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RESUMO

O cancro representa uma luta constante na sua prevencédo e um equilibrio entre
o bem estar do paciente e a toxicidade dos tratamentos, hoje, aplicados. As terapias
convencionais carregam consigo uma enorme carga emocional, psicolégica e fisica sem
garantias de tratamento efetivo. Alternativas como o transporte direcionado de
sistemas carregados com farmacos e terapias combinadas, como a combinacao entre

quimioterapia e hipertermia, tém levantado grande interesse na biomedicina.

Nesta tese, foram desenvolvidos magnetolipossomas sélidos (SMLs) para
aplicacdo em terapia dual do cancro (quimioterapia e hipertermia). O seu
desenvolvimento contempla a sintese de nanoparticulas de ferrites de manganés
(MnFe204) do tipo flor através da adicao de polissacéaridos, carboximetil-dextrano e
melamina, definidas como A e B, respetivamente. As nanoparticulas obtidas foram
caracterizadas estruturalmente através das técnicas de XRD e SEM e a caracterizagcao
magnética foi efetuada por SQUID. As nanoparticulas em flor que apresentaram
melhores propriedades magnéticas foram as sintetizadas através da adicdo de

melamina, observando-se uma magnetizacao de saturacao de 6,16 emu/g.

O composto usado neste trabalho é uma molécula fluorescente, um derivado de
tienopiridina (JR-333) com propriedades antitumorais promissoras. Através de
medidas de anisotropia de fluorescéncia, concluiu-se acerca da sua localizacdo quando
encapsulado em SMLs. A fusao entre os SMLs e os modelos de membranas celulares,

corroborou a interacao entre ambos.

Ademais, foi analisada a libertacao do composto JR-333 em SMLs baseados nas
nanoparticulas B, na auséncia e presenca de um campo magnético externo. Verificou-
se um ligeiro aumento da taxa de libertagdo quando aplicado o campo, revelando que

estes sistemas sdo promissores para uma libertagdo controlada do composto JR-333.



ABSTRACT

Cancer represents a constant fight for its prevention and a balance between the
patient's well-being and the toxicity of treatments. The current therapies are associated
with enormous emotional, psychological, and physical challenges and do not assure an
effective treatment. Alternatives such as transport of drug-loaded systems to target sites
and combination therapies, as chemotherapy combined with hyperthermia, have gain

great interest in biomedicine.

In this thesis, solid magnetoliposomes (SMLs) were developed for application in
dual cancer therapy (chemotherapy and hyperthermia). Its development contemplates
a synthesis of flower-like manganese ferrites (MnFe204) nanoparticles, through the
addition of polysaccharides, carboxymethyl-dextran and melamine, defined as A and B,
respectively. The obtained nanoparticles were structurally characterized using XRD and
SEM techniques and the magnetic characterization was performed by SQUID. The best
nanoparticles that matched magnetic properties with flower structure were the ones
synthesized by melamine addition, presenting a saturation magnetization of 6.16

emu/g.

The compound used in this work is a fluorescent molecule, a thienopyridine-
derived fluorescent drug (JR-333), with promising antitumor properties. The
fluorescence anisotropy measurements allowed to conclude about its location when
encapsulated into SMLs. The fusion between SMLs and cell membrane models

corroborated an interaction between these two systems.

Furthermore, the release of the compound JR-333 from SMLs based on
nanoparticles B, in the absence and presence of an external magnetic field, was
evaluated. A slight increase in the release rate was observed in the presence of the
magnetic field, indicating that this system is promising for a controlled release of
compound JR-333.
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1. Introducgéao

1.1 O cancro

Segundo a Agéncia Internacional de Investigagcédo do cancro, em 2018 houve 18,1
milhdes de novos casos cancro e quase 10 milhdes de mortes relacionadas com a
doenca. Estima-se que uma em cada 6 mortes é devida ao cancro (1). A realidade desta
doenca e 0 peso da mesma no dia-a-dia da sociedade podem ser alteradas com a sua

prevencao precoce e tratamento mais eficaz, através da nanomedicina.

A formacdo de um tumor envolve tanto o crescimento celular descontrolado
como também a desregulacao de diversos processos fisiolégicos. Um tecido normal
consegue manter um equilibrio entre a divisdo e a morte celular, o que possibilita a
manutencdo da funcdo do tecido. Nos tumores este equilibrio ndo se verifica, o que
impede a regulacao dos mecanismos de controlo e faz com que a sua proliferacao seja
exacerbada e a morte celular reduzida (2). Este fenémeno pode afetar qualquer parte
do corpo e, muitas vezes, o crescimento descontrolado das células invade os tecidos
circundantes, metastizando para locais mais distantes (3). A metastizacdo é um dos
grandes obstaculos da terapia cancerigena. Em muitos casos, o diagnéstico da doenca
peca por tardio, com véarias metastases identificadas no organismo. Nesta realidade,
os tratamentos sao ainda mais limitados e a cirurgia é uma opgdao rara. A esperanca do
paciente é gravemente afetada pelas estatisticas que indicam que, para todos os tipos
de cancro, apenas um em cada cinco paciente com metéastases, sobrevive mais do que

cinco anos (4).

O desenvolvimento de tumores esté associado ndo sé a fatores individuais, como
a idade, o sexo e a heranca genética, mas também a fatores comportamentais e
ambientais (5). Dentro dos fatores ambientais, destacam-se a poluicao e a exposicao a
radiagao ultravioleta (UV). A primeira engloba agentes carcinogénicos quimicos, que
aumentam a probabilidade de desenvolvimento de cancro a medida que passam o0s
anos de exposicao (por exemplo, produtos resultantes da combustao dos
combustiveis), enquanto a segunda pertence a um conjunto de radiagdes prejudiciais
para o ser humano. Tanto as radiacdes UV como os raios X constituem fontes para a
lesdo direta do genoma, originando mutacgdes (figura 1.1), ou inibicao das defesas que

podem levar a formacao de tumores (6).
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Figura 1.1 - llustracdo do processo de desenvolvimento de um tumor.

A terapéutica convencional para o tratamento do cancro baseia-se
essencialmente na remocdo do tumor ou na sua destruicdo, incluindo técnicas como
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A cirurgia é aconselhada quando o tumor estéa
confinado num local e nédo se encontrando disseminado. A radioterapia é uma técnica
terapéutica usada principalmente quando o tumor ja se encontra localmente infiltrado
e baseia-se na irradiacdo com raios X ou gama no tumor. A quimioterapia é utilizada
quando o tumor ja se encontra disseminado e os farmacos utilizados tém como funcao
impedir a divisdo celular. Tanto a radioterapia como a quimioterapia atingem néo sé6
células cancerigenas, mas também as restantes células saudaveis (7,8). Além disso, os
métodos convencionais apresentam eficacia limitada, altos niveis de citotoxicidade e
varios efeitos secundéarios indesejados. Ademais, a natureza da patologia implica
hipéteses elevadas de reincidéncia, estando associada a tumores mais agressivos e
resistentes a terapéutica (9,10). A escolha do tratamento vai depender do local no
organismo onde a doenca estéa presente, da fase evolutiva da mesma e do grau do

tumor.

z

A terapia dual do cancro é o objetivo da aplicagdo dos nanosistemas desenvolvidos
nesta tese, e foca-se tanto na quimioterapia, através do transporte de um novo
composto antitumoral, JR-333, ao local de interesse como na hipertermia magnética

possibilitada pelas caracteristicas magnéticas dos nanotransportadores.

1.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia combina a ciéncia com a engenharia, no desenvolvimento,
caracterizacao e aplicacdo de materiais e estruturas em dimensdes na ordem dos
nanémetros, com dimensGes muito préximas do tamanho subcelular
(1- 1000nm) [11- 13]. Numa perspetiva medicinal e fisiolégica, os materiais ou as

estruturas, sdo sintetizadas com o intuito de interagir com os tecidos celulares,



permitindo a conexdo da tecnologia com as infraestruturas biolégicas, outrora
inalcancéaveis. Os materiais e consequentes sistemas desenvolvidos na area da
nanotecnologia podem ter aplicacbes em areas como a medicina e a fisiologia. As suas
dimensdes possibilitam interaces ao nivel celular e/ou subcelular com elevada
especificidade (13).

Ao nivel da nanomedicina, o desenvolvimento da nanotecnologia pode significar
um grande avanco numa pandplia de aplicacdes terapéuticas. Entre os produtos
nanotecnolégicos clinicamente aprovados, os conjugados de lipossomas com farmacos
sdo uma classe dominante. Estes produtos impulsionam a eficacia dos compostos
terapéuticos, permitem diminuir as dosagens utilizadas, em alguns casos, aumentar o

tempo de vida de circulagao (14).

Através da nanotecnologia, existe um leque de estratégias que podem ser

abordadas, tais como (14):

e Transporte a escala molecular, através de:
o Melhoria no transporte de farmacos pouco sollveis em agua;
o Transporte direcionado de farmacos para células ou tecidos especificos;
o Entrega de farmacos até locais de acao intracelulares;
o Co-entrega de dois ou mais farmacos para terapia combinada;
e Transcitose (mecanismos de transporte molecular como a endocitose e
exocitose) de farmacos através de barreiras epiteliais e endoteliais estreitas;
e Terandstica através da agregacao da capacidade terapéutica dos sistemas com
a visualizagao dos locais alvo destes, em imagiologia;

e Observacao em tempo real da eficacia /n vivo do agente terapéutico.

Sistemas baseados em nanoparticulas magnéticas podem ser aplicados na
biomedicina e mudar o panorama atual nesta area. As suas propriedades oferecem
vantagens sobre os métodos terapéuticos moleculares convencionais na interacdo e
transporte biolégico (15). Sistemas baseados em nanoparticulas magnéticas sao
constantemente documentados e enaltecidos como ferramentas promissoras na
imagiologia e no transporte direcionado de farmacos. No que diz respeito a entrega
controlada de farmacos, estes nanosistemas potenciam a acao terapéutica dos mesmos
através da sua libertacao localizada nos tecidos alvo, evitando acdes enzimaticas do

meio para com o composto ativo. Quando inserido no organismo, a protecao quimica e
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fisica do sistema a resposta imunolégica aumentam a viabilidade do sistema em
circulacao (16). A versatilidade das modificagcdes possiveis neste tipo de nanoparticulas
permite a elaboracao de estruturas multifuncionais que, depois de produzidas, mantém
a solubilidade e as propriedades coloidais determinantes para a sua aplicacdo em
ambientes organicos complexos. A producao destas nanoparticulas, em laboratério, é
possivel com variacdes na sua composicao, revestimento da superficie e nas formas de

funcionalizacao (15).

Na area da aplicacdo de nanotecnologia com propésitos terapéuticos os
sistemas consequentes da mesma podem ser agrupados em quatro grupos:
transportadores virais, compostos organicos catiénicos, proteinas recombinantes e
nanoparticulas inorganicas (16). O tema desta tese foca-se em sistemas lipidicos

baseados em nanoparticulas inorganicas (magnetolipossomas).

1.3 Nanomedicina

A Nanomedicina engloba o estudo de abordagens de base nanotecnolégica para
aplicacao na prevencao, diagnéstico e tratamento de doencas. Para tal, esta ciéncia
foca-se no conhecimento e percecao dos processos fisiopatolégicos. Nesta area, o
grande objetivo é a manipulacdo de nanomateriais de modo a obter nanoestruturas com
a mesma dimensdo de biomoléculas para a interacao com tecidos humanos evitando
as barreiras imunolégicas (17). Estes nanomateriais superam a medicina convencional,
devido ao grande potencial na conducao preferencial de uma ou vérias substancias
ativas a locais de interesse ultrapassando o problema da falta de seletividade das
terapéuticas atuais. Outras vantagens incluem a combinacdo de farmacos no ataque a
células cancerigenas, a visualizagcao de tumores através de técnicas inovadoras, o
aumento do tempo de circulacdo do farmaco no organismo e a libertacdo controlada
do composto antitumoral (18). Os lipossomas, sao um exemplo da aplicacao da
nanotecnologia, como nanovetores injetaveis para o tratamento de cancro da mama
metastico através de nanoparticulas proteicas que contém pacl/itaxel, tendo sido

demonstrado a catalisacao da insercao do farmaco (4,11,19).

Quando se consideram nanosistemas para transporte de farmacos, existem
varios aspetos a considerar. De acordo com a sua aplicacao terapéutica, o nanoproduto
em desenvolvimento deve ser otimizado tendo em conta a dosagem provavel, a via de

administracao e frequéncia de administracdo (17).



A utilizacdo de lipossomas ativos, carregados com ferrites magnéticas
superparamagnéticas, podem ser guiada através de campos magnéticos externos, aos
locais de interesse terapéutico numa tentativa de combater o cancro e a sua

metastizacao (20,21).

1.4 Magnetolipossomas e as suas estruturas

Em 1960, foi estudada pela primeira vez a agregacgao controlada dos lipossomas
e proposto em 1970 como potenciais sistemas transportadores de farmacos (22). A
interacao de moléculas lipidicas anfifilicas com as moléculas de dgua provoca um
fenébmeno de auto organizacdo, originado pelas for¢cas hidrofébicas que obrigam a
segregacao das caudas hidrofébicas (23,24). Na interface agua-lipido sédo estabelecidas
pontes de hidrogénio entre as moléculas da agua e os grupos fosfato e carbono das
moléculas lipidicas. Este mecanismo é dependente da estrutura quimica do lipido e do
pH e forca i6nica do meio inserido. O contacto na interface faz com que as moléculas
de agua alinhem de acordo com o campo elétrico formado pelos grupos da cabeca polar
dos lipidos. Mesmo em lipidos zwitteri6bnicos, com carga neutra, observa-se tal
fenémeno onde as moléculas do meio encontram-se orientadas com os seus atomos de
hidrogénio direcionados para as cadeias alcalinas do lipido. A partir deste fenémeno de
auto organizacao, simples, intuitivo e de baixo custo energético que tira partido de
ligagdes fracas como as de hidrogénio e forgas de van der Waals, sao desenvolvidos
sistemas lipidicos com controlo no tamanho, forma e funcdo para o transporte

direcionado de compostos ativos (23,25,26).

Os magnetolipossomas (MLs), por sua vez, foram introduzidos em 1988, e a
partir dai tém sido alvo de grande estudo para vérias aplicacbes. Estes resultam do
encapsulamento de nanoparticulas magnéticas em lipossomas (27). Estas estruturas,
sao bastante promissoras pois conseguem preservar as propriedades das estruturas

encapsuladas, nomeadamente o magnetismo das nanoparticulas (27).

Veiculos biolégicos como os MLs devem albergar certos parametros que viabilizem a
sua aplicagao (14). Estes encontram-se representados em esquema para melhor

compreensao (figura 1.2).
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Figura 1.2 — Representacao esquematica dos parametros essenciais na viabilizacao de

veiculos biolégicos.
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O transporte de farmacos mediado por lipossomas é um método biomédico
promissor visto que possibilita a entrega controlada de farmaco num determinado
tecido ou células através de perturbacdo da camada lipidica, que podem ser
estimuladas externamente (28). Os beneficios destes nanotransportadores sao varios,

tais como:

e Encapsulamento estéavel e eficiente de farmacos;
e Solubilizagcédo de farmacos;

e Protecao dos farmacos contra a degradacao;

e Aumento da biocompatibilidade;

e Flexibilidade em composi¢cao e tamanho;

e Circulacao prolongada /n vivo.

Para uma melhor eficacia no transporte de farmacos, no que diz respeito ao
tamanho, os lipossomas podem ser divididos em: pequenos (20-50 nm), grandes (50-
100 nm) ou gigantes (10-100 ym) onde sdo abreviadas por SUVs (do inglés, small
unilamellar vesicles), LUVs (do inglés, /arge unilamellar vesicles) e GUVs (do inglés,
giant unilamellar vesicles), respetivamente (29). Os constituintes dos lipossomas

enfrentam o desafio de manutengdao das suas caracteristicas fisico quimicas, em



circulacao, excetuando no momento de libertacao do farmaco. Para tal, podem ser
usados lipidos cuja composi¢cdo permite variagbes na permeabilidade da membrana,

em funcdo de estimulos externos como temperatura e/ou pH (22).

Uma vez no organismo, os MLs podem ser conduzidos até ao local de interesse
através da interacdo fisica de um gradiente de campo magnético externo e o cluster de
nanoparticulas (NPs) encapsulado no sistema lipidico. Assim, o transporte de farmacos
(encapsulados nos MLs) até ao local de interesse, sob acdo de um campo magnético, é
uma abordagem terapéutica de elevado potencial como estratégia de combate a
doencas como o cancro (16). Além disto, na presenca de um campo magnético
alternado as NPs podem gerar calor e provocar um aumento local da temperatura,
originando o fendmeno de hipertermia, que culmina no sobre aquecimento dos tecidos
e células (28).

Neste trabalho, foram sintetizados magnetolipossomas do tipo sélido (SMLs).
Este tipo de estrutura consiste num cluster de nanoparticulas de ferrite de manganés
de tipo flor rodeado de uma bicamada lipidica (figura 1.3). Espera-se que esta ofereca
melhores resultados em processos de transporte molecular mediado por magnetismo
e no fenédmeno de hipertermia ligado as caracteristicas das NPs nele inserido. Estes
pontos influenciaram a escolha do tipo de MLs sintetizados pois ndo sé preservam como

potenciam as caracteristicas das NPs utilizadas.

Cluster de nanoparticulas

Figura 1.3 - llustracdo de um magnetolipossoma sélido (SML).

1.4.1 Lipossomas

Foi em 1965 que se deu o primeiro passo no estudo da aplicacdo de lipossomas
como transportadores biolégicos de compostos. Bangham A., verificou que a formacgao

de bicamadas constituidas por moléculas anfifilicas, em &gua, era um fenémeno



espontaneo e a utilizacao destes sistemas para encapsular farmacos comecou a receber

mais atencdo por parte da comunidade cientifica (30).

As bicamadas lipidicas que compdem as membranas biolégicas baseiam-se em
indmeras moléculas lipidicas anfifilicas que se auto-organizam devido a ligacbes
hidrofébicas e fenémenos eletrostaticos (29). As moléculas podem ser agrupadas pela
sua estrutura quimica em fosfolipidos, esfingolipidos e colesterol. Destes, os
fosfolipidos subagrupam-se ainda em fosfatildilcolina, fosfatidiletamina e

fosfatidilserina, dependendo do tipo de grupos hidrofilicos da cabeca polar (29,30).

Os fosfolipidos sao moléculas constituidas por cabeca hidrofilica e cauda
hidrofébica (figura 1.4) (30).

—» Grupo polar

—> Fosfato — Cabeca hidrofilica

— Caudas hidrofébicas

Figura 1.4 — Esquema representativo da composicao da camada lipidica do SML e dos

seus constituintes (fosfolipidos).

A cabeca do fosfolipido pode ser distinguida de acordo com a sua carga como catidnica,
aniénica ou neutra. Moléculas lipidicas que possuem a cabeca com carga positiva
permitem uma melhor ligagdo com as membranas celulares carregadas negativamente

e consequentemente uma taxa de incorporacao celular mais efetiva.

As caracteristicas fisico-quimicas dos fosfolipidos sao de extrema importéancia
nos mecanismos de libertacdo. Além da densidade de carga, a fluidez da membrana e
permeabilidade sao determinantes na interagdo com os tecidos alvo apés a aplicacéo

na corrente sistémica (24).

Dada a biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e
imunogenicidade dos lipidos, os lipossomas possuem o0s parametros ideais de um

6timo nanotransportador biolégico (31). Estes sao formados por moléculas anfifilicas



lipidicas naturais (fosfolipidos) ou sintéticas e podem ainda fazer parte deles

constituintes como colesterol e polimeros hidrofilicos (24).

Os lipossomas podem reagir a diferentes estimulos, como temperatura, sofrendo
alteracGes na permeabilidade e mobilidade da sua bicamada lipidica. Uma membrana
lipidica pode ter duas fases: liquida e gel. A primeira caracteriza-se pela cadeia lipidica
numa fase liquida cristalina com grande mobilidade lateral, enquanto que, na segunda,
acontece o oposto resultando numa membrana rigida, viscosa e organizada (22,25).
Pode-se definir a temperatura que separa estes dois estados fisicos como temperatura
de transicao (Tm). Lipossomas sensiveis a temperatura sao caracterizados por ter uma
Tm acima da temperatura corporal. Aqueles que possuirem o Tm a valores préximos
desta temperatura ndo conseguem manter a estrutura estavel até ao local de acao.
Desta maneira, a escolha dos lipidos para a composicao da bicamada lipidica é de
extrema importancia na aplicacao de nanotransportadores no organismo. Além disto, é
preciso ter em conta que o encapsulamento de compostos no sistema lipidico pode

provocar mudancas estruturais e alterar o ponto de transicdo de fase (32,33).

Neste trabalho, o lipido selecionado para a sintese dos SMLs foi o DPPC
(1,2- dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), um lipido zwitteriénico, com a férmula
quimica CaoHsoNOgP, abaixo representado na figura 1.5. Este lipido apresenta uma Tm

para uma bicamada lipidica de 41°C (33).
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Figura 1.5 — Representacao da estrutura quimica do lipido DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine).

1.4.2 Nanoparticulas

By

Para a aplicagcdao biolégica, as nanoparticulas a encapsular nos
magnetolipossomas séo exigidas caracteristicas que proporcionem efetividade ao
sistema quando aplicado. Desta maneira, a estabilidade quimica e a biocompatibilidade

das NPs sdo fundamentais na sua viabilidade enquanto parte integrante de um veiculo



biolégico, assim como as caracteristicas fisicas dependentes do tamanho, como o
grande réacio de superficie face ao volume e o confinamento bem como propriedades
magnéticas adequadas. Assim, as nano ferrites magnéticas sao boas candidatas. Este
tipo de ferrites magnéticas de metais de transicao (MFe204, M = Mn, Co, Ni, etc.)
possuem tipicamente estrutura em espinela (20,21,34), conforme apresentado na
figura 1.6. Estes materiais apresentam uma estrutura geral do tipo AB2O4, onde A e B
representam os sitios de catides tetraédricos e octaédricos respetivamente, e O o local
do aniao oxigénio (20,21,34) (figura 1.6).
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Figura 1.6 - Representacgao grafica da estrutura spinel das ferrites.

Na aplicagdo dos magnetolipossomas enquanto nanotransportadores de
farmacos com capacidade de direcionamento, as NPs sdo de extrema importancia pois
sao elas as responséaveis pela condugdao magnética dos magnetolipossomas em

circulacao.

x

O movimento de eletrdes a escala microscépica define as propriedades
magnéticas, convergindo num dipolo magnético. O dominio magnético de um material
ferromagnético consiste numa regidao em que todos os momentos magnéticos se
encontram alinhados numa mesma direcdo. A estrutura e a dimensao destes é
determinante no seu comportamento magnético em que, é estabelecido um valor
critico, abaixo do qual, passa a ser mais favoravel exibir apenas um dominio no

momento magnético (10,35).

As nanoparticulas de ferrite de manganés utilizadas neste projeto, sao materiais
com comportamento superparamagnético. Ou seja, através da aplicacao de um campo

magnético, os momentos magnéticos das particulas interagem com este e com as
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particulas vizinhas de maneira a ficarem alinhadas com o campo magnético aplicado
(10,36,37), dando origem a uma elevada magnetizacdo. No entanto, devido ao seu
caracter superparamagnético, quando o campo externo é removido as particulas
perdem toda a sua magnetizacao (figura 1.7). Esta particularidade permite que as
nanoparticulas magnéticas mantenham uma boa estabilidade coloidal e evitem a

aglomeracdo, caracteristicas essenciais para aplicacées biomédicas (36,37).

Particula Sem campo Com campo

magnético magnético

Figura 1.7 - llustracdo dos momentos magnéticos de nanoparticulas magnéticas na

presenca e auséncia de um campo magnético externo.

As ferrites de manganés j& demonstraram importancia em vérias aplicacdes
magnéticas como imagiologia, biossensores e transporte de farmacos. A sua alta
suscetibilidade magnética, biocompatibilidade e toxicidade baixa fazem das ferrites de
manganés uma escolha apropriada para a aplicagcao no direcionamento magnético de
farmacos (20,34).

Neste projeto, foram preparadas nanoparticulas de manganés com estrutura em multi-
ndcleo (MCNPs, do inglés multicore nanoparticles), tipo “flor”. As dimensdes tipicas
das particulas constituintes das MCNPs rondam os 10 nm, formando agregados de 20
a 80 nm (figura 1.8). Isto traduz-se numa magnetizacdo fraca (mais baixa que a das
particulas que constituem o agregado) e numa consequente baixa tendéncia para
formar aglomerados de maiores dimensdes, uma caracteristica importante para
aplicacbes médicas. Este tipo de nanoparticulas tém sido especialmente usadas em
aplicacdes baseadas em atracdao magnética, sejam elas biosseparacao ou
direcionamento de farmacos, e em perdas de energia magnética como na hipertermia.
Para uma melhor eficacia na entrega direcionada de farmacos, a area de superficie dos

magnetolipossomas pode ser funcionalizada (como por exemplo, magnetolipossomas
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marcados com PEG), que aliado a capacidade de direcionamento magnético das
particulas, permite uma maior resisténcia a opsonizacao. Estas particulas exibem o seu
potencial maximo na hipertermia, existindo estudos que o corroboram, demonstrando
que a geracao de calor das MCNPs é adequada para a terapia hipertérmica baseada na
aplicagao de campos magnéticos (38). Quando exposto a um AMF (do inglés alternating
magnetic field) as interacbes entre as particulas do nutcleo conferem um fenémeno de
histerese essencial na formacdo e manutencao de calor, contudo demonstram uma
remanescéncia muito baixa num campo zero, devido a orientacdo aleatéria dos

momentos magnéticos.

Figura 1.8 - Imagens TEM de nanoparticulas de tipo flor. Imagem original de [38].

1.4.3 Composto ativo

A par da evolucdo da nanotecnologia, tém surgido esforcos na industria
farmacéutica na procura e desenvolvimento de varios compostos promissores no

tratamento de muitas doencas.

O composto utilizado nesta tese resultou de um trabalho de investigacao do
Centro de Quimica da Universidade do Minho (CQ/UM) que incluiu a sintese e estudo
do potencial antitumoral de vérias moléculas ureia derivada de tienopiridinas. Os
derivados de tienopiridinas sao moléculas biologicamente ativas de bastante interesse,
uma vez que possuem diferentes potencialidades biolégicas, como antiangiogénicas
e/ou antitumorais (39,40). Dos varios compostos deste estudo, foi selecionado o que
apresentou melhores valores de inibicdo de crescimento em 509% (Glso) em quatro

linhas celulares tumorais, Hela (carcinoma cervical), MCF-7 (adenocarcinoma da
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mama), NCI-H460 (células de carcinoma do pulmao), HepG2 (carcinoma heptacelular)
e numa linha nao tumoral, PLP2 (células primarias de figado de porco) (tabela 1.1)
(40).0 composto selecionado para este projeto foi batizado de JR-333 (figura 1.9) e

tem um peso molecular de 279,32 g/mol.
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Figura 1.9 - Estrutura quimica do composto sintetizado JR-333 (m=279,32 g/mol) [40].

Este, através dos estudos de atividade anticancerigena, foi dos que apresentou
melhores valores de Glso em quatro linhas celulares tumorais, HelLa (carcinoma
cervical), MCF-7 (adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (células de carcinoma do
pulmao), HepG2 (carcinoma heptacelular) e mostrou menor toxicidade numa linha néo

tumoral, PLP2 (células primarias de figado de porco) (tabela 1.1) (40).

Tabela 1.1 - Valores de Glso (M) do composto JR-333 em quatro linhas celulares
tumorais. Estes correspondem a média £ SD de pelo menos trés experiéncias

independentes.

Hela MCF-7 NCI-H460 HepG2 PLP2

1299 £0.58 15.13+£0.59 1260+0.8 7.51+048 91.94+5.23

1.4.4 Magnetolipossomas na terapia do cancro

O encapsulamento de nanoparticulas magnéticas com estrutura em flor em
lipossomas tem elevado potencial para aplicagdo terapéutica no cancro. Devido a sua
composicao, estes magnetolipossomas podem ser usados numa abordagem de terapia
dual, através da entrega controlada de farmacos e, simultaneamente, hipertermia

magnética. Nesta abordagem, em primeiro lugar 0s magnetolipossomas séao
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conduzidos por um gradiente de campo magnético, sendo atraidos para o local
terapéutico alvo. De seguida, através da aplicacdo de um AMF, hd um aquecimento
local que por um lado faz com que temperatura de transicdo dos lipidos seja atingida,
ocorrendo a libertacao dos farmacos no local desejado. Por outro lado, ocorre o
sobreaquecimento das células tumorais (figura 1.10), que sendo mais sensiveis ao
aumento da temperatura do que as restantes células saudaveis sao atacadas de forma
seletiva (36). A eficiéncia das véarias nanoparticulas magnéticas em aplicagdes de
transporte de farmacos e hipertermia depende do seu comportamento quando
inseridas no organismo e este é dependente de propriedades como o tamanho médio,
anisotropia magnética (forma) e saturacdo magnética, e também a amplitude e

frequéncia do AMF.

A hipertermia magnética baseia-se na interacdo entre um campo AMF e as
nanoparticulas. Os fenémenos de producdo de calor ocorrem devido a perdas de

histerese, relaxamento de Néel e Browniano.

@ Nanoparticulas magnéticas

® Farmaco antitumoral

Figura 1.10 - Conducao de magnetolipossomas através de um campo magnético e
consequente libertagdo de farmaco antitumoral ap6s o aumento da temperatura local.

Imagem editada de [41].

Este dltimo define-se como o movimento e rotacbes aleatérias das nanoparticulas e
desempenha um papel fundamental na taxa de absorcéo especifica (SAR) das mesmas.
O valor de SAR é dependente da frequéncia do campo aplicado sendo originada uma
perda méaxima de poténcia a frequéncia de ressonancia, f = I{2zz), onde 7 é o0 tempo
de relaxacao efetivo (37). Quando as nanoparticulas magnéticas aplicadas tém uma

taxa de absorcao especifica (SAR) elevada, revelam-se excelentes materiais para
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hipertermia. Esta caracteristica é dependente do seu tamanho, forma, composicao,
interacao magnética, concentracdo e das caracteristicas do AMF. Este ultimo é
produzido por uma bobina e o campo magnético gerado atravessa os tecidos organicos,
perturbando tanto os saudéaveis como os cancerosos. Dado que as correntes produzidas
podem ser prejudiciais para tecidos saudaveis isto impde uma limitacdo a terapia
hipertérmica no que diz respeito a forca e frequéncia do AMF, apesar de que apenas é
esperado um aumento consideravel da temperatura nos locais em que as

nanoparticulas magnéticas (MNPs) estejam presentes (37).

No que diz respeito ao transporte direcionado de farmacos antitumorais, o
objetivo passa por aumentar a concentracado de farmaco no local alvo para atingir niveis
terapéuticos sem originar repercussfes nos tecidos vizinhos (41). Na presenca de um
gradiente de campo magnético, uma forca translacional vai atrair o complexo
lipidico/particula na sua direcdo, até a origem da forca magnética. Esta forca

magnética é dada pela seguinte equacao:
Fnag = (X; — Xl)VuioB(VB) (1.1)

onde B é o campo magnético; VB é o gradiente do campo; u, € uma constante; X, é a
suscetibilidade magnética da particula; X; é a suscetibilidade magnética do meio (que
é bastante mais pequena que X, e pode ser ignorada aquando em sistemas biolégicos)
(42).
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2. Técnicas de analise

2.1 Radiacao eletromagnética

A radiacdo eletromagnética pode-se entender como o fluxo de energia a
velocidade da luz no vacuo ou num meio material, na forma de ondas eletromagnéticas.
Estas, deslocam-se no meio, através de campos magnéticos e elétricos que sao
perpendiculares entre si e que se deslocam numa direcao perpendicular as duas
primeiras. A oscilacéo dos vetores campo magnético, B, e elétrico, E, esté representada
na figura 2.1. Esta relacao foi postulada pelo fisico James Clerk Maxwell, em 1873. Até

a data, pensava-se que estas duas forcas fossem independentes uma da outra (43,44).

A- comprimento de onda (distincia entre
duas cristas sucessivas)

\

" Velocidag, dayy
2

V —frequéncia (nimero de ciclos por segundo

que passam por um ponto fixo)

Figura 2.1- Representacao esquematica da oscilagao da radiacao eletromagnética.

Uma onda eletromagnética é caracterizada pela seu comprimento de onda,
velocidade de propagacao, amplitude e frequéncia. A frequéncia e o comprimento de

onda relacionam-se de acordo a seguinte equacao (2.1):
Av=c (2.1)
onde c é a velocidade da luz, v a frequéncia e A o comprimento de onda.

Atualmente, a teoria quantica explica a radiacdo eletromagnética através do fluxo
de fotbes pelo espacgo a velocidade da luz. Admite-se que esta forma de energia se
propaga com comportamentos ondulatérios e corpusculares que explicam fenémenos
causados pela radiacdao eletromagnética. Os fenémenos 6ticos como a difracéao,
polarizacdo ou refracdao corroboram o comportamento ondulatério enquanto,
fenédmenos ligados a transferéncia de energia tais como a absorcao e emissdao sao

responsaveis pelo comportamento corpuscular. Este Ultimo, assenta na constituicao da
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radiacdo eletromagnética por particulas de energia, denominadas de fotbes. As

energias destes podem ser quantificadas pela equacao:
E= hy=— (2.2)

onde h representa a constante de Planck (6,6256x1034 J.s), o valor de v para a
frequéncia da onda, 4 o0 comprimento de onda absorvida e c a velocidade de luz no
vacuo (45).

A absorcao de energia de luz incidente por parte dos 4tomos de matéria ou meio
depende das caracterfisticas fisicas do material e da sua composicdo quimica e da
radiacdo incidente. A radiacao incidente é absorvida através de processos inelasticos

entre os fotdes da mesma e os atomos incididos (43,45,46).

Este fendmeno provoca um aumento de energia que, quando suficiente, implica
a passagem do estado eletrénico fundamental para estados eletrénicos de energia
superior. A energia de absorcao pode ser quantificada como a diferenca entre os
estados eletrénicos excitados e fundamental dos atomos, de acordo a seguinte

equacao:
Eest.excitado - Eest.fundamental = hv ( 2.3 )

As moléculas possuem, além de energia eletrénica, energia rotacional e
vibracional quantificadas (figura 2.2). A energia rotacional corresponde a rotacdo da
molécula em torno do seu torno de gravidade enquanto que a vibracional é dependente
da vibragcao dos atomos constituintes da matéria (45,47). As transicGes entre os
estados eletrénicos dos 4tomos originam, também, alteracdes nas energias rotacionais
e vibracionais das moléculas. Estas transicGes podem ser observadas através de
espetros de absorgcdo onde os picos que compdem as bandas de absorg¢do representam
as transicdes entre os diferentes niveis vibracionais e rotacionais das moléculas (figura
2.2). A absorcao de fotbes e as respetivas transi¢cdes eletrénicas do estado fundamental
para o estado excitado sao traduzidos em espetros de absorcdo em forma de banda
que podem apresentar picos derivados do facto das moléculas deterem, para um
mesmo estado eletrénico, véarios niveis de energia rotacional e vibracional. No seu
estado fundamental e livre de perturbacdes, as moléculas encontram-se no nivel

vibracional mais baixo do estado fundamental. Desta maneira, as bandas de absorcao
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resultam do conjunto das transicdes desde o estado fundamental para estados

eletrénicos de energia superior (45,47).

Wy
E,
Vo
©
oo Nwem. de
o = energia
u:J eletronicos
v, Miveis de
R, ¥ Niveis de energia
Eo R: F1 energia vibracionais
Ry L rotacionais
Vo .

Figura 2.2 - Esquema representativo das transigdes entre estados eletrénicos.

A escala molecular, as transicdes entre estados eletrénicos ocorrem nas orbitais através
de “saltos energéticos” de eletrdes. A orbita molecular ocupada de menor energia da-
se o nome de HOMO (do inglés Highest Occupied Molecular Orbitals) e a orbital de mais
baixa energia desocupada da-se o nome de LUMO (do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbitals) (48).
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Figura 2.3 - Transic¢Oes eletrénicas entre orbitais moleculares.

Com a sobreposicdo de orbitais atémicas, podem ser criadas orbitais moleculares do
tipo o e m (ligantes), n (ndo ligantes) e o* e m* (antiligantes). A transicao resultante da
absorcdo de energia numa molécula esta relacionada energeticamente de acordo a
figura 2.3 (48). Estas transi¢cdes, como ja descrito, correspondem a bandas de absorcao
com picos a varios comprimentos de onda, que correspondem a absorcao de radiacao
na regidao do UV-visivel (m>1* e n>1¥) e na regidao do ultravioleta de vacuo (c>c* e
m>0%).

As transicdes eletrénicas variam de probabilidade com a sobreposicdo espacial das
orbitais envolvidas. As transicbes denominadas permitidas, as mais provaveis,
contemplam sobreposicao espacial das orbitais envolvidas e, ocorrem entre orbitais do
tipo m>m* enquanto que as transi¢cdes n->m* se definem como proibidas (menos

provaveis), uma vez que as orbitais envolvidas tém diferente simetria.

Ademais, os eletrdes possuem numero quantico de spin que, quando
quantificado define a multiplicidade dos estados eletrénicos. Esta é definida pela

expressdo 25+1 onde S é a soma dos nimeros quanticos de spin dos eletrbes em que

S = Ysicomsi = +/- 1/, (48).

A multiplicidade dos estados eletrénicos pode ser definida como singleto, quando os
eletrBes se encontram emparelhados e a soma do spin consequente é zero ou tripleto
quando ha uma transicao eletrénica com inversao de spin que resulta na soma de

ndmeros quanticos de spin igual a 1 e, portanto, multiplicidade igual a 3 (48).
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2.2 Espetroscopia molecular

2.2.1 Espetroscopia de absor¢do UV-Visivel

Dentro do espetro de radiacdo eletromagnética, a espetroscopia de absorcdo da
regido visivel e ultravioleta (UV-Vis) estd confinada a uma pequena regiao do
comprimentos de ondas, entre os 200 e os 700 nm. As transicGes eletrénicas ocorrem
quando um feixe proveniente de uma fonte de luz de radiagao eletromagnética incide
numa amostra e a técnica assenta no registo da intensidade do feixe de luz antes e

depois de interagir com a amostra (49).

As bandas de absorc¢ao registadas podem sofrer alteracBes consoante as condi¢cbes do
meio de amostra. A polaridade e/ou o pH do mesmo condicionam a energia de

transicdes eletrénicas.
2.2.1.1 Lei de Lambert-Beer

Em espetroscopia de absorcao UV-Visivel, a relacdo entre a absorvancia e a
concentracdo da amostra é linear e assenta num principio fisico chamado a Lei de
Lambert-Beer. Esta lei, define a base matemaética e fisica das medidas de absorcéo de
luz na regiao do UV-Visivel, em amostras liquidas e gasosas e onde a absorvancia A, é

definida pela seguinte equacao (49):
A,=¢,-c-d (2.4)

onde, g, é o coeficiente de absorcao (cm!), ¢ a concentracao da espécie absorvente, d
a espessura do meio absorvente (em cm) e v a frequéncia da luz. O coeficiente de
absorcao molar é uma medida de intensidade da banda de absorcdo. A Lei de Lambert-
Beer pode ser expressa em equacdes mateméaticas referentes aos fenémenos fisicos

interligados absorvancia (4,) e transmitancia (T,) que podem ser definidos como:
o« A,= log(ITO)v (2.5)
« T,=--100, em% (2.6)

onde I, se refere a intensidade do feixe de luz incidente e I a intensidade do feixe de luz
transmitido. A fracdo da luz incidente, com um comprimento de onda especffico que
atravessa uma amostra, da-se o nome de transmitancia e estéa relacionada diretamente
com a absorvancia. Através da relacdo matematica A, = —log,,T,, pode-se obter a

absorvancia através da transmitancia (45,49).

20



Figura 2.4 - Diagrama de absorcao de um feixe de luz atravessando uma cuvette de

percurso 6tico d.

Desta maneira, a lei de Lambert-Beer estipula uma relacdo direta entre a
absorvancia e a concentracdo em condi¢des diluidas onde se verifica apenas um
composto absorvente. Na presenca de varios compostos, a absorcao passa a ser a soma
das absorvancias correspondentes. Para a efetividade desta lei sdo necessarios alguns

requisitos na medicdo da absorvéancia, entre as quais:
e Luz monocromatica;
e Distribuicdo homogénea das moléculas;
e Auséncia de reac¢des fotoquimicas secundarias e scattering de luz;
e Perda de luz pelo fenémeno de fluorescéncia (50).

Adicionalmente, para evitar interferéncia do solvente na medicdo da absorvancia da

amostra, é preciso ter em conta o seu espetro de absor¢ao do préprio solvente (45,49).
2.2.1.2 Espetrofotémetro

Estes equipamentos sdo compostos por uma fonte de radiagdo, um
monocromador, os porta-amostras, o fotomultiplicador e ainda uma unidade de

processamento e aquisicao de informacao (figura 2.7) (49).

A tipologia do equipamento define a quantidade de porta-amostras que este possui. Os
espetrofotémetros de feixe simples, possuem apenas um porta-amostras pois a
medi¢cao é obtida com apenas um unico feixe de luz a atravessar a amostra. No
espetrofotémetro de feixe duplo, na medicéo da absorvancia, sédo utilizados dois feixes
de luz paralelos que incidem em duas células inseridas em porta-amostras diferentes,

em que um é utilizado como referéncia, lo, (possui apenas o solvente), e o outro possui
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a amostra a ser analisada |. A comparacédo entre lo | permite obter a transmitancia e,

subsequentemente a absorvancia.

L N
Fonte de luz \ .

Monocromador

T

Fotomultiplicador

Amostra

Figura 2.5 - Representacao esquematica dos componentes de um espetrofotémetro.

2.2.2 Espetroscopia de fluorescéncia

Apés excitacao, a perda do excesso de energia eletrénica para retorno ao estado
fundamental pode-se dar através de processos radiativos ou nao radiativos. Os
processos radiativos baseiam-se na emissao de fotbes enquanto que, os segundos,

perdem a energia através de processos intramoleculares sem emisséao de luz.

Distintamente da espetroscopia de absorcédo, a espetroscopia de fluorescéncia reflete
entdo o estudo da perda de energia por moléculas previamente excitadas. A emissao
de radiacdo eletromagnética ocorre na regiao visivel, podendo correr também na regiao
do ultravioleta e infravermelho. A espetroscopia de fluorescéncia é uma técnica muito

sensivel que é frequentemente usada no estudo de mudancas conformacionais,

interacdes moleculares e localizacao de compostos em diferentes ambientes (51).

Os processos radiativos contemplam dois fenémenos de luminescéncia, sendo
eles a fluorescéncia e fosforescéncia, existindo para cada um destes, uma técnica
especifica de espetroscopia. Considerando os dois mecanismos capazes de emitir
radiacao, a fluorescéncia e a fosforescéncia, definem-se transicdes entres estados de
igual e de diferente multiplicidade, sendo estes, a base de distingdo entre os dois
mecanismos (45,52). A fluorescéncia depende de uma transicao entre estados da
mesma multiplicidade (singleto), onde ocorre sempre de uma transicao do primeiro

estado excitado para o estado fundamental.

Estes fen6menos de luminescéncia diferenciam-se entre si nos seus tempos de vida do
estado excitado (intervalo de tempo médio em que as moléculas permanecem no estado
excitado), sendo que a fluorescéncia apresenta um tempo de cerca de 10° s apéds

excitacao. No caso de fosforescéncia, este tempo é mais longo, devido a passagem
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“proibida” do estado tripleto excitado para o estado fundamental singleto, e pode ir dos

milissegundos a minutos.

A presenca de espécies como 0 oxigénio em solucdo, promove mecanismos de
desexcitacdo ndo radioativo como o cruzamento intersistemas, inibindo assim a

processo de fluorescéncia (em inglés, quenching) (45).

De forma geral, os mecanismos ndo radiativos como a relaxacao vibracional e converséao
interna, que acontecam mais rapidamente, limitam a origem da emissao de luz ao nivel

vibracional fundamental do 1° estado excitado (45).

Relaxacao
+———— vibracional Conversao interna Cruzamento
! ' . : :
——r-'—‘ e — R e g intersistema
gy ." - S ", f
Sz | rd ~
Estado /
S singleto Si )/ ; T
5 s e e —
Q excitado \ BEE Estado
8 tAbsorcao Fluprescepc ) : : foipisto
‘ o e
w || { | Fosforescéncia
444
Sn | ' ! — - , rY = &
Estado A _,, A
fundamentaP / t 4
A, NN A
1 A - 3

Figura 2.6 - Diagrama de niveis de energia com a representacao dos processos

radiativos e nao radiativos (diagrama de Jablonski).

O relaxamento vibracional acontece em intervalos de 1012 a 1010 segundos,
tempo em que, se da a reorientacao do solvente origina a relaxagcao do estado excitado
com diminuicdo da energia eletrénica da molécula. A colisdo molecular soluto-solvente
provoca a transferéncia do excesso de energia sob a forma de calor, aumentando a
temperatura do meio. Temperaturas mais baixas diminuem estas colisdes na medida
em que face ao menor movimento e energia das moléculas, as interagdes sdo menos
provéaveis. A eficiéncia do relaxamento vibracional provoca o deslocamento das bandas
de fluorescéncia relativamente a correspondente transi¢cdo eletrénica no espetro de
absorcao, para maiores comprimentos de onda. Isto é conhecido como o Desvio de

Stokes (figura 2.9) (45).
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Desvio de Stokes

-

Intensidade

Absorcdo | | Emissdo

Comprimento de onda
Figura 2.7 - Representacgao grafica do Desvio de Stokes.

A conversao interna também ocorre em intervalos de tempo muito curtos, cerca
de 101! a 1013 segundos, e surge quando hd uma proximidade de niveis vibracionais
de diferentes estados eletrénicos com a mesma multiplicidade havendo transicdo de
energia entre eles. Por exemplo, a energia do nivel vibracional mais baixo de S>

corresponde a energia do nivel mais alto de Si1, como representado na figura 2.7 (45).

O fenémeno de cruzamento intersistemas, acontece numa transicdo entre o nivel de
energia de um estado singleto (S1) para um estado tripleto (T), ou seja, entre estados
de multiplicidade diferente. TransicGes desta natureza sao definidas como “proibidas
por spin”, onde ha a inversao do sentido do spin. Apesar da denominacao, este tipo de
transicdo é possivel de ocorrer, contudo, a sua probabilidade é reduzida. Derivado da
complexidade da transicédo, o tempo de vida é mais longo, entre 102a 10 segundos.
Uma vez no estado tripleto, as moléculas libertam energia via relaxagcao vibracional
podendo, apds atingir o nivel vibracional mais baixo, emitir um fotao com igual energia
a disparidade entre os diferentes estados envolvidos (fosforescéncia) ou, perder energia

através de processos de cruzamento intersistemas (45).

Quanto maior forem as distancias entre os niveis dos estados eletrénicos
envolvidos nas transicées, quer sejam eles S-S ou T-S, maior seréd a diferenca
energética. Com isto, a eficiéncia das transicées diminui a par da conversdo de energia

via mecanismos nao radiativos, como a conversao interna e intersistemas (45).
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2.2.3 Rendimento quantico de fluorescéncia

Z

O rendimento quantico de fluorescéncia é um parametro fisico importante no
estudo de fluor6foros. Este, baseia-se na medida direta da conversdo de fotdes

absorvidos em emitidos e é dado pela seguinte equacédo (52,53):

N2 de fotdes emitidos
= 2.7
PrF N2 de fotdes absorvidos ( )

Os valores de rendimento quéantico de fluorescéncia, ¢, permitem entéo
determinar a eficiéncia da emissao radiativa e podem ser usados no desenvolvimento
de fluoréforos na area medicinal e bioanalitica. Este parédmetro ndo depende da
intensidade da luz de excitacdo, mas pode variar com o microambiente onde o
fluoréforo estd inserido. Por exemplo, condi¢cdes que contrariem mecanismos nao

radiativos aumentam a eficiéncia do ¢r, como a diminuicédo da temperatura (52,53).

Em situacdes em que nao existam agentes inibidores de fluorescéncia, pode-se
definir o rendimento quantico de fluorescéncia como a razdo entre as constantes de
velocidade dos processos radiativos e nao radiativos dos mecanismos de perda de

energia, de acordo a equacgao abaixo:

op = ——F (2.8)

kp+kictkisc

onde, kr é a constante de velocidade do processo de fluorescéncia, k;- a constante de
velocidade mecanismo de conversdo interna e k;sc a constante de velocidade do

mecanismo de cruzamento intersistemas (52,53).
2.2.3.1 Anisotropia

N&o se pode definir a anisotropia sem antes introduzir o conceito de polarizacéo
da luz. A luz é composta por campos magnéticos e elétricos, ortogonais entre si, que
oscilam perpendicularmente a direcao de propagag¢ao da mesma, em varios planos.
Através de polarizadores 6ticos, certos planos de oscilacdo podem ser bloqueados de
forma a obter-se um feixe de luz polarizado, em que, a oscilagao de luz se d4 num plano
apenas (54-56).

Considerando um eixo de trés coordenadas em que, na origem se encontra uma
solucao de fluor6foros e um feixe de luz polarizado que atravessa a solugao, apenas as
moléculas que se encontram alinhadas com o plano de polarizacdo da luz absorvem

fotdes. A este processo da-se o nome de fotoselecéo (54-56).
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Apesar de a absorcdo de luz polarizada desencadear a emissao de luz polarizada, esta
poderd nao ocorrer no mesmo plano de polarizacdo que o de excitacdo (momentos
dipolares de transicao diferentes na absorcao e emissédo). Mas se as moléculas tiverem
liberdade para rodar, influenciadas pela natureza do meio, a fotoselecao inicial é
gradualmente perdida assim como os planos preferenciais de oscilagdao da luz emita.
(54-56).

Figura 2.8 - Fotoselecao provocada por excitagdo com luz polarizada na diregao z.

z

Com base no exposto, a anisotropia de fluorescéncia é uma técnica capaz de
medir a difusdo rotacional de uma molécula. As medidas de anisotropia de
fluorescéncia, r, podem dar informacbes acerca da localizacdo de fluoréforos em
estruturas moleculares. Experimentalmente, a anisotropia pode ser calculada através

da seguinte razao:

_ Ilyv=Glyy ( 29 )

T Iyy+26GIyy

onde I,y e Iyy sdo as intensidades de fluorescéncia obtidas com polarizagdo vertical e
horizontal (para luz de excitacao polarizada verticalmente), respetivamente e G =
Iyv/Iyy € o fator de correcao instrumental, onde Iy, e Iyy séo as intensidades de
fluorescéncia obtidas com polarizagao vertical e horizontal (para luz de excitacao

polarizada horizontalmente).

Na auséncia de difusao, a anisotropia assume valores entre 0,4 e -0,2, para a
emissao de fotbes com momentos de transicdo paralelos ou perpendiculares ao plano

de polarizacao da luz de excitacéo, respetivamente (57).
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A extensao da rotacao da molécula vai depender do quédo rapido esta vai rodar
antes de emitir um fotdo. Assim, o tamanho das moléculas e o tempo de vida do estado

excitado sdo variaveis cruciais na analise da anisotropia de fluorescéncia (54-56).

Desta maneira, é estabelecida uma relacao matematica entre a anisotropia e o tempo
de correlacédo rotacional da molécula fluorescente e o tempo de vida do estado excitado.
Esta define-se como:

l=ri(1+é) (2.10)

T

onde ry é a anisotropia fundamental, T 0 tempo de vida do estado excitado e 7, 0 tempo

~ . \%4 . N .
de correlagao rotacional dado por: 1, = ﬁ sendo, V, 0 volume hidrodinamico da
B

molécula, n a viscosidade do meio, kg a constante de Boltzmann e T a temperatura

absoluta (57).
2.2.3.2 Transferéncia de energia de ressonancia (FRET)

A transferéncia de energia de ressonancia Forster (FRET, do inglés Forster
Resonance Energy Transfer), € uma técnica baseada na transferéncia de energia através
de interacdes dipolo-dipolo ndo radioativas entre uma molécula no estado excitado
(doador) e uma molécula vizinha (aceitante) em que, para que se verifique, o espetro
de absorcao da molécula aceitante tem de se sobrepor, em algum grau, com o espetro

de emissao do doador (figura 2.9).

Doador Aceitante

Intensidade

Comprimento de onda (nm)

Figura 2.9 - llustracdo da sobreposicdo dos espetros integrados entre o espetro de

emissao do doador e da absorcao do aceitante.
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Este fendmeno é também dependente da distancia entre as duas moléculas, (entre 1 e
10 nm) e do tempo de vida do estado excitado do doador, o qual deve ser suficiente
longo para que a transferéncia de energia tenha tempo para ocorrer. Para que ocorra
FRET, é ainda necesséario que as orientacdes do dipolo doador e aceitante sejam

aproximadamente paralelas. A transferéncia de energia

é demonstrada pela inibicdo de fluorescéncia do doador e consequente aumento de

emissao de fluorescéncia do aceitante (58,59).

A eficiéncia de FRET (¢rrgr) pode ser expressa pela seguinte equacéo:
¢FRET=1—ID—A (2.11)
Ip

onde Ip, e Iy sdo as intensidades de emissdo do dador na presenca e auséncia do
aceitador, respetivamente. A eficiéncia de FRET relaciona-se com a distancia entre os

fluoréforos (Rpa) pela seguinte equacao:

¢FRET:; (2.12)

R
L+ °

sendo R, o raio de Forster a distancia critica a qual a eficiéncia de FRET é 50%. Este

valor pode ser determinado através das seguintes equacdes:
Ry = 0.2108[k2ppn =4/ (1)] /s (2.13)
JA) = [ Iy (D ea(HA*dA (2.14)

em que k? é o fator orientacional que toma o valor de 2/3, admitindo uma orientagéo
aleatéria das moléculas, ¢, € o rendimento quantico do dador na auséncia de aceitador
e n é o indice de refracdo do meio. A sobreposicao espetral entre a emissao do doador
e a absorcao do aceitante J(1), é obtida pela equacdo 2.14, onde I, (1) é o espetro de

fluorescéncia do dador normalizado, de forma que f0°° Io(A)dA =1 e g4(A) é o coeficiente

de absorcédo molar do aceitador (60).
2.2.3.3 Espetrofluorimetro

Os espetrofluorimetros sédo aparelhos utilizados frequentemente na anélise
analitica de processos fotoluminescentes. Sdo compostos geralmente por uma fonte de
radiacao, dois monocromadores, um de excitagdo e um de emissao, e um detetor
(figura 2.12) (61).
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Figura 2.10 - Representacado esqueméatica de um espetrofluorimetro.

A posicao dos monocromadores entre a fonte de luz e a amostra e entre a
amostra e o detetor permitem uma selecdo do comprimento de onda da radiacdo que
atinge a amostra e da radiacao emitida pela mesma. Com a possibilidade de definir os
comprimentos de onda de excitagcdo e/ou de emissao especificos é possivel obter
espetros de emissao e/ou de excitacdo de uma dada amostra. De maneira a limitar a
detecdo de luz no detetor, o angulo entre o segundo monocromador e o detetor é de
90° (figura 2.13). Desta maneira, limita-se a detecéo de luz a radiacao de interesse
emitida pela amostra evitando excedentes de radiacao proveniente da luz de excitacao

(61).

C) oo

Figura 2.11 - Representacdo do angulo entre o segundo monocromador e o detetor num

espetrofluorimetro.
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Geralmente, a fonte de radiacdo é uma lampada de xénon, permitindo excitacao
no ultravioleta e visivel. Normalmente, possuem uma 6tica de feixe duplo de maneira a
compensar flutuacdes da intensidade da |ampada a medida que percorre os
comprimentos de onda (61). Esta compensacao é usualmente feita através da resposta

de um fotodiodo para onde +e direcionada parte da luz de excitacéo.

A intensidade de fluorescéncia, no espetrofluorimetro, pode ser definida através

da seguinte equacao:
Ig(Aem) = Iy (Aexc) (1 - 10_£(Aexc)bc)(l’FG (2.15)

onde I, representa a intensidade da radiacdo incidente, 1 — 107¥(exabe 3 fracéo da
radiagcao absorvida, em que b é o comprimento da amostra (cuvete) e ¢ é a
concentracao da amostra, ¢r 0 rendimento quantico, G um fator de geometria que
define a fracdo de luz detetada, 4., 0 comprimento de onda de emissao, Ay, O

comprimento de excitacao.

2.3 Difusao Dinamica de Luz (DLS)

A difusdo dindmica de luz é uma técnica que consiste na incidéncia de um feixe
de luz monocromético numa amostra e na detecao da luz dispersa a um dado angulo
por um detetor especifico. A sigla DLS resume a definicdo em inglés, Dynamic Light
Scattering. Esta técnica permite o estudo de vérias caracteristicas da amostra como o
tamanho médio, a distribuicdo de tamanhos, a polidispersividade da amostra e o

potencial zeta.

Em DLS, quando o feixe de luz monocromaéatico incide na amostra, este interage com as
particulas, resultando numa difusao da luz em todas as direcdes em funcdo do tamanho
e forma das particulas. Esta técnica assenta em dois processos fisicos de interacao
particula-luz: movimento Browniano e difusao de Rayleigh. A interacdo luz-particula ndo
representa ganho ou perda de energia (difusao de Rayleigh) e o movimento aleatério
das particulas em solugcédo (movimento Browniano) faz com que a intensidade de luz

detetada sofra variagdes em funcdo do tempo.

Visto que particulas mais pequenas difusionalmente se movem mais rapido que as
grandes, pode-se definir uma relacao entre o movimento das mesmas e a rapidez das
resultantes variacées temporais da luz dispersa. E assim medido o valor do coeficiente
de difusao, Dy, que esta diretamente relacionado com o tamanho hidrodinamico das
particulas. Este coeficiente é influenciado pelo tamanho das particulas, viscosidade e

temperatura do meio (62,63).
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Neste projeto, este equipamento foi utilizado na analise dos tamanhos das

particulas e da carga superficial dos lipossomas em solucdo.
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Figura 2.12 - llustracao da difusao dinamica da luz em duas amostras.

2.4 Microscopia eletrénica de varrimento (MEV)

O microscépio eletrénico de varrimento permite o estudo e caracterizacao
estrutural de materiais a escala nanométrica. O equipamento baseia-se na interacao
eletrénica entre um feixe de eletres e uma amostra. Para tal ocorrer, os materiais em
analise, necessitam de ter propriedades de conducdo de eletrbées. Assim, este tipo de
equipamento permite a analise de materiais condutores e semicondutores e ainda de
ndo condutores, desde que estes sejam sujeitos a um tratamento prévio. Este
tratamento pode passar pela desidratacao, no caso de amostras biolégicas, e da
aplicacdo de materiais condutores, como por exemplo o ouro, na superficie das
amostras (64,65).

Este aparelho opera em vacuo e a anélise resulta da incidéncia de um feixe de
eletrbes (acelerado por aplicagao de energia) na amostra e posterior e detecao dos
eletrBes secundéarios emitidos pela mesma. O feixe de eletrbées incide na amostra como
um feixe monocromatico, obtido através da acdo de elementos 6ticos eletromagnéticos
e s/its metalicos que o confinam a um diametro de 100 nm ou menos. Apesar da

ocorréncia de véarios fenémenos apés a incidéncia do feixe da amostra, grande parte
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dos equipamentos MEV apenas possuem o detetor de eletrées secundérios. Estes, sao
0os que permitem a obtencao da imagem final da superficie da amostra. Outros
fenédmenos como a emissao de eletrdes refletidos, fotdes e luz visivel também ocorrem

dentro do equipamento (64,65).

A utilizacao deste equipamento e a informacao obtida pela anélise microscépica,
permite o estudo morfolégico e topogréafico da amostra revelando-se essencial na

caracterizacao estrutural dos materiais desenvolvidos neste trabalho (64,65).

2.5 Dispositivo de interferéncia quantica supercondutora (SQUID)

O dispositivo de interferéncia quantica supercondutora, SQUID, sigla que define
o termo em inglés, superconducting quantum interference device, € um equipamento
altamente sensivel na analise de propriedades magnéticas. Este equipamento é
formado por um anel supercondutor interrompido por uma ou duas jun¢des Josephson.
Ao submetermos este equipamento a um campo externo perpendicular, é-se possivel
verificar e quantificar a dinamica de fluxo magnético no anel e converter este sinal em

voltagem elétrica.

Assim, a base do equipamento assenta em dois fenémenos fisicos: quantificacao
de fluxo e juncdes de Josephson (66,67). A juncao de Josephson é constituida por dois
supercondutores separados por uma barreira isolante, em que, é possivel a passagem

de corrente elétrica, detetando-se desta maneira as variagdes da mesma (66,67).

Existem dois tipos de equipamentos SQUID: dc SQUID e rf SQUID. O primeiro é
definido pelo uso de corrente constante e é constituido por duas jun¢des Josephson
paralelas num loop supercondutor. A determinacdo do segundo equipamento, "rf",
advém da utilizacao de radiofrequéncia. Ademais, o rf SQUID, consiste apenas numa
juncao Josephson num loop supercondutor (66,67). Desta maneira, e na presenca de
um campo externo é possivel quantificar o fluxo magnético no loop supercondutor
[67-69].

2.6 Difragao de raios-X (XRD)

A técnica de difracao de raios-X é fundamental na caracterizacao estrutural de
materiais cristalinos. Através da incidéncia de raios-X numa determinada estrutura
cristalina e da monitorizacdo da sua interferéncia construtiva, é possivel obter uma
série de informacbes quanto a estrutura, fase cristalina, orientacao de cristais e até o
tamanho médio de graos do material analisado. Aquando da interacao com a luz, o

padrao regular dos atomos nas redes cristalinas, origina raios difratados em que, em
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determinadas direcdes desencadeia uma interferéncia construtiva quando contempla

as condic¢des definidas pela lei de Bragg:
nA = 2dsin@ (2.16)

em que n é um numero inteiro, A € o comprimento de onda da radiacao incidente, d é
a distancia entre planos atémicos e 6 é o angulo de incidéncia em relacao ao plano
considerado (70). Desta maneira estabelece-se uma relacdo entre o comprimento de
onda de radiacao eletromagnética com o angulo de difracédo e o padrdo da rede da
estrutura cristalina. A técnica assenta na incidéncia de radiacdo monocroméatica na
amostra, em varios angulos, com o intuito de atingir todas as direcées da rede. Quando
ocorre interferéncia construtiva, ou seja, a incidéncia dos raios-X correspondem a lei de
Bragg, é evidenciado um pico de intensidade caracteristico. A identificacdo do material
é feita através da comparacédo a um padrao de referéncia, convertendo os de picos de

difragdo em espagamento (d) (71,72).
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3. Procedimento experimental

O procedimento experimental ao longo do trabalho laboratorial é denso e
repartido em vérias etapas. De maneira a simplificar a sua percecéo, é feita uma sintese
introdutéria neste capitulo com ligacdo ao anterior. As varias etapas que compde o

procedimento experimental associam-se a anélise e caracterizacao dos materiais

obtidos através das técnicas descritas no capitulo antecedente.

Derivado do uso de técnicas sensiveis na analise das amostras, estas foram
preparadas com o maior dos cuidados. Para o efeito, as preparacées foram obtidas
com recurso a solventes de grau espectroscépico e agua ultrapura, cedida pelo

Departamento de Ciéncias da Terra.

O procedimento experimental foi realizado em grande parte no Laboratério de
Fotofisica do Centro de Fisica da Universidade do Minho. Aqui foram preparadas todas
as amostras e medidas de absorcédo e fluorescéncia. O laboratério é equipado com um
espetrofotémetro UV-Vis-NIR Shimadzu, modelo UV-3101PC e um espetrofluorimetro
Fluorolog 3. Estes equipamentos foram usados para obter os espetros de absorgéo e
de fluorescéncia respetivamente. Nestes estudos as amostras foram analisadas em
compartimentos especificos como as cuvettes de absorcdo e fluorescéncia de quartzo

com 10 mm de percurso 6ético.

O Centro de Engenharia Biol6gica da Universidade do Minho permitiu a utilizacao
do equipamento de difusao dinamica de luz da marca Malvern, modelo Zetasizer Nano
ZS. Foram utilizadas cuvettes de polistireno, com percurso 6tico de 10 mm, na analise

das amostras.

As imagens de microscopia eletrénica foram obtidas através do Microscépio
Eletrénico de Varrimento localizado no laboratério de servicos de Caracterizagdo de
Materiais da Universidade do Minho (SEMAT) (73).

Através da colaboragcdo com o Instituto de Fisica de Materiais Avancados,
Nanotecnologia e Foténica da Universidade do Porto (IFMUP), foi possivel analisar as

propriedades magnéticas das amostras através da técnica de SQUID.

3.1 Sintese de nanoparticulas de ferrite de manganés em forma de flor

A sintese de nanoparticulas em forma de flor remete para um tipo de estrutura
de agregados de nanoparticulas. O desenvolvimento deste tipo de estruturas é uma
area relativamente recente, sendo que a maioria dos procedimentos descritos

correspondem a nanoparticulas de magnetite. Numa tentativa de inovar e aplicar estes
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procedimentos a nanoparticulas de manganés foram realizados varios procedimentos

nesta tese.

Procedeu-se a preparacao de nanoparticulas de ferrite de manganés com a incluséo de
compostos organicos sendo estes, o carboximetil-dextrano e a melamina, de forma a

originar agregados multinucleares.

3.1.1 Sintese com Carboximetil-dextrano

Foram sintetizadas dois tipos de nanoparticulas com Carboximetil-dextrano. O
processo de sintese contempla duas etapas que correspondem a producdo das
nanoparticulas de ferrite de manganés e a formacao da estrutura multinuclear pela
presenca de um polissacarido. Com isto, os métodos de sintese diferenciam apenas no
momento de inclusdo do polissacarido, sendo para Al depois da sintese das

nanoparticulas e para A2 antes da sintese das nanoparticulas (figura 3.1).
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Figura 3.1 - Esquema representativo do processo de sintese das nanoparticulas em

forma de flor com Carboximetil-dextrano.

Os precursores metalicos usados na sintese das ferrites de manganés foram o
cloreto de ferro (lIl) (FeClz - 6H20) com massa molar de 270,33 g/mol, e sulfato de
manganés (MnSO4 - H20) com massa molar de 169,02 g/mol, ambos da SigmaAldrich.
O agente hidroxilante utilizado foi o hidréxido de sédio (NaOH, 509% em é&gua) e o

Carboximetil-dextrano como agente aglutinador das nanoparticulas.
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Primeiro aqueceu-se uma solucdo aquosa de 19 ml contendo 8 mmol de NaOH
a 100°C, num balao volumétrico. Para Al, foram adicionados, sob agitacao magnética,
0s precursores metalicos numa proporcédo de 2:1, correspondentes a uma quantidade
de 1,4 mmol de FeClz - 6H20 e 0,7 mmol de MnSO4 - H2O em 1 ml de agua desionizada.
Apb6s 15 minutos, foram adicionadas 100 mg de carboximetil-dextrano. A solugao foi
mantida estavel a 100°C durante duas horas, sob agitacao magnética. Para A2, a adigcao
de 100 mg carboximetil-dextrano ocorre antes da adicdo dos precursores, sob as
mesmas medidas estequiométricas. Por ultimo procedeu-se a lavagem das

nanoparticulas obtidas com etanol em varias repeticdes de decantacao magnética.
3.1.2 Sintese com Melamina

Apesar deste processo de sintese ser semelhante ao anterior na ideologia de
etapas, neste método a superficie das nanoparticulas de manganés foi ativada antes da
adicao do agente aglutinador, de forma a promover a formacgao dos agregados. Para
tal, foram usados os reagentes N,N’-carbonildiimidazol (CDI) com massa molar de
162,152 g/mol, da FluoroChem, o composto organico Melamina com massa molar de
126,12 g/mol e o Imidazole com massa molar de 104,54 g/mol, ambos da
SigmaAldrich.

Neste procedimento, foram sintetizadas as nanoparticulas de ferrite de manganés

usando o processo descrito anteriormente.

O procedimento de acoplamento do composto organico foi realizado sob
sonicagao. Desta maneira, as nanoparticulas de ferrite de manganés previamente
obtidas foram dispersas em 7 ml de sulféxido de dimetilo (DMSO) seco, adicionou-se o
CDI e a solucdo foi mantida a 60° C durante 2 horas. Aqui, foi usada uma proporcdo de
moles de 5:1 de CDI para as nanoparticulas de manganés, correspondente a 2,2x104
mol de CDI para 4,3x10-®> mol de nanoparticulas. Apés duas horas, foi adicionada agua
desionizada, para eliminar o CDI em excesso, na propor¢ao de 2:1 face ao nimero de
moles do CDI e decorridos 15 minutos foram adicionadas 4,3x10° mol de melamina.
Por fim, juntou-se 4,3x10> mol de Imidazole e a reagédo foi mantida a 60° C durante
duas horas, sob sonicagdo. A utilizagdo do Imidazole permite acelerar o acoplamento
dos grupos NH2 da melamina aos grupos OH na superficie das NPs que foram ativados

pelo CDI no passo anterior (figura 3.2) (74).
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Nanoparticulas ativadas com CDI

Melamina
v;/\.‘)L”/>
=\, HN_ _N_ _NH,
EDI =0 — + \fl“//ﬁ/\lNr

NH,

Ferrite de manganés

- .
e

Figura 3.2 - Esquema representativo do processo de sintese das nanoparticulas

em forma de flor com Melamina.

3.2 Sintese de Magnetolipossomas Sélidos

O encapsulamento das nanoparticulas em magnetolipossomas sélidos foi
realizado admitindo que os agregados de nanoparticulas apresentam no seu exterior,
componentes moleculares com algum grau de hidrofobicidade como sejam os anéis
benzénicos na melamina ou as cadeias de polissacaridos. Assim, para a formacao de
uma camada a volta dos agregados das nanoparticulas, foi-lhes adicionada, em agua,
uma segunda camada lipidica de DPPC na concentracdo de 1x103 M, através do
método de injecdo etandlica, com agitacao vigorosa em vértex. O excesso de lipido foi

retirado através de sucessivas lavagens com agua.

Para o encapsulamento do composto e de sondas fluorescentes nos SMLs, procedeu-

se a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas através da amina octadecilamina,
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descrito no capitulo 3.2.1, derivado da estrutura em flor e da presenca de compostos

organicos nas nanoparticulas.
3.2.1 Prova de formagao

A prova de formacdo da bicamada lipido-agregado foi realizada através da
marcacao com sondas fluorescentes em cada uma das camadas e recorrendo a técnica
de transferéncia de energia por ressonancia de Férster (FRET). A camada do agregado
foi marcada com sonda proflavina (atua como doador) com massa molar de
245.71 g/mol e a segunda camada marcada com Nile-Red (atua como aceitante) com
a massa molar de 318.4 g/mol. Ambos os compostos foram adquiridos da empresa
SigmaAldrich.

Tabela 3.1 - Comprimentos de onda de excitacdo e de emissao sondas proflavina e nile

red.
Sondas fluorescentes Comprimento de onda de excitacdo/emissao
Proflavina 430/510 nm
Nile-Red 520/600 nm

"
~
HoN N NH-

Figura 3.3 - Estrutura quimica da proflavina.
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Figura 3.4 - Estrutura quimica do nile red.
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Para o ensaio de prova de formacdo da bicamada, primeiro procedeu-se ao
acoplamento da sonda proflavina a superficie das nanoparticulas em forma de flor. Para
tal, uma solucdo contendo 1x10® mol de nanoparticulas em 5 ml de 4gua desionizada
foi colocada num banho de gelo, a aproximadamente 0°C e sob agitacdao magnética. De
seguida, adicionou-se 1,2x10® mol de CDI e ap6s 5 minutos 1,2x10® mol de proflavina
(75).

Desta solucao, foram retirados 100 pl de nanoparticulas e procedeu-se a
decantacdo magnética durante uma hora e trinta minutos. O sobrenadante foi
descartado, de forma a descartar a proflavina livre e as nanoparticulas decantadas
foram dispersas em 3 ml de etanol. Esta solucao foi aquecida a 60°C para posterior
adicdo de 5,9x10® mol de octadecilamina (ODA), numa proporcdo de 5:1 face ao
ndmero de moles de nanoparticulas. Apés uma hora de reagao, procedeu-se a nova
decantacdo magnética, de forma a retirar o excesso de ODA néo ligada, e o solvente foi
substituido por dgua desionizada. Esta solucdo foi aquecida a 60°C e logo apés forte
agitacao foram injetadas as solucdes etanélica de 16,4 pl da sonda hidrofébica nile red,
com uma concentracdo final de 2x10® M, e 150 ul do lipido DPPC com uma
concentracao final de 1x10-3 M. Foi realizada uma decantacdo magnética para remover

o excedente DPPC que nao se tenha ligado.

3.2.2 Interagdao com modelos membranares (GUV’s)

O estudo da interacdo dos magnetolipossomas com modelos membranares foi
executado através da anélise da fusdo de SML’s, sintetizados de acordo o capitulo 3.2,

com vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), enquanto modelos membranares.

Os modelos membranares foram sintetizados com lecitina de soja com massa

molar de 776 g/mol.

Primeiro foi feita a evaporagdo de 300 pl de lecitina de soja com uma
concentracao final de0,001 M com corrente de azoto, até se obter um filme. De seguida,
foi feita uma pré hidratacéo do filme com 80 pl de agua desionizada e incubacgao a 45°C
durante trinta minutos. Apés este periodo, adicionou-se 6 ml de uma solugao aquosa
de agua desionizada de 6x104 mol de glucose e procedeu-se a incubacédo a 37°C por
duas horas. Por fim, a solucao foi centrifugada durante 30 minutos a 10000 rpm e
recolheu-se o sobrenadante, descartando-se o pelet para desprezar restos de agregados

lipidicos.
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3.3 Estudo fotofisico do composto em solugéo

As propriedades de absorcado e fluorescéncia do composto JR-333 foram
estudadas em vérios solventes de maneira a perceber o comportamento do composto
em solucdo. Os solventes utilizados foram o Acetonitrilo, Acetato de etilo, Cloroférmio
e Etanol. As solucdes nos diferentes solventes foram preparadas com a mesma

concentracao de composto de 0,5x10°> M, de forma permitir a comparacao direta.

Antes de medir os espetros, as solu¢cdes foram desarejadas por uma corrente de
azoto ultrapuro comprimido, durante um periodo de cerca de quinze minutos. Desta
forma o fenémeno de inibicdo de fluorescéncia (em inglés, gquenching) por parte do

oxigénio livre nas solucdes é evitado.

3.3.1 Rendimento quantico de fluorescéncia

Os rendimentos quéanticos de fluorescéncia do composto JR-333 foram
determinados através da comparacdo entre a area espetral deste com a de uma

referéncia padréo cujo rendimento quantico é conhecido (76,77).

Este procedimento denomina-se por método do padrao e o valor do rendimento

quantico é obtido pela seguinte equacao:

s = [(ArFSn%)/(ASFrn%)] br (3.1)

em que A é o valor da absorvancia no comprimento de onda de excitacéo, F é a area de
emissao integrada e n é o indice de refracdo do solvente utilizado. O subscrito r refere-
se ao padrao de referéncia e o subscrito s refere-se a amostra (do inglés, samp/e). Como
padrao foi utilizada uma solucéo de sulfato de quinino em éacido sulfturico 0,05 M, de

concentracao de 1 ppm (partes por milh&o).

O rendimento quantico de fluorescéncia do sulfato de quinino é &r = 0,546 a 25°C
(78).

3.3.2 Estudo fotofisico do composto em vesiculas lipidicas

Foi também feito o estudo dos compostos encapsulados em vesiculas lipidicas.
O lipido usado na sintese destes lipossomas foi o DPPC numa concentracdo de 103 M
que foi co-injetado com o composto JR-333 numa concentragéo de 0,5x10> M, ambos
em etanol, em 3 ml de agua desionizada. O processo de co-inje¢cao da mistura de lipido
e composto em agua previamente aquecida a 55 °C (acima da temperatura de transicao

do DPPC), foi realizado gota-a-gota, sob vértex.
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3.3.3 Incorporagdo do composto ativo nos SML’s

O processo utilizado para encapsulamento do composto JR-333 nos SMLs é
semelhante ao descrito no capitulo 3.2.2 para a formacado dos sistemas. A diferenca
entre o processo descrito e a incorporacao do composto assenta na substituicao da

sonda nile red pelo composto JR-333, numa concentracdo de 0,5x10° M.

3.3.4 Medidas de anisotropia

A anélise da anisotropia engloba a medicao de espetros de emissdo de
fluorescéncia com polarizadores na vertical e horizontal, nos canais 6ticos de excitacao
e de emissdo. Os espetros foram tracados acima e abaixo da temperatura de transicao
de fase do lipido DPPC (41 °C) (33).

Desta maneira, é analisado o comportamento fluorescente do composto ativo
em ambientes lipidicos com diferentes arranjos estruturais. Os espetros foram medidos
com o lipido na fase gel, abaixo da Tm (= 25 °C) e na fase cristalina, acima da Tm (= 50
°C).

Foi, ainda, estudado; o comportamento do composto JR-333, em glicerol para a
determinagao da anisotropia intrinseca r, da sonda permitindo uma conclusao mais

fidedigna acerca da localizagao do composto nos SML’s.
3.3.5 Eficiéncia de encapsulamento do composto JR-333

A eficiéncia de encapsulamento do composto JR-333 nos magnetolipossomas foi
analisada através do uso de filtros de tipo AMICON®, da empresa SigmaAldrich. Estes
possibilitam uma separacao de compostos em solugao (nao encapsulado) do composto
encapsulado nos lipossomas e magnetolipossomas através de uma membrana

permedavel com poros de tamanho controlado.

Sabendo de antemao que os lipossomas sdo grandes o suficiente para serem
bloqueados pela barreira porosa, apenas o composto ndo encapsulado atravessaré a
membrana quando sujeito a centrifugacdo. Assim, apdés centrifugacdo a 10 000 rpm
durante trinta minutos, foram recolhidas as duas fracdes da amostra (encapsulado e

nao encapsulado) para posterior medigcdo dos espetros de emissao de fluorescéncia.

Como complemento ao estudo de eficiéncia de encapsulacdo do composto foi
realizada uma reta de calibracdo do composto JR-333 em SUVs, para posterior

interpolacao da intensidade de fluorescéncia da fracdo de composto ndo encapsulada
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e determinacdo da respetiva concentracdo. Foram preparadas cinco solucdes de

composto a diferentes concentracdes e volume final de 3 ml.

As concentracgdes finais de composto selecionadas foram:

e 1x10® M;

e 0,8x10° M;
e 0,5x10% M;
e 0,3x10% M;
e 0,1x10° M.

Foram tracados os espetros de emissédo de fluorescéncia das varias solugdes, com um
comprimento de onda excitacdo de 360 nm. A partir destes espetros foi tracado um
grafico da intensidade de fluorescéncia maxima em funcdo da concentracdao de
composto. De seguida foi ajustada uma reta linear entre todos os pontos e obtida a

respetiva equacao.

3.4 Curvas de sedimentacao

Para estudar a estabilidade dos SMLs em solucdo, foram medidos espetros de
absorcao dos sistemas em solucdo ao longo do tempo. Para tal, a estabilidade dos
sistemas foi comparada com a estabilidade das nanoparticulas. No caso dos SMLs, a
sintese dos sistemas é feita de forma semelhante ao descrito no primeiro paragrafo do

capftulo 3.2.

Para estes ensaios, foram preparadas solucdes de diferentes concentragdes para

os sistemas e nanoparticulas, com concentragdes de 0,2%, 0,05% e 0,025% (% m/v).

O processo inicial de sedimentacdo das NPs descreve uma cinética de primeira
ordem seguida de uma diminuicdo de velocidade de deposicao. Os espetros de
absorcao foram medidos em intervalos de quinze em quinze minutos, durante trés
horas. Desta maneira, determinou-se a taxa de deposi¢do das NPs através do ajuste

dos dados obtidos a funcdo de Becquerel, de acordo com a seguinte equacao:

1

It) = (3.2)

- [1+(1—B)%]1/(1—B)

onde t é o tempo decorrido na experiéncia, g € um parametro de controlo que varia

entre O e 1 e 7y € uma constante de decaimento.

3.5 Ensaio de libertagcdo do composto
Foram realizados ensaios de libertacao do composto JR-333 ao longo do tempo,

com e sem aplicacdo de campo magnético. Neste ensaio, os magnetolipossomas
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sélidos carregados com composto foram inoculados na parte superior de eppendorfs
delimitados por membranas porosas em contacto com uma solucdo de SUVs na parte
inferior. Foram recolhidos aliquotas de 200 ul da parte inferior dos eppendorfs durante
intervalos de 5 minutos na primeira meia hora, de 30 em 30 minutos na seguinte hora
de ensaio e de 1 em 1 hora até as 8 horas de ensaio. Um dos ensaios foi realizado na
presenca de um campo magnético de 0,0024 Tesla e com frequéncia de 1 MHz. O valor
do produto destes parametros é de 1,9x10° A.m'l.s1. Este valor, ao qual os sistemas
estiveram sujeitos durante os 2 minutos prévios a recolha das aliquotas, esta abaixo do
limite definido como seguro para aplicagdes bioldgicas (5x102 A.ml.s'1) (79). O outro
ensaio funcionou como controlo, sem qualquer varidvel aplicavel. Foi medida a
intensidade de fluorescéncia de todas as aliquotas e a cinética de libertacéo foi ajustada
ao modelo de Korsmeyer-Peppas (80) e Weibull, de acordo com as expressdes 3.3 e

3.4, respetivamente.

&= gyn (3.3)

Co

onde Ci e Co sao as concentracbes no tempo ¢ e O, respetivamente, A a taxa de
libertagdo, ¢ o tempo e n é o expoente de transporte. O mecanismo de libertacao
depende do valor do expoente de transporte e esta definido por difusao quando n <
0,45; se 0,45 < n < 0,89, a libertacao é controlada por relaxamento; e quando n > 1
esta é controlada por inchamento e relaxamento do sistema (81).

~(t=T)"

m=1—exp| "

] (3.4)

onde a é um parametro que define a escala temporal do processo, 7;um parametro de
localizacao representando o tempo de laténcia do mecanismo de libertacao
(considerado zero muitas vezes), t o tempo e b denota o parametro de forma do tipo
de curva. De acordo ao reportado para este modelo, de 6> 1 0 mecanismo de libertagao
é complexo; se b< 0,75 indica um tipo de transporte por difusao fickiana, e se 0,75 <
b < 1, corresponde a um mecanismo combinado (difuséo fickiana e transporte tipo II)
(82).

3.6 Ensaios de hipertermia
Os ensaios de hipertermia foram realizados no CINBIO (EI Centro de

Investigaciones Biomédicas) da Universidade de Vigo.

Estes ensaios permitiram o calculo da taxa de absorcao especifica (SAR) e da
perda de poténcia intrinseca (ILP), dois parametros que indicam a capacidade que as

nanoparticulas tém de gerar calor na presenca de um campo magnético externo. O SAR
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é definido como a quantidade de energia absorvida pela amostra, por unidade de massa
(W/g) e pode ser obtido pela equacédo 3.5 (83).
CpH,0 AT

SAR = (L)(E) (3.5)

MMnFe;04
onde myqre,0,€ @ concentracdo de nanoparticulas de ferrites de mangés em flor (em

g/L), Cpu,0@ capacidade calorifica especifica da agua e i—: o declive da parte linear da

curva de aquecimento.

No entanto, o SAR nem sempre permite a comparacao de valores obtidos de diferentes
equipamentos uma vez que é um valor intrinseco ao equipamento utilizado e que
depende da intensidade e frequéncia do campo magnético aplicado. De forma a utilizar
um valor independente destes parametros, foi introduzido o conceito de perda de
poténcia intrinseca (ILP) que pode ser calculado pela expressao 3.6 (83).

SAR

ILP = o=

(3.6)

em que H (kA/m) e f (kHz) séo a intensidade e frequéncia de campo magnético,

respetivamente.
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4. Resultados e discussao

4.1 Caracterizagdo das nanoparticulas de ferrite de manganés

As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas por diferentes técnicas para
avaliacdo do seu tamanho, forma, cristalinidade, estabilidade e propriedades
magnéticas. Para uma melhor compreensdo dos resultados, as nanoparticulas foram
distinguidas de acordo com o composto organico utilizado na sua sintese. Assim,
categorizou-se as nanoparticulas sintetizadas com carboximetil-dextrano como Al
(adicionado depois da sintese das nanoparticulas) e A2 (adicionado antes da sintese
das nanoparticulas) e as nanoparticulas sintetizadas com melamina como B, de acordo

com o capitulo 3.1.1.

Foi tracado o espetro de absorcao no UV-Visivel de uma dispersao das
nanoparticulas para cada uma das amostras preparadas e os resultados estao
apresentados do gréafico 4.1. Observou-se um largo espetro de absorcao para todos os
tipos de nanoparticulas, sendo visivel uma banda entre os 350 e os 450 nm,

caracteristica de 6xidos metalicos que confirmou a sintese das nanoparticulas.

0.35
——NPs Al

0.3 1 NPs A2
0.25 A NPs B

0.2 -

0.15 -

Absorvancia

0.1 1

0.05

250 350 450 550 650
c.d.o. (hm)

Figura 4.1 - Espetros de absorvancia das NPs Al, A2 e B.

4.1.1 Cinéticas de sedimentagcédo das nanoparticulas

A avaliacao da cinética de sedimentacdo das nanoparticulas permitiu concluir
acerca da estabilidade das mesmas em solucdo aquosa. A sedimentacao das

nanoparticulas rege-se por uma cinética de primeiro grau inicial, seguida de uma
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diminuicdo da velocidade de deposicdo. Desta maneira, e como ja foi referido no
capftulo 3.3, as taxas de sedimentacao (k) das nanoparticulas foram obtidas através do
ajuste da funcao de Becquerel (equacao 3.2) aos dados experimentais. Este estudo foi
realizado para quatro concentragdes distintas de nanoparticulas, nomeadamente,
0,025 9% (m/v), 0,05 % (m/v) e 0,2 9% (m/v) e os resultados obtidos estdo apresentados
na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Taxas de sedimentacao (4) calculadas pela funcdo de Becquerel para as

nanoparticulas Al, A2 e B.

k (min'1)
Concentrac¢ao % (m/v)
Al A2 B
0,025 0,0011 0,0008 0,0017
0,05 0,0016 0,0008 0,0017
0,2 0,0034 0,0009 0,0021

Observou-se que para todas as amostras, a taxa de sedimentacdao aumenta para
valores mais altos da concentracao de NPs. Ademais, em geral, as nanoparticulas A séo
mais estéveis, apresentando uma taxa de sedimentacdo menor do que as B. Entre as
nanoparticulas sintetizadas com carboximetil-dextrano, observa-se uma menor taxa de
sedimentagdo na amostra A2, o que indica que a adicdo do composto organico antes
da sintese das ferrites permite obter nanoparticulas mais estéaveis, como é possivel
verificar pelos baixos valores de taxas de sedimentacao obtidos para as vérias
concentra¢des analisadas. Dado que ambos os compostos organicos utilizados séo
neutros relativamente a sua carga, o tipo de estruturas flor obtidas a partir dos

diferentes métodos pode ser o fator determinante para a estabilidade coloidal.

4.1.2 Propriedades magnéticas

A apresentacdo de um comportamento superparamagnético das nanoparticulas
sintetizadas é fulcral para o objetivo deste trabalho. Numa fase inicial do trabalho, o
comportamento magnético das NPs sintetizadas foi avaliado pela aplicagao e remogao
de um campo magnético recorrendo a um iman. Nesta fase, foi possivel observar que

na presenca do campo magnético externo, todas as nanoparticulas demonstraram
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resposta ao mesmo. Adicionalmente, foi ainda possivel verificar que a resposta
magnética por parte das nanoparticulas desaparece quando o campo é retirado (figura

4.1). Estes comportamentos podem indicar um comportamento superparamagnético.

Figura 4.2 - Demonstracdo do comportamento superparamagnético das

nanoparticulas através da aplicagcédo de um iman.

As propriedades magnéticas das nanoparticulas Al, A2 e B foram avaliadas num
equipamento SQUID. Esta técnica permite-nos estudar a dependéncia do momento
magnético em funcao de um campo aplicado através de curvas de histerese. Na figura

4.2 podemos observar as curvas de histerese das trés nanoparticulas sintetizadas.

Através destas curvas é possivel obter parametros importantes para a avaliagao
do comportamento magnético das nanoparticulas. Nomeadamente, os valores de
coercividade, magnetizacdo de remanéncia, magnetizacdo de saturacdo e ainda
calcular a razao entre a remanéncia e a saturacado. A coercividade define o valor do
campo magnético inverso necessario para o retorno do fluxo magnético a zero. A
magnetizacdo de remanéncia corresponde a magnetizacéo residual que permanece
ap6s a eliminagao do campo magnético aplicado e a magnetizacao de saturagao indica
o valor maximo de magnetizacao da amostra. O célculo da razao entre a magnetizacao
de remanéncia e a saturacdo permite avaliar o tipo de comportamento
superparamagnético. Os valores obtidos para os parametros descritos estdo resumidos
na tabela 4.2 de forma a uma melhor compreensao e comparacao entre os diferentes

tipos de nanoparticulas preparadas.
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de histerese.
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Tabela 4.2 - Valores de coercividade, magnetizacdo de remanéncia, magnetizagcao
de saturacdao e razao entre magnetizacao de remanéncia e magnetizacao de
saturacao (M./Ms), obtidos a partir de curvas de histerese, para as varias

nanoparticulas.

Magnetizacdo de  Magnetizacdo de

Coer(c(l)\g)dade remanéncia saturacao M:/Ms

(emu/g) (emu/g)
Al 16,23 0,12 4,30 0,03
A2 9,34 0,02 3,20 0,01
B 25,16 0,11 6,16 0,02

Para todas as nanoparticulas preparadas foi possivel verificar que os valores da
razao entre a magnetizacdo de remanéncia e de saturagcdo corroboram o
comportamento superparamagnético das NPs, apresentando valores abaixo de 0,1 que
indicam a perda de mais de 90 9% da magnetizacdo apés remocao do campo aplicado
(84).

Os parametros obtidos a partir das curvas de histerese das nanoparticulas Al,
A2 e B demonstram que as nanoparticulas analisadas possuem propriedades
magnéticas relativamente semelhantes. As nanoparticulas A apresentaram valores de
magnetizacdo semelhantes de 4,30 emu/g e 3,20 emu/g para as Al e A2,
respetivamente. No entanto, as nanoparticulas Al apresentam histerese superior, com
valores de coercividade e remanescéncia maiores relativamente aos obtidos para as
nanoparticulas A2. No geral, as nanoparticulas B apresentaram o valor de

magnetizacao mais elevado de 6,16 emu/g.

Os baixos valores de magnetizacao de saturacao obtidos para todas as particulas séo

comuns neste tipo de estrutura em flor (85).

De acordo com o artigo “Magnetoliposomes based on manganese ferrite
nanoparticles as nanocarriers for antitumor drugs” as nanoparticulas esférias de ferrite
de manganés apresentam valores de coercividade de 6,3 Oe e de 36 emu/g na
magnetizacao de saturacdo (20). Neste trabalho, os valores de magnetizacao de

saturacao estdo compreendidos entre 3,20 e 6,36 emu/g, revelando-se
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substancialmente mais baixos, o que pode ser um indicativo da estrutura em flor das

NPs sintetizadas.
4.1.3 Caracterizacao por difracdo de Raios-X

A analise XRD permitiu fazer a caracterizacdo estrutural das nanoparticulas de
ferrite de manganés antes da formacéo das estruturas em flor. Na figura 4.3, todos os
picos caracteristicos de uma fase cristalina pura de ferrite de manganés estao
marcados pelos seus indices de Miller (86). Assim, o Difratograma obtido na figura 4.3
revelou uma fase cristalina das nanoparticulas sintetizadas, confirmando a sintese das

ferrites de manganés.

(311)

Intensidade (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70

Figura 4.4 - Difratograma de XRD de nanoparticulas de ferrites de manganés.

Foi feita uma anélise Rietveld, usando o programa FullProf através do ajuste do
fundo por interpolagao linear entre pontos com angulos de scattering constantes, mas
com intensidades ajustadas. Este ajuste, permitiu estimar a composicao e o tamanho
das NPs. Os dados obtidos estéo sintetizados na tabela 4.3. O valor reduzido de X2 de
1,69 indica um excelente ajuste. Esta anélise revelou uma amostra pura de
nanoparticulas de ferrite de manganés com tamanhos reduzidos de 16,5 nm. Os
tamanhos obtidos indicam que estas NPs sao ideais para a formacao de estruturas em

flor para aplicacao biolégica.
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Tabela 4.3 — Parametros de Rietveld de anélise selecionados.

Tamanho (nm) Pureza (%) X2

16,5 100 1,69

4.1.4 Determinacdo de forma e tamanho por microscopia eletrénica de
varrimento (MEV)

A determinacdo da forma e do tamanho das nanoparticulas de ferrite de
manganés em estrutura em flor foi realizada pela técnica de MEV. Esta técnica permite
observar a distribuicdo de tamanhos de cada amostra de nanoparticulas através de
imagens de contraste. Apesar da aglomeracao das nanoparticulas, é possivel observar

a forma redonda das nanoparticulas.

As nanoparticulas de ferrite de manganés, antes da adicao do composto orgéanico
foram previamente observadas por TEM e a imagem obtida estéd apresentada na figura
4.5 (87). Neste imagem ¢é possivel observar que as nanoparticulas sintetizadas
apresentam tamanhos pequenos, com forma esférica, sendo possivel observar alguma
particulas de tamanhos maiores. A partir da imagem apresentada foi possivel obter

uma distribuicao de tamanhos de 26 £ 7 nm.
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Figura 4.5- Imagens obtidas das ferrites de manganés por TEM (1) e imagens MEV

das nanoparticulas das amostras Al, A2 e B.

Relativamente as imagens obtidas para as nanoparticulas Al, A2 e B, foi possivel
verificar a forma das nanoparticulas e avaliar a capacidade de aglomeracao das
mesmas em estruturas do tipo flor para os diferentes métodos utilizados. A anélise por
microscopia permitiu concluir que ndo houve formacgao de estruturas em flor para as
nanoparticulas Al e A2. No entanto, a utilizacdo de carboximetil-dextrano para a
formacdo deste tipo de estrutura foi j& reportada para nanoparticulas de estruturas

cristalinas com tamanhos de 2 a 5 nm e agregados de 20 a 30 nm (37,88).

Por outro lado, a amostra B revelou estruturas aproximadas ao tipo flor
apresentadas na literatura. A partir da figura 4.5 é possivel observar aglomerados bem
definidos, resultantes da adicdo da melamina as nanoparticulas esféricas de ferrite de
manganés. A figura 4.5 foi analisada com o software ImageJ, tendo sido feito uma
contagem manual de estruturas em flor selecionadas (35 contagens). As areas obtidas
foram convertidas em diametros, e os resultados ajustados a soma de duas Gaussianas,
permitindo obter a distribuicao de tamanhos da amostra. Foram obtidas duas
populacdes 203,5 £ 36,84 nm e 311,2 £ 34,57 nm e um coeficiente de correlacado de

0,99 que indica um bom ajuste.
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Figura 4.6 - Imagens MEV da amostra B com diferentes ampliacdes. A:
Identificagcdo manual de varias estruturas em flor e correspondente histograma de
tamanhos ajustado a soma de duas Gaussianas. B: ldentificacao e ampliacédo de

uma estrutura em flor.

4.2 Estudo fotofisico do composto JR-333 em varios solventes

O potencial antitumoral do composto JR-333 foi essencial na sua escolha como
composto ativo para ser encapsulado nos magnetolipossomas sélidos desenvolvidos. O
composto JR-333 é uma molécula fluorescente que foi sintetizada no Centro de Quimica
da Universidade do Minho (CQ-UM). As propriedades fotofisicas de absorcédo UV-Visivel
e fluorescéncia do composto JR-333 foram estudadas em quatro solventes com

diferentes polaridades:
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Acetato de etilo;
Acetonitrilo;

Cloroférmio;

YV V V V

Etanol.

Os espetros de fluorescéncia normalizados do composto JR-333 nos diferentes
solventes sao apresentados na figura 4.7. Sao também apresentados os espetros de

absorcao em etanol e acetonitrilo, inseridos na figura, a titulo de exemplo.
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Figura 4.7 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto JR-333
(0,5x10° % M) (Aexc=300 nm), nos vérios solventes. Inserido: Espetros de absorcao

do composto (0,5x10> M) em etanol e cloroférmio.

O composto JR-333 demonstra fluorescéncia razoavel em todos os solventes,
com uma banda larga sem estrutura vibracional. Verificam-se ligeiros desvios para o
vermelho da banda de emissao a medida que a polaridade do meio aumenta, o que
pode ser explicado pelas interacdes soluto-solvente que alteram o comportamento
fluorescente do composto. As pontes de hidrogénio estabelecidas com os protées do
solvente e consequente protonagcao do 4tomo N do anel da piridina, podem estar na

origem do desvio em etanol. Verifica-se também o alargamento da banda em ambiente
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mais polares o que estéd normalmente associado a mecanismos de transferéncias de

carga intramoleculares e/ou as interacdes com o solvente (89,90).

Os comprimentos de onda de absorcao maximos, coeficientes de absorcgao
molar, comprimentos de emissao e os rendimentos quantico de fluorescéncia do
composto estdao dispostos na tabela 4.4. Os rendimentos quéanticos de fluorescéncia
foram calculados relativamente ao sulfato de quinino em H2S0Os4 (0,05 M), com
®r = 0,546 a 25 °C. A partir da Lei de Lambert-Beer, e tendo em conta que foram
utilizadas células de 1 cm na medicdo destes espetros, foi possivel calcular o
coeficiente de absorcao molar (g), através da razdo entre o valor de absorvancia maxima

do composto e a sua concentracéo.

Tabela 4.4 - Comprimento de onda de absor¢cao maximo (Aabs) € coeficiente de absorcao
molar (g), comprimento de emissao (Aem) € rendimento quantico de fluorescéncia do

composto JR-333 em diferentes solventes.

Solvente Aabs/nm (/10°M-1cm1) Aem (M) or
288
Acetato de etilo 333 0,04
(0,11)
301
Acetonitrilo 353 0,03
(0,07)
274
Cloroférmio 336 0,01
(1,23)
305
Etanol 357 0,03
(0,07)

Estudos relativos a outras tienopiridinas estudadas anteriormente em vérios solventes
revelaram uma diminuicao ou inibicdo completa de fluorescéncia em ambientes
protonados, como o etanol (89). Neste estudo, o composto JR-333 destaca-se por

demonstrar um rendimento quéantico de fluorescéncia mais alto em acetato de etilo
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(0,04), do que nos restantes solventes. Por outro lado, o composto JR-333 revelou um

rendimento quantico de 1 % em cloroférmio.

5%

4% -

3% -
2% -
1% J
0% -

Cloroférmio Etanol Acetato de etilo Acetonitrilo

Figura 4.8 - Grafico comparativo dos rendimentos quéanticos de fluorescéncia do

composto JR-333 nos varios solventes.

4.3 Caracterizagdo dos magnetolipossomas sélidos (SMLs)

4.3.1 Cinéticas de sedimentacdo dos magnetolipossomas sélidos

As nanoparticulas sintetizadas foram encapsuladas em lipossomas, formando
magnetolipossomas sélidos. As taxas de sedimentacdao dos sistemas com
nanoparticulas A2 e B foram obtidas de forma semelhante ao descrito na secg¢do 3.4 e
os valores obtidos foram comparados com as taxas de deposicdo das respetivas

nanoparticulas isoladas, para a mesma concentracao.

Tabela 4.5 - Taxa de sedimentacdo (k) calculada pela funcdo de Becquerel dos

magnetolipossomas sélidos.

k (min'1)
Concentragdao % (m/v)
A2 B
SMLs 0,0023 0,0014
0,025
NPs 0,0008 0,0017
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Os SMLs baseados nas nanoparticulas do tipo A2 revelaram um aumento das
taxas de sedimentacao relativamente as NPs sozinhas. Por outro lado, os SMLs
baseados nas nanoparticulas B revelaram uma ligeira diminuicao, podendo-se afirmar
que o encapsulamento destas NPs nos lipossomas aumenta a sua estabilidade. Assim
é possivel concluir a formacao de estruturas em flor bem definidas, como as NPs B,

permite o desenvolvimento de nanosistemas estaveis.
4.3.2 Prova de formacgao dos magnetolipossomas sélidos por FRET

O fenémeno de transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET)
permitiu estudar a formacéo da dupla camada dos SMLs. Assim, foram preparados trés

sistemas de SMLs com as seguintes marcacoes:

» SMLs com a primeira camada marcada com proflavina, que atuou como doador
de energia;

» SMLs marcado com nile red, que atuou como aceitador de energia;

» SMLs com ambas as camadas marcadas, com a proflavina (na primeira camada)

e com o nile red.

Foram tracados os espetros das trés amostras, excitando apenas o doador, e
pela comparacao dos espetros de fluorescéncia dos trés sistemas, foi possivel observar
o fenémeno de FRET nos magnetolipossomas marcados com ambas as sondas (figura
4.9).
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Figura 4.9 - Espetros de fluorescéncia (Aexc = 380 nm) dos SMLs contendo apenas

proflavina (0,5x10° M), apenas nile red (0,5x10-> M) e contendo ambas as sondas.

Comparando o espetro dos SMLs sé com proflavina com o espetro dos sistemas
contendo as duas sondas, é também possivel observar uma diminuicao da banda do
doador para os sistemas contendo o aceitador. Assim, o aumento de intensidade de
fluorescéncia da banda do aceitador e a consequente diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia do doador (proflavina), confirma a existéncia de FRET entre sondas.
Tendo em conta que o FRET s6 se verifica para distancias inferiores a 10 nm, é possivel
confirmar a formacao da bicamada a volta das nanoparticulas e consequentemente a

sintese dos magnetolipossomas soélidos.

Este estudo permitiu calcular a eficiéncia de FRET, o raio de Forster e a distancia
entre o complexo doador-aceitante. Os valores destes parametros foram calculados a
partir das equagdes 2.12, 2.12 e 2.14 e de acordo ao descrito na seccdo 2.2.3.2. Os

resultados obtidos estao apresentados na tabela 4.6.
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Tabela 4.6 - Parametros da Transferéncia de energia de Forster: eficiéncia de FRET
(oFRET), raio de Forster (Ro) e distancia doador-aceitante (r) obtidos para os

ensaios de SMLs.

@FRET (%) Ro (A) r (nm)

SMLs 68 13,6 12

Foi calculada uma elevada eficiéncia de FRET de 68%, com uma distancia entre
o complexo doador-aceitador correspondente de 12 nm. Dado que a sonda doadora se
encontra ligada a superficie das estruturas em flor (juntamente com os anéis
benzénicos ou as cadeias de polissacaridos que podem apresentar tamanhos variados)
e que a sonda aceitadora é adicionada imediatamente antes da segunda camada
lipidica formada por DPPC que possui um tamanho tipico de cerca de 3,9 nm, a
disténcia obtida corrobora a formacao de uma bicamada a volta das nanoparticulas em
forma de flor (91). Assim, verifica-se o eficiente encapsulamento das nanoparticulas de

manganés do tipo flor, culminando na sintese de SMLs.

4.3.3 Caracterizacdo do tamanho e polidispersividade

Para a caracterizagao do tamanho e polidispersividade dos magnetolipossomas
sélidos sintetizados, utilizaram-se as técnicas de difusdo dinamica de luz (DLS) e
microscopia MEV. A técnica de DLS permite aferir acerca do tamanho das particulas
em solugdo aquosa através do seu movimento Browniano. Contudo, a técnica de DLS
nao faz distincao entre os vérios tipos de particulas reportando apenas o seu tamanho
efetivo. De maneira a garantir bons resultados, a curva de autocorrelacao deve ter boas
caracteristicas e o indice de polidispersividade deve ser inferior a 0,3 (92). Foram
analisadas trés réplicas de cada amostra de SMLs baseados nas nanoparticulas Al,
A2 e B e os seus valores médios de diametro hidrodindmico, polidispersividade e

potencial zeta estdao sumarizados na tabela 4.7.
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Tabela 4.7 — Valores médios e desvio padrao de diametro hidrodinamico, indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial zeta dos magnetolipossomas sélidos baseados

em nanoparticulas de manganés de estrutura em flor, obtidos por DLS.

Diametro hidrodinamico (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)

0,2 +

SMLs Al 2424 + 40,0 -11 +0,70
0,03
0,1 +

SMLs A2 330,1 + 18,2 -0,5+0,45
0,02
0,2 +

SMLs B 388,4 + 22,3 011 2,4 +7,42

Pela anélise do diametro hidrodinamico, verificam-se tamanhos compreendidos
entre os 242 e 388 nm, sendo que os SMLs B apresentaram os valores maiores. Este
resultado pode ser justificado pelas estruturas em flor das nanoparticulas B, conforme
confirmado pela anélise MEV apresentada no capitulo 4.1.4. A titulo de exemplo, na
figura 4.10, é apresentado o correlograma da distribuicdo de tamanhos de SMLs
baseados nas nanoparticulas A2, mostrando ajustes mais ou menos razoaveis. Assim,
verificou-se que o tamanho dos SMLs contendo as nanoparticulas B é compativel com
os valores obtidos por MEV, para as nanoparticulas em flor. Os valores de indice de
polidispersividade inferiores a 0,3 para todas as amostras indicam popula¢cdes mais ou
menos homogéneas para os SMLs desenvolvidos. Relativamente a carga superficial, a
excecado das nanoparticulas Al, os nanosistemas revelaram um potencial zeta neutro,
sendo que os SMLs baseados nas nanoparticulas Al apresentaram o valor mais
negativo de -11 mV. O lipido constituinte da camada externa dos SMLs, o DPPC, é um
lipido zwitteriénico. Assim, o potencial zeta dos magnetolipossomas vai de encontro ao

esperado dado a carga neutra do lipido.
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Figura 4.10 - Correlograma da distribuicao de tamanhos obtidos para os SMLs

baseados nas nanoparticulas A2.

A caracterizacao dos tamanhos e forma dos SMLs preparados foi ainda avaliada
por MEV (figura 4.11). Apesar da estrutura dos SMLs poder ser perturbada pela acao
do vacuo na preparacdo da anélise MEV, é possivel observar SMLs de forma mais ou
menos esférica. No geral, os resultados MEV corroboram os dados obtidos pela técnica

de DLS, tendo-se medido tamanhos entre os 243 e 0os 441 nm para os SMLs baseados

em nanoparticulas A2.
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Figura 4.12 - Imagens MEV de SMLs baseados nas nanoparticulas A2.

4.4 Encapsulamento do composto JR-333

4.4.1 Estudo fotofisico do composto JR-333 em magnetolipossomas

sélidos

E determinante estudar as propriedades fotofisicas do composto JR-333
encapsulado em magnetolipossomas. Este estudo permitiu perceber o seu
comportamento em ambientes diferentes e aferir a cerca da sua localizagdo nos
nanosistemas. Para tal, procedeu-se a medig¢ao da anisotropia de fluorescéncia () que
permite correlacionar a anisotropia com a viscosidade do meio. Esta relacao define-se
pelo aumento do valor de anisotropia com o tempo de correlagao rotacional da molécula

fluorescente, definido pela equacgéo 2.10 (57).

Dado que viscosidade do meio é dependente da temperatura local, isto permite-nos
alteré-la consoante a temperatura local e, consequentemente, estudar o
comportamento do composto nas diferentes fases estruturais do lipido. O lipido
utilizado (DPPC) apresenta uma temperatura de transicdo de fase de 41 °C (33). Assim,
este estudo, foi realizado a temperatura ambiente (25 °C) e acima da temperatura de
transicdo de fase (55 °C). A viscosidade do meio onde o composto se encontra é
determinante no valor da anisotropia de fluorescéncia. Assim, para comparagao foram
realizadas medidas de anisotropia do composto em glicerol. Este apresenta uma
viscosidade de aproximadamente 1000 cP a temperatura ambiente, um valor elevado

quando comparado ao intervalo de valores das membranas lipidicas de 100 a 200 cP.
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Assim, espera-se que os valores de anisotropia para o composto em glicerol sejam mais

elevados do que os valores do mesmo em SMLs.

Os valores de anisotropia de fluorescéncia do composto JR-333 encapsulado nos

SMLs e em glicerol estdo apresentados na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Valores de anisotropia de fluorescéncia (7) para o composto JR-333 em
SMLs abaixo e acima da temperatura de transicao de fase do lipido. O valor de
anisotropia de fluorescéncia do composto em glicerol, a temperatura ambiente, é

demonstrado para efeitos de comparacao.

Formulagdes T (°C) Aem (NM) r
25 0°C 407 0,06
SML's Al
55 oC 414 0,05
25 °C 385 0,08
SML's A2
55 °C 351 0,06
25 oC 373 0,06
SML's B
55 oC 360 0,05
Glicerol 25 oC 331 0,30

Os valores de anisotropia permitiram concluir que o composto JR-333 pode ser
transportado na membrana lipidica dos SMLs. Observa-se uma diminuicao da
anisotropia do composto, em todos os sistemas a temperatura de 55°C. O aumento da
temperatura altera a viscosidade da membrana, que por sua vez influencia o tempo de
correlacdo rotacional do fluoréforo (composto). Desta forma, é possivel concluir que o
composto JR-333 esta localizado maioritariamente na membrana dos SMLs, uma vez

gue foi possivel observar a transicéo de fase do DPPC, constituinte principal dos SMLs.

Adicionalmente, é possivel ainda concluir que o composto se encontra na parte mais
interna da membrana lipidica, visto que os valores de anisotropia sdo relativamente
baixos nos magnetolipossomas sélidos, e a viscosidade da membrana diminui de fora
para dentro (93).

A diminuicao da viscosidade da bicamada por aquecimento permite a insercao mais
profunda do composto em éareas hidrofébicas do magnetolipossoma, ou seja, areas

internas da camada lipidica.
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Pelo estudo realizado no capitulo 4.2, verifica-se que o composto emite uma
fluorescéncia razoavel em vérios solventes, incluindo o etanol. No grafico 4.13, a titulo
de exemplo, verifica-se um desvio da banda de emissao do composto para o azul
quando encapsulado nos SMLs, o que poderé estar de acordo com uma maior

penetracdo da sonda na camada lipidica.
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Figura 4.13 - Espetro de emissao de fluorescéncia do composto JR-333 em SMLs
contendo NPs B (Aexc = 300 nm), a temperatura ambiente (25 °C) e acima da

temperatura de transicao de fase (55 °C) e do composto JR-333 em etanol.

4.4.2 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento é um fator fundamental no desenvolvimento de
um nanosistema de transporte. Desta maneira, a eficiéncia de encapsulamento do
composto JR-333 nos SMLs desenvolvidos foi calculada. Neste estudo foram feias trés

réplicas independentes para cada sistema.

Obteve-se uma taxa de encapsulamento extremamente elevada, de 98 %,. Este resultado
indica os SMLs como excelentes sistemas de encapsulamento para o transporte
magneticamente guiado do composto JR-333. Desta forma, estes SMLs sao
promissores para a terapia oncolégica enquanto agentes terapéuticos por

quimioterapia e hipertermia.

4.5 Ensaio de fusdao com modelos de membranas
O estudo da interacdo dos magnetolipossomas com modelos de membrana

celular é essencial para avaliar a sua capacidade de fusao. Neste estudo, os GUVs foram
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usados como modelos de membrana celular e os SMLs foram carregados com as
sondas proflavina e nile red, a semelhanca do capitulo 4.3.2. Este estudo baseou-se no
fenémeno de quenching das sondas fluorescentes derivado da proximidade entre o
fluoréforo e as NPs magnéticas. Estes processos podem ser transferéncia eletrénica
fotoinduzida, ou aumento do ISC por efeito de &tomo pesado ou ainda transferéncia de

energia para as nanoparticulas.

Foram realizados ensaios de fusdo para todos os magnetolipossomas sélidos
baseados nas nanoparticulas Al, A2 e B. A titulo de exemplo, sdo apresentados os
espetros dos magnetolipossomas sélidos baseados nas nanoparticulas A2, antes e apds

a interacao dos GUVs.
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Figura 4.14 - Espetros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 380 nm) dos SMLs
baseados nas nanoparticulas A2 com ambas as sondas encapsuladas, antes e

depois da fusdo com GUVs.

Pela anélise do gréafico pode-se observar o aumento de emissao de ambas as sondas
ap6s a fusdo com GUVs. O aumento da emissao de nile red da-se pela diminuicdo do
fenémeno de guenching das NPs a medida que a distancia entre o fluoréforo e o nucleo
dos SMLs aumenta. No caso da proflavina seriam esperados valores equivalentes a da
sua emissdo em SMLs apenas com proflavina, representado na figura 4.9. Contudo,
apo6s fusdo com GUVs, verificou-se um aumento de 10 vezes, podendo ser explicado
pela possivel fuga do fluoréforo para os GUVs, culminando num fenémeno de

unquenching. Apesar de indicar que o acoplamento da proflavina ndo é 100 9%, eficaz,
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o fenémeno de wnquenching corrobora a fusao com modelos membranares, o que

comprova a promissora aplicagdo destes sistemas de transporte no organismo.

4.6 Ensaios de libertagao do composto

Os ensaios de libertacao do composto JR-333 dos SMLs foram realizados na
presenca e auséncia de um campo magnético, de acordo ao descrito no capitulo 3.5,
de forma a avaliar a capacidade de libertacao controlada dos sistemas desenvolvidos.
Os resultados da libertacdo cumulativa de composto JR-333 dos SMLs ao longo do

tempo estédo apresentados n a figura 4.15.
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Figura 4.15 -Representacdo da libertacdo do composto JR-333 (4,99 x 10> M) em

SMLs com e sem exposi¢cao a campo magnético, ao longo do tempo.

Verificou-se um padrdo de libertagcao semelhante em ambos os ensaios com uma
libertacdo total de cercade 11,1 % e 11,6 9% em 10 horas, para 0 ensaios na auséncia
e presenca de campo magnético externo, respetivamente. No geral, é possivel observar
uma libertacdo acentuada nos primeiros trinta minutos seguida de uma libertacdo mais
lenta até ao fim do ensaio. As libertagdes obtidas sdo bastantes semelhantes para os
dois ensaios sendo ligeiramente superior na presenca de campo externo (figura 4.15).
No entanto, a aplicacdo do campo magnético ndo teve o impacto esperado, o que pode
estar relacionado com a quantidade de NPs usada no ensaio ou nos parametros de

campo utilizados. Além disso, a prépria rigidez do sistema e natureza do composto
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JR- 333 podem influenciar a baixa libertacdo do composto, na presenca e auséncia de

campo externo.

Os resultados obtidos foram ajustados ao modelos de Korsmeyer-Peppas
(equacao 3.3) e Weibull (equacao 3.4), de forma a obter mais informacéao sobre o tipo
de libertacao obtida. A titulo de exemplo, esté apresentado na figura 4.16 o perfil de

libertacdo do composto JR-333 ajustado ao modelo de Weibull.
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Figura 4.16 - Perfil de libertacao do composto JR-333 encapsulado nos SMLs na

presenca e auséncia de campo magnético aplicado, ajustado ao modelo de Weibull.

Os valores constantes e coeficiente de correlacédo (/%) foram obtidos para cada modelo

estdo resumidos na tabela 4.9.

Tabela 4.9 - - Parametros obtidos pelos ajustes dos modelos Korsmeyer-Peppas e
Weibull, e respetivo coeficiente de determinacédo (R?), aos ensaios de libertacdo do
composto JR-333 encapsulado em SMLs, na presenca e auséncia de um campo

magnético aplicado.

Korsmeyer-Peppas Weibull
k (min‘?) n R? Vinix a b R
Sem campo 0,012 0,34 0,979 14,27 0,052 0,52 0,997
Com campo 0,013 0,35 0,975 31,85 0,029 0,42 0,994

67



Os valores de coeficiente de correlacao para os ajustes Korsmeyer-Peppas e Weibull
indicam bons ajustes para ambos os modelos. No entanto, coeficientes de correlacdo
mais elevados foram obtidos para o modelo Weibull o que pressupde um melhor ajuste

deste modelo.

Do ajuste do modelo Korsmeyer-Peppas foram obtidas taxas de libertacéo
bastante semelhantes nos dois ensaios, sendo ligeiramente superior na presenca de
campo magnético externo. Na tipologia de transporte, ambos os ensaios enquadram-
se num transporte por difusédo (n < 0,45). Também para o modelo de Weibull foi
observado um mecanismo de transporte por difusdo, com valores do parametro b6
inferiores a 0,75. Para este modelo foi ainda possivel estimar uma libertacdo méaxima
de 31,85 9% na presenca de campo, cerca duas vezes superior do que na auséncia de
campo magnético. Assim, os magnetolipossomas desenvolvidos sdo um nanosistema
promissor para a libertacdo otimizada do composto JR-333 na presenca de um campo

magnético externo.

4.7 Ensaios de hipertermia

As curvas de aquecimento e arrefecimento foram obtidas no equipamento
magneTherm da nanoTherics, tendo sido usadas trés frequéncias diferentes ( f = 161
kHz, 270 kHz e 381 kHz) e duas amplitudes de campo (H =16 mT e 17 mT). Antes de
iniciar a medicao, a temperatura da amostra foi estabilizada e de seguida foi aplicado
o campo alternado tendo-se registado a temperatura durante um periodo de 30
minutos. De seguida, desligou-se o campo aplicado e o arrefecimento da amostras foi

registado durante 30 minutos. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 4.17.
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Figura 4.17 - Variacdo da temperatura das nanoparticulas B, na presenca de
campos magnéticos alternados de amplitude 17 mT com frequéncias de 161 kHz
e 270 kHz e 16 mT com frequéncia de 381 kHz.

A partir das curvas obtidas, verifica-se um aumento de entre 4 a 6 °C, em 30 minutos,
para as varias condi¢des experimentais. O maior aquecimento foi observado para o
campo de 17 mT com uma frequéncia de 270 kHz e as condi¢cbes de campo 17 mT e

161 kHz revelaram um arrefecimento mais lento.

Na tabela 4.10 estao apresentados os valores de SAR e ILP calculados para as 3

condi¢bes experimentais.

Tabela 4.10 - Valores de SAR e ILP, obtidos a partir das curvas de aquecimento e

arrefecimento das nanoparticulas B.

17 mT e 161 kHz 17 mT e 270 kHz 16 mT e 381 kHz
SAR (W gmnFe2041) 0,12 0,10 0,14

ILP (nH.m2/Kg) 0,46 0,20 0,22

Os valores de SAR obtidos indicam um maior valor de SAR de 0,14 W gunre204'! para o
campo de 16 mT com frequéncia 381 kHz. Por outro lado, um ILP mais elevado foi
obtido para o campo de 17 mT e 161 kHz. Valores de ILP entre 0,1 e 0,58 foram

reportados para ferrites esféricas dopadas com manganés (94). Assim, os valores
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obtidos estédo dentro do esperado para este tipo de particulas. No entanto, para avaliar
a capacidade de maior geracdo de calor entre as nanoparticulas esféricas e as
nanoparticulas em forma de flor, no futuro terao de ser feitas curvas de aquecimento
para as nanoparticulas esféricas (antes da organizagao em estruturas em forma de flor).
Desta maneira, estes dados indicam que, apesar do baixo valor de magnetizagao de
saturacao, as NPs obtidas possuem uma boa capacidade de aquecimento devido a sua
estrutura em flor. Conclui-se assim, que as NPs produzidas contemplam as
caracteristicas ideais para aplicacéao em hipertermia e conducao guiada de compostos

a locais alvos.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

5.1 Conclusao

Neste trabalho foi possivel sintetizar nanoparticulas magnéticas de ferrites de
manganés do tipo flor usando o composto organico melamina. A sua caracterizacao
estrutural permitiu confirmar a sua estrutura em flor com tamanhos de 203,5 + 36,84
nme 311,2 £ 34,57 nm e as medidas magnéticas confirmaram um comportamento
superparamagnético. No geral, as NPs B apresentaram os melhores resultados sendo
as mais promissoras para o encapsulamento em SMLs. Os ensaios de FRET
confirmaram a sintese dos SMLs. Verificaram-se tamanhos, em média, de 388 nm, para

os SMLs sintetizados, através da técnica de DLS.

O estudo fotofisico do composto JR-333 revelou que este apresenta emisséo de
fluorescéncia que depende do ambiente envolvente. O composto JR-333 foi
encapsulado com elevada eficiéncia de encapsulamento nos SMLs e os estudos de
anisotropia de fluorescéncia revelaram que o composto pode ser transportado na
membrana destes sistemas. O estudo de interacdo com os modelos de membranas
confirmou a capacidade de fusdo dos SMLs e os ensaios de libertacdo mostraram que
0s magnetolipossomas sao um nanosistema potencial para a libertagdo controlada do
composto JR-333.
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5.2 Perspetivas futuras

Os trabalhos desenvolvidos nesta tese ajudaram na compreensdao do
comportamento de nanoparticulas de tipo flor em sistemas lipidicos. Os resultados séo
importantes no ambito do desenvolvimento de nanosistemas de transportes de
compostos antitumorais para aplicacdo em terapia dual do cancro por quimioterapia e
hipertermia. Assim, os SMLs devem prolongar o tempo de circulacao do farmaco e

reduzir os efeitos secundarios indesejados.

Como desenvolvimento futuro desta tese, podem ser definidas as seguintes

sugestoes:

e Ensaios em linhas celulares normais e tumorais dos SMLs com o composto JR-
333 encapsulado, de forma a avaliar o seu potencial na terapia do cancro.

e Estudo da citotoxicidade das NPs e dos SMLs.

e Realizar novos estudos de avaliagao de libertacdo do composto sob a influéncia
de campos magnéticos com diferentes parametros de amplitude do campo
magnético e da sua frequéncia;

e A analise dos SMLs B através da técnica de MEV seria mais elucidativa acerca
dos resultados obtidos por ambas as técnicas. Isto forneceria uma conclusao
mais esclarecedora acerca do tamanho dos SMLs visto que as nanoparticulas B

sdo as que demonstram estrutura em flor mais satisfatéria.
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