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Nanossistemas lipidicos contendo nanoparticulas
magnéticas/sulfureto de cobre para a terapia multimodal do
cancro

Resumo

O desenvolvimento de bionanossistemas lipidicos para o encapsulamento de nanoparticulas
magnéticas, plasmonicas e farmacos antitumorais, tem-se revelado uma abordagem promissora
para o tratamento do cancro.

A terapia oncoldgica mediada por nanoparticulas (NPs) magnéticas é baseada em hipertermia, um
tratamento térmico que pode ser desencadeado pela presenca de campos magnéticos externos
alternados. Sendo sensiveis a campos magnéticos externos, as NPs magnéticas podem ser
direcionadas até a zona alvo (tumores) através de gradientes de campos magnéticos. De igual
forma, as NPs plasmonicas podem atuar como agentes de fototermia quando sujeitas a irradiacéo
com uma fonte de luz adequada.

No ambito deste trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas por DLS, XRD, TEM, espetroscopia
de absorcdo e SQUID, nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés e nanoparticulas
plasmonicas de sulfureto de cobre. Os resultados de XRD revelaram a presenca de uma fase
cristalina ortorrombica de e-Fe,0,, para alem da fase cristalina de MnFe,O,. O carater
superparamagnético das NPs magnéticas foi demonstrado pela técnica de SQUID, na qual se
obteve uma magnetizacao de saturacao (Ms) de 14,68 emu/g e um tamanho de 33 + 13 nm pela
técnica de TEM. Os resultados de XRD das NPs de CuS revelaram a presenca predominante de
uma fase cubica de Cu,S. A sua capacidade de geracao de calor foi avaliada através de ensaios
de irradiacéo nos quais se obteve um SAR maximo de 3764,5 W/g. O seu tamanho foi avaliado
pelas técnicas de DLS, TEM e XRD no qual se obtiveram resultados inferiores a 10 nm.

De seguida foi realizado o acoplamento destas NPs obtendo-se NPs magneto-plasmdnicas, sendo
estas posteriormente encapsuladas em lipossomas de DPPC marcados com a sonda de reichardt
(ET-30). Estes foram preparados pela técnica de injecdo etandlica, originando magnetolipossomas
plasmonicos aquosos com diametros de 172 nm. Por ultimo foram realizados ensaios de
aquecimento local destes bionanossistemas, nos quais se obteve um aquecimento local de 2,5°C
ao fim de 2 minutos de irradiacao laser (808 nm) com uma poténcia de 1 W/cms.
Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas; nanoparticulas plasmonicas; hipertermia

magneética; fototermia



Lipidic nanosystems containing magnetic/copper sulfide

nanoparticles for multimodal cancer therapy

Abstract

The development of lipid bionanosystems for the encapsulation of magnetic and plasmonic
nanoparticles and antitumor drugs has proved to be a promising approach for the treatment of

cancer.

Oncologic therapy mediated by magnetic nanoparticles (NPs) is based on hyperthermia, a thermal
treatment that can be triggered by the presence of external alternating magnetic fields. Being
sensitive to external magnetic fields, magnetic NPs can be directed to the target area (tumors)
through magnetic field gradients. Likewise, plasmonic NPs can act as photothermal agents when

subjected to irradiation with a suitable light source.

In the scope of this work, magnetic nanoparticles of manganese ferrite and plasmonic
nanoparticles of copper sulfide were synthesized and characterized by DLS, XRD, TEM, absorption
spectroscopy and SQUID. The XRD results revealed the presence of an orthorhombic crystalline
phase of e-Fe203, in addition to the crystalline phase of MnFe,O.. The superparamagnetic
character of the magnetic NPs was demonstrated by the SQUID technique, in which a saturation
magnetization (MS) of 14.68 emu/g and a size of 33 + 13 nm were obtained by the TEM. The XRD
results of the CuS NPs revealed the predominant presence of a cubic Cu,S phase. The heat
generation capacity of CuS NPs was evaluated through irradiation tests in which a maximum SAR
of 3764.5 W/g was obtained. Its size was evaluated by DLS, TEM and XRD techniques, in which

results smaller than 10 nm were obtained.

Next, the coupling of these NPs was performed, obtaining superparamagnetic magneto-plasmonic,
which were later encapsulated in DPPC liposomes marked with the reichardt probe (ET-30). These
were prepared using the ethanolic injection technique, originating aqueous plasmonic
magnetoliposomes with diameters of 172 nm. Finally, tests of local heating of these
bionanosystems were carried out, in which a local heating of 2.5° C was obtained after 2 minutes

of laser irradiation (808 nm) with a power of 1 W/cm2,

Keywords: Magnetic nanoparticles; plasmonic nanoparticles; Magnetic Hyperthermia;
Photothermal Therapy
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Introducao

A principal motivacao deste trabalho surge da necessidade e urgéncia do desenvolvimento
de novas alternativas para o tratamento do cancro. Assim, pretende-se tirar partido da evolucao
da nanomedicina para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, para substituir
metodologias convencionais que apresentam pouca especificidade e muitos efeitos secundarios.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2019, o cancro foi considerado a
primeira ou segunda causa de morte, em 112 dos 193 paises do mundo, em pessoas com idades
inferiores a 70 anos como se pode observar pela distribuicdo demografica apresentada na figura
1. Segundo a Agéncia Internacional para o Estudo do Cancro IARC (do inglés, Internacional Agency
for Research on Cancer), em 2020, foram registados 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes
de mortes por cancro, sendo o cancro da mama e do pulméao 0s mais comuns e responsaveis por

mais de 20 % do total de casos registados [1].

.
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Figura 1 - Classificacdo da mortalidade por cancro em todo o mundo em idades < 70 anos, em 2019, pela OMS (Organizacao
Mundial de Saude). Adaptado de [1]



I. Nanotecnologia e Nanomedicina

Explorando as propriedades dos diferentes tipos de nanomateriais, a nanotecnologia € uma
das areas cientificas mais promissoras do século XXI. Pode ser definida como a capacidade de
manipulacdo de materiais a escala nanométrica (1-100 nm), tirando proveito dos efeitos
emergentes da diminuicdo do tamanho dos materiais para desenvolver nanossistemas
inteligentes, como por exemplo, NPs e lipossomas representados na figura 2, para as mais
diversas aplicacdes. Mencionada pela primeira vez por Richard Feynman, em 1959, o interesse

pela area propagou-se até aos dias de hoje onde continua o seu desenvolvimento [2].

A nanomedicina € uma area derivada da nanotecnologia aliada a medicina que tem como
finalidade criar e melhorar terapias favorecendo a saude da humanidade. E uma area altamente
interdisciplinar que se rege pelos esforcos conjuntos de fisicos, bidlogos, quimicos e profissionais
de saude. Na ultima década, tem despertado a curiosidade de varios centros cientificos para a
investigacao e desenvolvimento de novos tratamentos e métodos de diagndstico, sendo o cancro

uma das doencas mais abordados nesta tematica [3].

H20 Glucose Anticorpo Virus Bactéria Célula cancerigena Ponto Final Bola de Ténis

oy F B -
1 10 104 103

10 102 10
! ! ! 1 1 1 1 ! 1 1

D

Ponto Quantico Dendrimero Nanoesfera de Ouro Lipossoma Fulereno

Figura 2 - Representacdo esquematica da nanoescala e dos diferentes tipos de nanoestruturas. Adaptado de [4].



I.1. Nanoparticulas Magnéticas

As propriedades das NPs para a area da nanomedicina tém vindo a ser muito investigadas
em virtude da diversidade de aplicacbes que possuem, como por exemplo, desenvolvimento de
biossensores, imagiologia e entrega controlada de farmacos. A natureza das NPs magnéticas
permite a manipulacao da sua localizacao, utilizando gradientes de campos magnéticos externos,
e geracao de calor, sob acao de campos magnéticos alternados. Desta forma, este tipo de NPs
alargam a possibilidade de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, nomeadamente

para o tratamento do cancro [5].

A utilizacao destas NPs enquanto agentes de terapia requer o entendimento das
consequéncias implicadas na diminuicao do seu tamanho para a escala nanométrica, em relacao
ao “bulk’ dos seus materiais, bem como da forma como sao sintetizadas, uma vez que o seu

tamanho afeta as suas propriedades [6].

.1.1. Magnetismo

A natureza magnética dos materiais pode ser classificada em trés classes distintas,
materiais ferromagnéticos, paramagnéticos e diamagnéticos. Os primeiros possuem uma grande
quantidade de eletrdes de valéncia desemparelhados, conferindo-lhes uma grande suscetibilidade
magneética (grandeza adimensional que indica o grau de magnetizacdo de um material em resposta
a aplicacdo de um campo magnético externo), que decai com o aumento da temperatura. Estes
materiais apresentam uma magnetizacao espontanea dividida em diferentes regides denominadas
por dominios magnéticos ou dominios de Weiss, na auséncia de um campo magnético externo.
Os dominios de Weiss sdo regides num material magnético na qual os momentos magnéticos de
todos os seus eletrdes estao alinhados na mesma direcao. A razao pela qual existe a formacao
destes dominios, ao invés do material possuir a mesma magnetizacdo em toda a sua constituicao,
€ porque esta conformacéao estrutural permite a minimizacao da sua energia magnetostatica [7].
Dos objetos vulgarmente mais conhecidos compostos por materiais ferromagnéticos podemos
destacar os imanes. Tal como os materiais ferromagnéticos, os materiais paramagnéticos
possuem eletrdes desemparelhados, contudo em menor quantidade, conferindo-lhes uma

suscetibilidade magnética positiva muito inferior. Estes materiais s6 apresentam magnetizacao na



presenca de um campo magnético externo, caso contrario os seus dipolos magnéticos encontram-
se desalinhados e 0 momento magnético total € nulo. Por Ultimo, os materiais diamagnéticos
possuem todas as suas camadas eletronicas completas, logo, 0 seu momento magnético total é
zero dado que todos os eletroes estao emparelhados. Na presenca de um campo magnético, estes
materiais tendem a sentir uma forca de repulsao fraca que resulta numa suscetibilidade magnética
negativa, constante com o aumento da temperatura [8]. Na figura 3 podemos observar o efeito
sentido, na presenca e auséncia de um campo magnético, pelos diferentes tipos de materiais.
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Figura 3 - Representacdo da orientacdo magnética sentida pelos diferentes tipos de materiais na auséncia e presenca de um
campo magnético. Adaptado de [9].

0 magnetismo dos materiais “bu/k” é funcdo de trés tipos de energia diferentes: energia de troca,
energia de anisotropia e a energia magnetostatica. A energia de troca é responsavel pelo
comportamento ferromagnético, enquanto a energia de anisotropia é responsavel pela limitacao
da largura das paredes de Bloch (regido de interface que separa dois dominios magnéticos
vizinhos). Por sua vez, a energia magnetostatica é responsavel pela formacdo de dominios de
Weiss[10]. A figura 4 é uma representacdo da formacdo destes dominios com diferentes

orientacdes magnéticas.
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Figura 4 - Representacao dos dominios de Weiss e paredes de Bloch em materiais ferromagnéticos. Adaptado de [11, 12]



1.1.2. Nanomagnetismo

O comportamento magnético dos materiais varia de acordo ao seu tamanho. Com a
diminuicdo do tamanho, a partir de um certo valor denominado por diametro critico, passa a ser
energeticamente mais dispendioso formar uma parede de Bloch do que suportar a energia
magnetostatica de um sistema de dominio Unico. Assim, abaixo deste didmetro critico, a
configuracdo de dominio Unico passa a ser mais favoravel. A temperatura de bloqueio ¢ um outro
fator importante na formacao destes dominios Unicos sendo que acima desta, as NPs passam de
um estado termicamente estavel (bloqueado) para um regime superparamagnético. Abaixo do
diametro critico, e acima da temperatura de blogueio, os materiais ferromagnéticos apresentam
um comportamento superparamagnético na qual passam de uma configuracdo magnética de multi
dominio para dominio unico caracterizado pela auséncia de histerese e baixa coercividade como

mostra a figura 5 nos ciclos de histerese representados a verde e azul [10].
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Figura 5 - Representacao qualitativa da influéncia do tamanho nas propriedades magnéticas das nanoparticulas. Adaptado de
[13]

Este comportamento superparamagnético (a temperatura ambiente) é um dos principais
atributos das NPs magnéticas que favorece o seu uso em aplicacdes biomédicas. Na presenca de
um campo magnético externo, a elevada magnetizacao de saturacao destas NPs permite um
transporte direcionado mais eficaz, e uma maior capacidade de geracao de calor. Adicionalmente,
na auséncia do campo magnético as NPs nao apresentam uma magnetizacao apreciavel, ou seja,
a sua remanescéncia é perto de zero. Assim, é de extrema relevancia que as NPs utilizadas para
o desenvolvimento dos magnetolipossomas apresentem um comportamento superparamagnético

€ que possuam uma boa magnetizacao de saturacéo [14].



1.1.3. Métodos de Sintese

De um modo geral, o tipo de materiais usados para a producao de NPs magnéticas
abrangem o uso de elementos quimicos como o Fe, Co, Mn e o Ni e ainda algumas ligas metalicas,
como por exemplo, FeCo. Apesar da elevada magnetizacdo deste tipo de NPs magnéticas, a
toxicidade e caracter oxidativo associada a alguns destes elementos enviesam a sua utilizacdo no
ambito do desenvolvimento de aplicacdes bioldgicas. Em ambiente clinico as solucdes coloidais
de NPs magnéticas de oxidos de ferro oferecem a opcdo mais biocompativel, quimicamente
estavel, menos toxica e monetariamente mais acessivel, além de boas propriedades magnéticas.
O tipo de ferrites mais usadas para a producdo de NPs magnéticas sdo a magnetite (Fe;0.,) e a
sua forma oxidada maguemite (y-Fe,O.). Neste trabalho foram sintetizadas NPs magnéticas de
ferrite de manganés (MnFe,O,). A utilizacao deste tipo de particulas oferece vantagens para
aplicacoes em tratamentos médicos, uma vez que as NPs magnéticas de ferrite de manganés
apresentam uma elevada susceptibilidade magnética, comportamento superparamagnético (a
temperatura ambiente) e boa biocompatibilidade [15].

Atualmente, existem varios métodos para sintetizar NPs magnéticas como a
coprecipitacao, microemulsdo, decomposicao térmica, deposicdo quimica em fase de vapor (CVD)
entre outras. Um dos métodos mais vulgares, reprodutiveis e expeditos para a sintese de NPs é a
coprecipitacao e foi o escolhido para realizar a sintese das NPs magnéticas neste trabalho. A
coprecipitacao consiste na reacdo de uma solucdo contendo os percursores metalicos com um
agente que promove a formacao de dxidos, tipicamente uma base forte, a temperatura ambiente

ou a temperaturas elevadas [16].

I.1.4. Aplicacoes biomédicas

A utilizacdo de NPs magnéticas para fins biomédicos tem-se manifestado cada vez mais
interessante, dado que este tipo de nanomaterial tem demonstrado ser promissor para o
tratamento e diagnostico do cancro. No que diz respeito ao diagnéstico, a aplicacao mais
conhecida do uso de NPs magnéticas é como agentes de contraste para imagem por ressonancia
magnética. E uma técnica de imagiologia n&o invasiva e ndo destrutiva, que se baseia na utilizacéo

das NPs como agentes de contraste através da diminuicao dos tempos de relaxacao dos protées



da agua presente nos tecidos do corpo humano [17]. Por outro lado, as NPs magnéticas também
tém sido amplamente estudadas para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, como
direcionamento magnético e entrega controlada de farmacos e enquanto agentes de hipertermia
magneética.

A hipertermia ¢ um método de terapia que se baseia na geracao local de calor, tipicamente
com um aumento da temperatura do tecido tumoral entre os 41- 46 °C, promovendo a apoptose
das suas células sem danificar os tecidos saudaveis circundantes. O tratamento por hipertermia
magnética pode ser mediado por NPs magnéticas que, na presenca de um campo magnético
externo alternado, tém a capacidade de converter a energia magnética em calor. Existem dois

mecanismos pelos quais as NPs superparamagnéticas podem gerar calor:

(i) os relaxamentos Brownianos, que estdo associados a dissipacdo de energia
rotacional entre as nanoparticulas e o0 meio envolvente. Este mecanismo de
relaxamento depende da viscosidade do fluido circundante e do volume das NPs

_ 3nVu

pela relacao: 75 = —— Equacao 1
KpT

T, — Tempo de relaxacao Browniano

n, - Viscosidade

V.- Volume hidrodinamico da particula magnética
K. — Constante de Boltzmann

T — Temperatura

(ii) os relaxamentos de Néel, que envolvem a inversao do momento magnético das

NPs e sdo exponencialmente dependentes da anisotropia e volume das NPs,

KV
conforme descrito pela relacao: Ty = 74.€%87T  [18]. Equacao 2

T, — Tempo de relaxacdo Néel
T,- Freqguéncia de inversao
V - Volume da nanoparticula
K - Constante de anisotropia
K. — Constante de Boltzmann

T = Temperatura



A taxa de absorcdo especifica (SAR, do inglés specific absortion rate) é um parametro fundamental
que determina a capacidade de geracdo de calor local, medindo a quantidade de energia

magneética convertida em calor por unidade tempo e massa.

Ao longo da ultima década, estudos /7 vivo tém demonstrado que o tratamento de tumores por
hipertermia, mediada por NPs magnéticas, é eficaz na morte das células tumorais. Resultados de
varias investigacées demonstram que a acao terapéutica resulta ndo s6 do sobreaquecimento do
tecido tumoral, mas do desencadear de respostas imunolégicas, tornando esta abordagem

terapéutica mais eficaz [19].

Em 2020 o autor Albargi et al.,[18] demonstrou, em ensaios /7 vivo, que a utilizacdo de uma
formulacao de nanoclusters baseados em NPs de 6xidos de ferro dopadas com zinco e manganés
(ZnMn-IONCs) promovia uma reducao significativa do volume tumoral (1500 mm?) de uma linha
celular de cancro da prostata (DU145). O estudo foi realizado em ratos portadores deste tipo de
cancro aos quais foi administrada intravenosamente esta nanoformulacao. Estes foram expostos
a um campo magnético externo (420 kHz, 26.9 kA/m) que promoveu um aumento de temperatura

intratumoral até 42°C (temperatura de hipertermia).

O tratamento do cancro por hipertermia magnética fornece uma alternativa mais localizada, menos
invasiva e agressiva do que as terapias convencionais. Assim, o potencial desta terapia para o
tratamento do cancro despertou o interesse para o desenvolvimento de novos nanossistemas
baseados em NPs magnéticas para mitigar os efeitos nefastos provocados pela quimioterapia

tradicional [20].

.2. Nanoparticulas Plasmédnicas

Recentemente, o uso de NPs plasmodnicas para o tratamento de tumores tem recebido
especial atencao, uma vez que podem também ser utilizadas para promover 0 aquecimento da
zona tumoral, quando suijeitas a irradiacdo. A acdo combinada entre as NPs plasmonicas e NPs
magneéticas produz um efeito sinérgico que potencia a geracao de calor.

As NPs plasménicas sao capazes de produzir calor devido ao efeito SPR (do inglés, Surface

Plasmon Resonance)[21]. Este, pode ser entendido como a oscilacdo coletiva dos eletrdes de



superficie, resultantes da incidéncia de radiacao eletromagnética de frequéncia igual a de oscilacao
natural dos eletrdes. Este fendmeno é responsavel por uma absorcao intensa da radiacao por
parte das NPs, como pode ser observado na figura 6. O SPR depende de varios fatores, como por
exemplo, do tipo de material (por exemplo: ouro e prata), forma e tamanho das NPs, e

propriedades do meio onde estao inseridas [22].
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Figura 6 - Efeito de Ressonancia de Plasmao de Superficie (SPR). Adaptado de [22]

As NPs plasmonicas, sdo caracterizadas pela capacidade de conversdo de luz em calor,
através do decaimento de energia por processos nao radiativos. Assim, este tipo de materiais

promovem um tratamento por hipertermia fototermica, na presenca de irradiacao de luz [23].

1.2.1.Tipos de NPs plasmédnicas

0 tipo de NPs plasmdnicas mais estudadas atualmente sao as de ouro (Au), devido a sua
elevada biocompatibilidade, baixa toxicidade e facil conjugacdo com moléculas biolégicas que
permitem a sua aplicacdo em imagiologia, entrega controlada de farmacos e teranostico [23]. As
NPs plasménicas de prata (Ag) também tem recebido especial atencdo, devido as suas
propriedades dticas que permitem o desenvolvimento de biossensores podendo ainda ser usadas
como substrato para espetroscopia raman (SERS) [24]. Mais recentemente, para além do ouro e
da prata, também as NPs de sulfureto de cobre tém sido investigadas. O estudo deste tipo de NPs
para aplicacdes de eletronica e dtica foi ja extensivamente descrita na literatura [25]. Todavia,
apenas na ultima década tém emergido como uma alternativa a outros tipos de NPs plasmonicas

para aplicacoes biologicas [26].



Apesar das boas caracteristicas que as NPs de ouro apresentam, o uso de NPs de sulfureto
de cobre (CuS) oferece alternativas que mitigam alguns dos problemas associados ao uso do ouro
para a realizacao da terapia fototérmica, como por exemplo, sinteses demoradas, custo elevado,
dependéncia do tamanho, forma e meio envolvente nas capacidades de absorcdo de radiacdo [27,
28]. Com tamanhos muito reduzidos, tipicamente entre os 10-15 nm, é possivel obter uma
funcionalizacao mais eficiente da sua superficie com farmacos antitumorais bem como uma maior
internalizacdo nas células cancerigenas [27, 29].

O sulfureto de cobre é um material semicondutor com boas propriedades 6ticas e elétricas
que tem vindo a ser explorado para varias aplicacdes, desde a fotodegradacado de poluentes,
detecdo de metabolitos (glucose) e biomoléculas (DNA), até ao uso para o tratamento do cancro
onde as suas propriedades de geracdo de calor sao utilizadas [30]. As NPs de CuS podem existir

sob 5 formas quimicas diferentes alterando a razdo entre Cu/S. As formas mais usuais sao:
covelite (CuS), anilite (Cu, 75S), digenite (Cu,sS), djurlite (Cu, 4sS) e calcocite (Cu,S)[31].

Sendo o sulfureto de cobre um material semicondutor tipo p, o efeito plasmonico
caracteristico destas NPs resulta da grande mobilidade de lacunas representes no material. As
varias razdes estequiométricas referidas exibem efeitos plasmoénicos sendo a covelite (CuS) a que
apresenta a maior concentracdo de lacunas na banda de valéncia que origina uma forte absorcao
de radiacdo. Como resultado, as NPs de CuS apresentam uma banda de absorcao perto do
infravermelho que nado é afetada de forma significativa pela morfologia das NPs, facilitando o seu
uso e manipulacdo. Desta forma, podem promover a geracdo de calor por decaimentos nao
radiativos, apos serem irradiadas por uma fonte de laser com comprimento de onda perto do

infravermelho [28, 31-33].
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.2.2.Terapia fototérmica

A semelhanca da hipertermia magnética, a terapia fototérmica € uma forma de tratamento
baseada no sobreaquecimento local de tecidos malignos, sendo uma alternativa inovadora e
promissora para o tratamento do cancro. No entanto, enquanto na hipertermia magnética sao
usados campos magnéticos alternados para promover a geracao de calor por parte das NPs
magneéticas, a terapia fototérmica baseia-se na absorcao de radiacdo perto do infravermelho (do
inglés, Near Infrared, NIR). Assim, sdo usadas fontes de irradiacdo NIR de modo comprometer a
viabilidade das células cancerigenas pela geracao local de calor [34]. Este tipo de terapia oferece
uma solucao de baixo custo, minimamente invasiva, com boa especificidade e baixa toxicidade,

relativamente a outros tipos de tratamento como a quimioterapia convencional [35].

A absorcao de radiacdo pode, em condicbes de irradiacdo com energias elevadas,
provocar a desintegracao total das células cancerigenas, que por sua vez desencadeiam respostas
inflamatorias, e podem prejudicar o tratamento. Atualmente, é possivel controlar este processo de
modo que ao invés de provocar a necrose das células cancerigenas, induzir a morte celular

controlada (apoptose) prevenindo respostas inflamatorias [35].

Estudos /n vitro foram ja reportados utilizando NPs de CuS para o tratamento de tumores,
em 2017 Hou et al [36],. demonstrou a eficacia da utilizacdo destas particulas como agentes de
terapia fototermica irradiando (808 nm, de 2 W.cm2, 30 segundos) uma nanoformulacdo contendo
NPs ocas de CuS de concentracdo 100 mg/kg que permitiu inibir em 74,8 % linhas celulares do
cancro da mama MCF-7. Em 2018 Wang et al [37]., obteve uma taxa de inibicdo de crescimento
tumoral (TGI, do inglés Tumor Growth Inhibition) de 100 % de linhas celulares de melanoma B16-
F10 através da irradiacdo (1064 nm, 1 W.cm2, 10 minutos) de uma nanoformulacdo de NPs de

CusS contendo doxorrobicina [37].

0 uso combinado de hipertermia magnética e fototermia mediada por NPs magnéticas e
plasmonicas, respetivamente, realca o efeito terapéutico exacerbando a citotoxicidade das células
cancerigenas do qual resulta uma terapia mais eficaz do que o seu uso individual. O uso destes
nanohibridos tem sido também investigado para aplicacoes de terandstico contudo o seu uso

combinado é ainda uma area pouco explorada [38].
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1.3 Nanossistemas Lipidicos

I.3.1. Auto-Organizacao

A auto-organizacao é um processo dinamico e reversivel, caracteristico de moléculas
anfifilicas constituidas por uma parte hidrofilica e uma parte hidrofobica. E responsavel pela
formacdo de agregados moleculares, e resulta do balanco energético entre as interacoes
eletrostaticas, hidrofilicas/hidrofobicas, de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio, para minimizar
a energia do sistema. As interacdes hidrofilicas/hidrofébicas sao um processo de solvatacao que
estd associada as variacdes estruturais da agua em torno das partes apolares da molécula
(energeticamente desfavoravel), e as atracdes hidrofobicas das partes polares da molécula
(energeticamente favoravel). Este tipo de interacdes sdo de longo alcance, entre moléculas de
soluto induzidas pelo solvente, sendo energeticamente mais favoravel a proximidade de moléculas

hidrofébicas do que a sua separacao [39].

Em 1917 Langmuir descobriu que, em contacto com agua, os lipidos formavam
monocamadas. Mais tarde, em 1920, Mc Bain e Salmon propuseram a formacdo de micelas e,
em 1925, Gorter e Grendel descobriram que os lipidos podiam formar vesiculas [40]. Apds estas
descobertas, estudos sobre polimorfismo lipidico resultaram na descoberta de varias estruturas
lipidicas. Diferentes estruturas podem ser obtidas através da variacdo de parametros como a
estrutura e concentracdo dos lipidos, grau de hidratacdo, temperatura e fator de
empacotamento[40]. O fator de empacotamento (p) € um parametro muito importante que
determina o tipo e fase da estrutura lipidica final. Este fator pode ser calculado através da equacao

31

Equacao 3

onde V, L e a representam o volume, o comprimento da cauda do lipido e a area da seccao
transversal da cabeca do lipido, respetivamente. Tendo em conta a natureza dos lipidos, o fator
de empacotamento pode tomar valores diferentes, alterando o tipo e a fase de estrutura que
resultam do processo de auto-organizacao [41]. Lipidos com fatores de empacotamento p < 1/3
apresentam tendéncia de formacao de estruturas esféricas, por exemplo micelas normais. Para

valores de fator de empacotamento 1/3 < p < 1/2, formam-se micelas cilindricas. Entre valores
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de 1/2< p < 1, formam-se estruturas do tipo lipossomas. Por sua vez, para fatores de
empacotamento p = 1, sdo originadas bicamadas lamelares, enquanto para valores superiores a

1 se formam micelas invertidas [42]. Estas estruturas podem ser observadas na figura 7.
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Figura 7 - Auto-organizacéo de diferentes moléculas anfifilicas com diferentes parametros de empacotamento. Adaptado de [42].

1.3.2. Lipossomas

Descobertos pela primeira vez na década de 60 pelo biofisico Alec Bangham, os
lipossomas tornaram-se num dos bionanossistemas mais promissores para entrega controlada de
farmacos [43]. Sao constituidos por bicamadas lipidicas concéntricas com um interior aquoso, e
podem ser classificados de acordo com o seu tamanho, nimero de bicamadas e carga superficial.

Em relacdo ao tamanho, os lipossomas podem ser classificados como:

(i) Vesiculas unilamelares pequenas (SUVs, do inglés Small Unilamelar
Vesicles), com tamanhos inferiores a 200 nm;
(i) Vesiculas unilamelares grandes (LUVs, do inglés Large Unilamelar

Vesicles), com tamanhos entre os 200 e 1000 nm;
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(iii) Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs, do ingles Giant Unilamelar

Vesicles), com tamanhos superiores a 1000 nm.

Relativamente ao numero de bicamadas, além de unilamelares, os lipossomas podem ser
classificados em vesiculas multilamelares (MLVs, do inglés Multilamellar Vesicles) e vesiculas
multivesiculares (MVVs, do inglés Multivesicular Vesicles), ambas com tamanhos superiores a
1000 nm [42]. A classificacdo dos lipossomas de acordo com o tamanho e numero de camadas

esta representada na figura 8.

1 Bicamada > 1 Bicamada

Figura 8 - Classificacéo dos lipossomas, mediante o seu tamanho e numero de bicamadas. Adaptado de [42].

Além do tamanho e numero de bicamadas, os lipossomas podem também ser
classificados de acordo com a carga dos seus grupos fosfato em cationicos, aniénicos e neutros
ou zwiterionicos. Os lipidos catidnicos possuem carga positiva e tém um papel relevante na terapia
genética como vetor de transfecdo [43]. Os lipidos anidnicos apresentam carga negativa e apesar
de constituirem apenas 20 % da monocamada interna das células eucariotas tem o papel de
manterem o seu potencial eletrostatico[44]. Ambos os lipidos neutros e zwiteridnicos tém uma
carga total de zero, contudo existem diferencas estruturais nos seus grupos fosfatos que os
distinguem. Em lipidos neutros os grupos fosfato possuem carga neutra ao contrario dos
zwiteribnicos que possuem na sua composicao grupos cationicos e aniodnicos em proporcdes
semelhantes que lhes conferem um caracter neutro [45]. O DPPC (1,2-dipalmitol-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina) foi o lipido utilizado neste trabalho para a sintese dos magnetolipossomas aquosos

(AMLs), e € um exemplo de um lipido zwiteridnico como pode ser consultado na tabela 1.
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Tabela 1 - Propriedades do lipidio DPPC. Estrutura, carga e temperatura de transicéo

Estrutura Carga Temperatura de Transicao

Zwiterionico 42°C [46]

dipalmitolfosfatidilcolina
(DPPC)

1.3.3. Aplicacdes biomédicas

A capacidade para encapsular farmacos hidrofilicos ou lipofilicos, NPs e material genético
aliada a boa biocompatibilidade e facilidade de fusao celular, conferem aos lipossomas
caracteristicas de exceléncia para o seu uso como “veiculo” de entrega de farmacos [47]. O
encapsulamento de farmacos e NPs nos lipossomas previne que estes sejam degradados por
fendmenos enzimaticos e imunoldgicos, evitando a sua destruicao e consequente reducéo do efeito
terapéutico. Contudo, continua a ser necessario desenvolver estratégias que dificultem o
reconhecimento destas estruturas pelo sistema imunitario. Assim, o desenvolvimento de
estratégias que previnam a identificacdo e eliminacdo precoce dos lipossomas da corrente
sanguinea ¢ fundamental. A funcionalizacdo da superficie destes sistemas com materiais
poliméricos, como o polietilenoglicol (PEG), constitui uma abordagem comum usada para evitar a
sua degradacdo antes de atingirem os seus alvos [48]. A imagem da figura 9 representa a

morfologia do lipossoma bem como 0s componentes que esta estrutura é capaz de transportar.
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Caudas hidrofébicas

Farmacos hidrofilicos
Cabegas hidrofilicas

Figura 9 - Representacéo estrutural do lipossoma e dos seus compostos habitualmente encapsulados. Adaptado de [49]

Recentemente o autor Zhang et al [50],. reportou o uso de uma nanoformulacao
lipossomal funcionalizada com polietilenoglicol contendo os farmacos antitumorais doxorrubicina
e lactoferrina (Lfliposome-dox) para o tratamento do cancro pela reducdo do efeito de hipoxia
caracteristico de tumores solidos. Através de microscopia confocal e citometria de fluxo
comprovou-se a elevada acumulacao celular desta nanoformulacéo essencial para o produzir efeito
terapéutico desejado. A injecdo intravenosa desta nanoformulacédo, avaliada por imagiologia
fotoacustica /n vivo, demonstrou que a lactoferrina presente nos lipossomas era capaz de catalisar
a conversao de H,0, para oxigénio reduzindo a hipoxia do microambiente tumoral em células

tumorais do cancro da mama da linha celular 4t1 [50].

1.3.4. Magnetolipossomas

Existem dois tipos distintos de magnetolipossomas: os magnetolipossomas aquosos (AMLs) e os
magnetolipossomas soélidos (SMLs). Os AMLs possuem um interior aquoso que possibilita o
transporte de farmacos e NPs com propriedades hidrofilicas, podendo também realizar o
transporte de compostos de natureza lipofilica na membrana do lipossoma. Contudo, as suas
propriedades magnéticas como a magnetizacdo de saturacao (Ms) tem tendéncia a ter valores

inferiores comparativamente aos SMLs, o que dificulta a sua manipulacao por campos magnéticos
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externos. Os SMLs possuem um interior solido preenchido com nanoparticulas magnéticas,
conferindo-lhes melhores propriedades magnéticas. No entanto, devido a sua configuracao
estrutural, apenas poderao fazer o transporte de compostos lipofilicos no interior da membrana
dos lipossomas dada a auséncia de agua no seu interior. A figura 10 representa os dois tipos de

magnetolipossomas [51-53].

Figura 10 - Representacao esquematica de AMLs (A) e SMLs (B)

Os magnetolipossomas plasmdnicos constituem um sistema promissor que conjuga
lipossomas com NPs magnéticas e plasmonicas. Este tipo de sistemas tém vindo a ser explorados
recentemente para aplicacOes biomédicas, nomeadamente no tratamento do cancro por
hipertermia magnética/fototermia e entrega controlada de farmacos (drug delivery). Aplicando
gradientes de campos magnéticos externos e irradiacdo laser, & possivel fazer o transporte dos
magnetolipossomas até as zonas alvo e realizar o tratamento combinado de hipertermia
(magnética e fototermica) bem como a entrega localizada de farmacos maximizando assim o efeito
terapéutico [54]. Apesar dos escassos estudos /77 o que reportam o uso destes nanohibridos a

sua sintese e caracterizacao ja é realizada por diversos grupos cientificos [55].

Recentemente o autor Irina S. R. Rio et al [56],. demonstrou o uso de magnetolipossomas
plasmonicos compostos por NPs de ferrite de manganés decoradas com NPs de ouro e em formato
core-shell, encapsulando lactonas ftriciclicas como potencial novo farmaco antitumoral para a

terapia combinada do cancro.
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Il Materiais e métodos

Neste capitulo, serdo apresentados os processos de sintese das diferentes nanoparticulas, do
seu encapsulamento em lipossomas, e apresentadas as técnicas de caracterizacao utilizadas.

Neste trabalho, foram sintetizados dois tipos distintos de nanoparticulas:

i.  Nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés (MnFe,0,)

i.  Nanoparticulas plasmonicas de sulfureto de cobre (CuS).

Apds a preparacao das nanoparticulas magnéticas e plasmonicas, foi promovido o
acoplamento entre ambas para a formacao de nanoestruturas hibridas magneto-plasmonicas de
MnFe,0,/CuS. Por fim, estas foram incorporadas em lipossomas para o desenvolvimento de
magnetolipossomas plasmonicos. Ao longo de todo o trabalho experimental, desde a sintese das
nanoparticulas até ao seu encapsulamento nos lipossomas, foram realizadas, de forma iterativa,
caracterizacOes estruturais, fotofisicas e magnéticas. Desta forma, foi possivel otimizar os
processos de sintese dos diferentes nanossistemas, com vista ao sucesso e aplicabilidade dos

lipossomas baseados em nanoparticulas de MnFe,0,/CuS para a terapia multimodal do cancro.

.1 Sintese das nanoparticulas magnéticas de MnFe.0,

Materiais

Os materiais utilizados para a sintese das NPs magnéticas de ferrite de manganés foram:
citrato de sodio dihidratado (C;HsNa;0,2H,0), hidroxido de sdédio (NaOH), sulfato de ferro I
heptahidratado (FeSO,-7H.0), sulfato de manganes Il monohidratado (MnSO.H.0), etanol (99,9%)

e agua ultrapura.

Procedimento experimental

O procedimento utilizado para preparacao das nanoparticulas magnéticas foi adaptado a partir do

meétodo descrito pelo autor Veloso et al [57]., 2020. Inicialmente, foi preparada uma solucao
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contendo 19 mL de agua ultrapura, 294,1 mg de citrato de trissédio dihidratado e 500 uL de uma
solucdo de hidroxido de sodio (18,9 M). Esta solucdo foi mantida a 100 °C, sob agitacao
magneética. De seguida, procedeu-se a preparacao da mistura dos percursores metalicos, para
isso, pesaram-se 370,8 mge 111,6 mg de sulfato de ferro Il heptahidratado e sulfato de manganes
Il monohidratado, respetivamente. Apés a pesagem, procedeu-se a adicdo de 2 mL de agua
ultrapura e a solucao foi bem dispersa, recorrendo ao auxilio do sonicador e do vortéx. De seguida,
esta solucdo foi injetada, gota-a-gota, na solucao preparada inicialmente contendo o citrato de
sdédio e o hidroxido de sddio. Ao fim de 2 horas de reacdo, obtiveram-se as NPs de ferrite de
manganés. Estas foram lavadas cinco vezes com uma mistura de agua e etanol 1:1, por
decantacdo magnética. Por fim, a solucdo de NPs foi colocada na estufa a 100 °C, de modo a
promover a evaporacdo do solvente. No final, obteve-se uma massa de 145 mg de NPs de ferrite
de manganés [57]. A esquematizacdo do procedimento experimental pode ser consultada na figura

11.

FeSO4 - 7H20 MnS0O4 - H20

Sintese NPs Lavagem
H,O:EtOH

® NPs ferrite de manganés

Citrato de trissodio dihidratado

Figura 11 - Esquematizacdo do procedimento experimental da sintese das NPs MnFe,0,



1.2 Sintese das nanoparticulas plasménicas de Cu$S

Materiais

Os materiais utilizados para a sintese das NPs plasménicas de sulfureto de cobre foram:
citrato de sédio dihidratado (CHsNa,0,2H.0), cloreto de cobre Il dihidratado (CuCl,2H,0), sulfureto
de sddio (Na,SxH.,0), cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,6H,0), DL-cisteina (C.H,NO.S),

etanol (99,9%) e agua ultrapura.
Procedimento experimental

O procedimento utilizado para a preparacado das nanoparticulas plasmdnicas baseou-se
no método descrito pelo autor Gao et al [58]., 2018. Para a sintese das NPs de CuS, foram
inicialmente preparadas duas solucdes aquosas de 10 mL cada contendo 10,7 mg de cloreto de
cobre |l dihidratado) e 10 mg de citrato de trissddio dihidratado. De seguida, estas solucdes foram
diluidas para um volume final de 50 mL, permanecendo sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente, durante 30 minutos. Apds este periodo, foram dispersos 20,4 mg de sulfureto de sodio
em 50 ulL de agua ultrapura e adicionados a mistura reacional que foi mantida sob agitacao,
durante 5 minutos. De seguida, a mistura foi transferida para um banho de 6leo, previamente
aquecido a 90 °C, onde permaneceu sob agitacdo magnética. Apoés 15 minutos, as NPs de CuS

foram formadas [58] .

Posteriormente, procedeu-se a substituicao do ligando de superficie que é o citrato pela
cisteina. Esta substituicao foi realizada de modo a impedir a oxidacédo e consequente perda das
propriedades de absorcao das NPs, observada em sinteses anteriores e também para a realizacao

do acoplamento entre as NPs magnéticas e plasmonicas.

Para tal, a solucdo de NPs de CuS obtida foram adicionadas 46,77 mg de cisteina (numa
proporcao molar de 10 x em relacdo ao citrato), e esta foi mantida sob agitacdo, durante 15
minutos. De seguida, procedeu-se a lavagem das NPs para remover impurezas resultantes da
sintese. Para tal, foram primeiro adicionados 5 mL de uma solucao aquosa de 1 M de MgCl,, de
forma a promover a precipitacdo das NPs, e as NPs foram sujeitas a 3 centrifugacdes de 10
minutos, a 7500 RPM. Neste processo, o pellet de NPs de CuS foi recolhido e lavado trés vezes

com uma mistura de agua e etanol 1:1. De seguida, as NPs foram dispersas em 6 mL de agua
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ultrapura e armazenadas a 4°C. A esquematizacdo do procedimento experimental pode ser

consultada na figura 12.

C:

Figura 12 - Esquematizacéo do procedimento experimental da sintese das NPs plasmonicas de CuS

1.3 Sintese das NPs de MnFe.,0,/Cu$S

Materiais

Os materiais utilizados para a realizacdo do acoplamento das NPs magnéticas com as
plasmonicas foram: NPs de sulfureto de cobre funcionalizadas com cisteina, NPs de ferrite de
manganés, dimetilsulféxido ((CH,),SO) 99,9 %, acetato de sodio anidro (CH,COONa), 1,1°-
Carbonildiimidazole (C,HsN.O), etanol 99,9% e agua ultrapura.

Procedimento experimental

Para promover a ligacdo entre as NPs magnéticas e as NPs plasménicas, foi realizado um
protocolo de ativacdo dos grupos hidroxilo da superficie das NPs de MnFe,QO,, utilizando o
1,1 - carbonildiimidazole (CDI). Para tal, foi preparada uma solucdo de 5 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (previamente seco com acetato de sddio anidro), contendo 1 mg de NPs de MnFe,0,. Esta
solucéao foi dispersa no sonicador, durante 15 minutos, €, de seguida, foram adicionadas 3,5 mg
de CDI (correspondente a excedente molar de 5 x em relacdo ao MnFe,Q.). A solucao foi deixada
no sonicador, durante 1h, a 60 °C. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de uma solucdo

aquosa de 1 mg/mL de NPs de CuS, a 3 mL da solucdo de NPs de MnFe,0, funcionalizadas com
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CDI. A solucao resultante foi colocada no sonicador, durante 1h, a 60°. Este acoplamento foi
possivel através da ligacédo entre o grupo amina da cisteina presente na superficie das NPs de CuS
e 0s grupos OH (ativados pelo CDI) presentes na superficie das NPs magnéticas. Desta ligacao
resulta um carbamato (composto organico) que faz a ligacdo entre as NPs magnéticas e

plasmonicas.

Finalmente, as NPs acopladas de MnFe,0,/CuS foram sujeitas a 3 lavagens por
centrifugacdo, com uma mistura de dgua e etanol 1:1, de modo a remover o imidazole que resulta

do processo de acoplamento. O procedimento experimental pode ser consultado na figura 13.

MnFe,0,
* MnFe,0,/CuS
OH OH p J
CDI y -
H H CuS com cisteina ; \ -
f o
+ H — Ho o+ O Con - g ¢
NH,
- <
i “on (I) “on e ¢
\ " Y S B Y )
Funcionalizac&o das NPs MnFe,0,4 com CDI Adicao das NPs CuS

Figura 13 - Esquematizacédo do processo de sintese das NPs MnFe,0,

1.4 Sintese dos lipossomas magneto/plasmoénicos aquosos

Materiais

Os materiais utilizados para a sintese dos AMLs marcados com rodamina foram: NPs de
MnFe,0./Cus, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-dioleoil-srrglicero-3-
fosfoetanolamina-(rodamina B), 2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-1-piridinio) fenolato (sonda reichardi

Cloroférmio (CHCL,) 99,9 %, etanol 99,9%, corrente de azoto e agua ultrapura.

Procedimento experimental

Apos a sintese das NPs, seguiu-se a sua incorporacao em bicamadas lipidicas de forma a

obter lipossomas magneto/plasmoénicos aquosos. A técnica utilizada para a formacado dos
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lipossomas foi a injecdo etanolica, sendo que o lipido utilizado foi o DPPC. Assim, num eppendorf
adicionou-se 150 uL de solucdo de 20 mM de DPPC em cloroférmio e procedeu-se a evaporacao
do solvente, utilizando corrente de azoto. Resultou um filme lipidico de DPPC ao qual foi adicionado
um volume 150 pL de etanol. De seguida, foi realizada a injecao desta solucdo etanolica, gota a
gota e sob vortex, numa solucdo aquosa de 3 mL contendo 1 mg/mL de NPs de MnFe,0./CuS.
De modo a assegurar o sucesso do processo de auto-organizacdo das bicamadas lipidicas e
consequente formacao de lipossomas aquosos, a solucdo aquosa foi previamente aquecida a
55 °C, acima da temperatura de transicdo do DPPC. Para a realizacdo de alguns ensaios ao longo
do trabalho, os lipossomas foram marcados com as sondas rodamina ou reichardt. Para tal, estes
reagentes foram adicionados juntamente com o DPPC antes do processo de evaporacdo, num
volume de 4 uL com concentracdo de 7,68x10+ M de lipido marcado com rodamina ou 600 uL
com concentracdo de 2*10¢ M de sonda reichard!, respetivamente. Apds evaporacdo do solvente
sob corrente de azoto, foi adicionado um volume de 150 pL de etanol, para posterior co-injecao
do DPPC e da sonda na solucdo aquosa. Para comparacdo, foram também sintetizados
lipossomas. Neste caso, a injecao etanolica foi realizada numa solucdo aquosa de 3 mL sem NPs.

A figura 14 ilustra o procedimento experimental da sintese dos lipossomas magneto-plasménicas

aquosos.
A
Solucao lipidica Filme lipidico
no I Lipossomas
Evaporacao - Solubilizagio Injecio -
- ‘ | ‘ Etandlica
\ / EtOH
DPPC 4’%4\
DPPC- Rh-DOPE %},O
DPPC-reichardt : O AMLs

Figura 14 - Esquematizacdo do procedimento experimental da sintese dos lipossomas e AMLs
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IL5 Técnicas de caracterizacao fotofisica, estrutural e magnética

A espetroscopia de absorcdo UV-Visivel € uma técnica ndo invasiva que estuda a interacao
da luz com a matéria e permite caracterizar sistemas bioldgicos. Esta técnica permite medir
propriedades oticas de materiais, como absorcao e transmitancia. Neste trabalho, esta técnica foi
utilizada para medir a absorcao das diferentes NPs sintetizadas, avaliar o plasmao de superficie e
estudar o acoplamento entre as nanoparticulas magnéticas e plasmonicas. Os espetros de
absorcdo foram realizados num espectrofotémetro Shimadzu UV-3600 Plus UV-Vis-NIR (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), equipado com um suporte de cuvettes com controlo de temperatura.
As concentracdes de todas as amostras utilizadas para a realizacdo destas medicdes foram as

mesmas.

A técnica de espetroscopia de fluorescéncia estuda também a interacédo da luz com a
matéria e, neste trabalho, foi utilizada para avaliar a sintese dos magnetolipossomas através da
medicdo da inibicao de fluorescéncia (quenching) dos magnetolipossomas plasménicos marcados
com a sonda rodamina em comparacdo com os lipossomas apenas marcados com a sonda. Os
espetros de fluorescéncia foram medidos num espetrofluorimetro Fluorolog 3, equipado com

monocromadores duplos na excitacdo e emissao.

A técnica de difracdo de raios X (XRD), permite obter informacédo sobre a estrutura
cristalografica dos materiais através da medicdo dos angulos e das intensidades dos feixes
difratados pela amostra. Esta técnica permite determinar a pureza das nanoparticulas sintetizadas,
através da andlise e interpretacdo dos difratogramas [59]. Neste trabalho, foi utilizada para
comprovar a sintese das NPs de MnFe,0, e de CuS, assim como avaliar a pureza destes materiais.
O equipamento utilizado para as analises de difracdo de raios X foi o PAN’alytical X'Pert PRO
difractémetro (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK), a operar com radiacdo CuKq, em
configuracao Bragg-Brentano, da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Os dados foram
processados recorrendo ao software Match!, onde se procedeu a identificacdo das estruturas

cristalinas presentes no difractograma e se realizou um ajuste de Rietveld.

A técnica de dispersdo dinamica da luz (DLS) é comumente usada para a determinacéo

do tamanho hidrodinamico de bionanossistemas. Além de permitir esta analise, permite também
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determinar os indices de polidispersividade, potencial zeta e estabilidade de amostras em solucao,
de forma nao destrutiva. Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para avaliar o tamanho
hidrodinamico, distribuicdo de tamanhos e potencial zeta das NPs e dos magnetolipossomas
sintetizados. O modelo do DLS utilizado foi um Anton Paar Litesizer 500, operando no angulo de
detecdo backscatter (175°). As concentracdes de todas as amostras utilizadas para a realizacao

destas medicdes foram as mesmas.

A microscopia eletronica de transmissao é frequentemente empregue para visualizacao
da forma e tamanhos de NPs. Neste trabalho, foi utilizada para obter imagens das NPs de MnFe,0,
e CuS. O equipamento utilizado para a realizacdo desta analise foi o Microscdpio eletronico de
transmissao (TEM), modelo JEM1010, a operar a 100 kV, do Centro de Investigacdes Biomédicas
(CINBIOQ), da Universidade de Vigo.

0 dispositivo supercondutor de interferéncia quantica (SQUID do inglés, Superconducting
Quantum Interference Device) ¢, atualmente, o0 magnetometro mais sensivel, permitindo detetar
campos magnéticos com uma resolucdo até 10v T [60]. Este aparelho permite medir a
magnetizacdo em funcdo de um campo aplicado, através de medidas dos ciclos de histerese. No
ambito deste trabalho, esta técnica permitiu fazer a caracterizacdo magnética das NPs de MnFe,0,
e das NPs acopladas, através da determinacao de propriedades como a magnetizacao de
saturacdo, magnetizacdo remanescente e o campo de coercividade. O equipamento utilizado para
a realizacdo desta analise foi o Quantum Design's MPMS 3, do Instituto de Fisica dos Materiais da

Universidade do Porto.

11.6 Ensaios de fototermia

A capacidade fototérmica das NPs preparadas foi estudada num sefup experimental
montado no Laboratoério, constituido por um porta-amostras, uma fonte de luz laser com um
comprimento de onda de 808 nm e uma poténcia de 1,6 W, um filtro de densidade dtica e um
termopar do tipo T ligado a um multimetro digital (Agilent U1242A) para medicao da temperatura.
Os materiais utilizados para a realizacdo dos ensaios de irradiacdo das NPs foram: NPs de

MnFe,0., NPs de CuS, NPs de MnFe,0O,/CuS e agua ultrapura.
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De modo a testar a capacidade fototérmica das NPs, foram realizados ensaios de
irradiacao em solucdes aquosas de NPs a diferentes condicdes. Assim, foram preparadas solucoes
de concentracoes distintas de NPs (1 mg/mL e 0,1 mg/mL para as NPs de MnFe,0,, NPs de CusS,
e MnFe,0,/CuS), e testadas 3 poténcias de laser diferentes (200 mW, 500 mW e 1000 mW)
usando um filtro de densidade neutra variavel. Para a medicdo, 3 mL de solucao foram colocadas
em cuvettes de quartzo, de percurso 6tico de 1 cm. Para comparacao, foi realizado um ensaio de
irradiacdo em 3 mL de agua ultrapura. Cada ensaio consistiu em 30 minutos de aquecimento
(laser ligado), seguido por 30 minutos de arrefecimento (laser desligado), tendo sido registada a

temperatura ao longo do tempo.

1.7 Estudo do aquecimento local nos lipossomas magneto/plasmoénicos

A avaliacdo do aquecimento local dos lipossomas magneto/plasmonicos, foi realizada na
montagem caseira anteriormente usada nos ensaios de fototermia, tendo sido utilizado o laser
com a poténcia de 1 W. Para a aquisicdo dos espetros de absorcao foi acoplado a montagem um
espectrofotometro de fibra ética CCD compacto (CCS100 Thorlabs Inc., Newton, NJ, EUA), com
um modo de operacdo num intervalo de comprimentos de onda entre os 350 e os 750 nm e
fendas de 20 um, usando uma lampada de halogénio de 75 W. As medidas foram realizadas no
software Thorlabs SPLICCO, versao 4.0, com um tempo de aquisicdo de 60 ms e média de 150
aquisicoes, tendo sido usada agua como referéncia. A montagem experimental pode ser
consultada na figura 15.

Com o objetivo de estudar o aquecimento local, foram realizados ensaios de irradiacédo
em duas solucoes: lipossomas magneto/plasmonicos e lipossomas, ambos marcados com sonda
reichartd. Para comparacao, foram realizados ensaios de aquecimento dos dois nanossistemas
marcados com a sonda de reichardf em banho-maria (na auséncia de irradiacéo). Ao longo do
tempo, foram obtidos os espetros de absorcao da sonda de reichardt encapsulada nos diferentes
nanossistemas. Os espetros foram processados pela equacao apresentada de modo a remover 0
branco (dgua ultrapura) de cada medida. Para cada sistema, a fim de modelar as varia¢des locais
de temperatura, os espectros de absorcao foram globalmente ajustados com uma soma de oito

funcdes gaussianas, restritas a uma sequéncia de zonas espectrais [56].
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Figura 15 - Representacdo esquematica da montagem utilizada para a realizacdo dos ensaios de irradiacao e aquecimento

1.8 Sonda Reichardt

A utilizacdo da sonda reichardt para a realizacao deste estudo baseia-se na sua natureza
termocromica. Os materiais termocromicos possuem a capacidade de alterar a forma do seu
espetro de absorcdo em resposta a uma mudanca de temperatura, isto reflete-se na cor destes
compostos e nas suas propriedades de absorcao que podem ser modeladas com a finalidade da
criacao de sensores térmicos sensiveis [61, 62].

Através da modelacao das mudancas espetrais da sonda reichardt provenientes do aumento de
temperatura local gerada pelo efeito fototérmico das NPs de CuS é possivel tornar esta sonda num
nanotermémetro e descobrir qual a temperatura na vizinhanca nos magnetolipossomas

plasmonicos. A estrutura quimica da sonda reichardt pode ser consultada na figura 16.

Figura 16 - Estrutura molecular da sonda reichardt



Il Resultados e Discussao

lll.1 Caracterizaciao das nanoparticulas magnéticas

l.1.1 XRD

As propriedades estruturais das ferrites de manganés foram analisadas pela técnica de
XRD, através da qual se recolheu o difractograma experimental representado a cor azul na
figura 17. A estes dados, foram indexados os difractogramas de uma fase cristalina de MnFe,0,,
representado a cor vermelha, e de Fe,0,, representado a cor verde, presentes na base de dados
do software Match! e correspondentes aos ficheiros cif nr. 96-230-0619 e nr. 96-400-2384,
respetivamente. Através da realizacdo de um ajuste Rietveld das fases selecionadas a amostra
experimental, foi possivel estimar parametros estruturais como a composicdo e pureza,

representados na tabela 2.

Através dos resultados obtidos, verificou-se que, além dos picos correspondentes a fase
cristalina cubica de MnFe,0, foram obtidos picos adicionais, os quais foram indexados com uma
fase ortorrémbica de 6xido de ferro (e-Fe,0,). Assim, concluiu-se que a amostra das nanoparticulas
magnéticas ndo corresponde a uma amostra de ferrite de manganés pura. Esta contaminacdo
podera ter origem no processo de sintese, no qual ndo houve controlo da atmosfera da reacao.
Os dados obtidos, presentes na tabela 2 mostram que foi obtida uma amostra com composicao
de 71,6 % de de MnFe,0, e 28,4 % de &Fe,0,. A fase e-Fe,0,corresponde a uma das quatro
polimorfos do éxido de ferro Fe,0,, e é caracterizada por apresentar baixa magnetizacao e elevada
coercividade [13]. Relativamente aos tamanhos nao foi possivel obter a sua estimativa, devido ao

fundo amorfo presente na amostra que impossibilitou a sua analise.
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Figura 17 - Difractograma das nanoparticulas magnéticas.

Tabela 2 - Propriedades estruturais das nanoparticulas magnéticas, determinadas pela técnica de XRD.

Fase Es_t rutl_lra Composicao Pureza Célula unitaria (i\)
cristalina elementar
MnFe.0, Fe (54,5 %) a=83711A

Cubica 0 (28,4 %) 71,6 %
Mn (17,1 %)

, a=5,0850 A
Fe,0, Ortorrdmbica (I;e((2718,64y/;) 28,4 % b=8,7740 A
e c=9,4680 A

.1.2 Espetroscopia de Absorcao

A técnica de espetroscopia UV-Vis foi utilizada para medir o espetro de absorcéo da
dispersao aquosa das nanoparticulas magnéticas sintetizadas, entre os 250 nm e os 850 nm. O
grafico obtido da absorvancia em funcao do comprimento de onda encontra-se representado na
figura 18. A partir desta figura, é possivel observar que as nanoparticulas magnéticas apresentam

uma larga banda de absorcao entre os 250 aos 850 nm, com um maximo proximo dos 400 nm.
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Esta banda, caracteristica dos 6xidos metalicos, permitiu confirmar a sintese das nanoparticulas
magnéticas preparadas [51, 53, 57]. E importante ainda referir que estas NPs apresentam
absorcao aos 808 nm, o que permitiu a avaliacao dos seus efeitos fototérmicos, por ensaios de

irradiacdo com uma fonte de luz de comprimento de onda 808 nm.
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Figura 18 - Espetro de absorcéo das nanoparticulas magnéticas.

n.1.3 DLS - Potencial Zeta, Tamanhos e Estabilidade

As nanoparticulas magnéticas foram também caracterizadas recorrendo ao DLS, no qual
se aferiu sobre o seu tamanho hidrodinamico, potencial zeta e estabilidade das solucdes. Os
parametros obtidos, sujeitos a trés medicdes, estdo apresentados na tabela 3, e o grafico da

distribuicao dos tamanhos bem como o seu correlograma na figura 19.
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Figura 19 - Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma e ajuste dos cumulantes (inserido) das NPs magnéticas, obtidos
pela técnica de DLS.

Tabela 3 - Tamanho hidrodinamico, potencial zeta e indice de polidispersividade das NPs magnéticas, determinados por DLS.

Tamanho hidrodindmico indice de polidispersividade Potencial Zeta
[nm] [mV]
NPs magnéticas 159+ 0,7 0,21 £ 0,02 26,7 +1,2

0 tamanho das NPs magnéticas, estimado por DLS, foi de 15,9 + 0,7 nm (obtido da
distribuicao por numero). O seu potencial zeta tem um valor de -26,7 + 1,2 mV e o seu indice de
polidispersao foi de 0,21 + 0,02. Os tamanhos das NPs foram medidos através do método de
distribuicao por numero que compensa a influéncia do forte aumento da eficiéncia da dispersao
de luz com o tamanho da particula, de modo a ter uma distribuicao de tamanhos mais aproximado
do tamanho real medido por outras técnicas de caracterizacao, como por exemplo, TEM. Tendo
em conta 0 método de preparacao utilizado para a sintese das NPs magnéticas, podemos concluir

que o tamanho esta de acordo com o reportado na literatura [63].

31



O potencial zeta ¢ uma medida importante que permite determinar se as solucdes
coloidais sao ou nao estaveis, pela medicao da sua carga superficial. De um modo geral, solucdes
com valores de potencial zeta acima de + 30 mV sdo consideraveis estaveis, consequéncia da
elevada carga de superficie negativa ou positiva que aumenta a repulsdo eletrostatica entre as
particulas. A medida que este valor se aproxima de 0 as solucdes agregam devido a forcas de Van
Der Waals e a baixa repulsao eletrostatica. Apesar do valor do potencial zeta medido para as NPs
magneéticas ser ligeiramente inferior ao desejado, podemos considerar que estas apresentam uma
estabilidade coloidal razoavel [64]. A polidispersividade ¢ também um fator importante que permite
perceber se existem populacdes de NPs com diferentes tamanhos. Usualmente, valores de
polidispersividade inferiores a 0,3 indicam populacdes relativamente homogéneas, o que se

verifica para a amostra em estudo [65, 66].

Adicionalmente, foi realizado um estudo de estabilidade na qual se mediu a transmitancia
de uma solucdo de NPs durante uma hora (figura 20). Como pode ser observado, nado se
verificaram mudancas significativas na transmitancia da solucdo durante todo o periodo de
medida, sendo que o valor inicial e final foram 68,01 e 68,52 %, respetivamente, o que ratifica os

resultados obtidos nas medidas de potencial zeta [67].
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Figura 20 - Transmitancia da solugdo aquosa de NPs magnéticas (0,03 mg/mL) em funcdo do tempo,
determinado por DLS.
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.1.4 TEM

Na figura 21 estdo apresentadas as imagens das nanoparticulas magnéticas, obtidas por
microscopia eletrénica de transmissdo. A imagem de maior ampliacdo (figura 21 (B)) foi
processada no software /mage), para uma contagem manual de 86 nanoparticulas e posterior
conversao das areas obtidas em diametros, o que permitiu estimar a média e o desvio padrao do
tamanho das nanoparticulas. O histograma resultante dos tamanhos obtidos foi ajustado a uma

distribuicao Gaussiana (figura 21 (C)).

e

Figura 21 - Imagens de TEM, das nanoparticulas magnéticas em diferentes ampliacdes: 1000 nm (A) e
500 nm (B). Histograma dos tamanhos (500 nm) ajustado a uma distribuicdo gaussiana (C).

Através das imagens obtidas, é possivel verificar que as NPs sdo muito pequenas e que
apresentam forma esférica. Apesar de se observar alguma agregacdo, o que podera estar
relacionada com o método de preparacao das amostras para a analise de microscopia, & possivel
observar que as NPs apresentam uma distribuicdo de tamanhos mais ou menos uniforme.
Representados no histograma da imagem C, conclui-se que o tamanho médio medido foi de 33 +
13 nm. Nao obstante ao tamanho ligeiramente sobrestimado em relacao ao descrito na literatura
(15-25 nm) para NPs obtidas em condicdes de preparacdo semelhantes, podemos concluir que

0s mesmos sao adequados para aplicacées biomédicas [51, 57].

33



.1.5 SQuUID

De modo a aferir sobre as propriedades magnéticas, o ciclo de histerese das NPs
preparadas foi medido num SQUID, a temperatura ambiente. A curva obtida esta apresentada na
figura 22. Os valores de coercividade, magnetizacdo remanescente, magnetizacdo de saturacao,

obtidos a partir da curva de histerese, estdo resumidos na tabela 4.
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Figura 22 - Ciclo de histerese das nanoparticulas magnéticas. Inserido no quarto quadrante, uma ampliacao da regiao de baixo
campo.

Tabela 4 - Campo coercivo (H), magnetizacao remanescente (M,), magnetizacao de saturacéo (M.) e razao entre M.e M, (M./M,)
das NPs magnéticas

H (Oe) M, (emu/g) M, (emu/g) M./M,

NPs magnéticas 14,80 0,32 14,68 0,022

A partir da analise dos resultados obtidos, & possivel observar auséncia de histerese, com uma
curva fechada e valores residuais de campo de coercividade de 14,80 Oe e magnetizacao
remanescente de apenas 0,32 emu/g. No que diz respeito 8 magnetizacdo maxima, foi medida

uma magnetizacao de saturacao razoavel no valor de 14,68 emu/g. No entanto, devido a elevada
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Temperatura [*C]

35

susceptibilidade magnética do manganés, e de acordo com o reportado na literatura, era esperado
que este valor fosse mais elevado [51, 52]. Assim, a presenca de uma fase ortorrdbmbica de
hematite, indicada pelo XRD pode justificar esta baixa magnetizacao [51, 68]. Apesar da
magnetizacdo de saturacdo inferior, as NPs apresentaram um comportamento
superparamagneético, com uma razao entre a magnetizacao remanescente e a magnetizacao de
saturacdo inferior a 0,1. De acordo com a literatura, para valores de M./ Ms inferiores a 0,1, mais
de 90 % da magnetizacdo da amostra é perdida com a remocado do campo magnético externo,

indicando um comportamento superparamagnético [51].

I.1.6 Ensaios de hipertermia fototérmica

As nanoparticulas magnéticas tém sido descritas na literatura como uma nova classe de
nanoparticulas fototérmicas [69]. Assim, a capacidade de geracdo de calor destas NPs na
presenca de irradiacao foi avaliada, em diferentes condicdes representadas na imagem B da figura
23. Atitulo de exemplo, na imagem A da mesma figura esta representada a curva de aquecimento
e arrefecimento de uma solucdo aquosa de NPs magnéticas de concentracao 1 mg/mL, sujeita a

irradiacao NIR com poténcia de 1000 mW.
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Figura 23 - Ensaio de irradiacdo NPs magnéticas 1 mg/mL e 0,1 mg/mL (A); curva de aquecimento 1 mg/mL com poténcia
de irradiacao de 1000 mW.

Os resultados da irradiacao laser das NPs magnéticas revelaram que estas apresentam

uma boa capacidade de geracao de calor, na presenca de irradiacdo NIR. De modo a avaliar este
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efeito, foram calculados os valores de SAR das NPs para as concentracdes e poténcias de laser
representada na tabela 5. Para calcular o SAR, usou-se a equacéo 2 considerando a parte inicial

da variacao de temperatura com o tempo de irradiacao.

m(agua)xc(agua) _ dT

SAR = Equacao 5

m(composto) dt

m (agua) = massa de agua (g)
¢ (agua) = calor especifico da agua J.g'.C*
m (composto) = massa do composto (g)

dT/dt = declive inicial da rampa de aquecimento (5 minutos)

Tal como esperado, o valor do SAR aumenta para concentracdes de NPs maiores e com
0 aumento da poténcia do laser. Para a solucdo com concentracdo 1 mg/mL, irradiada com uma
poténcia de 1000 mW foi obtido um valor de SAR maximo de 4263,3 Wg!. Tendo em conta a
temperatura fisiologica de 37°C, o aquecimento obtido para as NPs magnéticas revela-se
promissor para a realizacao de terapia fototermica uma vez que estas registaram um aquecimento

maximo de 13,9°C.

Tabela 4 - Ensaio de fototermia das nanoparticulas magnéticas

Concentracio P.. (mW) AT, (°C) Declive SAR

(Wg?)
200 0,15 0 0
0,1 mg/mL 500 1,9 0,14 585,2
1000 3,6 0,14 585,2
NPs

magnéticas 200 1,3 0,14 585,2

1 mg/mL 500 4.4 0,2 836
1000 13,9 1,02 4263,6

n.1.7 Estudo de hipertermia magnética

A capacidade de producao de calor das nanoparticulas magnéticas, na presenca de um
campo magnético alternado (AMF), foi também avaliada. Neste ensaio, uma solucdo aquosa de
nanoparticulas de concentracdo 35 mg/mL, foi sujeita a um campo magnético de frequéncia de

155 kHz e intensidade de campo de 8,5 kA/m, durante 30 minutos. O grafico A da figura 23
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mostra o ciclo completo de 30 minutos de exposicao ao campo magnético e o arrefecimento, apds
a sua remocao. O grafico B da figura 24 mostra a variacao da temperatura da solucao em funcao

do tempo, em minutos, sob a aplicacao do campo magnético descrito.
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Figura 23 - Ciclo Aquecimento/arrefecimento (A); Aquecimento (B)

Para o calculo do SAR, foram utilizados os métodos IAM (do inglés Incremental Analysis
Method) e o modelo Lucas-Box. Foram estimados valores de 5,26 + 0,93 W/g e 3,9 W/g,
respetivamente. O ILP, que representa a perda de poténcia intrinseca, foi também calculado, tendo

sido obtido um valor de 0,47 + 0,083 nHm?/K.

Os valores de SAR obtidos demonstram a boa capacidade de geracao de calor, apesar da
Ms ser relativamente baixa. As NPs registaram um aquecimento maximo de 17,5°C que revela, a
semelhanca dos ensaios fototérmicos, um efeito de hipertermia magnética suficiente para a sua
aplicacéo para fins terapéuticos. Apesar dos bons resultados, estes podem ainda ser melhorados
ajustando parametros como: concentracdo da solucdo, a frequéncia e intensidade do campo
magnético utilizado[70]. A titulo de exemplo, o autor Doaga et al [71],. obteve um valor de SAR de
aproximadamente 70 Wg' ao qual correspondeu um aquecimento de quase 50 °C para uma
formulacao de NPs de MnFe,0, preparadas pelo método de coprecipitacdo com uma concentracéo
de 10 mg/mL, M, de 68,8 emu/g, aplicando um campo magnético com intensidade de 2,3 kA/m

e uma frequéncia de 1,95 MHz.
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1.2 Caracterizacao das NPs plasmoénicas

.2.1 XRD

Os resultados de XRD das nanoparticulas plasmonicas confirmaram a sintese de
nanoparticulas cristalinas, e o respetivo grafico esta apresentado na figura 25. O difractograma
experimental das NPs plasmonicas esta representado a azul. Através da analise efetuada no
software Match! foi possivel identificar duas fases cristalinas distintas, uma de CuS representada
a vermelho (cif nr. 96-900-9724), e uma segunda fase de Cu,S representada a verde (cif nr. 96-

153-0509).

Apds analise Rietveld, foi possivel determinar a percentagem de cada fase constituinte da
amostra, assim como 0s seus parametros estruturais. Estes dados encontram-se resumidos na
tabela 6. Os dados obtidos indicam uma amostra composta por 21,8 % de uma fase hexagonal de
Cus, e os restantes 78,2 % correspondem a uma fase cristalina cubica de Cu,S. Os tamanhos das
NPs foram calculados através da equacao de Scherrer, recolhendo a largura dos picos a meia
altura de maior intensidade e os respetivos angulos de difracdo para cada fase cristalina. Os
tamanhos estimados foram de 1,69 nm e 2,13 nm para as fases de CuS e Cu,S, respetivamente.
Os tamanhos obtidos diferem para tipos de sintese diferentes, contudo, de um modo geral para o
método de preparacao utilizado é expectavel obter tamanhos inferiores a 5 nm para este tipo de

NPs [72].
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Figura 25 - Difractograma NPs de CuS
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Tabela 5 -Propriedades estruturais das NPs CuS determinadas pela técnica de Xrd

Fase Composicao Pureza Estrutura Célula unitaria (A)
elementar cristalina
CuS Cu (76,9 %) CuS (21,5%)  Hexagonal a=3.7960 A; c= 16.3820 A
CusS S (23,1 %) Cu,S (78,5%)  Cubica a=5.6286 A

.2.3 Espetroscopia de Absorcao

A figura 26 mostra o espetro de absorcdo de uma dispersao aquosa das nanoparticulas
de sulfureto de cobre na regiao UV-Vis e NIR, entre os 300 e os 1300 nm, permitindo confirmar a

sua sintese.

Através da analise do espetro é possivel evidenciar de forma inequivoca uma banda de
absorcdo bem definida perto do infravermelho, dos 800 aos 1200 nm com um maximo de
absorcdo aos 1100 nm. Esta banda é caracteristica deste tipo de NPs e resulta das transicdes
energéticas entre as orbitais d de ides de Cu presentes no material, sendo responsavel pela
capacidade de geracdo de calor deste material [73, 74]. Na regido de baixo comprimento de onda
¢é possivel observar que a partir dos 575 nm o espetro volta a subir. Em comparacéo com o bulk
do mesmo material ha um desvio hipsocromico significativo, na sua energia de gap, que
demonstra o efeito de confinamento quantico caracteristico da reducao de tamanho das NPs [26,

751.
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Figura 26 - Espetro de absorcdo das NPs plasmoénicas de sulfureto de cobre.
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1.2.2 DLS - Potencial Zeta, Tamanhos e Estabilidade

Recorrendo a técnica de DLS, obteve-se o didmetro hidrodinamico, distribuicdo de
tamanhos, potencial zeta e estabilidade coloidal das nanoparticulas plasmdnicas de sulfureto de
cobre. Os resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 7, e a titulo de exemplo ¢ apresentada
na figura 27 a distribuicdo de tamanhos obtida pela distribuicdo de numero com o respetivo

correlograma inserido.
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Figura 27 - Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma e ajuste dos cumulantes das NPs de sulfureto de
cobre obtidos pela técnica de DLS

Tabela 6 — Tamanho, indice de polidispersividade e potencial zeta das NPs de sulfureto de cobre, determinados por DLS.

Tamanho (distribuicao Potencial Polidispersividade
por niimero) [nm] Zeta [mV]
CuS 10,7 £ 0,78 -28,1+59 0,21 £ 0,02

O tamanho estimado pelo DLS das NPs de sulfureto de cobre foi de 10,7 + 0,78 nm (obtido da
distribuicao por nimero). O seu potencial zeta tem um valor de -28,1 + 5,9 mV e o seu indice de
polidispersao foi de 0,21 + 0,02. O tamanho obtido nas medicdes de DLS esta de acordo com o
esperado tendo em conta o método de preparacdao usado para a sua sintese [76]. O valor de
potencial zeta obtido indica que a dispersao coloidal é estavel e a polidispersividade revela a

presenca de uma populacdo de NPs com tamanhos homogéneos [66]. Tendo em conta a
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importancia da estabilidade coloidal das NPs enquanto agentes de aquecimento, foi também
avaliada a estabilidade destas NPs em solucado. Para tal, foi preparada uma solucdo aquosa de
NPs de sulfureto de cobre, de concentracao 0,03 mg/mL, e a sua transmitancia foi medida ao

longo do tempo (figura 28).

Ao longo do tempo de medida desta experiéncia observou-se que o valor de transmitancia se
manteve mais ou menos estavel, com uma transmitancia inicial e final de 78 e 80 %,
respetivamente. Assim, foi possivel concluir que as nanoparticulas de sulfureto de cobre

apresentam estabilidade coloidal ao longo do tempo.
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Figura 28 - Transmitancia da solucdo aquosa de NPs de CuS (0,03 mg/mL) em fun¢éo do tempo,
determinado por DLS.
n.2.4 TEM

Na figura 29 estdo apresentadas as imagens das nanoparticulas de CuS, obtidas por
microscopia eletronica de transmissado. Tendo em conta o tamanho reduzido destas NPs (10 nm)
€ a Sua agregacao nas micrografias, nao foi possivel realizar uma analise fidedigna e representativa
dos tamanhos da amostra. Apesar disto, foi possivel observar alguns tamanhos inferiores a 10 nm
representados nas imagens A e B da figura 29 que estao de acordo com o medido pela técnica de

DLS e também de acordo com o descrito na literatura [72].
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Figura 29 - Imagens de TEM A. NPs de sulfureto de cobre (escala: 200 nm). B. NPs CuS (escala: 100 nm)

11.2.5 Ensaios de hipertermia fototérmica

Tendo em conta o potencial das nanoparticulas de sulfureto de cobre enquanto agentes
de hipertermia fototérmica, foram realizados ensaios de fototermia destas NPs em diferentes
condicdes experimentais. As curvas de aquecimento foram obtidas durante meia hora, tendo sido
testadas duas concentracoes de NPs (0,1 e 1 mg/mL) e vérias poténcias de laser (200, 500 e

1000 mW). Os resultados obtidos, estao apresentados abaixo na figura 30 e na tabela 8.

Os resultados da irradiacdo das NPs de sulfureto de cobre demonstram uma boa
capacidade de geracao de calor, que esta dependente da sua concentracdo em solucéo e da
poténcia de irradiacdo [77, 78]. Como se pode constatar pela tabela 8, o aquecimento mais
pronunciado, de 25,1 °C, obteve-se para as NPs com maior concentracdo quando irradiadas com
uma poténcia de laser de 1000 mW. Para comparacao, foi realizado um ensaio com agua ultrapura
(branco) para excluir qualquer efeito que pudesse enviesar os resultados obtidos. Deste ensaio
concluiu-se que nao existe um aquecimento consideravel da agua, o que comprova que a geracao
de calor das NPs de CuS deve-se unicamente a sua capacidade de conversao de energia em calor

[78].
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Figura 30 - Curva de aquecimento 1 mg/mL com poténcia de irradiacdo de 1000 mW das NP de CuS (A); Ensaio de
irradiacao NPs (B)
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Adicionalmente foram calculados os valores de SAR para todas as condicdes descritas. Através da
interpretacao destes valores, descritos na tabela 8, podemos observar uma tendéncia de subida a
medida que a concentracdo da solucao e poténcia do laser aumentam, tal como acontece para as
NPs magnéticas nos ensaios de irradiacdo fototérmica. Em comparacdo com os ensaios de
hipertermia magnética, os valores de SAR apresentam uma disparidade elevada. Nestes ensaios,
0 aumento da concentracdo da solucédo provoca uma diminuicao do valor de SAR. Uma possivel
explicacao, é o aumento do momento dipolar das NPs causado pelo aumento da sua concentracao
que por consequéncia afeta o tempo de relaxacdo de Neél [70]. Uma vez que as NPs de CuS nao
sd0 magnéticas e o seu mecanismo de geracdo de calor é diferente e dependente, de forma

positiva, da sua concentracao e poténcia de irradiacao, o seu SAR néo é afetado por este fator.

Como esperado, o maior valor de SAR obteve-se para a solucdo de maior concentracdo quando
irradiada com a poténcia de 1000 mW e foi de 3764,5 Wg. O seu aguecimento maximo foi de
25,1 °C e a temperatura final da solucao, apos 30 minutos de irradiacdo, atingiu o maximo de
42°C. E de notar que, apesar destas NPs apresentarem uma maior capacidade de geracdo de
calor que as NPs magnéticas, estas registaram o maior valor de SAR de todos os ensaios
fototérmicos apesar de este valor nao traduzir o maior aquecimento. Uma possivel razdo para
explicar estes resultados ¢ a rapidez do aquecimento inicial (rampa de aquecimento). Sendo este
0 parametro determinante para o calculo do SAR, através da equacao 2, conclui-se que as NPs
magneéticas foram as que registaram o aquecimento mais rapido nos primeiros 5 minutos apesar

de nao ter sido o aquecimento mais pronunciado.

Tabela 7 - Ensaio de fototermia NPs de CuS

Concentracio P.... (mW) AT, (°C) Declive SAR (Wg)

200 1,9 0,04 185,6
0,1 mg/mL 500 6,1 0,1 418
1000 10,5 0,56 2355
CuS
200 43 0,41 1700,4
1 mg/mL 500 8,4 0,54 2257,2
1000 25,1 0,9 3764,5
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1.3 Nanoparticulas hibridas magneto-plasménicas

11.3.2 Espetroscopia de Absorcao

O acoplamento das nanoparticulas de ferrite de manganés com as nanoparticulas de
sulfureto de cobre foi realizado tendo em vista o desenvolvimento de agentes de hipertermia com
elevada capacidade de geracdo de calor. O acoplamento das nanoparticulas magnéticas as

plasménicas foi confirmado pela técnica de espetroscopia de absorcao (figura 31).

Através da observacdo e comparacao dos espetros da figura 31, é possivel concluir o
acoplamento das nanoparticulas de sulfureto de cobre a superficie das nanoparticulas magnéticas.
O espetro de absorcao das nanoparticulas de sulfureto de cobre apresenta duas bandas largas de
elevada intensidade, a primeira entre os 200 nm e os 600 nm e a segunda entre os 800 nm e os
1300 nm. Por outro lado, as nanoparticulas de ferrite de manganés sao caracterizadas por um
largo espetro de absorcao em todo a regiao UV-Vis, mas de intensidade mais reduzidas. Assim, a
presenca das duas bandas de absorcao bem definidas no espetro das nanoparticulas magneto-

plasmonicas, confirma o sucesso do seu acoplamento e a formacado das nanoestruturas hibridas.
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Figura 31 - Espetros de absorcdo NPs magnéticas de ferrite de manganés, plasmonicas de sulfureto de cobre e
magneto-plasmaénicas.
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.3.1 DLS - Potencial Zeta, Tamanhos e Estabilidade

A caracterizacdo estrutural das nanoestruturas hibridas foi efetuada pela técnica de DLS. O
tamanho estimado pelo DLS destes hibridos foi de 46,8 + 6,3 nm (obtido da distribuicdo por
numero). O seu potencial zeta tem um valor de -23,4 + 1,6 mV e o seu indice de polidispersividade
foi de 0,24 + 0,02. A distribuicdo de tamanhos pode ser observada na figura 32 e os seus valores
na tabela 9.

O desenvolvimento de nanoestruturas hibridas € comumente usado para a realizacdo de
terapias combinadas. Tal como esperado, o tamanho das NPs hibridas magneto-plasménicos é
maior, uma vez que possuem agora na sua composicdo NPs magnéticas e plasmonicas. Contudo,
estes tamanhos mantém-se adequados para o uso em aplicacdes bioldgicas [79]. O valor do seu
potencial zeta diminuiu em comparacao ao medido as nanoparticulas individualizadas, ao qual
acarreta uma ligeira perda de estabilidade em solucao. A polidispersividade aumentou e, apesar
de ser inferior a 0,3, sugere agora a presenca de alguns agregados ou nanoparticulas hibridas

com tamanhos superiores.
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Figura 32 - Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma e ajuste dos cumulantes a das magneto-
plasmonicas obtidos pela técnica de DLS
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Tabela 9 - Tamanho, potencial zeta e polidispersividade das NPs de CuS determinados por DLS

Tamanho [nm] Potencial Polidispersividade
Zeta [mV]
NPs magneto- 46,8 £ 6,3 234+16 0,24 + 0,02

plasménicas

De igual maneira foi estudada a estabilidade coloidal das nanoparticulas hibridas, através

da medicao da sua transmitancia ao longo do tempo (figura 33).
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Figura 33 - Ensaio de estabilidade, durante 1 hora, das NPs magneto-plasménicas, determinado por DLS.

Ao longo de toda a medida, a solucdo manteve-se estavel sendo que o valor inicial e final

foram de 74,9 % e 73 %, respetivamente, dos quais podemos concluir a boa estabilidade da

solucao.

1.3.2 SQUID

A avaliacdo do comportamento magnético das nanoparticulas magneto-plasménicas de
ferrite de manganés e sulfureto de cobre foi primeiramente efetuada de forma rudimentar no
laboratdrio, com recurso a um magneto (figura 34). Neste ensaio preliminar foi possivel observar

que as nanoestruturas hibridas apresentaram resposta ao campo aplicado. Na imagem B, ¢é
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possivel observar que quando expostas a um campo magnético, as NPs hibridas se orientam na
direcao do campo, deixando o resto da solucao incolor. Desta forma, & possivel corroborar o
sucesso do acoplamento, caso contrario apenas as NPs magnéticas reagiriam ao campo e a cor
da solucdo manter-se-ia verde-escura (cor das NPs de sulfureto de cobre). Assim, & possivel

antecipar um comportamento magnético para as nanoparticulas magneto-plasmonicas.

i

A

Figura 34 - Aplicacdo de um campo magnético a solugdo de NPs magneto-plasmonicas. A (t0 min), B (t2 min)

Assim, a caracterizacdo magnética destas NPs foi efetuada por SQUID, através da medicao
da magnetizacao em funcao do campo aplicado, a temperatura ambiente. O ciclo de histerese e

as propriedades magnéticas podem ser consultados na figura 35 e na tabela 11, respetivamente.
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Figura 35 - Ciclo de histerese das nanoparticulas magneto-plasmonicas. Ampliacdo da regido de baixo campo
(quarto quadrante)
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Tabela 10 - Campo coercivo (H), magnetizacdo remanescente (M), magnetizacao de saturacéo (M) e razao entre M, e M, (M,/ M)

das NPs acopladas

H (Oe) M, (emu/g) M, (emu/g) M./M,

NPs magneto- 9,11 0,044 3,28 0,013
plasmonicas

A semelhanca das NPs magnéticas, a curva de magnetizacdo em funcdo do campo
aplicado das nanoparticulas acopladas revelou uma histerese pequena, com um valor de campo
coercivo de 9,11 Oe e uma magnetizacdo de remanescéncia de 3,28 emu/g. No entanto, a
magnetizacdo de saturacdo registou uma diminuicao acentuada de 14,68 emu/g, correspondente
as nanoparticulas magnéticas, para 3,28 emu/g nas nanoparticulas hibridas. Esta reducéo de
magnetizacdo esta de acordo ao esperado, uma vez que as NPs de sulfureto de cobre apresentam
um comportamento diamagnético [80]. Assim, a contribuicdo diamagnética das nanoparticulas
plasmonicas leva a uma reducdo da magnetizacado total da amostra [81]. Apesar da perda
significativa de magnetizacdo, as nanoestruturas hibridas apresentaram também um
comportamento superparamagnético, com um valor de razao entre a magnetizacao remanescente

e de saturacdo de 0,044 emu/g, menor do que O,1.

1.3.4 Irradiacao

De igual modo foram realizados ensaios de irradiacdo para as NPs magneto-plasmoénicas.
A curva de aquecimento, a titulo de exemplo, bem como os resultados da irradiacao estao

representadas nas imagens A e B da figura 36.

Através da interpretacao destes graficos & possivel concluir que as NPs magneto-

plasmdnicas mantém a capacidade de geracao de calor apds o acoplamento.
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Figura 36 - Curva de aquecimento 1 mg/mL com poténcia de irradiacdo de 1000 mW das NPs magneto-plasmonicas
(A); Ensaio de irradiacdo NPs magneto-plasmonicas (B)

Os valores de SAR foram também calculados para as NPs magneto-plasmonicas. O maximo
registou-se, a semelhanca das NPs magnéticas e de CuS, para a concentracdo de 1 mg/mL e
potencial de laser de 1000 mW e foi de 1504,8 Wg!. Apesar deste valor ser inferior ao medido
para as NPs magnéticas e de CuS, a temperatura final correspondente a este ensaio atingiu o
valor de 38,5 °C, perto da temperatura atingida para as NPs de CuS, com um aquecimento
maximo de 22,2 °C, relevante para aplicacoes biomédicas. Uma possivel razao para a reducéo
do SAR ¢ a deposicao das NPs observada nos ensaios. Com o acoplamento das NPs de CuS na
superficie das NPs magnéticas e o consequente aumento do potencial zeta foi observada alguma
deposicao das NPs magneto-plasmonicas ao longo dos ensaios de irradiacao que podera ser a

causa da diminuicao dos valores de SAR medidos.

Tabela 11 - Ensaio de fototermia das NPs magneto-plasmonicas

Concentracao P, (mW) AT, (°C) Declive SAR (Wg:)

200 1,25 0,04 167,2
0,1 mg/mL 500 3,65 0,14 585,2
1000 6,4 0,24 1003,2

NPs magneto-
plasmonicas 200 6,7 0,18 752,4
1 mg/mL 500 8,25 0,22 919,6
1000 22,2 0,36 1504,8
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1.4 Caracterizacao dos lipossomas magneto/plasmoénicos aquosos
n.4.1 Espetroscopia de Fluorescéncia

A sintese de lipossomas magneto-plasmoénicos contendo nanoparticulas de ferrite de
manganés acopladas as nanoparticulas de sulfureto de cobre, foi confirmada pela técnica de
espetroscopia de fluorescéncia. Para tal, foram preparados lipossomas e magnetolipossomas
plasmonicos, ambos marcados com a sonda fluorescente rodamina. Os espetros das duas
formulacdes de lipossomas foram tracados com comprimento de onda de excitacao nos 545 nm

(figura 37).
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Figura 37 - Espetros de Fluorescéncia dos lipossomas e lipossomas magneto-plasmonicos, marcados com rodamina

Como era expectavel, em ambos 0s espetros é possivel observar a banda de emissao
tipica da rodamina, com um maximo de intensidade de fluorescéncia perto dos 590 nm. Para os
lipossomas contendo NPs magneto-plasmdnicas verifica-se uma clara reducdo da fluorescéncia da
rodamina. Este fenomeno de quenching é atribuido a presenca das nanoparticulas magneto-
plasmdnicas perto da membrana lipidica dos lipossomas que resulta numa reducao da
fluorescéncia da rodamina por efeito de atmo pesado ou transferéncia eletronica fotoinduzida [82,
83]. Desta forma, o efeito de guenching permite confirmar a formacéo dos magnetolipossomas

plasmonicos.
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.4.1 DLS - Potencial Zeta, Tamanhos e Estabilidade

Nesta fase do trabalho, recorreu-se novamente a técnica de DLS para fazer a
caracterizacao estrutural dos lipossomas contendo as nanoparticulas magneto-plasmdnicas. Os
valores de diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade e potencial zeta obtidos estao
resumidos na tabela 13. Para comparacdo sdo também apresentados os valores obtidos para
lipossomas sem nanoparticulas. A titulo de exemplo, na figura 38 sdo mostrados os graficos de

distribuicao de tamanho com os respetivos correlogramas inseridos.
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Figura 38 - Distribuicdo dos tamanhos e respetivos correlogramas e ajustes dos cumulantes dos magnetolipossomas plasmonicos
(A) e lipossomas (B) obtidos pela técnica de DLS.

Os diametros hidrodinamicos estimados por DLS (obtidos da distribuicdo por intensidade)
para 0s magnetolipossomas plasmonicos e lipossomas foram de 172,0 + 4,4 nm e 200,0 + 10,5
nm, respetivamente. O seus potenciais zeta tém um valor de-11,8 + 0,3 mV e -10,5+ 0,5 mV, e
0s seus indices de polidispersividade foram de 0,21 + 0,03 e 0,16 + 0,02, respetivamente. Destes
resultados podemos afirmar que a presenca das NPs hibridas magneto-plasmdnicas no interior
dos lipossomas nao tém influéncia apreciavel nos resultados dos didmetros hidrodinamicos
obtidos sendo estes, inclusive, inferiores aos dos lipossomas sem NPs. E importante ainda referir
que tamanhos inferiores a 200 nm favorecem a utilizacao destes bionanossistemas em aplicacdes
biomédicas porque permite a sua difusao através dos poros dos vasos sanguineos que favorece o
seu alcance em regides tumorais de dificil acesso [84, 85]. O potencial zeta medido sugere alguma
perda de estabilidade em solucdo uma vez que é substancialmente superior ao medido para as

NPs acopladas isto podera dever-se a contribuicao de carga zwiterionica do lipido utilizado para a
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sintese dos magnetolipossomas plasmonicos. A polidispersividade medida revela a
presenca de distribuicdo Unica de didmetros hidrodinamicos existentes na solucéo, tal como é

representado na imagem A da figura 38.

Tabela 12 - Tamanho, potencial zeta e polidispersividade dos magnetolipossomas plasmoénicos e lipossomas determinados por

DLS
Diametro Potencial Polidispersividade
Hidrodinamico Zeta [mV]
[nm]
Magnetolipossom 172,0+ 4,4 -11,8+0,3 0,21 £ 0,03
as plasménicos
Lipossomas 200,0 £ 10,5 -10,5+0,5 0,16 + 0,02

Os estudos de estabilidade dos magnetolipossomas plasmonicos e lipossomas foram realizados
nas mesmas condicdes previamente descritas na qual se mediram as suas transmitancias ao
longo de 1 hora (figura 39). Os valores iniciais e finais das transmitancias para os
magnetolipossomas plasménicos e lipossomas foram de 80,2 e 79,5 %, e 81,7 e 81,1 %,
respetivamente. Apesar dos valores medidos do potencial zeta que previam uma perda de
estabilidade, ambas as solucdes se mantiveram estaveis durante todo o periodo da medida de

transmitancia.
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Figura 39 - Ensaio de estabilidade durante 1 hora dos magnetolipossomas plasmoénicos (A) e lipossomas (B) determinado por DLS
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11.4.3 Aquecimento local nos lipossomas magneto-plasmoénicos

Apds toda a caracterizacdo estrutural e magnética das NPs, a capacidade do aguecimento
local dos magnetolipossomas plasmonicos marcados com sonda reichard' foi avaliada. Para isso
foram realizados ensaios de irradiacdo nos quais se adquiriram os espetros de absorcdo de uma
solucao de volume de 3 mL de magnetolipossomas plasmoénicos marcados com sonda reichardt.
A montagem dos ensaios pode ser consultada na figura 15. Foram monitorizados, os espetros de
absorcao dos nanossistemas marcados com a sonda reichardf em dois ensaios distintos. Um
ensaio na qual se mediram os espetros de absorcdo aquecendo uma solucdo de
magnetolipossomas plasmonicos marcados com a sonda com recurso a um banho-maria, que
serviu para modelar as alteracdes sofridas pela sonda termocromica com a variacao da
temperatura. Um segundo ensaio realizado nas mesmas condicdes, mas com irradiacao laser com

uma poténcia de 1000 mW em vez do banho-maria. Cada ensaio teve a duracao de 1 hora.

Os graficos A e B representados na figura 40 correspondem aos espetros de absorcao

recolhidos nos ensaios dos magnetolipossomas plasmonicos realizados com recurso ao banho-
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Figura 40 - Variacao dos espetros de absorcéo (A) dos magnetolipossomas plasmanicos
aquecidos com recurso ao banho-maria; (B) com recurso a irradiacdo laser
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maria e ao laser, respetivamente. Através da sua interpretacdo, podemos notar que as variacdes
de absorcao presentes nos dois ensaios. Estas variacdes espetrais permitiram modelar e prever o

aquecimento local gerado pelos magnetolipossomas plasmonicos.

Para cada sistema, de modo a modelar as variacOes, os espetros de absorcao foram
globalmente ajustados através de um modelo, previamente desenvolvido pelo centro de fisica da
universidade do Minho, que consiste numa soma de oito fun¢des gaussianas, restritas a uma

sequéncia de zonas espetrais. As equacoes utilizadas foram as seguintes:

1 _l(l—lmax,i>
gj(,1) = - 27-[e 2\ 9 Equacgdo 6
JV
8
AbS(A, Tl) = Adisp (A, Tl) + A(Tl) z f)gj (l) Equagéo 7
j=1
Aq(T) i
Agisp(LT) = Apprser(Ty) + (/100 Equagdo 8
. Ty — T T; — Tp\” o
f1(T;) = sin* | a; + b; X ( T ) +cq X ( 7 > ; To = 219C Equagio 9
0 0
j-1 2
5 Ti — Ty Ti — Ty
f:](Tl) = I—ka sin aj+b]><< T >+C]X< T > Equagao 10
0 0
k=1
j=23,..,7

j-1
fe(T) =[1- Z [ Equagdo 11

k=1
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A fim de controlar o procedimento de ajuste, os parametros das funcdes gaussianas foram

restringidos da seguinte forma:

Amax,j = (Amax'j)min + [(Amax’j)max — (Amax'j)min] Sinz(mj) Equagdo 12

9 = (O-j)min + [(O-j)max B (O-j)min] Sinz (Sj) Equagdo 13

O comprimento de onda maximo e meia largura de cada funcédo gaussiana sdo parametros
globais do ajuste, que sdo os mesmos para todas as temperaturas. O peso de cada funcao
gaussiana foi permitido variar com a temperatura, com os trés parametros que definem tal
variacao também sendo parametros globais para todas as temperaturas. Além disso, uma
contribuicdo de dispersdo com comportamento tipo Rayleigh foi considerada para cada espetro.
Um conjunto de parametros globais foi entdo usado para ajustar os espectros de absorcdo que
resultaram da irradiacdo de cada amostra. O procedimento de ajuste global para cada conjunto

de espetros de absorcao com temperatura variavel consiste em minimizar a soma do seguinte erro

quadratico:
nr ny 5
ErrorSum = Z Z wy (Abs(/h, T;) — AbSexperimentar(Ar, Ti)) Equagio 14
i=1 =1
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Os graficos resultantes do ajuste estdo representados na figura 41. A temperatura em cada tempo

de irradiacao é agora um parametro local do procedimento de adaptacéo global.

0.36

0,34
032
0,30
0,28
026
024

Absorvancia

022

0,20

0’1 8 1 1 1 | |
500 550 600 650 700

Comprimento de onda [nm]

032

0,30 |
028 |

026

Absorvancia

0.24
022

0.20

500 550 600 650 700

Comprimento de onda [nm]

Figura 41 - Variacdo dos espetros de absorcao ajustados (A) dos magnetolipossomas plasmonicos aquecidos com recurso
ao banho-maria; (B) com recurso a irradiacao laser

Feito o ajuste para os graficos da figura 41, podemos observar uma vez mais as variacoes de
absorcao ao longo do periodo de irradiacao. Estas variacdes devem-se maioritariamente ao fundo
dispersivo. O fundo dispersivo refere-se a luz que é dispersa pela amostra e pode variar ao longo

dos ensaios porque 0s magnetolipossomas plasmoénicos podem depositar, o sinal medido e a
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propria resposta do detetor podem variar assim como o set up experimental que nao ¢ o ideal. O
OFFset e a curva de dispersao sao parametros que corrigem estas variacoes que tém de ser
descontadas para relevar as variacdes espetrais reais da sonda, representadas pelos insets
presentes na figura 41. Descontada esta contribuicdo do fundo dispersivo, através da equacéo 9
¢ possivel descobrir os trés coeficientes al, bl e c1, pela sua aplicacdo no ensaio do aquecimento
com recurso a banho-maria onde as temperaturas sao conhecidas. Uma vez descobertos estes
coeficientes, que sdo comuns aos dois ensaios, a mesma equacao é aplicada com o objetivo de

determinar a temperatura local dos magnetolipossomas plasmonicos.

Nos primeiros 2 minutos de irradiacdo laser, ocorreu a maior variacao espetral (grafico B da figura
41) que correspondeu a um aquecimento de cerca de 2,5 °C, representado no grafico da figura
42. Este aquecimento nao foi linear sendo que em alguns momentos o espetro de absorcéo era
recuperado. Estas variacdes podem ter origem na baixa area de superficie de irradiacao laser, o
que provocam arrefecimento local que se traduz na recuperacédo da absorcdo da amostra, e por

consequéncia o seu arrefecimento.
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Figura 42 - Variacdo da temperatura ajustada dos magnetolipossomas plasmonicos com irradiacéo laser

O instante no qual o aguecimento foi mais pronunciado ocorreu aos 20 minutos, tendo-
se registado um aguecimento local de 2,8 °C. Um aumento de temperatura local desta magnitude
e em breves instantes é relevante, na medida que podera ser suficiente para induzir uma transicao
de fase de lipossomas termosensiveis, 0 que permitira a libertacao dos seus componentes
terapéuticos. Podemos entao concluir que os magnetolipossomas plasmonicos sintetizados sao

promissores para fototermia e para libertacao controlada.
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Conclusao e perspetivas futuras

Neste trabalho, foram sintetizados nanossistemas lipidicos contendo nanoparticulas
magneto-plasménicas para a terapia multimodal do cancro, através de hipertermia magnética e
fototérmica. As NPs magnéticas, nanoparticulas plasménicas e os magnetolipossomas
plasmonicos foram caracterizados e revelaram-se promissores para a terapia do cancro. Os
resultados de SAR obtidos dos ensaios de fototermia de 4263, 3764 e 1504 Wg* para as NPs
magneéticas, CuS e magneto-plasmonicas, respetivamente para uma concentracao de 1 mg/ml e
uma poténcia de irradiacdo de 1 W/cme, revelam a boa capacidade de geracdo de calor. Os
tamanhos medidos por DLS dos magnetolipossomas plasmonicos foram de 172 nm, ideais para
aplicacoes biomédicas.

Foi obtido um aquecimento local dos magnetolipossomas plasmonicos de 2,5°C, em 2
minutos de irradiacao laser. Contudo, & necessario realizar analises complementares e estudos
com relevancia biomédica de modo a assegurar o potencial desta formulacao.

Como perspetivas futuras, numa primeira instancia, sera relevante melhorar os processos
de sintese com o objetivo de evitar contaminacdes nas amostras de modo a obter analises mais
fidedignas e consistentes, como por exemplo, XRD, TEM e SQUID. Estas analises séo de extrema
relevancia uma vez que definem os parametros mais fundamentais tais como: tamanhos, a pureza
das amostras e as suas propriedades magnéticas, para a aplicabilidade destas NPs. Resolvidos
estes problemas experimentais, sugiro a realizacdo de uma analise de Cryo-TEM para os
magnetolipossomas plasmonicos de modo a aferir sobre a internalizacao das NPs no seu interior
aquoso e determinar os seus tamanhos com maior rigor. Por ultimo, sugere-se ainda a
incorporacao de um farmaco antitumoral nesta formulacdo, o estudo de encapsulamento e
libertacao e a realizacdo de ensaios /n7 vitro com células tumorais testando o efeito sinérgico da

hipertermia magnética e fototérmica aliados a quimioterapia.
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