cancro, devido também ao facto de melhorar a eficacia de outras

terapias, como a quimioterapia e a radioterapia =.

2.4. Nanoparticulas de ouro

O ouro ja foi reportado na literatura como um “auxiliar” de saude 2. A cultura chinesa e
indiana relatou o uso de compostos de ouro na forma de “Swarna Bhasma' para o tratamento de
varios problemas de saude, como aumentar o poder vital e curar a impoténcia masculina [30, 31].
As propriedades Unicas do ouro, como a natureza inerte, nao-téxica em relacao a célula e
biocompatibilidade, tornam-no util e um material atrativo para investigadores, visando aplicacoes
biologicas e biomédicas.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém a capacidade de absorver e difundir luz visivel e
no infravermelho proximo (NIR), apos a excitacdo da oscilacao plasmoénica da superficie. As
caracteristicas plasmonicas das NPs de ouro tém sido utilizadas em biossensores, através da
exploracao das propriedades de difuséo de luz dependentes da distancia das nanoparticulas de
ouro. A banda de ressonancia plasmonica do ouro pode ser modificada espectralmente numa
ampla faixa. O resultado é que o sinal de difusdo de luz é mais intenso, e comparativamente muito
mais brilhante, do que o dos fluordforos quimicos. Esta propriedade pode ser util em técnicas de
imagiologia, isto &, podem conseguir-se imagens de uma molécula unica.

Recentemente, houve uma explosao na investigacao baseada em nanoparticulas de ouro,
com um rapido aumento nas publicacdes nas mais diversas areas, incluindo imagiologia,
bioengenharia e biologia molecular. Provavelmente, tal estara relacionado a um aumento similar
no amplo campo da nanotecnologia, a uma maior consciencializacdo governamental e

financiamento, e rapido progresso na sintese quimica e biologia molecular =.
2.4.1. Propriedades das nanoparticulas de ouro (AuNPs)

As nanoparticulas inorganicas oferecem aos investigadores uma abordagem flexivel para
a sua utilizacdo de acordo com as atividades e necessidades especificas dos mesmos. O ajuste
de propriedades devido a forma e tamanho das nanoparticulas inorganicas torna-as diferentes das
outras. As nanoparticulas de ouro, gracas a sua cor brilhante e propriedades unicas, sdo muito

apropriadas para aplicacdes biomédicas. Possuem uma forte ressonancia plasmonica de
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superficie (SPR), que depende do tamanho das particulas, da forma e da rigidez dielétrica do metal
e do meio circundante .

Os eletroes livres no metal percorrerao uma distancia média (livre percurso médio) de 50
nm; portanto, numa particula menor que 50 nm, a interacao ocorrera na superficie, o que ajudara
na difusdo da luz. Assim, quando o comprimento de onda da luz é maior que o tamanho da

particula, ele alterna a carga e resulta em ressonancia (Figura 2.5) =.

+++ _e' -
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Luz recebida ee_e_ e_e- o ++ y o ++

Figura 2.5 - Origem da ressonancia plasmonica de superficie (SPR) devido a interacdo dos eletrdes. .Adaptado de *

A luz, em ressonancia com o plasméao de superficie, leva os eletrdes das nanoparticulas
de ouro a oscilarem. Este fendmeno é chamado de ressonancia plasmonica de superficie, uma
vez que ocorre apenas na superficie das particulas. Jain e colaboradores relataram que a
proporcao entre difusao de luz e absorcao era dependente do didmetro das particulas. Verificou-se
que o vermelho escuro das nanoparticulas de ouro de 20 nm tem uma forte banda de absorcao
visivel a 520 nm, que sofrera uma mudanca na posicao da banda espetral para um maior

comprimento de onda (desvio batocromico) com o aumento do tamanho de particula *.

2.4.2. Terapias fototérmicas

A terapia fototérmica é uma técnica que se baseia na conversdo da energia da luz em
calor, seja através da transferéncia de energia de ressonancia plasménica ou de uma transferéncia
de energia vibracional de atomos em nanoparticulas para atomos no meio ou tecido circundante.
Embora o tecido irradiado com luz laser sem a presenca de nanoparticulas cause aquecimento do
mesmo, a capacidade de transferir calor de forma eficiente numa area localizada é exclusiva da
terapia fototérmica de nanoparticulas. A especificidade do aquecimento das nanoparticulas é
limitada a area que rodeia diretamente a particula, limitando assim os danos ao tecido saudavel
envolvente.®

As nanoparticulas para uso na terapia fototérmica variam amplamente. As particulas mais
comuns sdo as de ouro, incluido nanobastdes de ouro, nanoesferas de ouro e nucleo de silica,

particulas de coroa de ouro, entre outras. Também é utilizada uma grande variedade de outros
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metais, incluindo particulas de prata, particulas com o6xido de ferro e particulas com cobre.
Sistemas de polimeros foram também explorados recentemente como particulas potencialmente
biodegradaveis para terapia fototérmica. Estes sistemas apresentam vantagens pois sao de custos
menos elevados e nao apresentam a retencao tecidual associada as nanoparticulas metalicas. A
tabela 2.1 mostra os parametros do laser para trés tipos principais de particulas de ouro que s&o
altamente variaveis *.

As nanoparticulas podem sofrer modificacdes na sua superficie com a adicdo de PEG ou
de moléculas para terapia alvo de forma a aumentar a biocompatibilidade e o tempo de circulacao
e também tratar seletivamente os tumores.

Para mover efetivamente a terapia fototérmica baseada em nanoparticulas do laboratério
para a clinica, muitas dessas variaveis devem ser controladas e os padrées da industria
estabelecidos .

Tabela 2.1 - Variacdo de parametros para terapia fototérmica em trés tipos nanoparticulas de ouro

Variacao de parametros para terapia fototérmica com nanoparticulas de ouro

Tipo de particula Comprimento de Concentracao de Duracgao do Irrandiancia do Ref
onda do laser (nm) nanoparticulas laser laser (W/cm2
Nanobastoes de ouro 671 400 g/mL 10 minutos N&o reportado ®
780 Nao reportado 178.5 26.4,41.5 ®
segundos
800 Né&o reportado 0.19-5.70 41.7, 27.8, 19.4, »
milisegundos 13.9,5.6
808 35 mg/kg 5 minutes 0.6,2 “
Nanoparticulas de 800 1.7x1011 3 minutos 4 “
nicleo de silica e coroa particulas/mL
de ouro 808 Variavel 5 minutos 2 °
820 2.4x1011 3 minutos 4 °
nanocoroas/mL
Nanoesferas de ouro 514 0.2 nM 4 minutos 76, 57, 25, 19 “
530 0.13nM 5 minutos 4,7, 14 “
660 60 nM 10 minutos 5,6.5, 8, 10 ©
800 4 nM 2 minutos 0.14, 0.28, 0.56, v
1.41, 2.82, 5.65,
8.95,17.8
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2.5 Nanoparticulas hibridas

A nanotecnologia é conhecida por ser um campo transversal com uma grande variedade
de aplicacbes; no entanto pode afirmar-se que, em nenhum campo da medicina, os objetivos da
nanotecnologia sdo mais seguidos do que no campo da oncologia.

Terapias tradicionais, como a quimioterapia e a radioterapia, tiveram um sucesso limitado
no combate desta doenca, o que abre caminho para novos desenvolvimentos para um diagnostico
precoce, bem como para novas metodologias de tratamento.

A administracao de farmacos com recurso a nanoparticulas representa uma tecnologia
disruptiva que aumenta a eficacia terapéutica e apresenta capacidade na reducéo dos efeitos
secundarios, melhorando a farmacocinética e a deposicao tumoral das cargas Uteis através do
efeito de permeabilidade e retencao (EPR) «. O efeito de permeabilidade e retencao é um conceito
controverso » pela qual as moléculas de determinados tamanhos
(tipicamente, lipossomas , nanoparticulas , e drogas macromoleculares) tendem a acumular-se no
tecido tumoral muito mais do que em tecidos normais ®.

As propriedades oticas ou magnéticas de algumas dessas particulas abrem caminho para
obtencao de imagens dos tumores ainda em estagios iniciais.

Visto que existe uma grande variedade de nanoparticulas com diferentes propriedades é
possivel a conjugacdo de diferentes tipos, num Unico nanossistema, o que resultara num
tratamento mais eficaz.

As terapias combinadas fornecem uma solucao potencial para abordar a heterogeneidade
tumoral e questdes de resisténcia a farmacos, aproveitando mecanismos distintos de acao das
multiplas terapias para atingir multiplos alvos . Apods uma série de contratempos com
monoterapias, varios ensaios clinicos atualmente propostos baseiam-se na combinacao de varios
tratamentos [52, 53]. Para otimizar os efeitos terapéuticos sinérgicos das varias terapias, as
combinacdes dos tratamentos precisam de ser projetadas de forma racional. Atualmente ja
existem varios nanossistemas direcionados para oncologia que incorporam multiplos
nanocomponentes e nanoestruturas num Unico nanossistema .

Enquanto as nanoparticulas de oxido de ferro superparamagnéticas melhoram o contraste
das imagens de ressonancia magnética, a fluorescéncia de pontos quanticos pode ser vista a olho
nu. Um nanossistema de direcionamento para um tumor possuindo ambos os tipos de
nanoparticulas oferece a possibilidade de identificar primeiro um tecido maligno de forma n&o

invasiva por ressonancia magnética, bem como a visualizacao das margens do tumor numa
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resolucdo mais alta pela imagem fluorescente dos pontos quanticos. Os sistemas 6ticos
fluorescentes podem fornecer informacdes subcelulares detalhadas, que podem auxiliar no
diagndstico [55,56]. Esses sistemas seguem o conceito de dispositivo “terandstico”, no qual tanto
as funcdes de diagndstico como de tratamento sdo administradas numa dose Unica.

Uma das vantagens de um dispositivo “teranostico” € que a biodistribuicao dos materiais
pode ser monitorizada /n7 vivo, reduzindo o potencial de efeitos secundarios ndo intencionais da
toxicidade do farmaco, ou um dano induzido por hipertermia em tecidos saudaveis. Além da
utilidade de rastrear o destino deste tipo de terapias /7 vivo imediatamente apos a administracéo,
0 uso de tais nanoparticulas hibridas permite que a equipa médica guie o progresso e a eficacia

de uma terapia durante o tratamento.

2.5.1. Nanoparticulas hibridas baseadas em ouro

As nanoparticulas de ouro exibem propriedades éticas unicas, originarias dos plasmaes -
oscilacdes coletivas de eletrdes altamente moveis residentes no metal em frequéncias o6ticas. Uma
das propriedades mais importantes dos sistemas plasmonicos é a sua grande seccao transversal
de absorcao relativa a molécula ou absorvedores baseados em semicondutores. Isso permite o
acoplamento eficiente de campos oticos externos em efeitos fotoemissivos, térmicos ou quimicos.

Nanossistemas plasmonicos baseados em ouro tém sido muito utilizados para o
diagnodstico e terapia no cancro . Além disso, as nanoparticulas baseadas em ouro como
nanorods, nanocages e nanoshellstém sido de grande interesse para a terapia fototérmica, devido
a sua forte absorcao linear, na regido infravermelho préximo (do inglés Near Infrared - NIR) onde
a penetracao do tecido pode ser maximizada. [39, 40, 59].

As nanoparticulas utilizadas ao longo deste estudo foram as nanoparticulas de oxido de
ferro e de niquel. Este tipo de nanoparticulas, tem sido o foco de uma vasta investigacao na ultima
década [60, 61].

As nanoparticulas baseadas em oxidos apresentam propriedades magnéticas inerentes
que sao desejaveis para uma ampla gama de aplicacbes biomédicas, desde administracao
direcionada de farmacos ©, engenharia de tecidos © e, mais comumente, como agentes de
contraste de ressonancia magneética [MRI]. Na década de 90 varios agentes de contraste foram
aprovados clinicamente como o Feridexs e o Resovist &=. No entanto, devido a toxicidade a longo

prazo dessas particulas /77 vivo estas foram retiradas do uso em seres humanos.
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A degradacao do dxido de ferro em ides de ferro em ambientes fisioldgicos & tem sido
relatada como causa do aumento da producao de radicais livres nas células, dando origem a danos
que podem levar a morte celular [67,68].

De forma a contrariar esta toxicidade, esta familia de nanoparticulas pode ser coberta com
macromoléculas organicas como poli(acido acrilico) — PAA, polietilenoimina — PEI, polietilenoglicol
- PEG ou revestimentos inorganicos como silica, carbono ou metais nobres (por exemplo, ouro ou
prata)®. O ouro é quimicamente estavel e biocompativel . As nanoparticulas de ouro tém sido
amplamente reconhecidas, uma vez que apresentam propriedades éticas Unicas . Quando
nanoparticulas de ouro, com um tamanho entre 10 e 100 nm, sao expostas a radiacdo odtica, os
eletrdes dentro das nanoparticulas de ouro entram em ressonancia, fazendo com que absorvam
e dispersem a luz 2. Este fendémeno é conhecido como ressonancia plasmonica de superficie, onde
o comprimento de onda de ressonancia ideal é determinado por varios fatores das nanoparticulas,
como tamanho, forma, area de superficie e revestimento de superficie 2. Quando as nanoparticulas
sao irradiadas, a absorcao das nanoparticulas de ouro pela ressonancia plasmonica de superficie
¢ seguida pela rapida conversao de luz em calor .

Na biomedicina, esta propriedade Unica pode ser explorada para aplicacbes como a
extracao fototérmica e a entrega de medicamentos com sensibilidade térmica. Clinicamente, os
comprimentos de onda 6timos para irradiacao das nanoparticulas de ouro estdo dentro da regidao
do infravermelho (750-1400 nm) . A radiacdo a laser dentro da gama é capaz de penetrar
profundamente nos tecidos; devido a alta transmissdo de agua e hemoglobina dentro desses
comprimentos de onda isso pode ser explorado para terapia nao invasiva ou minimamente
invasiva.

Quando o ouro é usado para revestir as nanoparticulas baseadas em oxidos, o
revestimento externo de ouro atua como uma barreira que evita a oxidacado do nucleo e a
degradacao enzimatica . A hibridizacdo destas nanoparticulas com ouro resulta numa plataforma
multifuncional que apresenta os beneficios das propriedades Unicas de ambos os materiais 7 ; 7.
A estrutura exterior em ouro também fornece um local para uma possivel funcionalizacéo.

Durante o desenvolvimento de um nanossistema com aplicacoes biologicas, € necessario
ter em consideracao varios fatores, sendo, provavelmente a biocompatibilidade do sistema
produzido um dos fatores mais importantes para uma posterior aplicacado in vio. O termo
biocompatibilidade tem muitos significados. Em alguns casos, a mera demonstracao de

solubilidade em agua é citada como evidéncia de biocompatibilidade. Neste contexto, o termo
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biocompativel significa que a nanoparticula deve exibir uma toxicidade limitada ao organismo na
sua dose efetiva, deve ser capaz de desempenhar a sua funcdo sem a interferéncia dos
mecanismos saudaveis do organismo, e deve ser capaz de circular por um tempo suficientemente
longo para realizar a tarefa pretendida. A forma, o tamanho e a carga sao fatores que determinam
por quanto tempo uma dada particula circulara, antes de ser eliminada pelo figado, pelos rins ou
pelo baco. Um requisito fundamental neste tipo de terapia, quando administrada por via
intravenosa é que elas tém a capacidade de circular na corrente sanguinea por mais de duas

horas; se for filtrado pelo figado ou pelos rins, ndo pode chegar ao tumor 7.

2.6. Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas compostas por particulas desde 30 nm a varios
micrometros, sao biologicamente inertes e pouco imunogénicos. Podem ser formadas a partir de
fosfolipidos naturais nao toxicos e colesterol. Estas estruturas (Figura 2.6) sdo compostas por uma
ou mais bicamadas lipidicas em torno de unidades aquosas, onde os grupos de cabecas polares
sao orientados para as fases aquosas interna e externa .

Devido ao tamanho e ao carater dual das moléculas que estes sistemas podem carregar, 0s
lipossomas sao atualmente sistemas promissores no transporte de farmacos. A composicao
lipidica, a carga superficial, o tamanho e 0 método de preparacao dos lipossomas influenciam as
suas propriedades. Por outro lado, a escolha dos constituintes da bicamada determinara a rigidez

ou fluidez e carga da bicamada™.

Figura 2.6 — a - Representacdo de um lipossoma; b — estrutura de uma micela e ¢ - estrutura de um

bicamada lipidica. Adaptado de ®.
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Caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, aptidao para
aprisionar farmacos hidrofilicos e lipofilicos # a libertacao de farmacos em locais especificos #,
fizeram dos lipossomas um sistema promissor o que fez aumentar a sua investigacdo como um
sistema de entrega de farmacos (Drug delivery). Muitos estudos foram conduzidos em lipossomas
com o objetivo de diminuir a toxicidade do farmaco e / ou direcionar farmacos para células
especificas 1. Os lipossomas tém sido descritos como sistemas ideais de libertacdo de farmacos
que podem superar muitos dos problemas associados a outros nanossistemas, como 0s que
envolvem solubilidade, farmacocinética, estabilidade in vivo e toxicidade.

Para a transmissdo de farmacos que atuam como promotores curativos, os investigadores
médicos utilizam a técnica do encapsulamento lipossomico (LET - Ljposomal encapsulation
tecgnique). Os lipossomas formam uma barreira em torno de seu contetdo, que é resistente a
enzimas na boca e no estdbmago, solucdes alcalinas, sucos digestivos, sais biliares e flora intestinal
que sao gerados no corpo humano, bem como os radicais livres. O contetido dos lipossomas &,
portanto, protegido da oxidacdo e degradacdo. Este escudo ou barreira fosfolipidica protetora
permanece intacto até que o conteudo do lipossoma seja entregue a glandula, érgao ou sistema

alvo exato onde o conteudo sera utilizado .

2.6.1. Auto-Organizacdo

A formacao dos lipossomas ocorre através do fendmeno de auto-organizacao que 0s
fosfolipidos realizam quando se encontram em solucdes aquosas. Este processo de organizacao
ocorre uma vez que em meios aquosos os fosfolipidos sao obrigados a organizarem-se devido as
interacdes hidrofilicas / hidrofébicas, interacdes eletrostaticas e interacdes de van der Waals.

Ao adicionar as moléculas de fosfolipido a solucdo aquosa o sistema encontra-se
desordenado. Posteriormente o sistema reorganiza-se formando estruturas organizadas de forma
a evitar o contato entre as partes nao polares e as moléculas de agua, energeticamente
desfavoraveis, enquanto mantém as moléculas de agua em contato com a parte polar dos

fosfolipidios .

2.7.  Magnetolipossomas
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Os magnetolipossomas (MLs) resultam da encapsulacdo de nanoparticulas magnéticas
em lipossomas e foram descritos pela primeira vez por De Cuypere Joniau em 1988 =,

Os magnetolipossomas tém sido propostos como sistemas promissores na entrega de
farmacos, combinando as propriedades fisicas surpreendentes deste tipo de particulas, e
preservando também as propriedades magnéticas das nanoparticulas .

Como ja foi referido, os lipossomas sao, até a data, os sistemas de encapsulacdo mais
utilizados para administracdo de farmacos e as nanoparticulas magnéticas sdo adequadas para
aplicacdes terapéuticas, tirando partido das orientacbes magnéticas e das propriedades de
aquecimento indutivo. No entanto, cada sistema tem as suas proprias limitacdes. Os lipossomas
apresentam algumas limitacbes /7 vivo, nomeadamente o seu reconhecimento e captura pelo
sistema imunitario e a localizacdo em locais terapéuticos para a libertacdo de farmacos. Por outro
lado, as nanoparticulas magnéticas tém tendéncia a aglomerar e formar sedimentos#. De forma a
combater estes entraves e tirar partidos das vantagens de ambos os sistemas, tém sido cada vez
mais estudados, lipossomas com nanoparticulas magnéticas na sua composicao & .

A combinacao de lipossomas e nanoparticulas magnéticas permite a concentracdo do
nanossistema na area de tratamento do paciente por campos magnéticos, muitas vezes
aumentadas por aglomeracdo magnética, e evita a acumulacdo das nanoparticulas in vivo,
garantindo a biocompatibilidade. Portanto, € notdria um conjunto de limitacdes singulares de
lipossomas e nanoparticulas magnéticas, e os magnetolipossomas resultantes unem as
propriedades 6timas de ambos num unico nanossistema. Trata-se de um sistema versatil, uma
vez que pode ser aplicado tanto a nivel terapéutico como a nivel de diagnostico

Os MLs podem ser divididos em Magnetolipossomas Aquosos (AMLs), nos quais as
nanoparticulas magnéticas sdo encapsuladas na fase aquosa interna e em Magnetolipossomas
Solidos (SMLs), (Figura 2.7), em que ndo ha nucleo aquoso e existe um aglomerado de
nanoparticulas magnéticas rodeadas por uma camada lipidica .

Estes sistemas tém uma ampla variedade de aplicacbes biomédicas tais como
diagndstico, libertacdo de farmacos e ressonancia magnética. Considerando a terapia, as
aplicacbes mais promissoras dos magnetolipossomas sao a administracao de farmacos guiada

magneticamente e a hipertermia =.
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Magnetolipossomas Aquosos Magnetolipossomas Solidos

Aglomerndon d¢
CRIROPAVIICIINS Mapubtecas Nanoparticulas agniticn
Figura 2.7 - Representacdo esquematica dos magnetolipossomas aquosos (AMLs) e dos

magnetolipossomas solidos (SMLs).

2.8.  Compostos derivados de tienopiridinas

Todos os dias surgem novos potenciais farmacos promissores para o tratamento de
diferentes doencas. Essas moléculas biologicamente ativas promovem novos tratamentos e,
consequentemente, avancos na area da saude. Os compostos utilizados no decorrer deste projeto
sdo novos compostos potencialmente antitumorais, sintetizados no Centro de Quimica da
Universidade do Minho (CQUM), tendo a vantagem de serem fluorescentes. Estes apresentam

atividade antitumoral promissora em varias linhas celulares tumorais humanas, com baixos valores
de concentracdo inibitoria do crescimento de 50% de células (Gls), especialmente para o

adenocarcinoma colorretal (linha celular HCT-15) e o cancro do pulméao de células nao pequenas
(NCI-H460) (tabela seguinte). Na figura 2.8 estdo representadas as estruturas dos compostos

utilizados neste estudo.

Composto 1 Composto 2

Figura 2.8. - Estrutura dos compostos derivados de tienopiridinas utilizados neste estudo.

Compostos derivados de tienopiridinas sdo de grande interesse na quimica organica,
devido a sua ampla gama de atividades bioldgicas. Segundo estudos anteriores o esqueleto base

de tienopiridina apresenta atividades bioldgicas promissoras, nomeadamente antitumorais e/ou
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antiangiogénicas ®. Esta atividade dual permite o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas para o tratamento do cancro °.

Tabela 2.2 - Resultados referentes aos valores de Gl., dos compostos estudados

Gl,, (uM)
HCT-15 NCI-H460

74+11  7,3%0,1

12,6+ 11,4+0,9
2,9

Os compostos baseados em tienopiridinas foram inicialmente testados de forma a concluir

quanto a sua atividade antitumoral. As concentracoes de Gl representadas na Tabela 2.2

correspondem a média + desvio padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes (exceto

quando os compostos precipitavam abaixo da concentracdo de Gls,, caso em que apenas uma

experiéncia foi realizada). A doxorrubicina foi utilizada como controlo positivo (com valores de Gl

de 353,3 + 24,2 nM em células HCT-15 e 25 + 0,8 nM em células NCI-H460).
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CAPITULO IlI; Técnicas de andlise e caracterizacio

Ao longo do desenvolvimento deste projeto foram utilizadas varias técnicas experimentas.

Neste capitulo sera exposto o funcionamento de cada técnica utilizada.

3.1. Espetroscopia de absorcao UV-Visivel =

3.1.1. Natureza da radiacéo eletromagnética

A radiacdo eletromagnética resulta da oscilacdo de um campo elétrico e de um campo
magnético que se propagam pelo espaco com natureza ondulatéria. Como este tipo de radiacéo
se comporta como uma onda, a esta estd associado um comprimento de onda (A) e uma

frequéncia (v) que se relacionam de acordo com a equacao 1:

A=

C ~
- equacao 1

v

onde v é a frequéncia em Hertz, cé a velocidade da luz no vacuo (3x10:m.s?) e A € o comprimento
de onda (m), embora em espetroscopia UV-visivel, o comprimento de onda é geralmente expresso

em nandmetros (10 m).

Toda a radiacao eletromagnética tem uma energia associada definida pela equacao 2:

E=hv .
equacao 2

onde E é a energia, h é a constante de Planck (6.626x10Js) e v é a frequéncia. Assim, de acordo
com as equacdes apresentadas, a energia e o comprimento de onda variam de forma inversa,
sendo que radiacdo com maior comprimento de onda é menos energética do que radiacao com

maior comprimento de onda.

3.1.2. Lei de Lambert-Beer

Quando se faz incidir um feixe de luz monocromatica numa solucéo que contém uma
espécie absorvente a esse comprimento de onda, vai ocorrer a absorcao de uma parte da luz e a
transmissao da outra parte. A luz que é transmitida pode ser calculada através da relacao entre a
intensidade de incidéncia (l,) e a intensidade transmitida (I). Este valor, chamado de transmitancia

(T), permite depois determinar o valor da absorvancia segundo as equacdes 3 e 4.

I
T =— equacao 3
Iy
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T = 10-¢b¢
A= -log,,T equacao 4

A Lei de Lambert-Beer, relaciona o grau de absorvancia da amostra com a concentracao

(equacao b).

A = ebc equacado 5

em que A representa a absorvancia, € o coeficiente de absorcdo molar (M* cm?), b é a largura da
célula (cm) onde se encontra a amostra e ¢ corresponde a concentracdo da amostra (M). (Figura

3.1).

C.E

~ N
——

¢

Figura 3.1- Feixe de radiacao eletromagnética a atravessar uma solucao.

3.2. Espetroscopia de Fluorescéncia =

3.2.1. Fendmeno de Fluorescéncia

As moléculas encontram-se por norma no estado fundamental (estado de menor energia
-S,). Quando ocorre a absorcdo de um fotdo a um dado comprimento de onda, a molécula passa
para um estado de energia superior (estado excitado). Uma molécula no estado excitado pode
ocupar um estado singleto (S,) ou tripleto (T,), sendo que a diferenca entre estes esta nos numeros
quanticos de spin dos eletrdes na molécula. De acordo com o principio de exclusao de Pauli, dois
eletrbes numa mesma orbital ndo podem ter os quatro nimeros quanticos iguais e, por isso, estes
diferem no numero quantico de spin. Assim, numa mesma orbital, um eletrdo possui numero

quantico de spin-1/2 e o outro +1/2, ou seja, spins opostos. Quando um eletrao passa para uma
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orbital de maior energia, este pode assumir um numero quantico de spin positivo ou negativo.
Para quantificar o spin dos eletrdes em cada estado eletronico, é usado um parametro designado
por multiplicidade (M), definido por M=|2S+1|, sendo S a soma dos numeros quanticos de spin.
Quando os eletrdes estdo emparelhados, o numero quantico de spin total ¢ 0, S=0, e a
multiplicidade é 1, M=1. Neste caso, a molécula encontra-se num estado singleto. Quando os
eletroes estdo desemparelhados, o niumero quantico de spin total ¢ 1 ou -1, S=1 ou S=-1, e a
multiplicidade é 3, M=3. Neste caso, a molécula encontra-se num estado tripleto. A figura 3.2.

representa a configuracao dos spins dos eletrées nos estados singleto e tripleto.

Estado Estado excitado Estado excitado
Fundamental singleto tripieto
.
-
L .
v v

Figura 3.2 - Configuracao dos spins dos eletrdes em estados singleto (M=1) e tripleto (M=3).

Apds a absorcao do fotdo de luz, os eletrdes na molécula passam do seu nivel eletrénico
de menor energia (S,) para um nivel eletrénico de maior energia (S,, n>1).

A partir deste estado excitado de maior energia, a molécula regressa ao seu estado
fundamental de menor energia (S,) por varios processos radiativos e nao radiativos: Inicialmente
a molécula num estado excitado S, passa ao estado excitado de menor energia S, dissipando a
energia para o ambiente envolvente, processo geralmente designado por conversao interna. A
partir do estado S,, a molécula passa para o seu estado fundamental S, por um dos seguintes
processos:

e Emissdo de um fotdo (fluorescéncia).

e Dissipacdo da energia para o meio em forma de calor.

e Dissipacao da energia para moléculas vizinhas, por um processo designado de

quenching.

e Cruzamento intersistemas (passagem do estado S, para um estado tripleto T,)

e Fosforescéncia.

Os processos descritos acima sdo geralmente esquematizados pelo diagrama de Jablonski

(Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Diagrama de Jablonski representando as transicdes de estados eletronicos.

No diagrama de Jablonski, as linhas horizontais representam os niveis eletrénicos (S,) e

vibracionais, sendo que para cada nivel eletrdnico existem varios niveis vibracionais (V,). As setas

verticais representam os processos radiativos de absorcao, fluorescéncia (emissao de um fotao a
partir do nivel eletrénico S,) e fosforescéncia (emissdo de um fotdo a partir do nivel eletronico T,).
As setas onduladas representam os processos de transferéncia de energia ndo radiativos, onde I1C
diz respeito aos processos de conversdo interna e ICS diz respeito aos processos de cruzamento
intersistemas. Os processos de conversao interna ocorrem entre estados eletronicos com igual
multiplicidade, onde a energia ¢ dissipada para o meio sob a forma de calor ou para moléculas
vizinhas (quenching. Os cruzamentos intersistemas ocorrem entre estados vibracionais de
estados eletrénicos com diferente multiplicidade, por exemplo, S; = T.. Para além disso existem
ainda os processos de relaxamento vibracional que ocorrem na passagem de um nivel vibracional
de maior energia (V,) para o nivel vibracional de menor energia (V,), dentro do mesmo estado

eletrénico.

3.2.2. Tempos de vida do estado excitado

As moléculas depois de serem excitadas mantém-se num estado excitado durante um
pequeno intervalo de tempo, antes de voltarem ao seu estado fundamental. Esse tempo
corresponde ao tempo de vida do estado excitado e trata-se de um parametro cinético. Esse
intervalo de tempo pode variar entre grandezas de nanossegundos (102 s) ou picossegundos (10
12 ), tempos relativamente longos quando comprados com outros eventos moleculares. O tempo

de vida do estado excitado (t:) pode ser definido pela equacéo 6:
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1 ~
T=— equacao 6
ke+kn,
Durante o tempo que uma molécula se encontra excitada, esta pode sofrer varias

transformacdes, desde redistribuicao eletronica ou alteracdo na sua geometra, esta alteracédo

promove a reorganizacao das moléculas em causa.

3.2.3. Anisotropia de Fluorescéncia

As medidas de anisotropia de fluorescéncia proporcionam informacdes sobre o tamanho,
forma de proteinas e rigidez de diferentes ambientes moleculares. As medicdes de anisotropia tém
sido usadas para medir associacdes proteina-proteina, fluidez de membranas, e para
imunoensaios de numerosas substancias =. As medidas de anisotropia de fluorescéncia sdo
baseadas no principio de excitacao fotosseletiva de fluordforos por luz polarizada.

Os fluoroforos absorvem preferencialmente fotdes cujos vetores elétricos estdo alinhados
paralelamente ao momento da transicdo do fluoréforo. Numa solucéo isotropica, os fluordforos
sao orientados aleatoriamente. Apds a excitacao com luz polarizada, sao excitadas seletivamente

as moléculas de fluoréforo cuja absorcdo é paralela ao vetor elétrico da excitacdo (Figura 3.4.) =
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Figura 3.4- Efeitos de excitacdo polarizada e difuséo de rotacdo sobre a polarizacdo e anisotropia de

emissao.

A emissdo pode tornar-se despolarizada através de varios processos, dependendo da
amostra em estudo, (Figura 3.4) Todos os cromoforos tém momentos de transicdo que ocorrem
ao longo de uma direcdo especifica no eixo molecular. A difusdo de rotacdo muda a direcao dos

momentos de transicao e € uma causa comum de despolarizacao.
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As medicoes de anisotropia revelam a média do deslocamento angular do fluoréforo que
ocorre entre a absorcao e posterior emissao de um fotao. Este deslocamento angular é dependente
da taxa e da extensao da difusao de rotacao durante o tempo de vida do estado de excitacao. A
taxa de difusdo de rotacional depende da viscosidade do solvente, do tamanho e forma de rotacéo
da molécula.

Uma alteracao na viscosidade do solvente vai resultar numa alteracao na anisotropia de
fluorescéncia. Para pequenos fluoroforos em solucdes de baixa viscosidade, a taxa de difusédo de
rotacao é tipicamente mais rapida do que a taxa de emissao. Sob estas condicoes, a emissdo ¢
despolarizada e a anisotropia perto de zero.

A dependéncia da anisotropia de fluorescéncia nos movimentos do fluoréforo resultou em
inimeras aplicacdes desta técnica em bioguimica. Isto porque a escala de tempo de difuséo de
rotacdo de biomoléculas ¢ comparavel com o tempo de decaimento de diversos fluordforos.
Consequentemente, fatores que alteram o tempo de correlacdo rotacional também alteraram a
anisotropia.

Nesta técnica de fluorescéncia, a amostra é excitada com luz polarizada na vertical, e a
emissao é observada através de um monocromador. O monocromador normalmente tera uma
diferente eficiéncia de transmissao para luz polarizada na vertical e na horizontal. Por conseguinte,
a rotacao da emissao do polarizador altera as intensidades medidas, mesmo se a amostra emitir
luz nao polarizada.

Numa solucao de um fluido a maioria dos fluoréforos rodam extensivamente de 50 a 100
ps. Assim, as moléculas podem rodar varias vezes durante os 1-10 ns de tempo de vida do estado
excitado, e a orientacdo da emissao polarizada &, desta forma, aleatoria. Por esta razao, fluoréforos
em solucdes nao viscosas apresentam anisotropias préximas de zero. A transferéncia de excitacao
entre fluoréforos também resulta na diminuicdo de anisotropia. Os efeitos de difusao de rotacao
podem ser diminuidos se o fluordforo estiver ligado a uma macromolécula.

Os valores de anisotropia sdo calculados a partir da equacao 7.

_ lyyv—=Glyg

" Iyy+26Glyn equacéo 7
onde |, e | sdo as intensidades de fluorescéncia obtidas da excitacdo com luz polarizada na
vertical (V), com detecao paralela (VV) ou perpendicular (VH).

Para se obter o valor real da anisotropia € necessario adicionar um valor referente ao fator

de correcéao instrumental (G), sendo este dado pelo quociente entre a intensidade de fluorescéncia
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medida pela excitacdo com luz polarizada na horizontal (H), sendo posteriormente detetada
perpendicularmente (HV) e paralelamente (HH). O fator G € assim determinado pela equacao 8.

Igy
G =—

equacao 8
Ign

Como referido, a medicdo da anisotropia de fluorescéncia tem inimeras utilidades, sendo
que, neste caso de estudo, foi utilizada para obter informacao sobre o0 meio onde os farmacos em

estudo se encontravam nos varios ensaios realizados.

3.2.4. Transferéncia de Energia Ressonante de Forster (FRET)

O processo de FRET permite estudar interacdes moleculares e baseia-se na transferéncia
de energia de excitacao eletrénica, nao radiativa, entre dois fluoréforos. De modo a ocorrer FRET
€ necessario que o doador tenha um tempo de vida longo o suficiente, que as moléculas doadoras
e aceitantes estejam a uma distancia entre 1 e 10 nm e que o espetro de absorcédo do aceitante
se sobreponha (pelo menos parcialmente) ao espetro de emissao de fluorescéncia do doador

(Figura 3.5) *.

Niao ocorre FRET Ocorre FRET
Emissdo do Excitacio Emissdo do Excitacio
dador do aceitador dador do aceitador
Sobreposicido
Espectral
/ b -

Figura 3.5 - llustracdo da sobreposicdo espetral entre o espetro de emissao do doador e a absorcédo do
aceitador

E importante compreender que este fendmeno nao envolve a emissao de luz pelo dador.
O FRET néo ¢ o resultado de emissao do dador a ser absorvida pelo aceitador. Estes processos
de reabsorcao sao dependentes da concentracao global do aceitador, e de fatores nao moleculares
tais como tamanho da amostra, e, portanto, sdo de menor interesse. Este processo permite a
determinacao da distancia do dador e do aceitador de energia.

A eficiéncia da transferéncia de energia de ressonancia (®Pprgr) € definida como a

proporcao de moléculas dadoras de energia que transferiram esta em excesso para moléculas
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aceitadoras. Esta eficiéncia ¢ calculada através da diferenca das intensidades de fluorescéncia do

dador aquando da presenca do aceitador (Fp4) € na auséncia do aceitador (Fp), equacao 9.

Fpa equacéo 9

Pprpr =1 — F
D

A distancia entre as moléculas dadoras e aceitadoras pode ser determinada através da

eficiéncia de FRET, através da equacao 10).
equacao 10

onde R, € o raio de Forster (distancia critica), que pode ser obtida pela sobreposicéo espetral,

J(Q), entre a emissao do dador e a absor¢édo do aceitador, de acordo com as equagdes 11 e 12.
1
Ry = 0.2108[k*dPn~*J(M)]s equacdo 11

J) = [ I ) ea(MA*dA equacio 12

onde k2 = 2/3 ¢ o fator orientacional assumindo uma orientacéo aleatéria das moléculas, ®9 ¢
o rendimento quantico de fluorescéncia do doador na auséncia de transferéncia de energia, 77¢é o
indice de refracdo do meio, Ip(A) é o espetro de fluorescéncia do doador normalizado de forma

que fooo Ip M) dA =1, eeg4(A) é o coeficiente de absorcao molar do aceitador.

As distancias de Forster sdo comparaveis ao tamanho de moléculas biologicas, 30-60 A.
Desta forma, este ¢ um método bastante utilizado em estudos de interacdo com membranas

biologicas.

3.3. Difracao de Raios X (XRD)

A técnica de difracao de raios X (XRD) descoberta em 1895 permitiu um avanco nas mais
variadas areas cientificas. A radiacao Raio X (eletromagnética) apresenta um comprimento de onda
entre0.1e 1A o que permite a interacdo com a matéria através de trés mecanismos diferentes:
efeito fotoelétrico, dispersao de Compton e dispersdo de Thompson <.

Trata-se de uma técnica muito utilizada, visto que nao € destrutiva e permite a

caracterizacao de materiais. O seu mecanismo de acao baseia-se no seguinte processo: quando
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ocorre a incidéncia de um feixe de raios-X sobre uma amostra cristalina com um arranjo atémico
periodico, a amostra difrata 0 mesmo feixes em diferentes direcdes .

A intensidade dos raios-X difratados depende do arranjo atomico do cristal e da espécie
atémica. Quando se trata da difracdo de raios-X de um cristal, sdo necessarias informacdes
relacionadas com a capacidade de dispersao por atomo. Uma vez que o nucleo de um atomo €
mais pesado em comparacao com um fotao, este nao vai ter interferéncia na dispersdo do mesmo,
assim a capacidade de difratar raios-X depende apenas dos eletrdes do atomo.

Para uma radiacao incidente monocromatica de comprimento de onda conhecido, a
difracdo da mesma ocorre quando a lei de Bragg é verificada. Esta lei interpreta a difracdo da

radiacdo incidente por atomos presentes num cristal e é descrita pela equacao 13 :
2d sinf = A equacao 13

onde d representa a distancia entre planos atomicos e 0 representa o angulo de incidéncia.
A partir dos picos obtidos por XRD é possivel determinar o tamanho dos cristais com
recurso a equacao de Scherrer (equacao 14).

t = ky
" Bcos 8

equacao 14

onde t é o tamanho do cristal, B é a largura a meia altura, k é a funcdo da forma geométrica da

particula (geralmente assume-se o valor 0,9) e 0 representa o angulo de incidéncia.

3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao.

A microscopia eletronica de transmissao, € uma técnica utilizada na caracterizacao de
nanomateriais (fibras, filmes finos e nanoparticulas) pois permite a visualizacdo da estrutura
atomica da amostra analisada .

Os componentes que compdem um microscopio eletrénico de transmissao sdo uma fonte
de eletrdes, lentes que permitem o foco do feixe de eletrdes antes e depois da passagem pelo
substrato analisado, e um sistema de detecao dos eletrdes transmitidos. Trata-se de uma técnica
poderosa para determinar o tamanho e a morfologia das particulas, reportando o tamanho total
da mesma e fornecendo detalhes acerca da sua distribuicao de tamanho, forma e também

estrutura interna.
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CAPITULO IV: Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Neste trabalho foi utilizado sulfato de manganés hidratado (MnSO,.H,0), Hidroxido de
sddio (NaOH), Cloreto de ferro () hexahidratado (FeCl,.6H,0), Cloreto de niquel (NiCl,), 1,1 -

Carbonildimidazole (CDI), Dimetilsulfoxido (DMSO), 1,4 - Dioxano, Cisteamina, Acido citrico
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monoidratado, Etanol absoluto 99,9%, Acido clorodurico trihidratado (HAUCI..3H,0), Borohidreto
de sodio (NaBH.), Brometo de tetrabutilamonio (TOAB), Dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), agua
desionizada, lecitina de soja, cloroférmio, corrente de azoto , lipido dioleoilfosfatidiletanolamina
marcado com rodamina (RO-DOPE), lipido fosfatidilcolina marcado com nitrobenzoxadiazole

(NBD), corante nile biue (NB), cloroformio 99,9%, acetonitrilo 99,8% e acetato de etilo 99,8%.

4.2. Sintese dos diferentes tipos de nanoparticulas

Ao longo deste capitulo, serao descritos os varios métodos utilizados para a producao das
nanoparticulas, da funcionalizacdo que estas sofreram bem como da preparacdo dos sistemas
propostos. Serdo também descritos os estudos realizados com o objetivo de avaliar a aplicabilidade
dos diferentes sistemas produzidos.

Pretendia-se a preparacao de nanoparticulas hibridas de quatro tipos diferentes:

e Nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro;

e Nanoparticulas magnéticas, niicleo/coroa, com nucleo de ferrite de manganés e
coroa de ouro;

e Nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro;

e Nanoparticulas magnéticas, niicleo/coroa, com nucleo de ferrite de niquel e coroa
de ouro.

Para esse efeito, seguiu-se com as varias etapas de execucdo até obter as nanoparticulas
pretendias. Inicialmente foram preparadas as nanoparticulas magnéticas de MnFe,0, e de NiFe,0,,
posteriormente foram preparadas as nanoparticulas de ouro. Preparados os dois tipos de
nanoparticulas magnéticas bem como as de ouro, seguiu-se com o processo de funcionalizacéo
de ambas, de forma a obter as nanoparticulas denominadas de hibridas. Apds a sintese as
nanoparticulas foram caracterizadas por variadas técnicas.

A etapa seguinte passou pela incorporacao destes sistemas em lipossomas de forma a
originar 4 tipos diferentes de magnetolipossomas. Seguiu-se com a realizacao de testes (irradiacao
e temperatura) de forma a verificar o comportamento dos diferentes sistemas preparados, bem
como a aplicabilidade dos mesmos. Estes sistemas foram também testados como
nanotransportadores de dois compostos antitumorais desenvolvidos pelo Centro de Quimica de

Universidade do Minho.
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E importante referir que todos os espetros de absorcdo foram registados num

espetrofotometro UV-vis-NIR Shimadzu UV-3101PC, enquanto as medidas de fluorescéncia foram
realizadas utilizando um espetrofluorimetro SPEX 320 Fluorolog®2, equipado com

monocromadores duplos de excitacdo e de emissdo. Os espetros de fluorescéncia foram corrigidos

para a resposta instrumental do sistema.

4.2.1. Preparacdo das nanoparticulas magnéticas

A preparacao das nanoparticulas foi realizada com recurso ao método de coprecipitacao,
descrito na literatura .

A coprecipitacdo é um método simples que permite a sintese de nanoparticulas de oxido
de ferro. As nanoparticulas sao preparadas pela reacao de sais de Fe(ll) e Fe(lll) em meio aquoso
alcalino numa razao molar de 1:2. As nanoparticulas de 6xido de ferro produzidas por este método
tém bastante aplicabilidade na area biomédica devido a facilidade na execucéo do processo bem
como na quantidade elevada de nanoparticulas que é possivel produzir. Este método permite a

dispersao das nanoparticulas em agua o que facilita a funcionalizacdo destas, caso necessario .

4.2.1.1. Preparacao das nanoparticulas de ferrite de manganés (MnFe,0.)

Inicialmente, uma solucao aquosa contendo 612 plL de NaOH 50% foi aquecida a uma
temperatura de 90°C. De seguida, uma mistura contendo 500 uL de uma solucdo aquosa de
MnSO,.H.,0 0.5M e 500 uL de FeCl,.6H,0 1M foi adicionada gota a gota a solucdo de NaOH
previamente aquecida; esta adicao foi feita sob agitacdo. As nanoparticulas de ferrite de manganés
formaram-se apos duas horas a 90 ° C. No final, as nanoparticulas foram lavadas varias vezes
com etanol absoluto, através de sucessivas centrifugacées (10000 rpm, 10 minutos) e por
decantacao magnética, de forma a eliminar residuos de reagentes. Finalizadas as lavagens, as
nanoparticulas foram colocadas na estufa, de forma a eliminar o excesso de agua presente.

Na tabela 4.1 encontram-se as condicoes de preparacao destas nanoparticulas.

Tabela 4.1 - Condicdes de preparacao das nanoparticulas de MnFe,0,

Concentracao Concentracao final Volume inicial

inicial (M) (M) (uL)
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NaOH 18,94 2,32 612

Fes 1 0,10 500
Mn* 0,5 0,05 500
H.0 _— —_— 3388
Total _ _ 5000

4.2.1.2. Preparacao das nanoparticulas de ferrite de niquel

As nanoparticulas de ferrite de niquel foram de igual modo preparadas com recurso ao
método de coprecipitacdo. Numa solucdo aquosa de 5 mL fez se-reagir 1 mL de NiCl, (1 M) e 2
mL de FeCl;.6H,0 (1 M) com 1,818 mL de hidroxido de sodio (18,94 M).

Apds 40 minutos a 80 °C, sob agitacdo magnética as nanoparticulas de ferrite de niquel
formaram-se. Em seguida, estas sofreram um processo de lavagem, de forma a eliminar possiveis
restos de reagentes. Apds a lavagem, as nanoparticulas foram colocadas na estufa, para remover
0 excesso de agua presente. Apos a secagem, seguiu-se com 0 processo de calcinacdo, com o
objetivo de aumentar as propriedades magnéticas. Este processo foi feito a uma temperatura de
800°C durante 2h. Apos a calcinacédo, com o propdsito de remover particulas ndo magnéticas e
possiveis impurezas, realizou-se um novo processo de lavagem, através de sucessivas
centrifugacdes e decantacdes magnéticas.

As condicdes de preparacao deste tipo de nanoparticulas encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Condicdes de preparacao das nanoparticulas de NiFe,O,

Concentracao Concentracao final Volume inicial
inicial (M) (M) (uL)
NaOH 18,94 6,39 1818
Fes 1 0,40 2000
Ni 1 0,20 1000
H.0 _— _ 182
Total —_— D 5000

35



4.2.2. Preparacdo das nanoparticulas de ouro (Brust Schiffrin Methoa)

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas através do método similar ao de Brust
Schiffrin. . Neste método 1,5 mL de uma solucdo aquosa de &cido cloroaurico (HAuCl,) de
concentracdo 30 mM foi misturada a 4 mL de uma solucdo de brometo de tetraoctilamonio (TOAB)
em tolueno de concentracdo 50 mM. A mistura de duas fases foi vigorosamente agitada até que
todo o acido cloroaurico fosse transferido para a fase organica, onde se tornou laranja escuro, ao
mesmo tempo que a fase aquosa se tornava incolor. Continuou-se a agitar a solucao e adicionou-
se lentamente 1,25 mL de borohidreto de sédio (NaBH.) aquoso de concentracédo 0,4 M preparado
pouco antes da adicao (Tabela 4.3.). Com esta adicdo, imediatamente se verificou a mudanca de
cor da solucao organica de laranja escuro para vermelho rubi (Figura 4.1). Apos agitacdo por mais
20 minutos, a fase organica foi extraida e lavada cinco vezes com agua destilada, estando estas

particulas prontas para utilizacao.

& Solucio de
particulas de
ouro

HAuCH, (aq)

HAuCl; a passar para Transicdo de fase:

a fase superior onde se AuCl'y(aq) + 4Br (o) =
encontra TOAB em AuBr (o) + 4CI" (aqg)
tolueno

Figura. 4.1 - Processo de sintese de nanoparticulas de ouro obtido em laboratério, pelo método de BrustSchiffrin

Importante referir que no método de Brust Shciffrin é utilizado o dodecanotiol (DDT), no
entanto no método adaptado nao se utilizou. Por analogia com propostas anteriores pensa-se que
a estabilizacdo das nanoparticulas de ouro é devida a presenca do sal de amdnio quaternario

utilizado como reagente de transferéncia de fase na preparacao do coloide (Figura 4.2).
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Figura. 4.2 - Diagrama esquematico do arranjo proposto das espécies R,N- e Br -adsorvidas na superficie

das particulas de Au.

Estas preparacoes coloidais sdo importantes, uma vez que é mais provavel que a
estabilizacao das particulas em solucao nao envolva a formacao de ligacdes de metal-ligante fortes,
como é o caso os tidis, mas resulta de interacdes eletrostaticas envolvendo as cadeias do catido
amonio quaternario no solvente organico. Assim, embora esses coloides permane¢cam em solucao
por longos periodos sem deterioracao, eles sao reativos o suficiente para que possam ser usados

na construcao de novas estruturas.

Tabela 4.3 - Condicdes de preparacdo das nanoparticulas de ouro pelo método de Brust Schiffrin

Reagentes Concentracao (mM) Volume inicial Solvente
(mL)
HAuCl, 30 15 H.0
TOAB 50 4 Tolueno/Xileno
NaBH, 4x10+ 1,25 H,0

4.3. Funcionalizacao das nanoparticulas de MnFe,0, e de NiFe,O,

O procedimento utilizado para revestir as nanoparticulas de MnFe,O, com ouro foi

modificado ao longo de varias tentativas. Apds varias semanas de trabalho, chegou-se a um
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método onde os resultados obtidos foram satisfatorios e reprodutiveis, tanto para as ferrites de
manganés como para as ferrites de niquel. Assim, 1 mg de nanoparticulas magnéticas foram
dispersas em 5 mL de dioxano previamente seco (com sulfato de sédio anidro), de forma a remover
toda a agua presente no solvente. A esta suspensao foi adicionado 1,1- carbonildiimidazole (CDI),
correspondente a um excesso de 5 vezes em relacdao ao numero de moles de metais. Esta
suspensdo foi aquecida e mantida a 60 °C com a tampa fechada durante 2 horas no sonificador.
As nanoparticulas foram, de seguida, lavadas com etanol absoluto com recurso a sucessivas
centrifugacdes a 3500 rpm durante 5 minutos, de modo a remover o excesso de CDI nao ligado.

Seguidamente, foi adicionada cisteamina aos tubos, numa massa correspondente
também a um excesso de 5 vezes em relacdo ao numero de moles de metais (Tabela 4.4.). Os
tubos foram mantidos a 60°C durante uma hora. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas também
com etanol, por sucessivas centrifugacdes a 3500 rpm durante 5 minutos. Estas foram secas na
estufa, estando assim prontas para acoplamento com as nanoparticulas de ouro.

Tabela 4.4 - Quantidade de nanoparticulas usada e dos reagentes utilizados no processo de funcionalizacédo

Nanoparticulas Massa de Massa Massa de

nanoparticulas de Cisteamina

(mg) CDI (mg)

(mg)
MnFe.0, 1 3.52 1.67
NiFe.0, 1 3.46 1.64

E de realcar apenas uma pequena diferenca no processo de funcionalizacdo dos dois tipos
de ferrites. Para o caso das ferrites de niquel, estas sofreram um tratamento inicial antes do
processo de funcionalizacao acabado de descrever. Estas nanoparticulas foram tratadas com acido
citrico numa razao 1:1, com o objetivo de aumentar a monodispersividade, bem como prevenir a

agregacao. Apos este tratamento inicial, procedeu-se ao processo acima explicado .

4.4. Acoplamento das ferrites funcionalizadas com as nanoparticulas de ouro

O processo de acoplamento das nanoparticulas de ouro as ferrites funcionalizadas é
bastante simples. Apos preparadas as nanoparticulas de ouro pelo método descrito na seccéo
4.2.2, estas foram adicionadas as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas sob agitacao. As

nanoparticulas magnéticas, apos funcionalizadas foram secas e redispersas em tolueno de forma
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a garantir uma maior interacdo entre estas e as nanoparticulas de ouro. Esta agitacao permite
uma maior capacidade de interacdo entre as nanoparticulas de ouro e as nanoparticulas
magneéticas. Para além disso, ao serem adicionadas as nanoparticulas de ouro as ferrites, garante-
se que o ouro fica em excesso 0 que permite que estas se liguem ao redor das nanoparticulas
magnéticas. Apos a juncdo observa-se uma mudanca imediata de cor da solucdo das
nanoparticulas de ouro, indicativo que estas sofreram interacdo com as nanoparticulas magnéticas
(Figura 4.3). Esta solucdo é entdo centrifugada a 8500 rpm durante 10 minutos. Apds a
centrifugacdo observa-se que o sobrenadante perdeu parte da sua cor e que as nanoparticulas
apresentam comportamento magnético quando aplicado um campo magnético externo, indicando

que ocorreu acoplamento dos dois tipos de nanoparticulas.

Figura 4.3 - a) Solucao de nanoparticulas de ouro em tolueno; b) solucédo de nanoparticulas de ouro apés acoplamento
com as nanoparticulas de MnFe,0,; c) solucdo apds centrifugacédo, onde se vé o sobrenadante transparente e um

pellet de nanoparticulas que responde a um campo magnético externo aplicado.

4.5. Crescimento da camada de ouro com hidroxilamina e nanoparticulas de ouro

O processo de acoplamento descrito na seccao 4.4. refere-se ao processo de deposicao
de particulas de ouro sobre as nanoparticulas magnéticas, conhecidas como particulas decoradas.
Para além desse tipo de nanoparticulas, foi do nosso interesse a preparacdo de nanoparticulas
magnéticas revestidas com uma camada de ouro uniforme, particulas conhecidas como
nanoparticulas com nucleo de ferrite e coroa de ouro.

Nesta seccao é descrito um método para o crescimento das nanoparticulas de ouro
coloidal (conhecido com “seeding”), com base na reducao cationica do Au* catalisada pela
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hidroxilamina (NH,OH). Enquanto a hidroxilamina é termodinamicamente capaz de reduzir o catido
Au* na sua forma bu/lk, esta reacao € acelerada pela presenca de superficies de ouro (Figura 4.4).
E de salientar que nenhuma nova nucleacdo de particulas ocorre em solucéo, e que todo o Au*

adicionado da origem a particulas maiores .

+ Au?* + NH,OH

*®

Figura 4.4 - Implementacao pela hidroxilamina do método seeding para nanoparticulas de Au coloidal. Adaptado de

100

0 crescimento das nanoparticulas de Au coloidal promovido por misturas de NH,OH/Au
pode ser faciimente monitorizado por espetroscopia de absorcdo UV-vis. As particulas
funcionalizadas foram adicionadas, a uma mistura de HAuCl.,/NH,OH em agua e o espetro de
absorcao desta mistura é medido ao longo do tempo (de 10 em 10 segundos). E de esperar,
segundo a literatura @, um crescimento da banda plasmonica de superficie referente ao ouro.
Apds aproximadamente 2 minutos, ¢ atingido um patamar nos espetros de absorcao e é entdo
adicionado 0.100 mL do sal HAUCI. 1% e novamente foram tracados espetros de 30 em 30 s.

De forma a obter um termo de comparacdo, preparou-se outra solucdo aquosa similar
apenas com HAuCl,/NH,OH e os espetros desta mistura foram medidos inicialmente e apds 30

min.

4.6. Esquema de funcionalizacdo dos diferentes tipos de nanoparticulas

De forma a ser mais percetivel o trabalho desenvolvido, serdo aqui expostos os esquemas

de reacao dos 4 tipos de nanoparticulas sintetizados.

a) Nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro
Este tipo de nanoparticulas foi preparado usando o 1,1'-Carbonildiimidazole (CDI) como

agente de acoplamento, neste primeiro processo foi utilizado para ativar os grupos -OH da
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superficie das nanoparticulas de MnFe,0,, segundo a reacdo representada na Figura 4.5. Apds a
ativacdo com CDI, estas sofreram uma segunda reacao com a cisteamina de forma a preparar a
superficie destas para posterior ligacdo com as nanoparticulas de ouro, através do SH da
cisteamina. que se liga ao ouro deslocando o TOAB da superficie destas. O grupo amina serviu

para ligar aos grupos OH da ferrite dando origem a um carbamato.

_ov

MnFe;0, + + HN_ o~ “SH - MoFe,0,

Figura 4.5 - Esquema da producdo de nanoparticulas magnéticas de MnFe,O, decoradas com nanoparticulas

plasménicas de Au.

Apds a sintese das nanoparticulas, foi utilizado um magneto (campo magnético externo),
para verificar se estas possuiam magnetismo, sendo que todas as nanoparticulas preparadas
demonstraram ser magnéticas, ao reagirem de forma rapida ao campo magnético aplicado.

Uma vez que as nanoparticulas de ouro apresentam como caracteristica o plasmao na
zona dos 520 nm, foi a partir dessa mesma caracteristica que se verificou/estimou a ligacao do

ouro as nanoparticulas magnéticas.

b) Nanoparticulas magnéticas, nlcleo/coroa, com ntcleo de ferrite de manganés e coroa de
ouro

Estas foram obtidas através da reacdo das nanoparticulas magnéticas de ferrite de

manganés decoradas com ouro pela deposicdo de ides de ouro por acdo da hidroxilamina (Figura

4.6.)
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Figura 4.6 - Esquema de reacao da hidroxilamina nas nanoparticulas de Manganés decoradas com ouro, de forma a

obter nanoparticulas nucleo coroa MnFe,0,/Au.

0 processo de crescimento do ouro nas nanoparticulas de ferrite de manganés por acéo
da hidroxilamina foi monitorizado por espetroscopia UV-Visivel. Esta monitorizacao permitiu
observar 0 aumento da banda plasmdnica relativo ao ouro ao longo do tempo, apds a adicao de

hidroxilamina e HAuCl,as nanoparticulas magnéticas decoradas com nanoparticulas de Au.

c¢) Nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro
As nanoparticulas deste tipo foram, de igual modo funcionalizadas com CDI, agente de
acoplamento, para ativar os grupos -OH da superficie das nanoparticulas de NiFe,0,, segundo a
reacao representada na Figura 4.7. Apds a ativacao com CDI, estas sofreram uma segunda reacéo
com a cisteamina de forma a preparar a superficie destas para posterior ligacdo com as
nanoparticulas de ouro, através do grupo SH da cisteamina que liga ao Au deslocando o TOAB da
superficie do Au. O grupo amina serviu para ligar aos grupos OH da ferrite fazendo um carbamato
amina.
As nanoparticulas de ferrite de niquel sao ligeiramente mais densas e apresentam uma
maior dificuldade no processo de dispersdo. De forma a contrariar esta caracteristica, estas
nanoparticulas foram, num passo inicial, tratadas com uma solucao de acido citrico numa razao

de 1:1. Este tratamento permitiu o seguimento dos passos seguintes a funcionalizacao.

_ov

Figura 4.7 - Esquema da producdo de nanoparticulas magnéticas de NiFe,O, decoradas com nanoparticulas
plasménicas de Au.
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d) Nanoparticulas magnéticas, ntcleo/coroa, com nucleo de ferrite de niquel e coroa de ouro

Estas, tais como as de ferrite de manganés, foram obtidas através da reacao das
nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel decoradas com ouro pela deposicdo de ides de

ouro por acao da hidroxilamina (Figura 4.8.).

Figura 4.8 - Esquema de reacao da hidroxilamina nas nanoparticulas de Niquel decoradas com ouro de forma a obter

nanoparticulas nucleo coroa NiFe,0,/Au

Para este tipo de nanoparticulas, o processo do crescimento do ouro nas nanoparticulas
de niquel por acao da hidroxilamina foi, tal como para as nanoparticulas de ferrite de manganés,
monitorizado por espetroscopia UV-Visivel. Esta monitorizacao permitiu, da mesma forma observar
0 aumento da banda plasmonica relativa ao ouro ou longo do tempo, apos a adicao de

hidroxilamina, ouro e nanoparticulas revestidas com ouro.

4.7. Confirmacdo do acoplamento das nanoparticulas magnéticas com as
nanoparticulas de ouro

Para confirmar o acoplamento das nanoparticulas magnéticas com as nanoparticulas de
ouro em solucdo, recorreu-se a espetroscopia UV-Vis. Mediram-se os espetros das ferrites de
manganés e das ferrites de niquel, antes e depois do acoplamento. Mediu-se também o espetro
das nanoparticulas de ouro sem qualquer tratamento. As nanoparticulas de ouro apresentam um
espetro de absorcdo bastante caracteristico (com a banda plasmonica). Desta forma, o
aparecimento desta banda plasmodnica no espetro de absorcao da solucdo, e sendo estas

nanoparticulas magnéticas, € indicativo da presenca de ouro a sua superficie.

4 8. Caracterizacao das nanoparticulas

Para a caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e de ouro foram utilizadas as

técnicas de espetroscopia de absorcao UV-VIS (Ultravioleta-visivel), XRD e TEM.
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4.8.1. Espetroscopia de absorcao UV-Visivel

Esta técnica permite estimar o tamanho, a concentracao, a forma e o nivel de agregacao
das nanoparticulas de ouro (AuNPs), uma vez que a presenca do seu plasméao de ressonancia,
caracteristico nestas nanoparticulas, depende destes parametros .

Foi medido o espetro das nanoparticulas de ouro entre os comprimentos de onda de 350
nm a 750 nm. E de esperar, segundo a literatura, que a solucdo destas nanoparticulas apresente
cor vermelha e que o seu pico de absorcao se encontre proximo dos 520 nm estas nanoparticulas

apresentam um diametro entre 0s 2 € 0s 6 nm .

4.8.2. Difracao de Raios-X

A técnica de difracao de raios X & uma técnica muito usual na analise estrutural de
materiais. E uma técnica que da informacao sobre a estrutura cristalina, fase, orientacao preferida
de cristal (textura) e também outros parametros estruturais, tais como o tamanho médio do gréo,
cristalinidade e possiveis defeitos ou deformacdes do cristal em analise.

Trata-se de uma técnica nao invasiva e, logo, muito utilizada, visto que nao danifica as
amostras. Além disso, para este tipo de analises, nao é necessaria qualquer preparacao especifica
95, 102.

Neste tipo de analises, as amostras sao submetidas a radiacdes eletromagnéticas na gama
dos raio-X, com energias da ordem dos 6.92 keV.

Quando os atomos de um material depositado se encontram num estado nao organizado,
denomina-se de material amorfo. No entanto, quando estes, por outro lado, se encontram
organizados segundo uma dada fase cristalina, estes assumem uma estrutura caracteristica. O
ouro, material utilizado neste estudo, apresenta uma estrutura cubica de fases centradas (do inglés
face centered cubic, fcc) (Figura 4.9.). Neste caso a estrutura base do ouro trata-se de um cubo
com atomos de ouro nos vértices, ha também um atomo de ouro no centro de cada uma das faces

do cubo =,
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Figura 4.9 - Representacao da estrutura cristalina do Au. Estrutura cubica de fases centradas, constituido por 8 atomos

de Au nos vértices e 6 atomos da Au nas faces do cubo.

Quanto aos difratogramas de XRD das nanoparticulas magnéticas, estas foram
submetidas a analises com recurso ao software Mafch! Este software permite a identificacdo das
diferentes fases presentes na amostra em estudo, através de comparacdes com padrdes presentes
na base de dados que acompanha o software. Esta analise permite concluir quanto a presenca de
ferrites, de contaminacdes presentes e permite também a obtencao de dados a nivel estrutural,

nomeadamente o tamanho médio, através da aplicacéo da equacao 14.

4.8.3. Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Imagens de TEM das nanoparticulas baseadas em ferrites, bem como dos SMLs, foram
registadas através de um Microscopio Eletronico JEOL JEM 2010F a 200 kV acoplado a um
analisador espetroscopico de dispersdo de eletrdes (EDS) no Centro de Apoio Cientifico e
Tecnoldgico a Investigacao (CACTI), Universidade de Vigo, Espanha. O processamento de imagens
de TEM foi realizado com recurso ao software Image.. Este permitiu melhorar o contraste local,

seguido por Automatic Local Threshold e analise das particulas.

4.9. Preparacao dos Magnetolipossomas Sélidos

Depois de preparadas e funcionalizadas as diferentes nanoparticulas, seguiu-se com a
incorporacao destas em lipossomas, de forma a obter magnetolipossomas soélidos. Para esta
preparacao recorreu-se ao meétodo do filme lipidico e foram utilizados os lipidos DOPG (1,2-
dioleoilfosfatidilglicerol) e DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamina) marcado com rodamina (Rh-DOPE).

A estrutura e a temperatura de transicdo dos lipidos utilizados encontram se na tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas dos fosfolipidos utilizados na preparacdo dos
magnetolipossomas
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Estrutura Temperatura
de transicao

DOPG o ’ ’ ) - . - _180 C 104
Rh- Mo _160 C 104
DOPE k

Para os quatro tipos de nanoparticulas, o método de preparacao dos magnetolipossomas
foi o mesmo. Assim, preparou-se uma solucdo de nanoparticulas funcionalizadas (com CDI,
cisteamina e ouro - seccdo 4.5.) em etanol absoluto (1,5 mL). De seguida e sob agitacdo, foi
adicionada as nanoparticulas octadecialmina (ODA), em excesso 5x, e colocou-se esta solucao sob
agitacao durante lhora. A presenca de ODA, numa primeira fase, ira facilitar a cobertura com os
lipidos posteriormente adicionados, através de interacdes hidrofobicas. Apds a 1h a solucéo foi
lavada com sucessivas centrifugacdes e decantacdes magnéticas de modo a remover o excesso
de ODA nao ligado.

Apos esta etapa preparou-se uma mistura de lipidica, em etanol, com lipido marcado
(Rodamina-DOPE) e com lipido ndo marcado (DOPG) numa razao de 1:4. (Rh-DOPE - 1x10:M e o
DOPG com uma concentracdo de 4x10s M). Essa mistura lipidica, foi adicionada a solucdo de
nanoparticulas inicialmente funcionalizada com ODA. Apds a mistura, seguiu-se com a evaporacao
do solvente onde se obteve um filme lipidico, a esse filme foi adicionada agua sob agitacdo de
forma a promover o rearranjo dos lipidos e a formacao do magnetolipossoma sélido. Fizeram-se,
de seguida, duas lavagens por decantacdo magnética, de forma a remover o excesso de lipido nao
ligado e que se encontra na forma de vesiculos mono ou multilamelares. Estes poderdo também

conter nanoparticulas mas, o magneto utilizado ndo tem forca suficiente para os arrastar.

4.10. Ensaios fotofisicos dos SMLs

Neste subcapitulo, serdo explicados os ensaios fotofisicos realizados aos sistemas

sintetizados, de forma a tirar conclusdes sobre a potencialidade destes sistemas para terapia
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fototérmica. Numa fase inicial, sera detalhado o processo de irradiacao e, de seguida, os ensaios

de temperatura.

4.10.1. Ensaios de irradiacao

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade dos varios sistemas preparados, realizaram-se
ensaios de irradiacdo. Neste tipo de ensaios, os magnetolipossomas preparados (marcados com
rodamina-DOPE), foram colocados num sistema montado especificamente para este fim. Foi
utilizada uma lampada (halogéneo de 75W) para a rodamina do lipido marcado absorver luz que,
posteriormente, iria emitir, e uma segunda lampada para a irradiacao (arco de Xe a 200W). Ambas
estavam ligadas através de fibras oticas ao porta-amostras. Este sistema de irradiacdo tinha
também na montagem um filtro de luz UV, na primeira lampada e um filtro de corte, na segunda
lampada, que apenas deixa passar luz de comprimento de onda superior a 600 nm (Figura 4.10).
Com recurso a um espetrofotometro portatil ligado a um computador, foi possivel a monitorizacao
do espetro de emissao da rodamina ao longo do tempo de irradiacao.

Importante referir que, para a realizacdo deste ensaio, era necessario 0 escurecimento
total do laboratdrio onde se encontrava esta montagem, de forma a evitar possiveis sinais de luz

provenientes de outras fontes de iluminacao.
Filtro
vy
Limpada de
halogénen de
TSW

Filtro
600 nim

| 0

Fonte de Luz pars os ensalos
de Irradiacso

Amostra

Lampada de
arco de Xe a
00W

Computador

Espetrofotometro
portatil

Figura 4.10 - Esquema do sistema de montagem utilizado para a realizacédo dos testes de irradiacao.

Assim, nestes ensaios, foram recolhidos os espetros de fluorescéncia dos
magnetolipossomas sélidos marcados com rodamina ao longo do tempo de irradiacdo. Os ensaios

de irradiacdo foram realizados nos seguintes sistemas:

a) Sistemas completos (nanoparticulas hibridas incorporadas nos lipossomas marcados);
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b) Sistemas na auséncia de ouro (nanoparticulas magnéticas incorporadas nos lipossomas
marcados);

c) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas marcados).

4.10.2. Ensaios de Temperatura

De forma a tirar conclusdes relativamente aos sistemas produzidos, foram realizados
ensaios onde se avaliou o comportamento dos diferentes sistemas em funcdo da temperatura.

Esta monitorizacéo foi realizada com recurso ao espetrofluorimetro SPEX 320 Fluorolog® 2.
Para isso, foram realizados varios testes nos diferentes sistemas, nomeadamente:

a) Sistemas completos (nanoparticulas hibridas incorporadas nos lipossomas marcados);
b) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas marcados).

Nestes ensaios foram medidos os espetros de fluorescéncia da rodamina, em funcao do
aumento de temperatura. Estes foram realizados com o objetivo de compreender o
comportamento dos sistemas quando ha um aumento gradual de temperatura, e comparar estes
resultados com os ensaios de irradiacdo (seccdo 4.10.1), bem como perceber as diferencas na
presenca e na auséncia de nanoparticulas magnéticas, bem como qual o efeito plasmoénico de
fototermia que o ouro oferece a estes sistemas. Estes resultados serdo discutidos na seccao de

Resultados e Discussao.

4.11. Estudo fotofisico dos compostos estudados

Os novos compostos antitumorais estudados foram, como ja referido, sintetizados pelo
Centro de Quimica da Universidade do Minho. As estruturas moleculares destes encontram se na
seccao 2.8. As massas molares dos compostos séo 297.30 g.mol-1 (para o composto 1) e 294.34
g.mol-1 (para o composto 2). As solucdes-mae dos compostos foram preparadas em etanol, com
uma concentracao final de cerca de 1x10+ M.

As propriedades fotofisicas dos compostos foram avaliadas em varios solventes, através
de medidas de absorcao e de fluorescéncia. Os estudos foram efetuados com concentracgoes finais
de 1x10™ M, para as medidas de absorcdo e concentracdes de 1x10® M para as andlises de
fluorescéncia. Os solventes utilizados foram: acetato de etilo, acetonitrilo, cloroféormio e etanol, de

forma a variar a polaridade do meio.
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4.11.1. Medidas de anisotropia de fluorescéncia

De forma a retirar conclusdes sobre a localizacao dos farmacos nos magnetolipossomas
em estudo, recorreu-se a medidas de anisotropia de fluorescéncia, visto que os valores de
anisotropia dependem da microviscosidade do meio que rodeia o fluoroforo.

De modo a comprovar o encapsulamento de ambos os compostos nos sistemas
produzidos (SMLs), compararam-se os valores de anisotropia dos compostos incorporados nos
magnetolipossomas com os valores de anisotropia dos mesmos em glicerol, solvente muito viscoso
comumente usado como comparacao. Dado que o lipido que constitui os SMLs se encontra na
fase liquido-cristalina a temperatura ambiente (25 °C), foram realizadas medicdes de anisotropia
de fluorescéncia dos compostos 1 e 2 a essa temperatura, com recurso a excitacao das amostras

com luz polarizada. Os valores de anisotropia foram posteriormente calculados.

4.11.2. Ensaios de interacao dos sistemas com modelos membranares

Para avaliar a potencial interacéo por fusao dos sistemas produzidos com as membranas
celulares, foram realizados ensaios de interacao dos sistemas com modelos membranares. Esta
interacao foi avaliada com recurso ao processo de FRET, de modo a concluir quanto ao
comportamento dos sistemas quando se encontram em contacto com células. Para este estudo
foram utilizados GUVs (Giant Unilamellar Vesicles) de lecitina de soja com uma concentracao del0
: M. A lecitina de soja apresenta uma massa molar média de 776 g-mol* e a estrutura molecular

do seu componente principal, esta representada na figura 4.11.
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Figura 4.11 - Estrutura molecular da lecitina de soja

A preparacao destas vesiculas é realizada a partir da evaporacdo, com corrente de azoto,
da quantidade adequada de solucao de lecitina de soja preparada em THF (20 mM) e posterior
hidratacao com 40 pL de agua, formando-se um filme lipidico. O filme lipidico foi incubado durante

30 minutos a cerca de 45 °C. Passados os 30 minutos, adicionou-se 5 mL solucao de glucose a

49



0,1 M e a solucdo resultante foi novamente incubada a 37 °C durante 2 horas. Passadas as 2h, a
solucéo foi centrifugada durante 30 minutos a 12000 rotacdes por minuto, de modo a eliminar

agregados moleculares de pequenas dimensoes s, ',

CAPITULO V: Resultados e Discussao

Ao longo deste capitulo serdo apresentados os varios resultados obtidos ao longo do
desenvolvimento deste trabalho. Estes resultados serdo acompanhados da respetiva discussao.
Serdo aqui apresentados os resultados referente a caracterizacao realizada das nanoparticulas,
bem como dos ensaios realizados de forma a verificar as propriedades e potencialidade dos
sistemas produzidos. Serdo também aqui apresentados e discutidos os resultados referentes aos
compostos antitumorais utilizados, bem como da incorporacao destes nos nanossistemas e a

interacao destes ultimos com GUVs.
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5.1. Caracterizacao das nanoparticulas magnéticas

Como ja referido, no presente estudo foram preparadas nanoparticulas magnéticas de

ferrite de manganés (MnFe,0,) e ferrite de niquel (NiFe,0,).

5.1.1. Analises de XRD das nanoparticulas magnéticas

As analises de XRD permitiram a confirmacao da sintese das nanoparticulas de ferrite de
manganés e de ferrite de niquel, sendo, para estas ultimas, o processo de calcina¢ado necessario
a obtencao de nanoparticulas numa fase cristalina. Nas figuras 5.1, 5.2 e 5.3, estdo expostos 0s
difratogramas das varias nanoparticulas preparadas, com o correspondente ajuste pelo programa
Match!, onde é possivel verificar a presenca de todos os picos caracteristicos de uma fase cristalina
pura de ferrite de manganés e de ferrite de niquel de estrutura em espinela, marcados pelos seus
indices de Miller. Os difratogramas, para além dos picos caracteristicos, apresentam alguns picos

um pouco mais alargados, podendo estes estar associados a fatores instrumentais 7.

- —
L = IBE n = =

Figura 5.1 - Difratogramas de XRD obtidos para as ferrites de manganés. (10x)
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Figura 5.3 - Difratogramas de XRD obtidos para as ferrites de niquel.

Através das medicoes de XRD e posterior analise com o programa adequado, foi também
possivel proceder-se a determinacao da quantidade de MnFe,0, e NiFe,0, em percentagem.

Os tamanhos das cristalites foram calculados através da equacado de Scherrer e
encontram-se resumidos na tabela 5.1. Importante referir que esta equacéo, apesar de ser cada
vez mais comum na literatura para a determinacao dos tamanhos, apresenta algumas limitacoes,
pois esta depende de uma série de parametros de controlo dificil, tais como a morfologia do cristal

e homogeneidade da amostra. Desta forma, esta analise deve ser acompanhada de analises

complementares.
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Uma vez que houve uma pequena alteracao do processo de sintese original, tendo havido
um scale up de 5 vezes (designadas “5x”) e 10 vezes “10x” para as nanoparticulas de ferrite de
manganés, foi relevante comparar estes resultados com resultados obtidos pelo método original
ja publicado. ¥

Os difratogramas representados nas figuras 2.1., 2.2. e 2.3., referentes as nanoparticulas
de ferrites de manganés 10x, 5x e ferrites de niquel apresentam picos idénticos, sendo que estes
se encontram a 18°, 30°, 35°, 43°,53°, 56° e 62°. Estes valores sao ja conhecidos da literatura
s @ pode-se verificar que, neste caso, o processo de scale-up nao altera a localizacdo dos picos,

tanto para as de 5x como para as de 10x.

Tabela 5.1 - Tabela-Resumo dos tamanhos de MnFe,0, e NiFe,0,, calculados através da equacdo de Scherrer.

Ferrites 20 Diametro (nm)
NiFe.O, 35,21 7,6
MnFe.0, (5x) 35,11 27,8
MnFe,0, (10x) 352 34,7

De forma a corroborar estes resultados, seria necessaria uma analise complementar;
comumente utiliza-se a microscopia eletrénica de transmissao (TEM). Devido a alguns problemas
laboratoriais, ndo foi possivel a realizacdo desta andlise durante o decorrer do trabalho
desenvolvido. No entanto, esta analise ja tinha sido anteriormente realizada no contexto de outro
projeto de investigacao ', ». Nesse trabalho, foram obtidas nanoparticulas de ferrite de manganés
com tamanhos na ordem das dezenas de nandmetros, com uma distribuicdo de tamanho de 26+7
nm. Estes resultados corroboram os tamanhos obtidos através da analise de XRD neste trabalho,
de 27 e 35 nm.

Quanto as nanoparticulas de ferrite de niquel, estas apresentam didmetros na ordem de
uma dezena de nanémetros, com uma distribuicao de tamanhos de 11+5 nm. Este resultado esta

aproximadamente de acordo com o valor estimado por XRD neste trabalho, que foi de 7,57 nm.

5.1.2. Espetros de Absorcao UV-Visivel

As nanoparticulas foram também caracterizadas através de espetroscopia UV-Visivel. A
Figura 5.4. mostra o espetro de absorcao UV-visivel das nanoparticulas de ferrite de manganés (5x
e 10 x) e de ferrites de niquel sintetizadas. A importancia da absorcdo em relacdo a difusao de
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luz depende nao apenas do tamanho das NPs, mas também da sua forma, composicao e meio

em que se encontram.
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Figura 5.4. - Espetro de absorcao das nanoparticulas magnéticas de MnFe,O, (5x, 10x) e de NiFe,0,

Os espetros de absorcao no UV-Visivel das ferrites sintetizadas permitiram a determinacao do
hiato de energia através da construcao de um grafico de tipo 7auc plot, correspondente a equacao

14.

(ahv)" « (hv — Eg) equacao 14

onde a corresponde ao coeficiente de absorcao que é proporcional a absorvancia, n é um
expoente dependente da natureza da transicao, sendo que n=2 para um material semicondutor
direto e n=1/2 para um semicondutor indireto. O valor de E, é o hiato de energia.

Para o caso das nanoparticulas de ferrite de manganés (5x e 10x), apenas foi possivel
obter uma relacao linear quando n=1/2 (Figura 5.5 e 5.6), sendo que este tipo de ferrites
apresentam um comportamento de um semicondutor indireto. Isso ja foi relatado por Rafique e
colaboradores ', que reportaram um bandgap de 0,98 eV, um valor similar aos calculados neste

trabalho, de 0,78 eV (MnFe,0,- 5x) e 0,93 eV (MnFe,0,-10x).
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Figura 5.5 - Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de manganés (5x). Inserido: espetro de absorcdo UV-
Visivel das nanoparticulas dispersas em agua.
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Figura 5.6 - Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de manganés (10x). Inserido: espetro de absorcao UV-
Visivel das nanoparticulas dispersas em agua.
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Figura 5.7 - Grafico de 7auc para as nanoparticulas de ferrite de niquel. Inserido: espetro de absorcao UV-Visivel das
nanoparticulas dispersas em agua

Para o caso das nanoparticulas de ferrite de niquel, também foi possivel obter uma relacao
linear apenas para n=1/2 (Figura 5.7), sendo que este tipo de ferrites apresentam um
comportamento de um semicondutor indireto. Este resultado ja foi anteriormente relatado por por
Markus Meinert e colaboradores, que reportaram um bandgap de 1,53 eV, um valor semelhante

ao calculado neste trabalho, de 1,09 eV 1,

5.1.3. Propriedades magnéticas

As nanoparticulas produzidas sdo de interesse por apresentarem um comportamento
superparamagnético, conforme descrito em 11,1, Assim, verificou-se uma resposta rapida dos dois
tipos de nanoparticulas quando colocadas na presenca de um magneto, como se pode ver na

Figura 5.8 (“campo magnético externo”).

Figura. 5.8 - Comportamento das nanoparticulas na presenca de um campo magnético a) NiFe,0., b) MnFe,0,
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Observando as dimensdes das nanoparticulas (tabela 5.1), podemos dizer que estas se
encontram abaixo do diametro critico necessario para apresentarem um comportamento
superparamagnético (50nm). Dado alguns problemas externos durante o periodo de
desenvolvimento laboratorial deste projeto, ndo foi possivel a realizacdo destes ensaios, o que nao
permitiu concluir com total certeza quanto as propriedades magnéticas das nanoparticulas. No
entanto, através de resultados anteriores ja publicados da literatura, é possivel afirmar que estas

apresentam comportamento superparamagnético [111,108].

5.2. Nanoparticulas de ouro — Selecado do método de sintese

Preparados os dois tipos de ferrites, seguiu-se com a preparacao das nanoparticulas de
ouro para posterior funcionalizacdo, de modo a obter as nanoparticulas hibridas.

Inicialmente, foi proposta a sintese de nanoparticulas de ouro pelo método de Martin 12,
dado este ser um método de sintese rapida e de se obter uma solucao aquosa de nanoparticulas
de ouro com a superficie livre de ligandos apenas electrostaticamente pela adsorcdo de ides.
Preparadas estas nanoparticulas, procedeu-se ao processo de funcionalizacdo, onde se juntou as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com CDI e cisteamina, diretamente com as de
nanoparticulas de ouro pelo método de Martin.

Finalizado o processo de funcionalizacdo, procedeu-se a analise das nanoparticulas
obtidas através de espetroscopia UV-Visivel, onde era esperado obter nanoparticulas com uma
resposta magnética e que apresentassem uma banda plasmonica referente as nanoparticulas de

ouro. Este resultado encontra-se representado na Figura 5.9.
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Figura 5.9 - Nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro (Martin Methoad)
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Observando a figura 5.9, é possivel ver uma ligeira banda na zona caracteristica das
nanoparticulas de ouro (520-580nm), um pouco alargada e pouco definida. Este resultado
mostrou-se pouco satisfatorio, uma vez que a banda nao esta muito bem formada e apresenta
uma absorvancia muito baixa, para além de que nado foi satisfatéria a resposta magnética das
nanoparticulas obtidas nesta tentativa inicial. Este procedimento foi também excluido visto o
processo realizado ndo ser reprodutivel, sendo que esta falta de reprodutibilidade pode ser
justificada pelo facto de as nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo método de Martin
apresentarem alguma instabilidade.

Numa tentativa de melhorar este processo, e jogar um pouco com a instabilidade deste
tipo de nanoparticulas, tentou-se adicionar cloreto de sédio (NaCl) com o objetivo de precipitar as
nanoparticulas de ouro em solucdo, e verificar se algumas delas apresentavam resposta a um
campo magnético externo aplicado, sendo esse resultado indicativo de um possivel acoplamento.
Tal nao aconteceu, o que levou a uma nova alteracao no processo de sintese das nanoparticulas
de ouro.

Essa alteracdo baseou-se na realizacdo de um processo de transferéncia de fase descrito
na literatura. A estabilidade de particulas carregadas em solucdes aquosas € um dos parametros
mais estudado para este tipo de nanoparticulas, pois uma boa estabilidade garante uma maior
aplicabilidade. Este fator depende do equilibrio das forcas atrativas e de repulsao eletrostatica e
de van der Waals entre as particulas carregadas 2. Assim, torna-se obvio que a adicao de ides
pode diminuir a repulsao eletrostatica e provocar a agregacao de nanoparticulas. No entanto, em
meios organicos, normalmente sao as repulsdes estereoquimicas entre as moléculas organicas
que protegem a superficie do ouro e que assim impedem a agregacdo das nanoparticulas e é

geralmente assumido que essas dispersdes sdo estaveis contra o fendémeno de agregacao .
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Foi o que se tentou realizar, procedendo-se a uma transferéncia de fase, em que as
nanoparticulas de ouro que estavam em fase aquosa passaram para cloroférmio. Esta

transferéncia encontra-se representada na figura 5.10. O método encontra-se descrito em =,

Figura 5.10 - Processo de transferéncia de fase da solucdo aquosa de nanoparticulas de ouro preparadas pelo método
de Martin. a) Solucdo aquosa de ouro de cor rubi e solucao de cloroférmio com Octadecilamina (ODA); b) Solucdo de
ouro em cloroférmio de cor escura e agua apds transferéncia de fase.

Esta nova solucéo de nanoparticulas, agora em cloroférmio, foi entao utilizada e realizou
se uma nova funcionalizacdo. Neste caso, apos a separacao das nanoparticulas para cloroférmico
com ODA evaporou-se o cloroférmio e adicionou-se etanol, observou-se que a solucao de ouro,
apos adicao de etanol ficou ligeiramente mais clara e um pouco turva. Esta solucédo de ouro foi
adicionada as nanoparticulas magnéticas previamente funcionalizadas com CDI e cisteamina,
também em etanol. Finalizado o acoplamento procedeu-se ao isolamento das nanoparticulas
hibridas da solucdo, onde se fez sucessivas centrifugacdes na tentativa de sedimentar as mesmas,
de forma a facilitar a decantacdo magnética. Observou-se que, apods algumas centrifugacdes as
nanoparticulas nao respondiam ao campo magnético aplicado (magneto). Este resultado pode ser
justificado por uma possivel elevada associacdo de nanoparticulas de ouro que levou a perda de
magnetizacao das nanoparticulas. Nao deixou de ser um resultado interessante possivel de
explorar, no entanto, como era de interesse manter as propriedades magnéticas procedeu-se com

outra tentativa. O resultado obtido para este processo encontra-se representado na figura 5.11.
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Figura. 5.11. Espetro de absorcdo de nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com uma solucdo

nanoparticulas de ouro preparadas pelo método de Martin, apos o processo de transferéncia de fase.

O resultado representado na figura 5.11. é indicativo de uma possivel agregacdo das
nanoparticulas de ouro, visto que se obtém uma banda crescente com o aumento de comprimento
de onda e no é notoria qualquer banda na zona caracteristica do plasmao de ouro. E possivel
que a utilizacao de ODA em excesso, tenha originado possiveis alteracoes do meio, nomeadamente
pH o que tera originado uma possivel agregacao.

Dado este resultado, e de acordo com o reportado na literatura 2 , inferiu-se que, uma
vez tendo nanoparticulas de ouro em cloroférmio, e sendo estas mais estaveis que em agua, seria
de manter este processo de transferéncia de fase. No entanto, seria pertinente tentar proteger
estas nanoparticulas, de forma a garantir uma maior estabilidade. Assim, realizou-se um
revestimento com GTMA (sal de tetrametilamoénio de glutationa). O processo baseou-se numa
tfroca do agente de revestimento' das nanoparticulas, e envolveu a substituicdo do ODA por
agentes bifuncionais (GTMA), que possuem uma porcdo de ancoragem a superficie para se ligar
a superficie inorganica das nanoparticulas de ouro em cloroférmio, e um grupo final hidrofilico
oposto (por exemplo, carboxilato para alcancar a solubilidade em agua).

A transferéncia direta de nanoparticulas de ouro estabilizadas com ODA em cloroformio
para agua (ao misturar estas com uma solucdo aquosa de GTMA), ndo foi bem sucedida. As
particulas sofreram agregacao na interface entre o cloroférmio e a 4gua, em vez de se transferirem
para a fase aquosa. Como a troca entre ODA e GTMA s poderia ocorrer na interface entre o
cloroformio e a agua, pensou-se que a falha poderia ter sido causada devido a um possivel mau
contato entre as duas fases, devido a falta de solubilidade mutua, resultado esse também obtido

por Yifeng Weie colaboradores em .

60



Assim, optou-se por usar o mesmo método utilizado por estes investigadores, onde se
utilizou uma solucao de GTMA em metanol em vez de agua, pois 0 metanol e o cloroférmio séao
solventes misciveis. A adicao gota a gota de GTMA em metanol levou a precipitacdo das
nanoparticulas de ouro, o que é indicativo de que o ODA sofreu uma deslocacao pelo GTMA. Uma
adicdo em excesso de GTMA em metanol leva a um aumento de polaridade, o que permite que a
troca de agentes seja completa.

Realizada esta “protecao”, foi feita uma nova funcionalizacdo, onde se obteve o espetro
representado na figura 5.12. A funcionalizacdo, para este caso comecou pelo isolamento das
nanoparticulas de ouro que precipitaram, foi removido o solvente e estas nanoparticulas de ouro
foram secas na estufa para posterior utilizacdo. As nanoparticulas magnéticas foram
funcionalizadas com CDI e cisteamina em metanol. Realizada esta funcionalizacdo procedeu-se ao
acoplamento onde a solucdo seca de nanoparticulas de ouro foi dispersa em metanol e adicionada

as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com CDI e cisteamina.
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Figura 5.12 - Nanoparticulas de Ferrite de Manganés decoradas com nanoparticulas de ouro, com estas protegidas

com GTMA.

Analisando o espetro representado na figura 5.12, é notéria a banda plasmonica
caracteristica das nanoparticulas de ouro (520-580nm). Este resultado também se mostrou
satisfatorio, pois quando comparado com o resultado representado na figura 5.11, observa-se uma
banda plasménica mais bem definida. Este resultado, contudo, apresenta de igual modo uma
absorvancia baixa, indicativa de baixa concentracdo de ouro. Através deste resultado e com recurso

a literatura, surgiu-se outro método de sintese de nanoparticulas de ouro, o método de Brust
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Schiffrin. *. Neste método, as nanoparticulas de ouro sintetizadas encontram-se em tolueno e
apresentam uma camada protetora de grupos (fetraoctylammonium bromide). Este método
mostrou-se interessante, uma vez que as nanoparticulas de ouro obtidas apresentam mais
estabilidade devido aos grupos presentes, o que permite um maior manuseamento destes, pois
sd0 mais resistentes a mudancas externas (pH, temperatura, meio envolvente). O método de
sintese encontra-se descrito na seccao 4.2. Sintetizadas as nanoparticulas de ouro com recurso a
este método, procedeu-se ao acoplamento destas com as nanoparticulas magnéticas de modo
analogo ao utilizados para as nanoparticulas de Au estabilizadas por ODA em cloroférmio, tendo-

se obtido o espetro representado na figura 5.13.
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Figura 5.13 - Nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo método

de Brust Schiffrin.

Dado o tempo despendido na procura do melhor método de sintese das nanoparticulas
de ouro e com base na qualidade dos resultados obtidos, bem como na reprodutibilidade dos
mesmos, optou-se por selecionar o método de Brust Schifrin para a sintese de nanoparticulas de
ouro. Apos esta selecao, seguiu-se com o acoplamento das nanoparticulas de ouro as

nanoparticulas de ferrite de niquel, resultado esse apresentado na seccdo 5.3.1.

5.3. Caracterizacao das nanoparticulas de ouro (Brust Shiffrin Methoa)

Apds se ter selecionado o método de sintese de nanoparticulas de ouro (Figura 5.14),
estas foram também caracterizadas por espetroscopia de absorcdo UV-Visivel. Na figura 5.15,

apresentam-se os espetros de absorcao das nanoparticulas de ouro com diferentes concentracdes.
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Figura 5.14 - Solucdo das nanoparticulas de ouro preparadas pelo método de Brust Schiffrin.

— Nps de Ouro [0,66 mM]
----- Nps de Ouro [0,33 mM]
o84 ~ Nps de Ouro [0,15 mM]

Absorvancia
o
N
1

o
N
1

o
o

300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 5.15 - Espetro de absorcéo de solucdes de nanoparticulas de ouro, preparadas pelo método de Brust Schiffrin

de diferentes concentracoes.

Pelos espetros das nanoparticulas de ouro, representados na figura 5.15, observa-se que
estas nanoparticulas apresentam uma banda plasmdnica onde é visivel a presenca das bandas
caracteristicos das nanoparticulas de ouro esféricas (520-540 nm). Assim, conclui-se que as
nanoparticulas apresentam forma esférica e diametro entre os 2 e 0s 6 nm . E também visivel
que a intensidade da banda do plasméo ¢ proporcional & sua concentracéo. E importante salientar
que estas nanoparticulas, em diferentes meios, podem sofrer processos de agregacao. O processo

de agregacao pode também ser observado através dos espetros de absorcado, visto que uma
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agregacao origina um alargamento da banda plasmonica para a zona do vermelho (red shify, que

pode, em alguns casos, desaparecer.

5.3.1. Espetros de absorcao no UV-Visivel

De forma a verificar a ligacao das nanoparticulas de ouro as nanoparticulas magnéticas,
recorreu-se a técnica de espetroscopia de absorcdo UV-Visivel. Na figura 5.16 apresentam-se 0s
espetros de absorcédo das varias nanoparticulas decoradas com nanoparticulas de ouro.

A figura 5.16 mostra os espetros das nanoparticulas de MnFe,0,, e de NiFe,0,apds o

processo de funcionalizacdo e acoplamento com ouro.
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Figura 5.16 - Espetros de absorcdo das nanoparticulas decoradas com nanoparticulas de ouro.

Para este tipo de nanoparticulas preparadas, & notorio um desvio do plasmao
caracteristico do ouro para comprimentos de onda superiores (580-600 nm). Este comportamento
pode significar uma maior aproximacdo entre as particulas de ouro, uma possivel agregacao ou

uma camada de ouro espessa [118, 119].

5.3.2. Monitorizacdo do crescimento da camada de ouro com hidroxilamina e

nanoparticulas de ouro

Como ja foi referido na seccdo 4.5, o processo de crescimento do ouro nas nanoparticulas
de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro e nas nanoparticulas de ferrite de
niquel decoradas com nanoparticulas de ouro, por acao da hidroxilamina, foi monitorizado através
de espetroscopia UV-Visivel. Esta monitorizacao permitiu observar o aumento da banda plasmonica
relativa ao ouro ao longo do tempo, apos a adicdo de hidroxilamina, ides de ouro e nanoparticulas

magnéticas decoradas com nanoparticulas de ouro.
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Os graficos representados nas figuras 5.17 e 5.18 mostram esse crescimento, bem como
um controlo onde apenas esta presente ouro e hidroxilamina, € em que nao se observa o0 aumento
do plasmao referente ao ouro, para as nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com
nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de ferrite de niquel decoradas com nanoparticulas de

ouro, respetivamente.
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Figura 5.17 - Monitorizacao do crescimento das nanoparticulas de ouro em torno das nanoparticulas magnéticas de

MnFe,0,decoradas com nanoparticulas de ouro, por acdo da hidroxilamina.
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Figura. 5.18 - Monitorizacdo do crescimento das nanoparticulas de ouro em torno das nanoparticulas magnéticas de

NiFe,0.decoradas com ouro por acao da hidroxilamina

Realizado este crescimento, as nanoparticulas obtidas foram também caracterizadas por

espetroscopia de absorcao UV-Visivel. Os espetros obtidos encontram se na figura 5.19.

Nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe ,0,/Au Nanoparticulas nacleo/coroa de NiFe ,0,/Au

0.40+ 0.16 4

0.354 /N

0.304

Absorvancia
rvancia
o
=
5
1

Abso

0.124
0.254

T T 1 T T
400 500 600 700 400 500 600 700

% (hm) A (nm)

Figura 5.19 — Espetros de absorcdo das nanoparticulas nucleo/coroa.

Comparando estes resultados com os resultados obtidos para as nanoparticulas
decoradas, observa-se um alargamento de ambas as bandas plasmdnicas referentes ao ouro. Este
alargamento podera dever-se ao facto de, neste tipo de nanoparticulas (core-shel), as
nanoparticulas de ouro estarem em forma de coroa. Este desvio da banda plasmonica do ouro foi
de igual modo observado por Umut e colaboradores para nanoparticulas de nucleo de ferrite e

coroa de ouro.

5.4. Ensaios de Irradiacao e de Temperatura

De forma a tirar conclusdes quanto ao comportamento dos sistemas produzidos em relacao
a variacoes de tempo de irradiacéo, foram realizados ensaios em que se avaliou 0 comportamento
dos diferentes sistemas em funcdo da temperatura e também ensaios de irradiacdo, onde o
sistema completo foi irradiado com luz durante um determinado tempo. Esta monitorizacado foi
realizada com recurso ao espetrofluorimetro SPEX 320 Fluorolog® 2.

Para isso, foram realizados 5 testes diferentes:

a) Sistemas completos (magnetolipossomas compostos por nanoparticulas hibridas) -

Ensaio de irradiacao
b) Sistemas completos (magnetolipossomas compostos por nanoparticulas hibridas) -

Ensaio de temperatura
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c) Sistemas na auséncia de ouro (magnetolipossomas compostos por nanoparticulas
magnéticas) - Ensaio de irradiacao.

d) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas, marcados com
rodamina) - Ensaio de Temperatura

e) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas marcados) -

Ensaio de irradiacao.

Nos ensaios a); c) e e) foram medidos os espetros de fluorescéncia da rodamina em funcdo
do tempo de irradiacdo, enquanto nos ensaios b) e d), foram medidos os espetros de fluorescéncia
em funcao do aumento de temperatura. Estes foram realizados com o objetivo de compreender o
comportamento dos sistemas quando ha um aumento gradual de temperatura e comparar estes
resultados com os ensaios de irradiacdo, bem como perceber as diferencas na presenca e na
auséncia de nanoparticulas magnéticas, e ainda compreender qual o efeito plasmonico que o ouro

oferece a estes sistemas.
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a) Sistemas completos (magnetolipossomas compostos por nanoparticulas hibridas) -

Ensaio de irradiacao

As varias nanoparticulas sintetizadas foram cobertas por uma camada de DOPE marcado
com rodamina e uma camada de DOPG numa razao de 1:4. Apos esta preparacdo, todos os
sistemas foram submetidos a ensaios de irradiacdo. Nas condicdes do ensaio, ja expostas na
seccao 4.10.1., foi registada a intensidade de fluorescéncia da rodamina ao longo do tempo de
irradiacao. Foi também registada a o aumento da temperatura da solucdo ao longo do tempo de
irradiacdo, sendo que a temperatura das solucdes variou em média 3 graus.

0 ouro, ao sofrer excitacao, pode levar a alguns comportamentos caracteristicos deste tipo
de materiais:

e Um aquecimento local induzido pelo ouro, que se propagara ao longo da solucdo por
difusao de calor e que, por sua vez, ird originar uma inibicao da fluorescéncia da rodamina
através do aumento da eficacia dos processos nao radiativos de desexcitacao;

e Um aumento do rendimento quantico de fluorescéncia da rodamina por efeito
plasmonico, correspondente ao aumento do campo elétrico na vizinhanca das particulas
de ouro;

e Existir a possibilidade de ocorrer a inibicdo da fluorescéncia da rodamina por
transferéncia de energia eletronica ou transferéncia de eletrdo a partir da rodamina
excitada, caso esteja perto da superficie de ouro (a menos de 10 nm), ndo implicando
este processo a excitacdo do ouro.

Na figura 5.20 estao presentes os graficos referentes aos espetros de fluorescéncia da
rodamina presente nos quatro tipos de magnetolipossomas para os diferentes determinados
tempos de irradiacdo. E notério que nos quatro tipos de SMLs hd uma diminuicao da intensidade
de fluorescéncia ao longo do tempo de irradiacao. De forma a ser mais percetivel esta analise, a
partir destes espetros de fluorescéncia tirou-se 0 maximo de intensidade de fluorescéncia para
cada espetro e converteu-se estes valores em percentagem da intensidade de fluorescéncia da
rodamina em funcéo do tempo, quando irradiados com luz de comprimento de onda superior a

600 nm. Obtiveram se assim os graficos representados na figura 5.21.
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Figura 5.20 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina dos diferentes sistemas preparados ao longo do tempo de

irradiacao. Aem=540 nm
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da rodamina em funcéo do tempo de irradiacao.
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Observa-se que, em todos os tipos de nanoparticulas, se verifica uma diminuicdo da
percentagem da intensidade de fluorescéncia da rodamina ao longo do tempo de irradiacéo, sendo
esta diminuicdo mais visivel nas nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O,/Au. Por esse motivo,
como forma de comparacao, foram escolhidos os dois sistemas compostos pelas nanoparticulas

de ferrite de manganés para posteriores ensaios com a incorporacdo de potenciais farmacos.

b) Sistemas completos (Magnetolipossomas compostos por nanoparticulas hibridas) -

Ensaios de temperatura

De forma a verificar o efeito da irradiacao nos sistemas sintetizados (SMLs), estes foram
submetidos a ensaios onde apenas se alterou a temperatura ao longo do tempo. Pretendia-se
observar o comportamento dos SMLs quando aplicadas temperaturas crescentes. Verificou-se,
pelos graficos da figura 5.22, que, com o aumento da temperatura, ha uma diminuicdo do espetro
de fluorescéncia da rodamina em todos os sistemas, o que era de esperar, pois ha um aumento
dos processos nao radiativos colisionais. Este ensaio serviu para verificar que, com o efeito da
temperatura, ocorre uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da rodamina e, quando
comparado com 0s ensaios de irradiacao, o comportamento € idéntico. Isto indica que, com a
irradiacao, ha um aumento de temperatura local, que leva a uma diminuicdo no espetro de

fluorescéncia. Este ensaio pode assim dizer-se que funcionou como controlo positivo.
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Figura 5.22 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em fungdo da temperatura dos SMLs - Controlo Positivo

Aexc=540 nm

Como referido, verifica-se que, em todos os sistemas, ocorre uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia referente a rodamina ao longo do aumento da temperatura. Desta
forma, quando se comparam estes resultados com os ensaios de irradiacao (onde se verifica essa
mesma diminuicdo apenas com a incidéncia de luz), obtém-se a indicacdo de que o ouro é
responsavel pelo aumento da temperatura local, que é confirmado através da diminuicao da
intensidade de fluorescéncia.

A partir deste grafico, e através da equacdo de Arrhenius, é possivel determinar a

temperatura obtida através de cada ensaio de irradiacao.

Eq
k. = k,ert equacédo 15
K = Ae_i_? equacao 16

Onde k., é constante de velocidade dos processos nao radiativos; k, é constante pré-exponencial;

E. é a Energia de ativacao, R ¢ a constante dos gases perfeitos e T é a temperatura em K.

Uma vez que:

— k1 gk equacéo 17
kp+kny OF kr

Or

e usando como referéncia o rendimento quantico de fluorescéncia a temperatura ambiente tem

Se

OF _ 30 — g0 kur equacio 18
Q)F F F kF

ou seja:

If 0 _ 40 knr equacio 19
E_(DF_(DFR_ q (;

em que Ir representa a intensidade de fluorescéncia a um dado comprimento de onda.
Assim, chega-se a que:

If _ @0 0ko ,-72 equacio 20
- Q)F = Q)F_ e RT quac
Ig kp
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Considerando, como primeira aproximacdo, que o rendimento quantico de fluorescéncia da

rodamina junto a superficie do ouro é pequeno sera:

0 ko

12 _Ea .
L~ Qp-—=2 e rr equacao 19

. - 12 . 1 , _
assim, a representacao de Ln I—F em funcao de p devera ser linear.
F

Os graficos da razao de intensidades de fluorescéncia em funcao da temperatura foram

convertidos em graficos do inverso da temperatura em funcao de Ln (%). Os resultados para os

quatro tipos de nanoparticulas estao resumidos na figura 5.23 onde esta representado Ln (%)

em funcao de 1/T. Os resultadas representados na figura 5.21 foram convertidos na temperatura

local obtida, estes resultados encontram-se sintetizados na tabela 5.2.

72



MnFe,O, decoradas com ouro Nanoparticulas ntcleo/coroa MnFe ,0,/Au

0.20A 0.08-
0.15- 0.06- o
[ iy :
) . <
é 0.104 L 0.044
5 5 .
0.054 ° 0.024
0.00 T T T T 1 0.00 T T T T 1
0.030 0.035 0.040 0.045 0.050 0.055 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
T T

NiFe,0, decoradas com ouro Nanoparticulas nucleo/coroa NiFe ,0,4/Au

0.201 0.49 .
L]
0.15 _ 0.3
[ m
<o . IO .
L 0.10- & 024 . .
5 . 5
0.054 0.1
0.00 T T T T ] 0.0 T T T T 1
000 00l 002 003 004 005 0.025 0.030 0.035 0.040 0.045 0.050
uT uT

Figura 5.23 —Logaritmo da razéo entre a intensidade de fluorescéncia no tempo zero e a intensidade de fluorescéncia em diferentes

tempos em funcéo do inverso da temperatura.

Tabela 5.2 - Temperatura obtida nos diferentes sistemas sintetizados através dos ensaios de irradiacao

Au-MnFe,04 Au-MnFe, 04 Au-NiFe, 04 Au-NiFe, 04

Decoradas Nucleo/coroa Decoradas Nucleo/coroa

Temperatura (°C)

20,3 21,7 23,2 19,8
22,03 259 29,63 25,0
23,09 29,52 37,9 26,5
23,90 48,52 52,36 28,5
27,21 52,15 53,26 33,9
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Analisando a tabela 5.2, observa-se que em todos os sistemas ocorre um aumento de
temperatura bastante significativo, sendo este mais acentuado nos sistemas compostos por

nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,O./Au e nanoparticulas decoradas de NiFe,0.-Au.

c) Sistemas na auséncia de ouro (nanoparticulas magnéticas incorporadas nos lipossomas)

- Ensaio de Irradiacao

Como ja referido, o ouro apresenta um efeito plasmdnico 2 e tem sido ultimamente
investigado em ensaios de fototerapia. Desta forma, e com o objetivo de concluir quando ao efeito
do ouro, o comportamento dos sistemas preparados foi avaliado na auséncia de ouro. Na figura
5.24 esta exposto o comportamento dos SMLs compostos por nanoparticulas de ferrite de
manganés e dos SMLs compostos por ferrites de niquel, ambos na auséncia de ouro, quando

sofrem irradiacao.
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Figura 5.24 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina (%) em funcao do tempo de irradiacdo para os sistemas

compostos por nanoparticulas de ferrite de manganés e por nanoparticulas de ferrite de niquel - Controlo negativo
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Observa-se que, no caso dos SMLs baseados em nanoparticulas de ferrite de manganés,
a intensidade de fluorescéncia da rodamina mantém-se praticamente constante, o que prova
(quando se compara 0 mesmo ensaio na presenca do ouro) que o efeito plasmonico do ouro
provoca 0 aumento da temperatura do sistema, visivel através da diminuicao da intensidade de
fluorescéncia da rodamina. Quanto aos sistemas compostos por nanoparticulas de niquel, observa-
se um aumento ao longo do tempo. Este resultado € inesperado e, uma vez que ndo ocorrem
variacdes da forma do espectro (figura 5.25), poder-se-a dever a um afastamento da rodamina
(Rh) da superficie das particulas de NiFe,0, com um consequente aumento do seu rendimento
quantico de fluorescéncia. Isto podera ocorrer por um enfraguecimento fotoinduzido da possivel
interacao do grupo NH existente na sonda Rh-DOPE (ver estrutura na tabela 4.5) e os atomos de

Ni da ferrite.
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Figura 5.25 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcado do tempo de irradiacdo para os sistemas

compostos por nanoparticulas de ferrite de niquel

d) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas marcados com rodamina)

- Ensaio de Temperatura

Por fim, prepararam-se também lipossomas (marcados com rodamina) na auséncia de
nanoparticulas, de forma a concluir quanto ao efeito das nanoparticulas, nomeadamente a nivel
de irradiacao. Na figura 5.26, estdo representados os resultados relativos aos ensaios de

temperatura realizados apenas com os lipossomas marcados com rodamina.
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Figura 5.26 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcao da temperatura dos sistemas, compostos apenas
por lipossomas marcados com rodamina e respetiva representacado do logaritmo da razdo entre a intensidade de
fluorescéncia no tempo zero e a intensidade de fluorescéncia em diferentes tempos em funcdo do inverso da
temperatura.

Observa-se que, com o aumento da temperatura, a intensidade de fluorescéncia da rodamina
diminui, o que ¢ justificado pelo aumento da eficiéncia dos processos ndo radiativos. Sendo a
curva semelhante ao obtido para os SMLs. Conclui-se que, na gama de temperaturas em estudo,
ndo ocorrem variacdes significativas da camada lipidica que afetem a emisséo de fluorescéncia

do Rh-DOPE.
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e) Sistemas na auséncia de nanoparticulas (apenas os lipossomas marcados com rodamina)

- Ensaio de Irradiacao
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Figura 5.27 - Intensidade de fluorescéncia da rodamina em funcao do tempo de irradiacdo dos sistemas compostos
apenas por lipossomas marcados com rodamina.

Nestes ensaios (figura 5.27), verifica-se que a irradiacdo, por si s, ndo tem qualquer efeito
na intensidade de fluorescéncia da rodamina, o que corrobora os resultados obtidos nos ensaios
de irradiacdo na presenca das nanoparticulas hibridas, pois as alteracdes espetrais observadas

nesses estudos sao devido a presenca destas.

5.5. Estudo fotofisico dos compostos em varios solventes

0 estudo fotofisico dos compostos antitumorais em diferentes solventes é de extrema
importancia, pois permite determinar a afinidade dos compostos para meios polares e apolares,
por exemplo. Deste modo, numa fase inicial, as propriedades de absorcéo e fluorescéncia dos
compostos estudados foram avaliadas em varios solventes com diferentes caracteristicas. As
figuras 5.28 e 5.29 mostram os espectros de absorcdo dos compostos estudados em varios

solventes.
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Figura 5.28 - Espetros de absorvancia do composto 1 em solucao (10° M) em varios solventes.
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Figura 5.29 - Espetros de absorvancia do composto 2 em solucao (10° M) em varios solventes.

A partir dos espetros de absorcdo dos compostos em diferentes solventes, é possivel
verificar que os compostos apresentam um comportamento semelhante em termos de absorcao
nos varios solventes. Observa-se que o composto 1 absorve entre os 320 e os 400 nm, sendo o
comprimento de onda maximo a cerca de 370 nm, enquanto o composto 2 absorve entre os 320
e 0s 450 nm onde o comprimento de onda maximo se encontra na zona dos 420 nm. Para os
ensaios de fluorescéncia, os estudos foram realizados utilizando estes comprimentos de onda para
a excitacao dos compostos.

Nas figuras 5.30 e 5.31 estao representados os espetros de fluorescéncia dos compostos

1 e 2 respetivamente.
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Figura 5.30- Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 1 em solucdo (1x10< M) em acetato de etilo,

acetonitrilo, cloroférmio e etanol.
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Figura 5.31 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 2 em solucdo (1x10< M) em acetato de etilo,

acetonitrilo, cloroférmio e etanol.

Tabela 5.3 - Comprimentos de onda méximo de absorcao (Aabs) € emissdo (Aem), coeficiente de absorcdo molar (g)

para os compostos 1 e 2 nos varios solventes.

Solvente Aabs /nm ((¢/ M*cm?) Aem (Nnm)
Composto 1 Composto 2 Composto 1 Composto 2
Cloroférmio 369 (1,44x10°%) 403 (1,70x10°) 425 523
Acetato de Etilo 364 (1,41x10% 405 (1,18x10°) 427 532
Etanol 365 (1,48x10°%) 404 (1,06x10°) 430 581
Acetonitrilo 363 (1,42x10°%) 403 (1,13x10°) 428 568
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Analisando os espetros de fluorescéncia dos compostos, é possivel verificar, pela analise
das figuras, que ambos apresentam emissao de fluorescéncia significativa, independentemente
da sua polaridade e da sua capacidade, ou nao, de estabelecer ligacdes de hidrogénio. No entanto,
nenhum dos compostos apresenta emissao de fluorescéncia em agua, apresentando ainda muito
baixa solubilidade neste solvente. Um comportamento semelhante em agua ja foi reportado em

estudos fotofisicos de outros derivados de tienopiridinas 2.

5.6. Caracterizacao dos magnetolipossomas solidos

Ao longo deste subcapitulo serdo discutidos os resultados obtidos referente a prova de
sintese dos magnetolipossomas soélidos, a caracterizacao destes através de TEM e a interacao dos

sistemas produzidos com modelos de membranas biolégicas (GUVSs).

5.6.1. Prova da formacéo da bicamada lipidica

Para provar a formacao da dupla camada lipidica nos magnetolipossomas solidos, recorreu-se
a técnica de FRET. Para este ensaio, os magnetolipossomas soélidos foram preparados com o lipido
DOPG e nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas de ouro. De forma
a conseguir provar a formacdo da bicamada, cada camada lipidica foi marcada com sondas
fluorescentes, sendo estas a rodamina do lipido marcado Rh-DOPE, funcionando como doador de
energia, e o corante Nile Blue como aceitador de energia. Na figura 5.32 ¢ possivel verificar uma
sobreposicado espetral significativa entre a emissdo da rodamina e a absorcao do Nile Blue, sendo

espectavel um eficiente processo de FRET entre as duas moléculas.

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0.1 /\\_—____/

0 -

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Mnm)

—— Absorc¢éo: Nile blue

Emissdo: Rodamina

Intensidade de fluoresccéncia ou
absorvancia normalizadas

Figura 5.32 - Sobreposicao espetral entre a emissao da rodamina e a absorcdo do Nile Blue.
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De forma a conseguir comparar os espetros de fluorescéncia, os SMLs foram preparados
contendo so6 a sonda Nile Blue (Figura 5.33), s6 com a sonda Rh-DOPE e com ambas as sondas,
sendo que o Nile Blue ira marcar a primeira camada e a Rh-DOPE ira marcar a segunda camada
(Figura 5.34). Uma vez que o Nile blue é sollvel em agua é importante salientar a forma de
preparacao dos diferentes sistemas para a realizacao deste estudo. O sistema marcado apenas
com rodamina foi realizado como ja explicado anteriormente, apds preparadas as nanoparticulas
hibridas estas foram inicialmente funcionalizadas com ODA em etanol, posteriormente fez se uma
mistura lipidica com Rh-DOPE e DOPG (4:1) em etanol, onde de seguida se misturou as duas
solucdes. Feita a mistura procedeu-se com a evaporacdo do solvente (formacdo de um filme
lipidico) e posterior adicdo de agua, sob agitacdo e forma a promover a organizacdo das moléculas
dos lipidos.

Para o caso do sistema apenas marcado com Nile blue o procedimento a seguir foi o seguinte,
preparadas as nanoparticulas hibridas fez se de igual modo a funcionalizacao inicial destas com
ODA, neste primeiro passo foi adicionado em simultaneo Nile blue, em etanol. O grupo NH,
presente nesta sonda permitira a adsorcdo quimica desta na superficie de ouro, o que vai permitir
a marcacdo do ODA. Feita esta adicao inicial procedeu-se a adicdo de DOPG também em etanol.
Procedeu-se a evaporacao do solvente e posterior adicdo de agua, sob agitacao, de modo a dar se
a formacao do SML marcado com Nile Blue.

Por fim, para o sistema composto pelas duas sondas o procedimento foi uma mistura de
ambos 0s processos anteriormente expostos. Fez se primeiro a adicdo as nanoparticulas hibridas
do ODA e Nile blue em etanol, onde de seguida, foi adicionada uma mistura lipidica de Rh-DOPE
e DOPG, também em etanol. A esta mistura, como para as anteriores, fez se a evaporacdo do

solvente e posterior adicao de agua.

: /:N: t
~TNF 0 NH,
) o
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Figura 5.33 - Estrutura quimica da sonda Nile Blue
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Figura 5.34 — Espetros de fluorescéncia (Aexc=540 nm, excitacao direta da Rodamina) dos SMLs marcados com Nie
Blue e/ou Rh-DOPE, na primeira e segunda camada, respetivamente.

No caso de ocorrer a formacao dos SMLs, quando excitamos apenas a molécula doadora
(Rodamina) ocorre transferéncia de energia entre a rodamina e o Mie Blue, devido a proximidade
de ambos. Como se verifica pela Figura 5.34, os SMLs marcados sé com Rodamina apresentam
a banda tipica da emissao de fluorescéncia desta, enquanto os que contém apenas a sonda Mie
Blue apresentam emissao desprezavel, dado se estar a excitar num comprimento de onda onde o
Nile Blue praticamente nao absorve. Contudo, é possivel observar, para os SMLs marcados com
ambas as sondas, uma diminuicdo acentuada da banda de emissdo da Rodamina e o
aparecimento da banda de emissao do Nike Blue, proximo dos 630 nm, sendo isto resultado da
transferéncia de energia das moléculas doadoras excitadas para as moléculas aceitadoras .
Desta forma, é possivel afirmar a existéncia de FRET, confirmando-se a formacao da dupla camada
lipidica nos magnetolipossomas.

Confirmada a ocorréncia do processo de FRET, procedeu-se ao calculo da distancia entre

as duas moléculas dadoras e aceitadoras (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 - Eficiéncia de FRET (®rreT), Raio de Forster (Ro) e distancia doador-aceitador (r) do ensaio de formacao

da dupla camada lipidica em magnetolipossomas soélidos (SMLs).

Prrer Ry (nm) r (nm)

SMLs com NPs de 0,68 3,16 2,10
MnFe.0, decoradas com

NPs de Au

82



Diferentes autores referem, para a membrana celular, espessuras que podem variar entre
0s 7 e 0s 9 nm » para o caso de bicamadas moleculares. Assim, pode concluir-se que as
moléculas doadoras e aceitadoras utilizadas encontram-se, respetivamente, na primeira e na
segunda camada lipidica, envolvendo as diferentes nanoparticulas sintetizadas. E, assim, possivel
confirmar a formacado da dupla camada lipidica, para os SMLs contendo nanoparticulas de
MnFe,O. decoradas com nanoparticulas de ouro.

A distancia obtida foi bem mais pequena que as valores esperados/conhecidos para a
espessura da dupla camada. Este valor pode ser justificado pelas cargas apresentadas pela sonda
Nile Blue e pela rodamina, pois podera ter ocorrido uma atracao electroestatica entre estas que
podera ter aproximado as duas sondas, dando assim origem a um valor pequeno. Para além disso,
este resultado podera também ser explicado com base no método de preparacdo dos sistemas,
uma vez que o rearranjo dos lipidos quando é adicionada agua na fase final do processo de

preparacao nao € possivel de controlar.

5.6.2. Caraterizacao dos SMLs por Difusdo Dinamica de Luz (DLS)

Os magnetolipossomas sélidos foram também caracterizados com recurso a técnica de
DLS. Foram feitas analises aos sistemas compostos por nanoparticulas de ferrite de manganés
decoradas com nanoparticulas de ouro, bem como sistemas compostos por nanoparticulas
magneéticas nucleo/coroa de MnFe,0./Au. Os valores obtidos encontram-se resumidos na tabela
5.5. Estes resultados estdo em concordancia com valores comumente obtidos para sistemas deste
tipo. No entanto, os valores de polidispersividade (PDI) encontram-se um pouco elevados, o que
limita a confianca nos tamanhos obtidos por esta técnica. Estes valores elevados de PDI podem
ser indicativos da presenca de alguns agregados de nanoparticulas ou de algumas poeiras em

solucao.
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Tabela 5.5 - Resultados de DLS obtidos para os dois tipos de magnetolipossomas solidos compostos por
nanoparticulas de ferrite de manganés e ouro.

Diametro PDI
médio + DP
(nm)

Nanoparticulas de MnFe,0, decoradas 117,5+0,3 0,36
com nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas nicleo/coroa de 303,6+0,3 0,598
MnFe.0./Au

5.6.3. Caracterizacdo dos magnetolipossomas soélidos através de TEM

Na figura 5.35 estdo representadas imagens de microscopia eletronica de transmissao
dos magnetolipossomas baseados em nanoparticulas de ferrite de manganés decoradas com
nanoparticulas de ouro e magnetolipossomas soélidos compostos por nanoparticulas nucleo/coroa
(nucleo de MnFe,0, e coroa de ouro). Através da analise das mesmas, & possivel verificar o
tamanho reduzido dos nanossistemas produzidos, inferior a 200 nm, sendo assim adequados para
aplicacbes biomédicas.

Nao se pode concluir quanto ao tamanho das particulas pois estas medidas sao todas de

SMLs e ndo das nanoparticulas isoladas.

Figura 5.35 - Imagens de TEM de magnetolipossomas solidos: a) contendo nanoparticulas magnéticas decoradas
com nanoparticulas de ouro; b) contendo nanoparticulas nucleo/coroa de MnFe,0./Au.
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5.6.4. Ensaios de interacdo dos SMLs com modelos de membranas

De forma a verificar a possibilidade de interacao dos SMLs com as membranas celulares,
foram realizados diversos ensaios envolvendo os magnetolipossomas solidos (SMLs) contendo as
diferentes nanoparticulas sintetizadas e modelos de membranas bioldgicas (GUVs - vesiculas
unilamelares gigantes).

Para estes estudos, foram inicialmente realizados ensaios de FRET, em que se pretendia
ver se, apos fusao com os GUVs, a eficiéncia de FRET diminui por aumenta da distancia média
entre aceitante e doador. Mas verificou-se que, apos adicao dos GUVs, ocorria um aumento de
fluorescéncia de ambas as sondas (doadores os compostos 1 e 2 e aceitadores a sonda NBD e
Rodamina respetivamente), nao permitindo confirmar a fusdo dos SMLs com os GUVs existéncia.
Este aumento da intensidade de emisséo, que ocorre apdés a fusao com os modelos membranares,
pode ser explicado um efeito de wnguenching (diminuicdo do efeito de inibicdo de fluorescéncia
inicialmente causada pelo cluster de nanoparticulas dos SMLs) ¢, Isto porque, apds a fusdo com
0s modelos de membrana, a distancia entre o cluster de nanoparticulas e as sondas fluorescentes

ira ser maior, levando a um aumento da intensidade de fluorescéncia destas (Figura 5.36).

Composto 1

-+ SMLs+H,0
— SMLs+GUVs

Intensidade de Fluorescéncia

800

Composto 2

- SMLs+H20
— SMLS + GUVs

Intensidade de Fluorescéncia

500 600 700 800

Figura 5.36 - Espetros de fluorescéncia dos magnetolipossomas solidos baseados em DOPG antes e ap6s a interacao
com os GUVs, baseados em lecitina de soja (1x10: M). Para estes ensaios foram usadas as sondas NBD e rodamina
como aceitadores e os compostos 1 e 2 como dadores respetivamente.
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5.6.5. Estudos de anisotropia dos compostos em magnetolipossomas

Uma vez que a anisotropia de fluorescéncia é dependente da microviscosidade do meio
em que a molécula fluorescente esta inserida, a localizacdo dos compostos antitumorais nos
magnetolipossomas foi estudada por anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario (r).

Estas medidas foram adquiridas através da obtencdo de espetros de fluorescéncia com
recurso a polarizadores. As medidas foram obtidas a temperatura ambiente, em que o lipido
DOPG, constituinte dos SMLs, ja se encontra na fase liquido-cristalina (fase fluida). Valores de
anisotropia num solvente muito viscoso (glicerol) foram obtidos para comparacao. Os valores de

anisotropia dos compostos em magnetolipossomas encontram-se na tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Valores de anisotropia de fluorescéncia (r) dos compostos e valores de comprimentos de onda maximos
dos compostos em SMLs a 25 °C. Valores de anisotropia de fluorescéncia dos farmacos em glicerol a 25 °C para

comparacao

Composto 1 Composto 2

T R Aem T° R Aem
(C) (C)
SMLs 25 0071 431 25 0,115 489

Glicerol 25 0,301 440 25 0,284 567

O glicerol ¢ um liquido que apresenta uma viscosidade de 993.4 cP a 25 °C, enquanto as
membranas lipidicas apresentam uma viscosidade inferior, entre 100 a 200 cP =, 2, Com base
nestes valores de viscosidade, é de esperar que 0s valores de anisotropia em SMLs dos compostos
1 e 2 sejam inferiores aos obtidos em glicerol, o que se verifica. O valor de anisotropia mais elevado
do composto 2 em SMLs pode indicar que este composto se localiza mais proximo das cabecas
polares dos lipidos, pois a microviscosidade da membrana lipidica diminui desde a regiao mais
exterior (onde é menos fluida) para o interior da mesma (regido mais fluida). No geral, os resultados

obtidos indicam que os farmacos se localizam maioritariamente na bicamada lipidica dos SMLs.
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CAPITULO VI - Conclusdes e perspetivas futuras

Ao longo do desenvolvimento deste projeto, foi possivel sintetizar e caracterizar quatro

tipos de nanoparticulas magnéticas contendo ferrite de manganés ou ferrite de niquel e ouro:

Nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro;

Nanoparticulas magnéticas, nucleo/coroea, com nucleo de ferrite de manganés e
coroa de ouro;

Nanoparticulas magnéticas de ferrite de niquel decoradas com nanoparticulas
plasmonicas de ouro;

Nanoparticulas magnéticas, nucleo/coroa, com nucleo de ferrite de niquel e coroa
de ouro.

Procedeu-se depois a incorporacdo destes quatro tipos de nanoparticulas em lipossomas
sélidos, por cobertura das particulas com bicamadas lipidicas. Estes magnetolipossomas sofreram
ensaios de irradiacao, tendo se concluido que os sistemas compostos por nanoparticulas
magnéticas de ferrite de manganés (nucleo/coroa) foram os que apresentaram melhores
resultados de aquecimento local (maior aumento de temperatura ao longo do tempo de irradiacao,
sendo estes sistemas utilizados para incorporacdo de dois novos potenciais farmacos antitumorais,
derivados de tienopiridina. Os estudos fotofisico realizados permitiram concluir que ocorre a
formacao da bicamada lipidica nos magnetolipossomas soélidos (ensaios de FRET), bem como a
incorporacao dos compostos antitumorais nos SMLs (medidas de fluorescéncia). Ensaios de FRET
ndo se revelaram conclusivos pois a prova da fusdo ocorreu através de um efeito combinado de
uma diminuicdo da eficiéncia de FRET com “unquenching” das nanoparticulas.
Desenvolvimentos futuros do trabalho apresentado nesta dissertacdo poderdo envolver:

e FEstudos de interacdao dos restantes magnetolipossomas soélidos com modelos de
membrana (GUVs), assim como a incorporacdo dos compostos antitumorais nos mesmos;

e Avaliacdo por SQUID das propriedades magnéticas das nanoparticulas e dos
magnetolipossomas produzidos;

e Teste da atividade dos magnetolipossomas com compostos antitumorais encapsulados
em linhas celulares tumorais humanas, com e sem recurso a um campo magnético
alternado;

e (Caracterizacdo estrutural das nanoparticulas produzidas por TEM ou, preferencialmente,
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HR-TEM;

Caracterizacao por Cryo-TEM ou Cryo-SEM e DLS dos magnetolipossomas produzidos;
Funcionalizacao dos diferentes magnetolipossomas, com recurso a PEG-ilacéo e uso de
marcadores especificos (por exemplo, folato ou transferrina), para direcionamento
especifico a células tumorais;

Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes nanoparticulas produzidas e dos

magnetolipossomas.
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