°

o
S =
e @®
o ©
—-)
c
°-°
©
(7]
S 5
€ o
2
g 8
88
S ®
o 8
T
S o
E &
o 9
k-]
o ©

c
el
= b0
o @®©
g E
S o
S §
€ >
2 8
]
[ =

Hugo Macedo Rodrigues

UMinho | 2023

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Hugo Macedo Rodrigues

Desenvolvimento de magnetolipossomas
contendo nanovaras magnéticas para a
terapia dual do cancro

janeiro de 2023






Il\

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Hugo Macedo Rodrigues

Desenvolvimento de magnetolipossomas
contendo nanovaras magnéticas para a
terapia dual do cancro

Dissertacao de Mestrado
Biofisica e Bionanossistemas

Trabalho efetuado sob a orientacéo do(a)
Doutor Paulo José Gomes Coutinho
Doutora Elisabete Maria Santos Castanheira Coutinho

janeiro de 2023



DIREITOS DE AUTOR E CONDICOES DE UTILIZAGAO DO TRABALHO POR TERCEIROS

Este € um trabalho académico que pode ser utilizado por terceiros desde que respeitadas as regras
e boas praticas internacionalmente aceites, no que concerne aos direitos de autor e direitos

CONEXOS.
Assim, o presente trabalho pode ser utilizado nos termos previstos na licenca abaixo indicada.

Caso o utilizador necessite de permissdo para poder fazer um uso do trabalho em condicdes nao
previstas no licenciamento indicado, devera contactar o autor, através do RepositoriUM da

Universidade do Minho.

Atribuicao
CC BY

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


https://d.docs.live.net/6eed5fce902c0d4f/Ambiente%20de%20Trabalho/TESE/TESE%20INICIAL/abaixo

Agradecimentos

Apds dois longos anos, aproximo-me do final de uma das etapas mais exigentes da minha
vida. Foi um percurso tribulado, repleto de altos e baixos, que testou inumeras vezes a minha
perseveranca. E com grande orgulho que inicio a minha dissertacdo de mestrado. Esta conquista
deve-se ao esforco de inumeras pessoas, as quais eu gostaria de deixar o0 meu sincero

agradecimento.

Em primeiro lugar, um agradecimento muito grande aos meus orientadores, a Professora
Doutora Elisabete Maria dos Santos Castanheira Coutinho e o Professor Doutor Paulo José Gomes
Coutinho, pela paciéncia, atencdo e disponibilidade prestadas ao longo da realizacdo deste
trabalho. Agradeco por me terem aceitado como seu orientando e por todo o conhecimento que

me foi transmitido.

Um especial agradecimento a Doutora Ana Rita Oliveira Rodrigues, que, apesar de nao
estar associada a este projeto, sempre esteve presente ao longo da sua realizacao. Nao consigo

agradecer o suficiente toda a ajuda, paciéncia, boa disposicado e confianca que me prestou.

A todos os investigadores do centro de fisica da Universidade do Minho, pelo acolhimento,
pela partilha de conhecimento e de historias e por terem proporcionado um bom ambiente de
trabalho no laboratorio. Agradecer em particular os meus colegas de mestrado Ricardo, Ana Rita,

Mélanie, Daniela e Fabio, ndo s6 pela ajuda, mas também pela amizade.

Por ultimo, mas ndo menos importante, um enorme obrigado a minha familia. Aos meus
pais, irmao e amigos préximos, que nunca desistiram de mim e que sempre me levantaram
qguando estava em baixo. Aos meus amigos da musica e do volei pelo apoio, encorajamento,
confianca e motivacao que me transmitiram. Apesar de nao terem conhecimentos relativos ao
presente trabalho, sempre me tentaram ajudar na sua realizacdo e, mesmo nao sendo de uma

forma direta, foram imprescindiveis para a sua conclusao.

Embora nado o diga frequentemente, estou-vos eternamente grato.



DECLARACAO DE INTEGRIDADE

Declaro ter atuado com integridade na elaboracao do presente trabalho académico e confirmo que
nao recorri a pratica de plagio nem a qualquer forma de utilizacao indevida ou falsificacdo de
informacdes ou resultados em nenhuma das etapas conducente a sua elaboracao.

Mais declaro que conheco e que respeitei 0 Codigo de Conduta Etica da Universidade do Minho.



Resumo

A entrega especifica de agentes terapéuticos para células tumorais e a sua
biodisponibilidade no local alvo sao dos objetivos mais importantes e desafiantes na terapia do
cancro. Existem diversos obstaculos no tratamento eficaz do cancro, como por exemplo, a
distribuicao inespecifica do farmaco no local alvo e a retencdo dos nanossistemas de transporte
por parte dos endossomas durante a circulacdo. Neste trabalho, sera abordado o desenvolvimento
de nanossistemas magnéticos que respondem a estimulos externos ou internos, permitindo
controlar o direcionamento e a libertacao de farmacos por hipertermia e acdo mecanica através
do uso de campos magnéticos alternados, combinando estratégias de direcionamento e

acionamento da entrega do farmaco.

Os lipossomas sdo nanotransportadores promissores e tém sido amplamente investigados
para aplicacdo na terapia do cancro, com algumas formulacdes ja aprovadas para uso clinico.
Neste trabalho, foram desenvolvidos magnetolipossomas aquosos compostos por
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) para aplicacées na terapia dual do cancro. Para tal, foram
sintetizadas nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés (MnFe,0.) a partir de dois métodos
distintos, tendo-se obtido nanoparticulas cubicas e nanovaras, seguidas da sua caracterizacao por
DLS, XRD, TEM, SQUID, espetroscopia de absorcédo e espetroscopia de fluorescéncia. Com base
na caracterizacao estrutural, morfologica e magnética das nanoparticulas, as ferrites com forma

de nanovaras foram utilizadas como contetido magnético dos magnetolipossomas.

Devido a sua notavel atividade antitumoral, a curcumina foi utilizada como farmaco
modelo, sendo incorporada nos magnetolipossomas aquosos com elevada eficiéncia de
encapsulamento. De forma a avaliar a interacdo nao especifica entre estes nanossistemas e
vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), foram realizados estudos fotofisicos. Através da técnica
de transferéncia de energia de ressonancia (FRET), provou-se a capacidade de fusdo dos

magnetolipossomas com modelos de membranas celulares.

Com base nos resultados obtidos, pode inferir-se que os magnetolipossomas contendo
nanovaras sao promissores para aplicacdo futura em terapia dual do cancro (hipertermia

magnética e quimioterapia).

Palavras-chave: Hipertermia magnética; magnetolipossomas; nanoparticulas magnéticas;

nanovaras.



Abstract

The specific delivery of therapeutic agents to tumor cells and their bioavailability in the
target site are among the most important and challenging goals in cancer therapy. The effective
cancer treatment encounters several obstacles, such as the non-specific drug distribution at the
target site and retention of the nanocarriers by endosomes during circulation. This work addresses
the development of magnetic nanosystems that respond to external or internal stimuli, allowing for
the control of drug targeting and release through hyperthermia and mechanical action using

alternating magnetic fields, combining targeting and triggering strategies.

Liposomes are promising nanocarriers and have been extensively investigated for
application in cancer therapy, with some formulations already approved for clinical use. In this
work, aqueous magnetoliposomes composed of dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG) were
developed for dual cancer therapy applications. For this purpose, magnetic nanoparticles of
manganese ferrite (MnFe,0,) were synthesized using two distinct methods, resulting in cubic and
nanorod-shaped nanoparticles, followed by their characterization through DLS, XRD, TEM, SQUID,
absorption spectroscopy, and fluorescence spectroscopy. Based on the structural, morphological,
and magnetic characterization of the nanoparticles, nanorod-shaped ferrites were used as the

magnetic content of magnetoliposomes.

Due to its notable antitumoral activity, curcumin was employed as a model drug, being
incorporated into aqueous magnetoliposomes with high encapsulation efficiency. Photophysical
studies were conducted to assess the nonspecific interaction between these nanosystems and
giant unilamellar vesicles (GUVs). Through the resonance energy transfer technique (FRET), the

fusion capacity of magnetoliposomes with cellular membrane models was demonstrated.

Based on the obtained results, it can be inferred that magnetoliposomes containing
nanorods hold promise for future applications in dual cancer therapy (magnetic hyperthermia and

chemotherapy).

Keywords: Magnetic hyperthermia; magnetic nanoparticles; magnetoliposomes; nanorods.
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1. Introducao

1.1. Terapia do cancro

O cancro é uma das doencas mais recorrentes no quotidiano que causa a morte de
inimeras pessoas todos os anos. As terapias atuais do cancro baseiam-se em técnicas de
radioterapia, quimioterapia e cirurgia, sendo a quimioterapia a estratégia mais comumente

utilizada devido a sua conveniéncia e simplicidade.

Contudo, o tratamento por quimioterapia tradicional ainda apresenta algumas limitacdes
no tratamento do cancro, nomeadamente a distribuicao inespecifica de farmacos no corpo. A
entrega nao direcionada de farmacos resulta em concentracées inadequadas de agentes
terapéuticos que chegam as células cancerigenas, tornando-os pouco eficazes na eliminacao de
células tumorais multirresistentes (MDR) e na inibicdo do crescimento tumoral e da sua
recorréncia. A elevada diversidade de processos de carcinogénese e os diversos subtipos de
células cancerigenas que constituem estes tumores, acoplados com a limitada capacidade de
monitorizacao das respostas terapéuticas originam também um grande obstaculo para a terapia
do cancro. Estes problemas representam uma barreira farmacocinética que pode ser superada

através da nanotecnologia'2.

De modo a ultrapassar estas limitacdes, € necessario aumentar o direcionamento e a
eficiéncia de entrega dos agentes terapéuticos. A nanotecnologia oferece solucdes para inimeros
problemas presentes nas técnicas atuais de terapia do cancro, através da construcao de sistemas
a nanoescala. O desenvolvimento de nanossistemas incide nas areas da engenharia, fisica,
quimica e medicina e tem como objetivo conseguir nanotransportadores capazes de demonstrar
direcionamento passivo ou ativo e permeacao em células cancerigenas?. Estes nanossistemas
devem apresentar ainda uma elevada razdo superficie/volume, e devem ser capazes de

transportar farmacos para diversos locais no corpo humano:.

1.2. Entrega controlada de farmacos

Os tumores sao caracterizados por células endoteliais defeituosas, hipervascularizacao e
drenagem linfatica desregulada. Isto resulta numa maior permeabilidade e retencdo das
nanoparticulas em células tumorais, também denominado de efeito EPR (do inglés enhanced

permeability and retention) que, por sua vez, resulta na concentracdo destas mesmas no local do



tumors+, Para além do efeito EPR, os sistemas de entrega de farmacos tém de apresentar um
longo tempo de circulacao, tamanho reduzido (inferior a 200 nm) e propriedades fisico-quimicas

adequadas como a forma, carga de superficie, composicao e hidrofobicidadess.

De modo a ultrapassar os problemas manifestados pela quimioterapia tradicional, estdo a
ser desenvolvidos nanotransportadores capazes de responder a estimulos externos (como
ultrassons, campos magnéticos induzidos e luz) ou estimulos internos (como pH e temperatura)
(figura 1). Gracas a isto, & possivel direcionar e controlar a libertacao dos farmacos, uma vez que

a libertacao do conteuido terapéutico ocorre apenas em resposta a um estimulo™.

\ \

Quimioterapia
tradicional

e
VS.

Quimioterapia
direcionada

——

Figura 1. Representacdo esquematica da comparacdo entre a quimioterapia convencional e da quimioterapia controlada

magneticamente. Adaptado de>.

Existem atualmente varios tipos de nanotransportadores a serem desenvolvidos, entre os
quais se destacam os lipossomas, nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas poliméricas,
micelas, dendrimeros, nanoconjugados de farmaco-polimero e nanossistemas hibridos ou
compésitos. Os lipossomas destacam-se positivamente pela sua capacidade de reter e transportar
farmacos e pela sua capacidade de fundir com a membrana celular de células cancerigenas e,

desta forma, facilitar a libertacdo dos agentes terapéuticos:.



1.3. Lipossomas

Os lipossomas sdo estruturas coloidais fechadas e aproximadamente esféricas
frequentemente utilizadas para a entrega controlada de farmacos no tratamento do cancro. Estas
estruturas sdo compostas por fosfolipidos, podendo ainda conter colesterol, esfingolipidos,
glicerois, etc. Em meio aquoso, estas moléculas auto-organizam-se em bicamadas, formando

vesiculas que podem ser utilizadas para o transporte de agentes terapéuticos (figura 2).

‘7 BICAMADA LIPIDICA

LIPOSSOMA |

Figura 2. Representacdo esquematica da bicamada lipidica e de um lipossoma.

Estes nanossistemas tém despertado um elevado interesse na investigacao do tratamento
do cancro e de inumeras doencas como, por exemplo, doencas cardiovasculares®2, doencas da
pele®, doencas autoimunes® e infecdes®, uma vez que demonstram a capacidade de melhorar a

farmacocinética e farmacodinamica dos farmacos associadosz.

Neste trabalho, foram preparados lipossomas compostos por DMPG
(dimiristoilfosfatidilglicerol), uma vez que apresentam uma elevada fluidez de membrana, o que

facilita na integracdo de nanoparticulas e na fusdo com membranas bioldgicas (figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica do lipido DMPG. Adaptado do website (https://www.avantilipids.com).



Este fosfolipido &€ um constituinte importante das membranas biologicas e apresenta um
grupo fosfato carregado negativamente, sendo assim uma molécula anionica carregada. O DMPG
apresenta uma temperatura de transicao de fase de 23 °C, sendo esta caracteristica relevante
para o estudo atual, uma vez que resulta na formacéo de lipossomas com membrana lipidica
muito fluida, facilitando nos processos de integracdo de nanoparticulas, farmacos e de fuséo

membranar com células cancerigenas®.

Os lipossomas exibem diversas vantagens enguanto nanotransportadores de farmacos e
genes, uma vez que apresentam elevada biocompatibilidade, capacidade de reter substancias
hidrofébicas e hidrofilicas, alta biodisponibilidade e elevada estabilidade®s. Através da
funcionalizacdo da superficie dos lipossomas, é possivel adotar estratégias de direcionamento e
de resisténcia a opsonizacdo (lipossomas furtivos), para uma localizacdo mais eficaz e uma
circulacdo mais prolongada. Por exemplo, lipossomas funcionalizados com derivados lipidicos de
polietilenoglicol (PEG), como carbohidratos ou polimeros hidrofébicos, evitam o reconhecimento e

eliminacao por parte do sistema imunitarioz.

1.4. Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas tém revelado um grande potencial em aplicacoes
biomédicas, devido as suas propriedades de superparamagnetismo e a sua elevada
biocompatibilidade. Estas apresentam potencial para diagnéstico e terapia: por um lado, podem
ser usadas como agentes de contraste para diagndsticos por MRI (do inglés, Magnetic Resonance
Imaging); por outro lado, podem ser integradas em nanotransportadores, funcionando como
mecanismos de direcionamento e libertacao de compostos terapéuticos e sdo capazes de exibir

hipertermia.

Particulas ferromagnéticas, com dimensoes inferiores a um determinado tamanho critico,
apresentam comportamento superparamagnético. Este comportamento deve-se a configuracdes
magnéticas de dominio Unico e resulta em elevadas magnetizacdes. Contudo, estas altas
magnetizacdes ocorrem apenas na presenca de campos magnéticos e, na auséncia destes, a
magnetizacao é perdida (ndo sendo observavel magnetizacdo remanescente). Isto é de especial
interesse no estudo em sistemas bioldgicos, uma vez que, na auséncia de estimulos magnéticos

externos, nao ha formacao de agregados>.



Neste trabalho foram preparadas nanovaras de ferrite de manganés (MnFe,0,), uma vez
que apresentam elevada magnetizacdo e biocompatibilidade. As nanovaras sdo nanoparticulas
alongadas que possuem até 100 nm de comprimento e didametros extremamente reduzidos, que
tém despertado interesse nas areas industrial e biomédica. Isto deve-se a sua via de sintese
conveniente e econémica, que nao necessita de processos complexos ou temperaturas muito
altas, e permite o controlo da sua morfologia e composicao. As nanovaras de oxido de ferro
apresentam especial interesse neste estudo, devido a sua forma alongada, ao seu comportamento
superparamagnético para didametros inferiores ao didametro critico e a capacidade de gerar calor
(hipertermia) quando sujeitas a campos magnéticos alternados. Na presenca de campos
magnéticos de baixa frequéncia, as nanovaras sao ainda capazes de vibrar, resultando numa
elevada acao mecanica?. Esta acao mecanica e o aquecimento resultantes da vibracdo das
nanoparticulas, juntamente com a sua forma anisotropica, podem promover a disrupcao da

membrana lipidica do nanossistema e facilitar na libertacao do seu contetdo intersticial.

1.5. Magnetolipossomas

Em 1988, De Cuyper e Joniau introduziram o conceito de “magnetolipossoma” para
designar a combinacdo de nanoparticulas magnéticas e lipossomasz Desde entdo, o0s
magnetolipossomas tém sido usados em técnicas de imagiologia de MRI, entrega controlada de

farmacos e libertacdo controlada de farmacos mediada por hipertermiaz-2.

No que toca a encapsulacao de nanoparticulas nos lipossomas, estas podem encontrar-se
num meio aquoso (magnetolipossomas aquosos) ou formar um cluster de nanoparticulas

magnéticas cobertas por uma bicamada lipidica (magnetolipossomas solidos) (figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica das principais estruturas de magnetolipossomas. Magnetolipossomas solidos (SMLs) (A),
magnetolipossomas aquosos (AMLs) (B), magnetolipossomas com nanoparticulas inseridas na membrana (C) e
magnetolipossomas com nanoparticulas conjugadas na superficie (D). Adaptado de?.

A estrutura de cada magnetolipossoma deve ser escolhida de acordo com a sua aplicacao
e o farmaco a transportar. A localizacdo das nanoparticulas no sistema pode também influenciar
a eficacia de entrega da carga transportada. Tendo isto em conta, os magnetolipossomas aquosos
apresentam vantagens no transporte de farmacos, uma vez que conseguem reter farmacos
hidrofilicos e hidrofobicos, enquanto que os magnetolipossomas solidos apenas conseguem
transportar farmacos hidrofébicos. Por outro lado, os magnetolipossomas solidos apresentam
melhores propriedades magnéticas do que os aquosos, devido a sua capacidade de manter as

propriedades magnéticas semelhantes as das particulas magnéticas isoladas?®.

Os magnetolipossomas sdo dos sistemas de transporte de farmacos mais promissores,
uma vez que, aplicando gradientes de campo magnético externos num determinado local, €
possivel direcionar estes nanossistemas ao local do tumor. Uma das principais aplicacdes dos
magnetolipossomas € a libertacao induzida por calor de agentes terapéuticos, provocada pelo
aquecimento local por acdo de um campo magnético alternado de alta frequéncia aplicado numa

regiao especifica do corpo humano.

No presente trabalho foram propostos dois mecanismos para a libertacdo da carga
terapéutica contida nos lipossomas: a disrupcao da bicamada através da acdo mecéanica das
nanovaras, provocada por campos magnéticos alternados de baixa frequéncia; e a degradacao dos
lipidos pertencentes a bicamada, sujeitando-os a temperaturas superiores a temperatura critica de

transicao de fase?.



A hipertermia induzida pelas nanoparticulas magnéticas sob um campo magnético
alternado provoca a transicao de fase da bicamada lipidica que resulta na inducéo da libertacéo
controlada de farmacos encapsulados nos magnetolipossomas. Ajustando a composicao dos
lipossomas constituintes da bicamada, é possivel regular a temperatura de transicao de fase da

membrana para temperaturas proximas das usadas em hipertermia magnética.

1.6. Hipertermia

A hipertermia resulta da perda de energia na desmagnetizacdo das nanoparticulas
magnéticas quando estas sao sujeitas a campos magnéticos alternados. A combinacao do
tratamento por hipertermia magnética com a quimioterapia € uma estratégia que tem
demonstrado resultados promissores para a terapia do cancro®®. Recorrendo ao tratamento por
hipertermia em conjunto com lipossomas termossensiveis a baixas temperaturas, € possivel

melhorar a eficacia do tratamento do cancro de diversas formas, nomeadamente através de:

- Aumento da acumulacdo de lipossomas nos locais do tumor, aumentando a

permeabilidade vascular e a corrente sanguinea local;
- Desencadeamento da libertacéo do conteudo intersticial do lipossoma no local do tumor;

- Aumento da permeabilidade membranar das células cancerigenas face aos agentes

terapéuticos;
- Efeito citotoxico que este tratamento tem diretamente nas células tumorais.

A hipertermia pode ainda dificultar o processo de reparacdo de danos no DNA causado pelos
agentes terapéuticos nas células cancerigenas, aumentando assim os efeitos quimioterapéuticos

destes mesmos!#2,

1.7. Contextualizacao e objetivos

Este trabalho enquadra-se na area de investigacao de Bionanossistemas Magnéticos da
Linha Estratégica “Fisica de Materiais Quanticos e Bionanoestruturas” do Centro de Fisica das

Universidades do Minho e do Porto (CF-UM-UP) (pélo da UMinho). Dentro deste tema, tém sido



desenvolvidos varios trabalhos focando o desenvolvimento de magnetolipossomas, publicados em

diversos artigos30:31,

O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de magnetolipossomas contendo
nanovaras magnéticas de ferrite de manganés, para aplicacdo na terapia dual do cancro
(hipertermia magnética em combinacdo com quimioterapia), melhorando os sistemas
anteriormente desenvolvidos pelo uso de nanoparticulas magnéticas com anisotropia de forma.
Foram estudadas a capacidade de encapsulamento e de libertacdo de um farmaco modelo

(curcumina), assim como a capacidade de resposta das nanoparticulas a estimulos magnéticos.

2. Procedimento experimental

2.1. Sintese de nanoparticulas de MnFe.,0,

Neste trabalho, foram sintetizadas nanovaras de ferrite de manganés (MnFe,0.), uma vez
que apresentam boa resposta a estimulos magnéticos. As nanoparticulas foram sintetizadas
através de dois métodos previamente descritos: método de hidrolise modificado* (método A) e
método de coprecipitacdo= (método B). Estes métodos foram escolhidos pela sua simplicidade,

baixo custo e reprodutibilidade em grande escala.

As particulas magnéticas produzidas foram caracterizadas através da técnica de
espetroscopia de absorcao UV-VIS (ultravioleta-visivel), difracdo de raios-X, difusédo dinamica de
luz, microscopia eletronica de transmissao, SQUID e foi avaliado o seu potencial para serem

utilizadas em hipertermia magnética.

2.1.1. Método A

Inicialmente foi preparado um precursor de ferro dopado com manganés (Mn-f-FeOOH).
Para tal, preparou-se uma solucédo contendo 515 mg de polietilenamina (PEI, de massa molar
43,069 g/mol) em 10 ml de agua ultrapura num baldo de fundo redondo. Em seguida, foram
adicionadas 540 mg de cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCl,.6H,0, de massa molar 270,30
g/mol) e 125,8 mg de cloreto de manganés (ll) tetrahidratado (MnCl,.4H,0, de massa molar
197,90 g/mol) a esta solucao. A solucdo resultante foi posteriormente aquecida a 80°C durante

duas horas, em banho de 6leo e sob agitacdo magnética. Apds arrefecimento até a temperatura



ambiente, a solucéo foi centrifugada a 7000 rotacdes por minuto e o precipitado foi recolhido e
lavado com uma mistura de agua ultrapura e etanol (1:1). Por fim, o percursor foi colocado a secar

na estufa a 80°C.

Para a sintese de nanovaras foi usado o composto organico oleilamina (OLA), enquanto
agente redutor e surfactante. Foram entdo misturadas 50 mg de Mn-3-FeOOH e 800 mg de OLA
num gobelé de 10 ml sob agitacdo magnética e corrente de azoto. A solucao foi entdo aquecida a
100°C, durante 30 minutos. Em seguida, realizou-se uma rampa de aquecimento com uma taxa
de aquecimento de 5°C/minuto, até atingir a temperatura de 200°C. Esta temperatura foi
mantida durante 4 horas. A solucao foi posteriormente arrefecida a temperatura ambiente e as
nanoparticulas resultantes foram lavadas através do método de separacdo magnética. Este
método foi repetido 5 vezes, adicionando 2 ml de hexano para dispersar as particulas e
adicionando etanol enquanto agente de floculacdo. Por fim, as nanoparticulas foram divididas em
duas partes iguais, sendo uma parte armazenada para posterior caracterizacao e outra recolhida

para fazer a substituicao de ligando.

o7
7 wa, 2550 |
. MuCl ‘L7 Oleylamine |
nth V4
s Mn doped E—) —
80°C  B-FeOOH 200 °C

Figura 5. Esquematizacdo do procedimento experimental da sintese das nanoparticulas de MnFe,0, revestidas por oleilamina.
Adaptado de®.

De modo a tornar as nanovaras de MnFe,0, hidrofilicas, foi usado citrato de tri-sodio (TSC)
para substituir a OLA a superficie das nanoparticulas. Comecou-se por precipitar as nanovaras
previamente dispersas em hexano, através da adicdo de etanol em excesso. Em simultaneo, foi
preparada uma solucéo aquosa 10 ml contendo 240 mg de TSC. Em seguida, foram adicionadas
10 mg de nanovaras a esta solucado, tendo sido mantida a 70°C, em atmosfera de azoto e sob
agitacdo magnética, durante 2h. As nanovaras com a superficie modificada foram posteriormente

isoladas e lavadas com uma mistura de agua e etanol por centrifugacao=.



2.1.2. Método B

Esta técnica consistiu no método de co-precipitacdo dos precursores de ferro e manganés,
em atmosfera controlada. Primeiro, dissolveu-se 541 mg de FeCl..6H,0 (2 mmol) e 80,9 mg de
MnCl,.2H.0 (0,5 mmol) em 100 ml de agua desionizada, sob agitacdo magnética e corrente de
azoto. Em seguida, foram lentamente adicionados 10 ml de solucdo de hidroxido de aménio
(NH,OH, 25%), sob agitacdo constante até obter uma suspensdo de pH = 12-13. A solucdo
resultante, de cor acastanhada, foi aquecida a 85 °C sob condicdes de refluxo e agitacédo
magnética, durante 4 horas. Por fim, as nanovaras de MnFe,O,foram isoladas por separacao

magnética e lavadas 5 vezes com agua desionizada®.

2.2. Preparacao de magnetolipossomas aquosos (AMLs)

Neste trabalho foram sintetizados magnetolipossomas aquosos (AMLs). Foram realizados
ensaios para comprovar a formacdo dos magnetolipossomas e estudar a sua interacdo com
modelos de membranas, através da técnica de transferéncia de energia de ressonancia (FRET, do

inglés Forster resonance energy transfer) e inibicao de fluorescéncia (quenching).

A sintese dos AMLs foi baseada no método de injecao etanolica, previamente descrito®, e
foram utilizadas as nanoparticulas cobertas por OLA e nanoparticulas cobertas por citrato (TSC).
Comecou-se por preparar uma solucado mae de nanoparticulas com OLA (2,89 x 10= M)
dispersando 1 mg de nanovaras de MnFe,0, em 1,5 ml do respetivo solvente: cloroformio (CHCI.,
de massa molar 119,38 g/mol) no caso das nanoparticulas de OLA e agua no caso das
nanoparticulas de citrato. Foram também utilizadas solu¢cdes mae de lipido DMPG (20 mM) e de
lipido marcado com a sonda rodamina B (Rh-DOPE, 2 x 10® M). Em seguida, foram misturados
345,93 ul da solucédo de nanoparticulas, 150 ul da solugao de lipido DMPG e 150 ul da solucéo
de Rh-DOPE. Apos isto, procedeu-se a evaporacdo do solvente, por corrente de azoto, seguida da
ressuspensao do filme obtido em 150 pl de etanol. Finalmente, injetou-se esta solucao, gota a
gota e sob vortéx, em 3 ml de agua ultrapura previamente aquecida a 35 °C. De modo a
homogeneizar a populacdo de AMLs, a solucao foi posteriormente sujeita a ciclos de ultrassons e

vortéx alternados (em intervalos de 2 minutos), durante 30 minutos, a 45 °C.

Para confirmar a formacdo dos AMLs, foram preparados lipossomas baseados nos

diferentes tipos de NPs obtidas contendo a sonda lipidica Rh-DOPE: AMLs contendo NPs revestidas
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com OLA (A-OLA), AMLs com NPs revestidas com citrato (A-TSC). Para comparacao foram
preparados lipossomas sem NPs. A emissao da rodamina B nos trés tipos de magnetolipossomas
foi avaliada através da medicao do espetro de fluorescéncia, com excitacéo a 545 nm e medindo

a sua emissao na gama de comprimentos de onda de 555 nm a 700 nm.

2.3. Sintese de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

Para estudar a capacidade de fusdo dos magnetolipossomas com membranas bioldgicas,
procedeu-se a preparacao de GUVs, os quais foram usados como modelos de membrana. A sintese
dos GUVs foi baseada no método de hidratacao do filme lipidico, previamente descrito®=. Neste
método foram usadas solucées mae de Egg-PC (20 mM) em cloroférmio, colesterol (20 mM) em
cloroformio e solucdo méae de lipido marcado com NBD, NBD-C1,-HPC (2,3x10+ M). Primeiro,
misturou-se 175 ul de solucao de Egg-PC, 75 ul de solucdo de colesterol e 21,7 pl de solucao de
NBD-C1,-HPC. Em seguida, procedeu-se a evaporacao do solvente, sob corrente de azoto, até se
obter um filme. Posteriormente, acrescentou-se 40 ul de agua ultrapura para pré-hidratacéao a 45
°C durante 15 minutos. No final deste periodo, foram adicionados 5 ml de glucose (0,1 M) e a
solucdo foi novamente incubada, a 37 °C durante 2 horas. Por fim, realizou-se centrifugacao a

12000 rpm durante 30 minutos, para separar os agregados, e recolheu-se o sobrenadante.

Para testar a capacidade de fusao dos AMLs com membranas biologicas foram realizados
ensaios de transferéncia de energia (FRET). A técnica de FRET é um processo fisico de
transferéncia de energia ndo radiativa, que permite estudar interacdes moleculares entre dois
fluordforos. A sonda lipidica NBD-C1>-HPC, que foi introduzida nos GUVs, foi utilizada enquanto
doador de energia. Por outro lado, a rodamina B foi usada enquanto aceitador de energia, tendo
0 lipido Rh-DOPE sido incluido nos AMLs. Para que o processo de FRET ocorra, tem de existir
sobreposicao espetral entre o espetro de emissdo do doador e o espetro de absorcao do aceitador
e é necessario que a distancia entre o doador e o aceitador esteja de entre 10-100 Av. Para o

ensaio de fusdo foram preparadas trés amostras:
A-1,5ml de AMLs + 1,5 ml de agua ultrapura
B-1,5mlde AMLs + 1,5 ml de GUVs

C-1,5mlde GUVs + 1,5 ml de agua ultrapura

11



Foi entdo medida a emissao das trés amostras, utilizando o comprimento de excitacao de

450 nm e tracando o espetro de fluorescéncia na gama de 475 nm a 650 nm.

2.3.1. Ensaios de encapsulamento e libertacao de farmacos

Foram realizados ensaios de encapsulamento e libertacdo do farmaco modelo curcumina.
Para isso, foram preparados AMLs, a partir do método previamente descrito, contendo curcumina
na concentracdo de 1x10¢ M. De modo a separar os AMLs carregados com curcumina da
curcumina nao encapsulada, foram usados tubos de 7a/con equipados com filtros Amicon® de
100 kDa. Assim, foram transferidos 3 ml da solucao de AMLs para os tubos de fa/con e procedeu-
se a centrifugacdo da mesma a 3000 rpm, durante 10 minutos. A centrifugacéo resultou na
retencao dos AMLs carregados com curcumina nos filtros e na passagem da curcumina livre para
0s tubos de falcon. Em seguida, colocou-se o conteudo dos tubos de 7a/con (curcumina nao
encapsulada) na estufa e, posteriormente, ressuspendeu-se o filme contendo curcumina em agua.
Por outro lado, os AMLs contendo curcumina foram ressuspensos em 3 ml de agua e
caracterizados por DLS e fluorescéncia. Foram ainda determinados os perfis de libertacdo do
farmaco modelo por fluorescéncia, usando amostras que iam sendo retiradas ao longo de 48 h,
mantendo as solucdes a temperatura constante sob agitacao, e perfazendo o volume que ia sendo

retirado.

A quantificacdo do composto ndo encapsulado foi feita através de uma reta de calibracéo
previamente obtida (intensidade de fluorescéncia da curcumina vs concentracao). Para esta reta,
foram preparadas solucdes de curcumina de concentracdo conhecida: 1x10® M, 5x107 M,
2,5x107 M, 1,25x107 M, 6,25x10® M e 3,12x10® M, determinando-se a intensidade de
fluorescéncia maxima para cada solucdo. A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi obtida a partir

da equacao 1.

[Farmaco]otal—[Farmaco]nzo encapsulado

[FArmaco]total

EE(%) =

x 100 Equacédo 1
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3. Técnicas de caracterizacao

As nanovaras de MnFe;Os4 foram sujeitas as diversas técnicas de caracterizacao,
nomeadamente: Espetroscopia de absorcdo UV-Visivel, Espetroscopia de Fluorescéncia, SQUID
(do inglés Superconducting Quantum Interference Device), TEM (do inglés 7ransmission Electron

Microscopy), XRD (do inglés X-Ray Diffraction) e DLS (do inglés Dynamic Light Scattering).

A técnica de espetroscopia de absorcédo permite estudar a interacao da luz com a matéria
e, desta forma, medir propriedades odticas de materiais, como absorcdo e transmitancia. Esta
técnica foi usada para avaliar a absorcdo das nanoparticulas. Os espetros de absorcdo foram
obtidos através de um espetrofotémetro Shimadzu UV-3600 Plus UV-Vis-NIR (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) equipado com um suporte de cuvettes com controlo de temperatura.

A técnica de espetroscopia de fluorescéncia € outra técnica que permite estudar a
interacao da luz com a matéria através da medicao da fluorescéncia emitida. Esta técnica foi
utilizada para avaliar a sintese dos magnetolipossomas e a sua capacidade de fusdo com
membranas modelo. Os espetros de emissdo dos AMLs e GUVs foram obtidos utilizando um
espetrofluorimetro Fluorolog 3, equipado com monocromadores duplos de excitacdo e emissao,
pertencente ao Centro de Fisica da Universidade do Minho.

A técnica de SQUID foi usada para a avaliacao da magnetizacao das nanoparticulas em
funcao de um campo magnético aplicado, através da medicao dos ciclos de histerese. Esta técnica
permitiu estudar as propriedades magnéticas das NPs de MnFe, 0, como a magnetizacdo de
saturacao, magnetizacao remanescente e o campo de coercividade. Para isto, foi utilizado um
magnetdmetro SQUID, modelo Quantum Design's MPMS 3, do Instituto de Fisica dos Materiais da
Universidade do Porto.

A técnica de TEM foi usada para obter imagens das NPs de MnFe,0., permitindo, desta
forma, estudar a sua forma e os seus tamanhos. A analise foi feita por um microscépio eletronico
de transmissao (TEM), modelo JEM1010, a operar a 100 kV, do Centro de Investigacdes
Biomédicas (CINBIO), da Universidade de Vigo. Os tamanhos das NPs foram medidos a partir das
imagens obtidas por TEM utilizando o software /mage./.

A técnica de XRD permite estudar a caracterizacao da estrutura cristalina e composicao
elementar das NPs pela medicdo das intensidades e dos angulos dos feixes difratados pela
amostra. A partir dos difratogramas obtidos, é possivel confirmar a sintese das NPs e avaliar a sua

pureza®. Estas foram analisadas por um difratdbmetro PAN'alytical X'Pert PRO (Malvern Panalytical
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Ltd., Malvern, UK), a operar com radiacao CuKa, em configuracdo Bragg-Brentano, pertencente a
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Os difratogramas foram, posteriormente,
processados pelo software Maich!/ para a identificacdo das estruturas cristalinas das NPs e foi
realizado um ajuste de Rietveld.

A técnica de DLS permite determinar os tamanhos hidrodinamicos de NPs e
magnetolipossomas de uma forma ndo destrutiva, baseando-se no movimento Browniano das
particulas em suspensao e na forma como a radiacado incidente é espalhada. Esta técnica foi usada
para a determinacao dos diametros hidrodinamicos, distribuicao de tamanhos, potenciais zeta,
indices de polidispersividade e estabilidade das NPs de MnFe;04 e dos AMLs. Para estas analises,
foi usado o equipamento Litesizer 500, da Anton Paar, operando nos angulos de detecéo

backscatter (175°) e sidescatter (90°), do Centro de Fisica da Universidade do Minho.

A capacidade de aquecimento das nanoparticulas magnéticas na presenca de um campo
magnético alternado externo pode ser quantificada através da sua taxa de absorcdo especifica

(SAR).

4, Resultados e discussao
4.1. Caracterizacao das nanovaras de ferrite de manganés (MnFe,0,)

4.1.1. Difracao de raios-X

As caracteristicas estruturais das ferrites de manganés foram analisadas utilizando a
técnica de Difracao de Raios-X (XRD), a partir da qual foi possivel obter o difractograma
experimental das nanoparticulas A-OLA e B (representado a azul na figura 6 e 7, respetivamente).
Com base nesses dados, foram identificados e comparados os difratogramas correspondentes a
uma fase cristalina de MnFe,0, (representados a vermelho) que estavam disponiveis na base de
dados do software Match!. Os dados dessas fases foram obtidos dos ficheiros com informacéao
cristalografica CIF n° 96-230-0619 e n° 96-152-8317, respetivamente. Através da aplicacao de
um ajuste de Rietveld das fases selecionadas aos dados da amostra experimental, foi possivel

estimar parametros estruturais, como a composicao e a pureza.
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Figura 6. Difratograma de raios-X das nanoparticulas A-OLA e correspondente analise de Rietveld com os indices de Miller.
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Figura 7. Difratograma de raios-X das nanoparticulas B e correspondente analise de Rietveld com os indices de Miller.
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A andlise de difracdo de raios-X (XRD) dos resultados obtidos para as nanoparticulas
magnéticas confirmou que as nanoparticulas sintetizadas séo cristalinas. Os dados coletados
apontam para uma amostra composta por 100% de uma fase cristalina cubica de MnFe,0,,
independentemente do método de sintese das nanoparticulas. Para determinar o tamanho das
nanoparticulas, a largura a meia altura dos picos de maior intensidade e os angulos de difracao

correspondentes para cada fase cristalina foram utilizados na equacao de Scherrer (equacao 2).

kxA ~
T = Bxcosh Equacéo 2

Nesta equacao, T representa o tamanho médio das cristalites, k é a constante geométrica
(normalmente com valor de 0,9), A é o comprimento de onda dos raios-X utilizado no equipamento
(0,1541874 nm), B indica a largura total do pico de intensidade méaxima a meia altura, e 8 é o
angulo de difracao de Bragg®. Os tamanhos estimados das nanoparticulas foram de 8,21 nm e

7,67 nm para as nanoparticulas A-OLA e B, respectivamente.

4.1.2. Espetroscopia de Absorcao

A técnica de espetroscopia de absorcao no UV-Visivel foi utilizada para determinar o
espetro de absorcdo da dispersdo aquosa das nanoparticulas magnéticas sintetizadas, num
intervalo de comprimento de onda de 240 nm a 900 nm. O grafico de absorvancia em funcao do
comprimento de onda resultante pode ser visualizado na figura 8. A analise desse grafico revelou
gue as nanoparticulas magnéticas exibem uma larga banda de absorcao entre 240 nm e 900 nm,
com um pico préximo de 440 nm. A presenca dessa banda, que é uma caracteristica comum dos

oxidos metalicos, confirmou a sintese das nanoparticulas magnéticas«+,
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Figura 8. Espetro de absorcdo UV-VIS, na gama de 240 nm a 900 nm, das nanoparticulas A-OLA (a vermelho), A-TSC (a azul))

e B (a verde).

4.1.3. Medidas de Difusdo Dinamica de Luz - Potencial Zeta, Tamanho e

Estabilidade

Utilizando a técnica de Difusao Dinamica de Luz (DLS), foram obtidos resultados referentes
ao diametro hidrodinamico, distribuicao de tamanhos, potencial zeta e estabilidade coloidal das
nanoparticulas de ferrite de manganés. Os resultados obtidos foram resumidos na tabela 1, sendo
exemplificada na figura 9 a distribuicdo de tamanhos obtida pela distribuicao de intensidade, com

o correlograma correspondente inserido.

Tabela 1. Tamanhos, indice de polidispersividade e potencial zeta das nanoparticulas A-OLA, A-TSC e B.

Tamanho hidrodindmico (nm)

indice de polidispersividade

Potencial Zeta (mV)

A-OLA 378,8 + 55 0,27 £ 0,05 -15+0,3
A-TSC 1706 £ 11 0,25 + 0,004 -28,9+0,6
B 156,7 + 48 0,21 +0,05 -19,5+0,9(6)
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Figura 9. Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma das nanoparticulas A-OLA (A), A-TSC (B) e B (C).
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As NPs magnéticas apresentaram tamanhos de 378,8 + 55 nm (A-OLA), 170,6 + 11 nm
(A-TSC) e 156,7 + 48 nm (B), sendo estes tamanhos obtidos da distribuicao por intensidade.
Obtiveram-se também valores de potencial zeta de -1,5 + 0,3 mV, -28,9 + 0,6 mV, e -19,6 +
0,9(6) mV e indices de polidispersividade de 0,27 + 0,05, 0,25 + 0,004 e 0,21 + 0,05 para as
NPs A-OLA, A-TSC e B, respetivamente.

A medicao do potencial zeta é crucial para avaliar a estabilidade das solucdes coloidais,
uma vez que permite determinar a carga superficial das particulas. Geralmente, solucées com
potencial zeta acima de + 30 mV s&o consideradas altamente estaveis, uma vez que a elevada
carga superficial (negativa ou positiva) aumenta a repulsdo eletrostatica entre as particulas.
Consoante o valor do potencial zeta se aproxima de zero, as particulas tendem a agregar devido a
baixa repulsao eletrostatica e as forcas de van der Waals. A analise da polidispersividade é outro
fator importante na caracterizacdo das NPs, permitindo identificar a presenca de populacdes de
diferentes tamanhos numa amostra. Em geral, valores de polidispersividade inferiores a 0,3
indicam uma populacao razoavelmente homogénea de particulas em termos de tamanho®#, tal

como se verificou para o estudo em questao.

Além disso, foi conduzido um estudo de estabilidade, no qual a transmitancia das solucdes
de NPs foi medida ao longo de 20 minutos para as NPs A e ao longo de 1 hora para as NPs B
(conforme mostrado na figura 10). Os resultados demonstraram que nao houve mudancas
significativas na transmitancia da solucédo durante todo o periodo de medicao, tendo as NPs A-OLA
apresentado valores proximos de 81,3%, as NPs A-TSC valores proximos de 76,2% e as NPs B

valores proximos de 74,5%.
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Figura 10. Transmitancia das nanoparticulas A-OLA (A), A-TSC (B) e B (C) em funcao do tempo.

4.1.4. Microscopia eletronica de transmissao

Afigura 11 exibe as imagens das nanoparticulas A-OLA, capturadas através da técnica de
microscopia eletronica de transmissdo. As imagens correspondentes, obtidas com diferentes niveis
de ampliacdo, passaram por um processo de analise no software Imagel. Isto possibilitou a
contagem manual de 82 nanoparticulas e a subsequente conversao das areas medidas em
diametros, permitindo, assim, a determinacao da média e do desvio padrao do tamanho das
nanoparticulas (figura 11 A-C). O resultado desse processo ¢ refletido no histograma que
representa os tamanhos obtidos, o qual foi ajustado para se adequar a uma distribuicdo

Gaussiana, conforme representado na figura 11-D.
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Figura 11. Imagens TEM e histogramas de tamanho (nm) ajustados segundo uma distribuicdo gaussiana, das nanoparticulas A-

OLA (A-C), em diferentes ampliacdes.

Através das imagens adquiridas, é evidente que as nanoparticulas sdo de dimensdes muito
reduzidas, com algumas delas exibindo uma morfologia cubica ou alongada, conforme era
pretendido no trabalho. Embora se perceba alguma agregacao, que pode estar relacionada com o
processo de preparacdo das amostras para a analise microscopica (que envolve submeter as
amostras a vacuo), é possivel constatar que as NPs exibem uma distribuicdo de tamanhos
relativamente uniforme. Isso fica evidente no histograma da figura 11-D, onde se pode concluir

gue o tamanho médio medido foi de 12,9 + 4,3 nm.

Utilizando a mesma técnica, foram capturadas imagens em diferentes niveis de ampliacao
das nanoparticulas do tipo B. Posteriormente, essas imagens foram submetidas a analise por meio

do software ImageJ.
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Figura 12. Imagens TEM e histogramas de tamanho (nm) ajustados segundo uma distribuicdo gaussiana, das nanoparticulas B

(A-C), em diferentes ampliacdes.

As imagens obtidas revelaram NPs arredondadas e um grau de aglomeracao maior em
comparacao com as NPs A-OLA, o que dificultou a determinacado do seu diametro. Através da
analise de um conjunto de 58 nanoparticulas de ferrite de manganés visiveis na figura 12 A-C, foi
possivel estimar um diametro médio de 16,4 + 4,8 nm. Este valor ndo apresenta uma diferenca
substancial em relacdo ao obtido para as nanoparticulas do tipo A-OLA, onde nao foi feita distincao
entre aglomerados e nanoparticulas isoladas. O histograma que representa a distribuicdo dos

tamanhos das nanoparticulas do tipo B esta disponivel na figura 12-D.

4.1.5. SQUID

Durante a realizacdo deste trabalho, apenas foi possivel realizar medidas magnéticas por
SQUID para duas amostras preparadas com NPs B e A-OLA. A figura 13 ilustra a variacdo do
momento magnético em funcdo do campo magnético aplicado. Ao ampliar a regido central da

figura, pode-se observar a curva de histerese. A partir da curva de histerese foi possivel determinar
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os valores de coercividade (valor do campo magnético inverso necessario para que o fluxo

magnético retorne a zero), magnetizacao remanescente e magnetizacdo de saturacao (tabela 2).

As particulas superparamagnéticas ndo exibem histerese, ou seja, a sua resposta a um
campo magnético externo é semelhante ao comportamento de Langevin observado em materiais
paramagneéticos. No entanto, as particulas superparamagnéticas possuem altos valores de

magnetizacao e suscetibilidade, caracteristicas dos materiais ferromagnéticos que as compdem=.
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Figura 13. Ciclo de histerese de magnetizacao das nanoparticulas A-OLA (A) e B (B). Inserido no quadrante, uma ampliacéo

da regido de baixo campo.
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Tabela 2. Valores de coercividade (H), magnetizacao de saturacao (M) e remanescente (M,) e da razao entre as magnetizacdes

de saturacdo e remanescente (M./M) das nanoparticulas A-OLA e B.

’ H(Oe) M, (emu/g) M, (emu/g) M,/M,
B 30 4,2 46,24 0,091
A-OLA 20 1 40,99 0,024

Ao analisar os resultados obtidos, pode-se observar auséncia de histerese, com uma curva
fechada e valores reduzidos de coercividade de, aproximadamente, 30 Oe para as NPs B e 20 Oe
para as NPs A-OLA. Em relacdo a magnetizacdo, registou-se uma magnetizacdo de saturacdo
bastante razoavel, com valores de 46,24 emu/g e 40,99 emu/g, e magnetizacdo remanescente

de apenas 4,2 emu/g e 1 emu/g para as NPs B e A-OLA, respetivamente.

As nanoparticulas exibiram um comportamento superparamagnético, com uma relacao
entre a magnetizacdo remanescente e a magnetizacao de saturacdo menor do que 0,1. Conforme
indicado na literatura, quando o valor de M;/M;s é inferior a 0,1, mais de 90% da magnetizacédo da
amostra é perdida quando o campo magnético externo é removido, o que confirma o

comportamento superparamagnético das nanoparticulas®.

4.1.6. Hipertermia magnética

Foi ainda testada a capacidade de producao de calor das nanovaras magnéticas A-OLA na
presenca de um campo magnético alternado (AMF). Para isso, foi preparada uma solucdo aquosa
de nanovaras de concentracao 45 mg/mL. Esta solucéo foi sujeita a um campo magnético de
frequéncia de 155 kHz e intensidade de campo de 8,5 kA/m durante, aproximadamente, 23
minutos. A figura 14-A mostra o ciclo completo de exposicdo ao campo magnético durante 23
minutos e a sua posterior remoc&o. E possivel observar um aumento de temperatura quando as
nanovaras sao sujeitas ao campo magnético e o arrefecimento apés a sua remocao. O grafico da

figura 14-B representa a curva de aquecimento da solucdo quando sujeita ao campo magnético.
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Figura 14. Perfis do ciclo de aquecimento e arrefecimento (A) e da curva de aquecimento (B) de solugdes aquosas de

nanoparticulas A-OLA apods exposicao a um campo magnético alternado.

Os valores de SAR (do inglés, Specific Absorption Rate) foram calculados através dos métodos
IAM (do inglés, /ncremental Analysis Methoad) e pelo modelo Lucas-Box. Através destes métodos,
estimaram-se os valores de 4,80 + 0,614 W/g e 4,2 W/g, respetivamente. Foi ainda calculada a

perda de poténcia intrinseca (ILP), para a qual se estimou um valor de 0,43 + 0,055 nHm?/K.

Estes valores de SAR refletem uma boa capacidade de geracdo de calor por parte das
nanoparticulas. Foi registado um aquecimento de aproximadamente 21 °C, o que demonstra um

efeito de hipertermia magnética suficiente para efeitos terapéuticos.

4.2. Caracterizacao dos magnetolipossomas
4.2.1. Magnetolipossomas contendo sonda fluorescente Rodamina

4.2.1.1. Espetroscopia de fluorescéncia

Utilizando a técnica de fluorescéncia, compararam-se os espectros de emissao de
rodamina incorporada em lipossomas individuais, magnetolipossomas que incluem nanoparticulas
do tipo A-OLA e magnetolipossomas que contém nanoparticulas do tipo A-TSC (conforme
apresentado na figura 15). Isto foi realizado com o proposito de confirmar a incorporacao bem-
sucedida das nanoparticulas nos lipossomas, validando assim a formacao dos nanossistemas em

questao.
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Figura 15. Espetros de emissao de fluorescéncia dos magnetolipossomas (marcados com rodamina B) contendo nanoparticulas

A-OLA (a vermelho), magnetolipossomas contendo nanoparticulas ATSC (a azul) e lipossomas simples (a verde).

Conforme antecipado, observa-se uma maior intensidade de fluorescéncia da rodamina
nos lipossomas que nao contém nanoparticulas. Quando as nanoparticulas estdo presentes nos
magnetolipossomas, nota-se uma reducado na fluorescéncia, um fenémeno conhecido como
"guenching”. 1sto ocorre porgue as nanoparticulas possuem uma ampla gama de absorcéo, o que
significa que elas absorvem parte da energia que normalmente seria absorvida pela Rodamina.
Além disso, podemos inferir que o efeito de quenchingé mais acentuado nos magnetolipossomas
baseados em nanoparticulas do tipo A-OLA, devido a maior proximidade destas nanoparticulas em
relacdo a Rodamina. De facto, uma vez que estas nanoparticulas contém OLA, é esperado que
elas tenham uma afinidade maior com a membrana e a Rodamina também esta ligada a

fosfolipidos presentes na membrana.

4.2.1.2. Medidas de Difusdao Dinamica de Luz - Potencial Zeta, Tamanho e
Estabilidade

A técnica de DLS foi utilizada novamente para a caracterizacao estrutural dos lipossomas
que contém as nanoparticulas magnéticas. Nesta fase os magnetolipossomas (MLPs) foram
marcados com rodamina B para posteriormente ser feito o estudo da fusdo com modelos de
membrana. Na tabela 3, estdo resumidos os valores do diametro hidrodinamico, indice de
polidispersividade e potencial zeta obtidos. A figura 16 ilustra os graficos de distribuicdo de

tamanho dos MLPs contendo NPs A-OLA e A-TSC, com os respetivos correlogramas inseridos.
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Tabela 3. Tamanhos, indice de polidispersividade e potencial zeta dos magnetolipossomas contendo nanoparticulas A-OLA e A-

TSC marcadas pela sonda fluorescente rodamina B.

Diametro hidrodinamico (nm) indice de polidispersividade Potencial Zeta (mV)
AQLA 282,8 + 23 0,29 £ 0,01 0,35+0,1
ATSC 287,0+ 15 0,31 0,02 21,7+0,9
4
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Figura 16. Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma dos magnetolipossomas contendo nanoparticulas A-OLA (A) e

A-TSC (B) marcadas pela sonda fluorescente rodamina B.

27



Os magnetolipossomas apresentaram tamanhos de 282,8 + 23 nm (A-OLA) e 287,0 + 15
nm (A-TSC), sendo estes tamanhos obtidos da distribuicdo por intensidade. Obteve-se também
valores de potencial zeta de -0,35 + 0,1 mV e -21,7 + 0,9 mV e indices de polidispersividade de

0,29 +£ 0,01 e 0,31 + 0,02 para os MLPs A-OLA e A-TSC, respetivamente.

Foi ainda conduzido um estudo de estabilidade, no qual a transmitancia das solucoes de
MLPs foi medida ao longo de 1 hora (conforme mostrado na figura 17). Os resultados
demonstraram que nao houve mudancas significativas na transmitancia da solucdo durante todo

o periodo de medicao, tendo os LPs A-OLA apresentado valores proximos de 72% e os LPs A-TSC

valores proximos de 78,2%.
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Figura 17. Transmitancia dos magnetolipossomas contendo nanoparticulas A-OLA (A) e A-TSC (B) marcadas pela sonda

fluorescente rodamina B em funcao do tempo.

4.2.2. Magnetolipossomas contendo o farmaco modelo curcumina

4.2.2.1. Eficiéncia de encapsulamento da curcumina

Foi calculada a quantidade de curcumina encapsulada em lipossomas multilamelares
aquosos (AMLs) em relacao a quantidade inicial de farmaco adicionado, por meio de ensaios com
nanoparticulas do tipo A-OLA, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Os valores
da eficiéncia de encapsulamento, EE (%), obtidos através da equag¢do 1, foram de 99,98 +

0,00014, tendo sido realizados trés ensaios independentes.

Foi alcancada uma elevada eficiéncia de encapsulamento que revela uma perspetiva
promissora para a ulilizacdo destes novos magnetolipossomas que incorporam nhanovaras
magnéticas na terapia dual do cancro, envolvendo hipertermia e quimioterapia magneticamente

controlada. Este elevado nivel de encapsulamento possibilita uma otimizacdo significativa do
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potencial terapéutico da curcumina. Além disso, estes resultados atestam que o método de sintese

¢ apropriado e assegura a incorporacao eficaz do farmaco entre as duas camadas lipidicas.

4.2.2.2. Medidas de Difusiao Dinamica de Luz - Potencial Zeta, Tamanho e
Estabilidade

Foram também obtidos resultados referentes ao didametro hidrodinamico, distribuicdo de
tamanhos, potencial zeta e estabilidade coloidal dos magnetolipossomas contendo curcumina,
através da técnica de DLS. Os resultados obtidos estao resumidos na tabela 4, sendo exemplificada
na figura 18 a distribuicdo de tamanhos obtida pela distribuicdo de intensidade, com o

correlograma correspondente inserido.

Tabela 4. Tamanhos, indice de polidispersividade e potencial zeta dos magnetolipossomas contendo nanopvaras A-OLA

carregados com curcumina.

indice de polidispersividade ‘ Potencial Zeta (mV)
A-OLA ‘ 377,8 + 62 ‘ 0,28 £ 0,04 ‘ 57,3+2

‘ Diametro hidrodinamico (nm)

——— MLPs A-OLA

2

intensidade]

16 |

[} L
'ap L2

0,8
2,00E-07 2,00E-04  2,00E-O1
Tempo de atraso [s]

Frequéncia relativa [distribui¢cdo por

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tamanho [nm]

Figura 18. Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma dos magnetolipossomas contendo nanovaras A-OLA carregados

com curcumina.
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Os magnetolipossomas apresentaram tamanhos de 377,8 + 62 nm, sendo estes
tamanhos obtidos da distribuicdo por intensidade. Obtiveram-se também valores de potencial zeta
de -57,3 + 2 mV e indice de polidispersividade de 0,28 + 0,04, revelando boa homogeneidade e

estabilidade coloidal dos nanossistemas, atendendo ao potencial zeta muito negativo.

4.2.3. Ensaios de libertacao do farmaco

O perfil de libertacdo da curcumina dos nanossistemas foi determinado através de
medicoes de fluorescéncia (conforme ilustrado na figura 19), com o objetivo de, no futuro,
estabelecer a dose adequada que seja capaz de alcancar a concentracdo local necessaria para o
tratamento oncoldgico. Apos 48 horas, observou-se uma taxa de libertacao de aproximadamente
21%. E razoavel supor que 0s magnetolipossomas continuariam a libertar curcumina ao longo do

tempo, uma vez que o ensaio nao parece ter atingido um estado de saturacao.
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Figura 19. Perfil de libertacdo cumulativa da curcumina (%) ao longo do tempo (h) encapsulada em AMLs.

Com o proposito de obter uma avaliacdo das cinéticas de libertacao, diferentes modelos
matematicos tém sido utilizados para ajustar os perfis de libertacdo. Neste estudo especifico, a
curva que representa a quantidade cumulativa de curcumina libertada foi ajustada ao modelo de

Weibull, bem como a cinética de primeira ordem.

0O modelo de Weibull ¢ uma funcao de distribuicdo usada para descrever a fracdo do
farmaco que se dissolve na solucdo “m” ao longo do tempo “t” (conforme apresentado na

equacao 3):
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b
m=1—exp tToe Equacdo 3
Nesta equacao, T, representa o tempo de laténcia da libertacao (geralmente igual a 0), e
a variavel "a" descreve a escala de tempo do processo. O parametro "b" descreve a forma da
curva de libertacdo. Quando b = 1, a cinética de libertacdo segue uma funcédo exponencial. Se
b > 1, a funcdo assume uma forma sigmoide com um ponto de inflexdo. No caso de b < 1, a

funcdo assemelha-se a uma curva parabdlica com um declive inicial acentuado®.

Uma abordagem alternativa & o modelo de cinética de primeira ordem, no qual o padrao

de libertacao é descrito pela equacao 4.
F(%) = My x (1 —e~kt) Equacao 4

Nesta equacao, "F" representa a percentagem de farmaco libertado, "Mo" corresponde a
quantidade total de farmaco libertado, "k" representa a taxa de primeira ordem (que pode variar)

e "t" representa o tempo.

Ambos os ajustes realizados até ao periodo de medicdo de 24 horas demonstraram

descrever bem os dados experimentais, e os parametros obtidos estdo detalhados na tabela 5.

Tabela 5. Parametros obtidos através dos ajustes dos modelos matematicos aplicados a cinética de libertacdo da curcumina

encapsulada em AMLs (Weibull e primeira ordem) e respetivos coeficientes de determinacao (R?).

Weibull Primeira Ordem
b a R2 k R2
0,631 0,394 0,9998 0,368 0,9557

Os coeficientes de determinacédo (R?) indicam que o modelo de Weibull (figura 20) é a
melhor escolha para descrever com precisao o perfil de libertacdo do farmaco. No entanto, é
importante notar que, uma vez que se trata de um modelo empirico, os parametros "a" e "b"
associados a este modelo ndo possuem uma interpretacao fisica direta. Na literatura, ja foi
estabelecida uma correlacdo entre o parametro "b" e o mecanismo de difusao da libertacdo do
agente antitumoral: quando "b" € menor ou igual a 0,75, a difusdo segue um padrdo do tipo
Fickiano, o que significa que ocorre através de espacos euclidianos e fractais; se o valor de "b"

esta entre 0,75 e 1, ocorre uma combinacao dos mecanismos de difuséo Fickiana e transporte
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de tipo-Il; por outro lado, quando "b" ultrapassa o valor de 1, a libertacdo segue um mecanismo
mais complexo. Portanto, com base nestas consideracoes, € possivel concluir gue o mecanismo

de difusdo da curcumina é do tipo Fickiano.

Weibull
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Figura 20. Perfil de libertacdo cumulativa da curcumina (%) ao longo do tempo (h) encapsulada em AMLs, ajustado ao modelo

de Weibull.

No que diz respeito a cinética de primeira ordem (figura 21), fica claro que os
magnetolipossomas apresentam uma taxa de libertacao eficiente nas primeiras 24 horas. Essa
concluséo é corroborada pelo parametro "k", que apresenta um valor de 0,368. Estes resultados
confirmam a validade do desenvolvimento dos magnetolipossomas e reforcam o seu potencial

para aplicacdo em terapias oncologicas.
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Figura 21. Perfil de libertacdo cumulativa da curcumina (%) ao longo do tempo (h) encapsulada em AMLs, ajustado a cinética de

primeira ordem.
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4.3. Modelos de biomembranas (GUVs)

4.3.1. Medidas de Difusao Dinamica de Luz - Potencial Zeta, Tamanho e
Estabilidade

Através da técnica de DLS, foram obtidos dados referentes ao didmetro hidrodinamico,
distribuicao de tamanhos, potencial zeta e estabilidade coloidal das vesiculas unilamelares
gigantes (GUVs), usadas como modelos de biomembranas. Os resultados obtidos foram resumidos
na tabela 6, sendo exemplificada na figura 22 a distribuicdo de tamanhos obtida pela distribuicdo

de intensidade, com o correlograma correspondente inserido.

Tabela 6. Tamanhos, indice de polidispersividade e potencial zeta dos GUVs.

indice de polidispersividade ‘ Potencial Zeta (mV)
GUVs ‘ 196,8 + 7 ‘ 0,28 + 0,006 ‘ 29,7 +0,2

‘ Tamanho hidrodindmico (nm)

intensidade]

Frequéncia relativa [distribuicdo por
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Figura 22. Distribuicao dos tamanhos e respetivo correlograma dos GUVs.

Os GUVs apresentaram tamanhos de 196,8 + 7 nm, sendo estes tamanhos obtidos da
distribuicao por intensidade. Obteve-se também o valor de potencial zeta de -29,7 + 0,2 e indice

de polidispersividade de 0,28 + 0,006.
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4.4. Estudo de fusdo dos magnetolipossomas com modelos de membrana

4.4.1. Espetroscopia de fluorescéncia

Em seguida, apresentam-se os graficos de emissado de fluorescéncia que demonstram a

fusdo dos MLPs com modelos de membrana (GUVs) (graficos 23 e 24).
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Figura 23. Espetros de emisséo de fluorescéncia dos magnetolipossomas (marcados com rodamina B) contendo nanoparticulas

A-OLA (a verde), dos GUVs (a vermelho) e da sua interacéo (a azul).
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Figura 24. Espetros de emissao de fluorescéncia dos magnetolipossomas (marcados com rodamina B) contendo nanoparticulas

A-TSC (a verde), dos GUVs (a vermelho) e da sua interacao (a azul).

Para investigar a capacidade de interacao nao especifica dos magnetolipossomas aquosos
desenvolvidos com membranas celulares, procedeu-se a estudos de fusdao com modelos de

membrana, neste caso, 0os GUVs. Este ensaio foi realizado com magnetolipossomas marcados
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com rodamina e GUVs marcados com NBD. Considerando que o NBD é o doador de energia e a
rodamina o aceitador de energia, e fazendo a excitacdo na zona em que o NBD absorve, verifica-
se que ¢é notdria a banda tipica da emissao do NBD nos GUVs, enquanto apenas existe uma
emissao residual para os MLPs com rodamina (uma vez que nao esta a ser excitada diretamente).
Apds a fuséo, observa-se uma diminuicao da banda do doador NBD (aproximadamente a 545 nm),
e 0 aumento da banda de emissao da rodamina (a cerca de 590 nm), que resulta da transferéncia
de energia das moléculas excitadas de NBD, que sé pode ocorrer devido & proximidade entre as

duas moléculas doadora e aceitante (NBD e rodamina).

Assim, podemos concluir que ocorreu FRET, indicando que ha fusdo entre os dois
sistemas. Por isso, os MLPs desenvolvidos sdo promissores para o transporte e entrega de

farmacos, podendo fundir com as membranas biologicas.

4.4.2. Medidas de Difusao Dinamica de Luz - Potencial Zeta, Tamanho e
Estabilidade

Foram caracterizados os diametros hidrodinamicos, distribuicao de tamanhos, potenciais
zeta e estabilidade coloidal dos nanossistemas resultantes da fusao dos MLPs com os GUVs
através da técnica de DLS. Os resultados obtidos foram resumidos na tabela 7, sendo
exemplificada na figura 25 a distribuicédo de tamanhos obtida pela distribuicéo de intensidade, com

o0 correlograma correspondente inserido.

Tabela 7. Tamanhos, indice de polidispersividade e potencial zeta dos AMLs resultantes da fusdo dos GUVs com

magnetolipossomas contendo nanoparticulas A-OLA e A-TSC.

‘ Tamanho hidrodinamico (hm) lindice de polidispersividade Potencial Zeta (mV)
A-OLA + GUVs 433,9 + 39 0,26 + 0,01 9,1£04
ATSC + GUVs 1753+5 0,27 + 0,02 279+1

35



1
8_ s A Fusdo de MLPs A-OLA com GUVs
o
uo
=
2
= _4f
L
5%
T
SE3 [
= £
= 2
o C
v £
© 2 F
‘g
c
«
5 08 . .
e 1F 2,00E-07  2,00E-04  2,00E-01
w Tempo de atraso [s]
0 L L L L L L L L

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tamanho [nm]

5
. B 2
2
o 4F 16
w
=
2 VR )
=
5=
% _§ 3 F 0.8 . L
';' - 2,00E-07 2,00E-04 2,00E-01
22 Tempo de atraso [s]
53
2 c2 }
(=
O
k=]
=
@
g_ 1 F Fusdo de MLPs A-TSC com GUVs
o
1=
(¥

0 L L L L L L L L L

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Tamanho [nm]

Figura 25. Distribuicdo dos tamanhos e respetivo correlograma da fusdo dos GUVs com magnetolipossomas contendo

nanoparticulas A-OLA (A) e A-TSC (B).

Os magnetolipossomas fundidos com GUVs apresentaram tamanhos de 433,9 + 39 nm
(no caso das NPs A-OLA) e 175,3 £ 5 nm (para as NPs A-TSC), sendo estes tamanhos obtidos da
distribuicdo por intensidade. Obtiveram-se também valores de potencial zeta de 9,1 + 0,4 mV
e -27,9 £+ 1 mV e indices de polidispersividade de 0,26 + 0,01 e 0,27 + 0,02 para os MLPs
contendo NPs A-OLA e NPs A-TSC, respetivamente. Os resultados evidenciam maior capacidade
de fusdo para os MLPs contendo nanoparticulas A-OLA, o que sera devido ao facto de estas NPs

estarem mais préximas da membrana, podendo atuar como adjuvante na fusao.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

Neste trabalho, foram preparados e caracterizados nanossistemas lipidicos contendo
nanoparticulas magnéticas de ferrite de manganés (MnFe,0.) de forma cubica ou alongada. Estes
nanossistemas foram desenvolvidos a partir de dois métodos de sintese de nanoparticulas
distintos: o método A, que produziu nanoparticulas revestidas com oleilamina (OLA) e
nanoparticulas revestidas com citrato (TSC), e o método B baseado em coprecipitacdo. A analise
por XRD confirmou a sintese das nanoparticulas com tamanhos médios adequados para
encapsulamento, que foram determinados por TEM. As propriedades magnéticas das
nanoparticulas obtidas pelo método A usando OLA e pelo método B foram avaliadas por SQUID,
tendo-se confirmado que as nanoparticulas exibem comportamento superparamagnético, com boa
magnetizacao de saturacdo (40,99 emu/g e 46,24 emu/g, respetivamente), o que ¢ ideal para a
sua aplicacdo como agentes de hipertermia magnética. Os ensaios de hipertermia confirmaram a
capacidade destas nanoparticulas para serem utilizadas em futuras aplicacdes terapéuticas.
Devido a sua composicao, cristalinidade e tamanho apropriados, bem como a magnetizacao
adequada para localizacdo precisa, as nanoparticulas A-OLA e A-TSC foram escolhidas como a

componente magnética para a formulacdo de magnetolipossomas.

Verificou-se uma incorporacao bem-sucedida do farmaco modelo curcumina na bicamada
lipidica dos magnetolipossomas aquosos contendo as nanoparticulas, com uma muito elevada
eficiéncia de encapsulamento (EE% = 99,98%). Foi comprovada, através do processo de FRET, a
capacidade de fusao dos nanossistemas desenvolvidos com modelos de membranas celulares. O
perfil de libertacdo da curcumina foi analisado, revelando um mecanismo de difusdo do tipo
Fickiano. Observou-se uma libertacdo maxima de 21% da curcumina em 48 horas, confirmando a

destabilizacdo da membrana dos magnetolipossomas aquosos.

Apesar de terem sido alcancados bons resultados no desenvolvimento deste nanossistema
para aplicacdes na terapia dual do cancro, € crucial prosseguir uma investigacao mais

aprofundada nas seguintes direcoes:

e Aperfeicoar os processos de sintese, com 0 objetivo de minimizar contaminacdes nas

amostras.
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Introduzir revestimentos no processo de sintese que evitem a agregacao das
nanoparticulas magnéticas em meio aquoso, uma questao que se tornou evidente nos

resultados do estudo de DLS.

Investigar a capacidade de aquecimento das nanoparticulas A-TSC e B por hipertermia

magnética.

Determinar a quantidade maxima de curcumina que os magnetolipossomas aquosos

conseguem encapsular.

Realizar ensaios de libertacdo da curcumina na presenca de um campo magnético

alternado (hipertermia magnética).

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas e dos magnetolipossomas em células,
conduzindo ensaios de viabilidade celular /7 vitroem linhas celulares humanas normais e
comparando os resultados com os obtidos em linhas celulares tumorais, tanto na

presenca como na auséncia de um campo magnético alternado.
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