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Nanotransportadores magnéticos de farmacos para aplicacao terapéutica no

cancro da mama

Resumo

Atualmente, o cancro representa um dos maiores problemas de saude publica a nivel
mundial e, apesar dos tratamentos existentes, a sua incidéncia e mortalidade continuam a
aumentar. Isto deve-se, maioritariamente, a resisténcia ao tratamento, aparecimento de zonas
hipoxicas e a falta de especificidade dos agentes quimioterapéuticos. Neste contexto, a aplicacao
da nanotecnologia a oncologia permite melhorar a eficacia terapéutica dos tratamentos existentes
possibilitando, entre outros, aumentar a concentracdo de farmaco no local de interesse e a
oxigenacdo em zonas hipdxicas do tumor, através de hipertermia mediada por nanoparticulas
magnéticas.

Neste trabalho, foram desenvolvidos nanotransportadores magnéticos de farmacos,
combinando nanoparticulas magnéticas com lipossomas (magnetolipossomas). Foram
sintetizadas nanoparticulas de ferrite de calcio e de ferrites mistas de calcio e magnésio através
do método de coprecipitacao e avaliadas as suas propriedades estruturais, a cristalinidade e as
caracteristicas magnéticas. Através da combinacao das nanoparticulas com membranas lipidicas,
foram formados dois tipos de magnetolipossomas: sélidos e aquosos. Nestes sistemas, foram
incorporados novos compostos fluorescentes derivados de tienopiridinas com atividade
antitumoral promissora em linhas de cancro da mama. A localizacdo dos compostos nos
nanotransportadores foi avaliada por medidas de anisotropia de fluorescéncia em estado
estacionario, sendo que os compostos se localizavam maioritariamente na bicamada lipidica. O
estudo preliminar da interacdo por fusdo dos magnetolipossomas com células foi efetuado com
recurso a GUVs (vesiculas unilamelares gigantes) como modelos de membranas celulares.

Foi possivel a encapsulacao dos farmacos nos nanotransportadores desenvolvidos, com
boas eficiéncias de encapsulacdo. A atividade antitumoral dos compostos encapsulados foi
preliminarmente avaliada nalgumas linhas celulares, embora os primeiros resultados ndo se
tenham revelado muito promissores. O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de
nanotransportadores que aliam as propriedades magnéticas a capacidade de transportar novos
compostos antitumorais.

Palavras-Chave: Ferrites de calcio e magnésio; Magnetolipossomas; Derivados de

Tienopiridinas; Cancro da mama.



Vi



Magnetic nanocarriers of drugs for therapeutic application in breast cancer

Abstract

Currently, cancer represents one of the world's major public health problems and, despite
the existing therapies, its incidence and mortality continue to increase. This is due to resistance to
treatment, appearance of hypoxic zones and lack of specificity of the chemotherapeutic agents. In
this context, the application of nanotechnology to oncology allows improvement of the therapeutic
efficacy of existing treatments allowing, the increase of drug concentration at the site of interest
and oxygenation in hypoxic areas of the tumor through magnetic nanoparticles mediated
hyperthermia.

In this work, magnetic drug nanocarriers were developed by combining magnetic
nanoparticles with liposomes (magnetoliposomes). Nanoparticles of calcium ferrite and mixed
calcium and magnesium ferrites were synthesized by the coprecipitation method and evaluated for
their structural properties, crystallinity and magnetic characteristics. By combining the
nanoparticles with lipid membranes, two types of magnetoliposomes were formed: solid and
aqueous. Novel fluorescent compounds derived from thienopyridines and with promising antitumor
activity in breast cancer cell lines have been incorporated in these systems. The location of
compounds in the nanocarriers was evaluated by steady-state fluorescence anisotropy
measurements, compounds being mainly located in the lipid bilayer. Preliminary studies of fusion
of magnetoliposomes interaction with cells were performed using fluorescence measurements and
GUVs (giant unilamellar vesicles) as models of cell membranes.

It was possible to encapsulate the drugs in the developed nanocarriers, with good
encapsulation efficiencies. The antitumor activity of the encapsulated compounds was preliminarily
assessed in tumor cell lines, although the first results not being very promising. The general
objective of this work was the development of nanocarriers that combine the magnetic properties

with the capacity to transport new antitumor compounds.

Keywords: Calcium and magnesium ferrites; Magnetoliposomes, Thienopyridine derivatives;

Breast cancer
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 Motivacao e objetivo

As palavras cancro, tumor e neoplasia, sdo termos genéricos que definem um amplo
conjunto de doencas caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células de um determinado
tecido ou 6rgao. Devido a elevada taxa de divisao, estas células podem invadir o tecido adjacente
ou disseminar-se a distancia, num processo conhecido como metastizacéo [1].

Atualmente, o cancro representa o maior problema de saude publica e a segunda causa
de morte a nivel mundial, sendo estimados mais de um milhdo de novos casos nos USA em 2017,
resultando em cerca de 600 mil mortes [2]. Em 2012 foram registados cerca de 14 milhdes de
novos casos e cerca de 8 milhdes de mortes devido ao cancro a nivel mundial [1,3].

Na figura 1.1 estdo representadas as taxas de incidéncia e mortalidade de doencas do
foro oncolodgico por sexo, a nivel mundial. Através da figura, é possivel observar que as maiores
taxas de incidéncia e mortalidade no sexo masculino se encontram nos casos de cancro do
pulmao, prostata e colorretal, enquanto que no sexo feminino o cancro de mama, colorretal e

pulmao representam as patologias com maior incidéncia e mortalidade.
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Figura 1.1 - Taxa de incidéncia e mortalidade mundiais por cancro estimada (por 100.000
habitantes), em homens e mulheres em 2012. Adaptado de [3].



Apesar de nao haver um esquema de tratamento padrao adotado, a maioria dos doentes
¢, geralmente, submetida aos tratamentos primarios: radioterapia (RT), quimioterapia (QT) e
cirurgia. A hipertermia (HT) apresenta-se como um tratamento maioritariamente utilizado em
conjunto com a QT e RT, no entanto, esta também pode ser aplicada de forma isolada. Embora
existam ensaios clinicos com resultados promissores [4], ainda ha ceticismo quanto & utilizacao
da hipertermia, ainda que esta seja a unica terapia capaz de combater diretamente o
microambiente tumoral desfavoravel (zonas hipoxicas) [5].

A utilizacdo destes tratamentos pode ser realizada de forma individual ou combinada,
sendo que 0 esquema em gque sao administrados depende do estadio da doenca, da biologia
tumoral e da condicdo geral de saude do doente. Apesar de relativamente eficazes, estes
tratamentos apresentam efeitos secundarios associados que podem diminuir a qualidade de vida
do doente e, em alguns casos, levar a interrupcao do tratamento. Deste modo, a utilizacdo de
nanotecnologia (NT) ird permitir melhorar o racio terapéutico dos tratamentos ja existentes,
combinando assim as vantagens dos mesmos e diminuindo, ao mesmo tempo os efeitos
secundarios associados.

Apesar das aplicacbes variadas na medicina, a nanotecnologia tem tido um papel
particularmente importante na entrega controlada de farmacos através de sistemas de
encapsulamento de dimensdes nanomeétricas. Sendo umas das patologias mais comuns
atualmente, o tratamento do cancro tem sido proposito de varias investigacbes no campo da
nanomedicina.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de nanossistemas biocompativeis
(magnetolipossomas) que permitam o transporte de farmacos antiangiogénicos ao local de
interesse, agindo também como sistemas agentes de hipertermia magnética, por acao de
nanoparticulas magnéticas de ferrite de calcio e ferrites mistas de calcio e magnésio. Estes
nanossistemas irdo atuar como agentes para terapia dual (QT + HT), podendo também ser uma
vantagem para a radioterapia, devido ao periodo de normalizacao da vasculatura que ocorre apos
a administracao deste tipo de farmacos, onde a radioterapia é mais eficaz, devido a diminuicao
significativa da hipoxia [6]. Apds a caracterizacao dos nanossistemas anteriormente referidos,
serao feitos estudos em linhas celulares, de modo a verificar se o potencial antitumoral dos
farmacos se mantém quando encapsulados em magnetolipossomas.

Esta dissertacdo de mestrado é composta por cinco capitulos. No capitulo 1 serao

explicadas a motivacdo e a organizacao do trabalho desenvolvido, seguidas da contextualizacao



tedrica desta dissertacdo onde se ira dar destaque a utilizacao de nanossistemas para a entrega
controlada de farmacos. No capitulo 2 serdo descritas as técnicas de analise e caracterizacao
utlizadas no decorrer desta dissertacao, que permitiram o estudo dos nanossistemas
desenvolvidos. No capitulo 3 ira ser dado destaque ao procedimento experimental realizado ao
longo da dissertacao, assim como as técnicas para o seu estudo. No capitulo 4, sdo apresentados
os resultados experimentais obtidos e discutidos com base na bibliografia existente e nos
conhecimentos tedricos adquiridos. No capitulo 5 sao apresentadas as principais conclusées do
trabalho e perspetivas futuras.

A referenciacao bibliografica segue as regras do /EEE Editorial Style Manual.

1.2 Contextualizacao teorica da dissertacao

1.2.1 Nanotecnologia

O conceito de nanotecnologia foi inicialmente utilizado por Richard Feynman, em 1959
durante a sua palestra intitulada “ 7here’s plenty of room at the bottorm”, propondo a possibilidade
de manipular atomos individuais de modo a criar estruturas com caracteristicas de interesse. Em
1996, o Nobel da Quimica Richard E. Smalley afirmou que, brevemente, seria possivel construir
estruturas atomo a atomo, reforcando assim a ideia da manipulacdo de estruturas a escala
molecular inicialmente concebida por Feynman [7]. A palavra nanotecnologia tem origem no termo
grego “nano”, que significa ando e refere-se a producdo, manipulacao, sintese e aplicacao de
materiais e estruturas a escala nanométrica, ou seja, até 100 nanémetros (nm) [8,9]. A esta
escala, as propriedades da matéria alteram-se, sendo que as leis da fisica quantica passam a
vigorar relativamente as da fisica classica, o que permite a criacdo de novas estruturas com
propriedade distintas dos materiais bu/k. A nanotecnologia apresenta-se como uma ciéncia
multidisciplinar que combina matérias como fisica do estado solido, quimica, engenharia, ciéncia
dos materiais e biologia molecular, esta permitiu 0 avanco de varios campos, tais como producao,
conversao e armazenamento de energia [10], cosmética [11], aumento da producao agricola [12],
industria alimentar [13], tratamento de aguas [14], construcao [15], medicina [16] e eletronica
[17].

A evolucdo da nanotecnologia permitiu o aparecimento de um novo conceito, a



nanomedicina, que utiliza ferramentas moleculares para procedimentos de diagnostico,
tratamento e prevencao de doencas (por exemplo, cancro) ou traumas [9]. Tal como a
nanotecnologia, a definicdo de nanomedicina ndo é consensual, devido ao facto de muitos dos
processos da biologia acontecerem naturalmente a nanoescala. Os seus objetivos sdo comuns aos
da medicina, sendo estes o diagndstico precoce, o tratamento de patologias minimizando os
efeitos secundarios e o follow-up ndo invasivo e eficaz [18]. A nanotecnologia apresenta inumeras
vantagens quando aplicada na medicina, oferecendo ndo s6 melhorias nas técnicas ja existentes,
como também a possibilidade de desenvolvimento de novas técnicas com eficacia superior através
da manipulacado de farmacos a escala molecular, alterando desta forma as suas propriedades
fundamentais, tal como a sua solubilidade e permeabilidade membranar e permitindo a sua
libertacdo controlada por estimulos externos [18]. A nanotecnologia pode ser aplicada em
inimeros campos da medicina, tais como imagiologia [19], entrega controlada de farmacos [20],

sequenciacdo de DNA [21] e engenharia de tecidos [22].

1.2.2 Entrega Controlada de Farmacos

Nos ultimos anos, a entrega controlada de farmacos tornou-se cada vez mais importante
devido as vantagens que esta pode trazer a industria farmacéutica e tratamento de doencas [23].
Os sistemas de entrega de farmacos a locais especificos emergiram como uma abordagem para
superar a falta de especificidade dos agentes citotéxicos convencionais [24].

Com o avanco da nanotecnologia, surgiram novos sistemas para entrega de farmacos que
permitiram minimizar tanto a dose de farmaco administrada ao paciente, como também os efeitos
secundarios associados aos tratamentos convencionais. Esta reducado deve-se a libertacao
localizada do farmaco na zona a tratar através dos sistemas de entrega controlada de farmacos
[16,23,25]. Este tipo de sistemas tem a capacidade de melhorar as propriedades dos farmacos
e a sua farmacocinética, dependendo da utilizacdo pretendida [16,23]. Por outro lado, a utilizacao
de nanossistemas para entrega controlada de farmacos permite, devido ao seu tamanho reduzido
passar despercebido ao sistema imunitario, ultrapassar determinadas barreiras biologicas, tal
como a barreira hematoencefalica [23]. Os nanossistemas podem ser conduzidos ao local de
interesse a partir de estratégias de direcionamento passivo ou ativo. Estas estratégias visam o

aumento da concentracao de farmaco nas células alvo e a reducao da toxicidade dos tecidos



saudaveis/sistémica [16,24].

Existem varios tipos de nanossistemas, que podem ser aplicados para entrega de
farmacos, entre os quais as nanoparticulas (NPs) e os nanotransportadores de base lipidica (figura
1.2). Atualmente, definem-se nanoparticulas como sendo estruturas inferiores a 100 nm em pelo
menos numa dimensao. Estas possuem um grande potencial como transportadores de moléculas
bioativas, devido ao seu tamanho reduzido. As nanoparticulas apresentam propriedades fisico-
quimicas e biologicas Unicas, que as tornam promissoras para aplicacdes biomédicas [26,27]. O
primeiro artigo que visava a aplicacao das nanoparticulas para fins terapéuticos foi publicado em

1976 por Peter Speiser, com o objetivo de desenvolver nanoparticulas para vacinacao [27].

Nanoparticulas

Lipossomas de Silica
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Figura 1.2 — Nanoparticulas para entrega controlada de farmacos. Adaptado de [23].

As nanoparticulas podem aumentar a concentracéo intracelular de farmacos em células
alvo, evitando a toxicidade em células normais. Além disso, quando as nanoparticulas se ligam a
recetores especificos e entram na célula, sdo geralmente envolvidas por endossomas via

endocitose mediada pelo recetor, evitando assim o reconhecimento por parte da glicoproteina-P



[24]. Idealmente, as nanoparticulas utilizadas em aplicacbes médicas devem ser biocompativeis
e nao toxicas.

Os efeitos indesejaveis que podem surgir da aplicacdo de nanoparticulas dependem do
diametro hidrodinamico, forma, de grupos quimicos a superficie, via de administracdo e tempo de
permanéncia na corrente sanguinea. No que diz respeito ao tamanho, nanoparticulas de pequenas
dimensdes apresentam uma maior area de superficie, sendo mais reativas e, consequentemente,
mais tdxicas. Desta forma, nanoparticulas com um diametro hidrodinamico de 10 a 100 nm s&o
ideais para aplicacdes /n vivo [26].

Embora as nanoparticulas oferecam muitas vantagens como sistemas de entrega
controlada de farmacos, ainda ha muitas limitacbes a serem resolvidas, como baixa
biodisponibilidade apos administracdo oral, instabilidade em circulacao, distribuicao inadequada
em tecidos ndo-alvo, toxicidade e bioacumulacdo em 6rgdos como o figado e o baco [24].

Outro tipo de nanossistemas extremamente estudados sao as estruturas de base lipidica.
Estas sdo, na sua maioria, constituidas por fosfolipidos (figura 1.3), que devido as suas
caracteristicas unicas, sofrem o processo de auto-organizacdo quando se encontram num meio
aquoso, formando automaticamente estruturas organizadas. Os fosfolipidos sdo moléculas

anfipaticas/ anfifilicas que tém uma cabeca polar que possui um grupo fosfato - extremidade

hidrofilica - e cadeias hidrocarbonadas derivadas de acidos gordos- extremidade hidrofobica.

Figura 1.3 - Representacédo esquematica de um fosfolipido.
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Em geral, o comportamento estrutural e dinamico de moléculas lipidicas em sistemas
organizados ¢ afetado por varios fatores, tais como a hidratacao, a temperatura e o comprimento
da cadeia hidrocarbonada [28]. Cada fosfolipido possui caracteristicas especificas, tal como a
carga e a temperatura de transicdo de fase (Tm). A temperatura de transicdo de fase define-se
como a temperatura em que a estrutura lipidica passa da fase gel (fase mais organizada e com
menor liberdade de movimentos) para a fase liquido-cristalina (fase mais fluida, menos
organizada). A temperatura de transicdo depende do comprimento das cadeias hidrocarbonadas
e do grau de hidratacao das mesmas [28]. Dependendo da temperatura do meio, um lipido pode
estar na fase gel (abaixo da Tm) ou na fase liquido- cristalina (acima da Tm). Quando o lipido se
encontra na fase gel, os seus movimentos sdo mais limitados e as cadeias hidrocarbonadas
encontram-se na chamada fase ordenada, se pelo contrario a temperatura do meio onde o lipido
se encontra inserido for acima da sua Tm, ndo ocorre tanta restricdo aos movimentos da

extremidade hidrofébica dos lipidos (figura 1.4).

Fase Gel

Figura 1.4 - Representacdo esquematica da transicdo da fase gel para a fase liquido-cristalina.
Adaptado de [29].

A estrutura quimica do grupo polar dos fosfolipidos determina a sua carga. Na maioria dos
valores de pH do meio, o fosfato é carregado negativamente. No entanto, dependendo dos

restantes elementos, este pode possuir carga neutra, carga negativa (anionica), carga positiva
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(catidnica) ou pode ser zwitterionico (possui a carga negativa e carga positiva em diferentes
atomos).

O facto de os lipidos serem moléculas anfifilicas permite aos mesmos formar
estruturas organizadas por processos denominados de auto-organizacao, do inglés se/fassembly.
Engquanto organizacbes individuais, os lipidos sao estruturas quimicas mantidas por ligacbes
covalentes; no entanto as estruturas formadas por estes sdo mantidas por ligacées nao-covalentes.
A formacao destas estruturas resulta de uma combinacdo das propriedades anfipaticas dos lipidos
e do chamado efeito hidrofébico, que explica a tendéncia de as moléculas nao polares formarem
estruturas organizadas em meios aquosos.

Quando presentes num meio aquoso, os lipidos, que possuem uma porcao
hidrofébica (cadeias hidrocarbonadas) e uma porcao hidrofilica, estdo em conflito quimico entre si
e determinam as regras para a sua organizacdo neste meio, devido ao efeito hidrofébico [29].
Dependendo da natureza do lipido em questdo, este pode formar estruturas distintas: micelas,
bicamadas lipidicas ou lipossomas (figura 1.5).

As micelas s@o estruturas coloidais com um centro hidrofébico, onde estao
localizadas as caudas hidrocarbonadas, rodeadas pelas cabecas polares. As moléculas anfipaticas
gue possuem um grupo polar e apenas uma cauda hidrocarbonada tem mais tendéncia para
formar micelas [29,30].

A bicamada lipidica, também chamada fase lamelar, consiste na orientacdo dos
lipidos segundo lamelas, com a sua fase polar (hidrofilica) voltada para o meio aquoso, nas duas

faces e a sua porcado hidrofobica localizada no interior.

Bicamadas lipidicas

Figura 1.5 - Tipos de estruturas que se podem formar por métodos de auto-organizacao.
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1.2.2.1 Lipossomas

Os lipossomas sdo definidos como vesiculas originadas pelo processo de auto-organizacdo
até 1000 nm [16,31]. Estes podem ser classificados de acordo com o numero de lamelas que o
constituem e com o seu tamanho (figura 1.6). Tendo em conta estas caracteristicas estes podem
ser definidos como Vesiculas Multivesiculares (MVV - Multivesicular vesicles), que consistem numa
vesicula externa com varias vesiculas de menores dimensdes no seu interior, vesiculas
multilamelares (MLV - Multilamellar vesicles), que compreendem varias bicamadas lipidicas
concéntricas (100-1000 nm) e vesiculas unilamelares (ULV - Unilamellar vesicles), que possuem
apenas uma bicamada lipidica em forma esférica no seu exterior. As Ultimas, podem ser
classificados segundo o seu tamanho, sendo que, quando o seu didametro ndo excede 100 nm
estas sdo chamadas de vesiculas unilamelares pequenas (SUV - Small unillamelar vesicles), até
aos 1000 nm, consideram-se vesiculas unilamelares grandes (LUV - Large unillamelar vesicles) ou

vesiculas unilamelares gigantes (GUV - Giant unillamelar vesicles) cujo diametro pode ir até varios

@

Vesiculas
unilamelares
pequenas

micrometros [32].

Vesiculas

multilamelares
Vesiculas

unilamelares gigantes
Vesiculas

unilamelares grandes

Vesiculas
multilvesiculares

[ I I
20 nm 1um 200 um

Diametro

Figura 1.6 - Tipos de lipossomas e comparacao de tamanhos.

A adicao de moléculas bioativas em transportadores inertes e nao téxicos, juntamente com
ligandos especificos do local para entrega localizada e controlada de farmacos /7 vivo, constitui
uma abordagem promissora que tem como objetivo melhorar o efeito terapéutico dos farmacos,

reduzir a dose administrada e, consequentemente, reduzir os efeitos secundarios associados a
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estes. Nos ultimos anos, foram desenvolvidas estratégias que visam melhorar a eficacia e
biodisponibilidade de farmacos, através do desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos,
produzidos devido ao avanco da nanotecnologia [33]. Devido as suas caracteristicas vantajosas,
tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, possibilidade de encapsulamento e retencéo de
farmacos hidrofilicos e/ou hidrofobicos, os lipossomas tém vindo a ser amplamente estudados.
As propriedades deste tipo de transportadores podem ser faciimente modificadas através da
adicdo de agentes a membrana lipidica ou pela alteracdo da composicdo quimica da superficie
(figura 1.7).

0 tamanho, carga, aumento da acumulacdo no tecido alvo e da internalizacéo celular séo
exemplos de caracteristicas facilmente manipulaveis neste tipo de transportadores [34,35]. A
preparacdo de lipossomas foi reportada pela primeira vez pelo Prof. A. D. Bangham em 1965. No
entanto, foi Gregory Gregoriadis que estabeleceu o conceito de encapsulamento dos farmacos nos
mesmos [33,36]. Desde dai, os lipossomas tém vindo a ser descritos como o sistema ideal de
nanoencapsulamento devido a sua capacidade de transportar compostos ultrapassando os
problemas associados a outros sistemas, tais como a farmacocinética, estabilidade /7 vivo e a
toxicidade. Este tipo de nanossistemas tem vindo a ser utilizado em varias formulacdes ja
comercializadas ou em fase de testes clinicos, com o objetivo de tratar varias patologias,
destacando-se o tratamento do cancro. No entanto, este sistema apresenta ainda alguns
problemas para aplicacado /n vivo, devido ao facto de ndo ser possivel o direcionamento por
estimulo externo do mesmo ao local de interesse para a libertacdo do farmaco e o seu possivel

reconhecimento pelo sistema imunitario.
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Figura 1.7 - Representacao esquematica de um lipossoma para entrega controlada de farmacos.
Adaptado de [70].
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1.2.3 Direcionamento passivo e ativo

Geralmente, os farmacos utilizados na terapia sdo administrados sistemicamente, o que
provoca efeitos secundarios associados em tecidos saudaveis. Desta forma, torna-se necessario a
diminuicdo das concentracdes de farmaco, sem comprometer a dose terapéutica no local de
interesse. Com o avanco do estudo da biologia tumoral, genética e nanotecnologia, a medicina
tornou-se individualizada, sendo que, com 0s progressos observados, tornou-se possivel abordar
a variabilidade de respostas a terapéuticas entre doentes e entre tumores. Compreender os
processos biologicos envolvidos na distribuicao e retencdo dos nanotransportadores nos tumores
¢, portanto, essencial para abordagens de medicina individualizada [37]. Por direcionamento de
moléculas bioativas, normalmente consideramos o aumento da concentracao destas na area de
interesse, em comparacao com outros tecidos e 6rgdos, mediada por sistemas de direcionamento
[39]. A maioria dos autores considera dois tipos de direcionamento: direcionamento passivo e
ativo (figura 1.8). Enquanto que o primeiro tira proveito das caracteristicas Unicas da fisiopatologia
tumoral de modo a conduzir os nanotransportadores ao local de interesse sem qualquer estimulo
ou ligando, o segundo considera a utilizacdo de moléculas ou ligandos especificos para a conducao

do nanossistema ao local de interesse.
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Figura 1.8 - Tipos de direcionamento. Adaptado de [39].
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Embora a maioria dos sistemas sejam concebidos para utilizar o direcionamento ativo de
modo a chegar ao local de interesse, é o direcionamento passivo que ocorre em primeiro lugar

qguando o nanossistema se encontra em circulacao.

1.2.3.1 Direcionamento Passivo

O direcionamento passivo depende da dimensao dos nanotransportadores, sendo que, se
estes possuirem tamanho suficientemente pequeno, ocorre 0 seu extravasamento da circulacao
através de defeitos vasculares tipicamente presentes nos locais tumorais, devido a angiogénese
acelerada [16,34,40]. Este efeito de direcionamento passivo &, também, dependente do grau de
vascularizacao do tumor, da porosidade dos vasos tumorais €, caso esta se verifique, do tamanho
dos poros (que variam com o tipo e o estado do tumor). Estas caracteristicas, juntamente com o
facto de a drenagem linfatica ser insuficiente na regido tumoral, resultam num fenémeno
conhecido como o0 aumento da permeabilidade e efeito de retencdo (EPR, do inglés enhanced
permeability and retention) [34,40].

O direcionamento passivo consiste na injecao sistémica dos nanotransportadores que se
vao acumular preferencialmente no local de interesse devido ao efeito EPR. Este efeito foi
inicialmente descrito por Matsumura e Maeda em 1986, e tem sido extremamente investigado por
diversos autores. O efeito EPR tem como fundamento o facto de os tumores possuirem uma rede
vascular extremamente desorganizada, cujos vasos se apresentam dilatados e com lacunas
[37,41,42].

Com o desenvolvimento do tumor, sera necessario estender a sua rede vascular, de modo
a suprir oxigénio e nutrientes suficientes para suportar este crescimento. Desta forma, os tumores
produzem fatores de crescimento que permitem a criacdo de novos vasos a partir dos capilares
pré-existentes. Este processo é chamado de angiogénese e promove 0 aparecimento de uma nova
rede vascular desorganizada, formada por vasos dilatados cujo epitélio apresenta lacunas de
tamanho entre os 200 e os 2000 nm [37,42].

A drenagem linfatica tem como objetivo principal a renovacao do tecido intersticial. No
entanto, devido ao facto de esta ser diminuta em tecidos tumorais, ndo ocorrera esta renovacao,
sendo que, desta forma os nanotransportadores poderao ficar retidos no local de interesse [37,41].
E necessario que 0s nanossistemas se mantenham em circulacdo o tempo suficiente para que
este efeito ocorra e possuam tamanhos adequados (entre os 40-50 nm a 200 nm), de modo a
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conseguirem passar pelas lacunas dos vasos do tumor e, desta forma, chegar ao local de interesse
sem serem eliminados do organismo prematuramente [38,41,42]. As maiores desvantagens deste
tipo de direcionamento sao o facto de muitas vezes, nao ser possivel atingir as concentracdes dos
nanossistemas necessarias para um efeito terapéutico e também, em alguns casos, os tumores

ndo apresentarem as lacunas nos vasos [37,38].

1.2.3.2 Direcionamento Ativo

O direcionamento ativo consiste na utilizacdo de mecanismos para aumentar a
especificidade do transportador para o local de interesse. Uma das maneiras mais eficazes de
melhorar a especificidade de um nanotransportador passa pelo aumento da afinidade deste para
o0 alvo, através da ligacao de uma molécula com a capacidade de reconhecer e ligar-se ao tecido
alvo [38]. Estes ligandos podem ser anticorpos, proteinas, péptidos, acidos nucleicos, aclcares
ou até vitaminas, e vao interagir com diferentes recetores, como proteinas ou lipidos presentes na
superficie das células do tecido alvo [37]. Um dos ligandos mais estudados é o folato, cujo recetor
¢ sobrexpresso em células de varios tipos de tumores, como osteossarcomas, linfoma de néo-
Hodgkin, entre outros [42]. O maior desafio do direcionamento ativo é a escolha do agente de
direcionamento, de modo a evitar toxicidade para células saudaveis. Um outro tipo de
direcionamento ativo ¢ o chamado direcionamento fisico, que consiste na utilizacdo de estimulos
externos para conduzir o nanossistema ao local de interesse [43]. Este direcionamento é
especialmente importante quando nos referimos a nanoparticulas magnéticas ou
magnetolipossomas, que podem ser guiados ao local de interesse através de um campo magnético

externo.

1.2.4 Nanoparticulas magnéticas

Dos varios nanossistemas existentes, as nanoparticulas magnéticas destacam-se devido a
sua versatilidade de aplicacbes nomeadamente na quimica analitica, em biossensores e,
principalmente, na nanomedicina. A utilizacao destas na area da medicina tornou-se atrativa

devido ao facto de ser possivel a sua conducao ao local de interesse através de um estimulo
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magnético externo, o que permite o controlo mais rigoroso da libertacao do farmaco, temporal e
espacialmente [43]. Entre as varias aplicacdes na nanomedicina, destacam-se a sua utilizacao
como agentes de contraste de MRI (do inglés, Magnetic Resonance Imaging), sistemas de entrega
controlada de moléculas bioativas, engenharia de tecidos e de agentes de hipertermia, através de
MHF (do inglés, Magnetic Fluid Hyperthermia) [43,44]. As nanoparticulas magnéticas tém vindo a
ser utilizadas para aplicacdes biomédicas devido as suas caracteristicas Unicas, tais como nao-
toxicidade, biocompatibilidade e acumulacao no tecido alvo (consequéncia das suas propriedades
magneéticas) [26,45,46].

0 tamanho, em conjunto com a forma, determinam a estabilidade fisica /n vitro e in vivo,
assim como as caracteristicas magnéticas das nanoparticulas [43,44,47]. Nanoparticulas
magnéticas com diametros compreendidos entre 10 e 100 nm sdo as mais promissoras para
administracdo intravenosa, sendo que possuem maior tempo de circulacdo no organismo. Quando
estas possuem diametros inferiores a 10 nm ou superiores a 200 nm serdo eliminadas por
clearance renal e sofrem bioacumulacao no baco e no figado, respetivamente. As dimensdes das
nanoparticulas vao permitir a penetracdo destas em capilares sanguineos de menores dimensoes,
ficando mais perto do tecido alvo. As caracteristicas das nanoparticulas sdo fortemente
dependentes do seu método de sintese, por essa razao, este apresenta-se como um passo crucial
para otimizar as caracteristicas das mesmas [41,43,48]. Desta forma, o controlo de parametros
como o pH e a temperatura torna-se extremamente importante para sintetizar particulas com
caracteristicas ideais.

Geralmente, as nanoparticulas magnéticas possuem na sua constituicdo elementos como
ferro, cobalto, niquel, zinco, entre outros, no seu estado normal ou oxidado. No entanto, estes
(excluindo o ferro) sdo metais toxicos, o que provoca duvidas quando se trata da sua aplicacao na
medicina [45]. No transporte de moléculas biologicamente ativas, as nanoparticulas oferecem a
possibilidade de transportar farmacos com baixa solubilidade, proteger o farmaco de
biodegradacao, modificar o seu tempo de circulacao e a distribuicdo, aumentar a absorcao de
farmacos no local de interesse, e a utilizacao de mais do que um tipo de moléculas bioativas, de
modo a ser obtido um efeito sinérgico. No entanto, a combinacao de duas moléculas bioativas
deve ser estudada, de modo a que a aplicacao de uma nao prejudique o efeito da outra, como por
exemplo, a utilizacao de farmacos antiangiogénicos que prejudicam, pela destruicao da rede

sanguinea do tumor, a suscetibilidade do mesmo a outros agentes quimioterapéuticos [37,49].
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Quando aplicadas em entrega controlada de farmacos, as nanoparticulas magnéticas passam
por trés fases: numa primeira fase, as nanoparticulas serdo direcionadas para o local de interesse,
por efeito de direcionamento ativo e/ou passivo (ver seccao 1.2.3); numa segunda fase, através
da presenca de um campo magnético, estas ficardo imobilizadas no tecido e, finalmente, apds a

libertacao do farmaco, as nanoparticulas serdo eliminadas por remocao renal (clearance) [44].

1.2.4.1 Ferrites

As ferrites apresentam caracteristicas superiores relativamente as nanoparticulas
magnéticas constituidas por outros metais [26,43,46]. Este tipo de materiais apresenta
biocompatibilidade, estabilidade, biodegradabilidade, baixo custo de producdo e nado acarreta
perigos para o meio ambiente, o que permite a sua utilizacdo em varias aplicacdes,
nomeadamente biomédicas [43,44]. Estas sdo complexos que contém ferro, possuem
propriedades magnéticas interessantes e podem apresentar trés tipos de estruturas: estrutura
cristalina em espinela com ides de oxigénio que formam uma rede cubica e ides de ferro
localizados nos intersticios da rede; hexagonais, perovshkites e garnets. As ferrites com estrutura
em espinela sao, atualmente, as mais utilizadas nas diversas aplicacdes [44,47,50-52]. A
estrutura em espinela apresenta-se geralmente com a férmula quimica tipo [Alrd[B2]onO4, onde

Td e Oh se referem aos locais tetraédricos e octaédricos, respetivamente (figura 1.9).

O Oxigénio
[ ]

Locais octaédricos (B)

® Locais tetraédricos (A)

Figura 1.9 - Representacdo esquematica da estrutura em espinela. Adaptado de [87].

17



A estrutura em espinela pode ser normal ou invertida, dependendo se os ides divalentes
ocupam os locais tetraédricos (A) ou octaédricos (B) da rede. Na estrutura mais simples, as ferrites
tém a formula geral MFe;03 ou MFe,04, onde M é o ido metdlico divalente. De acordo com o
previsto pela teoria de Néel do ferrimagnetismo, as espinelas exibem propriedades ferrimagnéticas
resultantes dos acoplamentos antiferromagnéticos entre os momentos magnéticos de catides
localizados em locais tetraédricos e octaédricos. As propriedades magnéticas das ferrites
dependem, nao apenas dos ides metalicos localizados nos intersticios, mas também da sua
distribuicao. Ao ajustar a relacao entre os ides magnéticos/nao magnéticos nos diferentes locais,
as ferrites podem exibir propriedades superiores, como maior permeabilidade magnética ou
resistividade elétrica, do que as de ferrites simples, como a magnetite (Fe304) [52].

Entre as varias ferrites existentes, as ferrites de calcio e magnésio (Mgi1-«CaxFe>04 onde
0< x <1) sao consideradas das mais promissoras para aplicacdes biomédicas, devido as suas
caracteristicas unicas, como a biocompatibilidade e o facto de serem facilmente metabolizadas
[51]. As ferrites mistas de calcio e magnésio possuem maior capacidade de produzir calor
relativamente a outras nanoparticulas de dxidos de ferro, 0 que se mostra como uma mais valia
para a aplicacao das mesmas como agentes de hipertermia [53,54]. Desta forma, é importante
perceber a que nivel é que os elementos constituintes das nanoparticulas permitem aperfeicoar
as caracteristicas das mesmas para aplicacoes biomédicas.

O célcio (Ca) é um elemento quimico com numero atémico (Z) 20. E um metal
alcalinoterroso e é essencial para todos 0s organismos vivos, em especial 0s humanos, onde se
apresenta como um nutriente chave em muitos processos bioldgicos [55]. As nanoparticulas de
ferrite de calcio possuem uma vasta gama de aplicacdes, entre as quais sensores de temperatura,
armazenamento de dados, industria, pigmentacao e entrega controlada de farmacos [46,51,56].
As nanoparticulas de ferrites de calcio possuem estabilidade quimica, estabilidade termal a alta
temperatura, propriedades magnéticas adequadas, sao biocompativeis, metabolizadas de forma
segura pelo corpo e ndo prejudicam o meio ambiente. O facto da presenca do ido Caz substituir
metais pesados (como o zinco, cobre ou manganés) nas nanoparticulas permite evitar o
aparecimento de patologias associadas a acumulacdo de metais pesados no organismo
[46,56,57]. A toxicidade deste tipo de nanoparticulas ja foi avaliada, mostrando que as
nanoparticulas de ferrite de calcio sao biocompativeis para concentracoes abaixo de 250 pg/mL.
A toxicidade verificada acima desta concentracao pode dever-se a sobrecarga da célula, devido ao

facto das nanoparticulas aderirem inicialmente a superficie da célula, serem internalizadas por
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endocitose, e se acumularem nos vacuolos digestivos [46].

0 elemento magnésio (Mg), com Z=12, € um metal alcalinoterroso presente no segundo
grupo da tabela periodica. Este elemento apresenta-se como essencial para a nutricdo humana,
de modo a manter niveis enzimaticos, e também participa na producao de hemacias [55]. As
nanoparticulas de ferrite de magnésio possuem varias aplicacOes, tais como sensores de
humidade, agentes de catalise e entrega controlada de farmacos [58]. Estas nanoparticulas
possuem uma capacidade de producao de calor comparavel a da magnetite, 0 que permite a sua

aplicacao como agentes de hipertermia [53,54].

1.2.4.2 Propriedades magnéticas

Atualmente, tém vindo a ser desenvolvidos novos materiais magnéticos para varias
aplicacdes, nomeadamente aplicacdes biomédicas, como entrega controlada de farmacos, HT e
MRI [47,59].

A classificacdo de um material como magnético vai depender da sua resposta a um campo
magnético externo, ou seja, da sua suscetibilidade magnética (x) [47,50,60].

Ao aplicar um estimulo magnético externo, os spins dos eletrdes dos materiais vao
responder, alinhando-se segundo este ou no sentido contrario. No primeiro caso, quando os spins
se alinham de acordo com o campo, a magnetizacdo maxima do material é atingida, verificando-
se a magnetizacdo de saturacdo (Ms). Quando o campo é retirado, a maioria dos spins deixa de
estar orientada segundo este, sendo que a magnetizacao do material diminui. A magnetizacdo que
se mantém apos cessar o estimulo é chamada de magnetizacdo remanescente (M;). De acordo
com a sua resposta magnética, os materiais podem ser classificados em diamagnéticos,
paramagnéticos ou ferromagnéticos [60,61].

Os materiais diamagnéticos nao apresentam momento magnético na auséncia de um
campo externo e, no momento da aplicacdo deste, exibem uma ligeira repulsao (devido ao facto
dos spins dos eletroes do material se encontrarem todos emparelhados) ou seja, x < 0. Por outro
lado, os materiais paramagnéticos respondem na presenca de um campo magnético, perdendo a
magnetizacdo na auséncia deste. Neste tipo de materiais, a x € muito baixa (10® a 10%), no

entanto positiva. Por ultimo, os materiais ferromagnéticos, apresentam suscetibilidade magnética
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positiva e forte, apresentando, por isso, magnetizacao mesmo sem a presenca de um campo
magnético externo aplicado [60,61].

Em 1930, Frenkel e Dorfman [62] mostraram, que particulas de tamanho suficientemente
pequeno deveriam ser de dominio unico. Em meados do século XX, a teoria das particulas de
dominio Unico comecgou a ser ativamente desenvolvida e os fenémenos relacionados estudados
experimentalmente. A formacdo de dominios deve-se a diminuicdo da energia magnetostatica e
depende da competicdo entre esta e a energia necessaria para formar paredes que separam 0s
dominios. A dimensao destas paredes é comparavel a dimensao das nanoparticulas sendo, por
isso, energeticamente desfavoravel a existéncia de multidominios [63].

Em materiais ferromagnéticos com dimensdes suficientemente pequenas passa a ocorrer
0 superparamagnetismo [41,44,47,64].

Abaixo de um didmetro critico (geralmente entre 107a 108 m), ocorre um monodominio
magneético e a coercividade torna-se nula [63,64]. Na presenca de temperaturas suficientemente
elevadas (acima da temperatura de blogueio), a energia térmica induz a rotacao das particulas,
resultando na perda da magnetizacao na auséncia de um campo magnético externo [64,65].
Quando estas caracteristicas estdo presentes, estamos perante um comportamento

superparamagnético (figura 1.10).

Nanoparticulas Nanoparticulas
(a  Ferromagnéticas Superparamagnéticas

D D Diametro das
3 £ Nanoparticulas
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Dominio tnico Multi-dominio
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Campo magnético
Aplicado

Coercividade {H.)

Sem campo
magnético

Figura 1.10 - Comportamento magnético de elementos ferromagnéticos e superparamagnéticos
na presenca de um campo magnético externo. (a) Dominios magnéticos presentes nas particulas
com e sem aplicacdo de um campo magnético externo. (b) Relacéo entre o tamanho das particulas
e dominios magnéticos. D. - Diametro critico; Ds - Diametro a partir do qual ocorre o fenémeno
de superparamagnetismo (SPM). Retirado de [64].
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A reacdo de um material a um campo magnético é representada pela curva de histerese, que
permite estudar a capacidade de um material manter o magnetismo na auséncia do estimulo. Na
figura 1.11 esta representada a diferenca entre uma curva de histerese de materiais com

diferentes comportamentos magnéticos.
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Figura 1.11 - Comportamento magnético de diferentes tipos de materiais, quando aplicado um
campo magnético. Oe - Campo magnético aplicado; Ms- Magnetizacdo de Saturacado, Mr-
Magnetizacao remanescente e Hc - Coercividade. Adaptado de [66].

E possivel verificar que a diferenca essencial entre os materiais ferro e
superparamagnéticos é a espessura da curva de histerese, ou seja a coercividade. A coercividade
representa 0 campo magnético que seria necessario para anular a magnetizacao remanescente
do material em estudo e demonstra-se como o parametro de mais interesse em particulas de
didametro nanomeétrico [64]. Na figura 1.12 esta representada a relacao entre a coercividade e o

tamanho das nanoparticulas.
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Figura 1.12 - Relacao entre os valores de coercividade e o tamanho das particulas. Adaptado de
[64].
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Outro parametro importante no magnetismo é a temperatura de Curie (T¢), sendo que
abaixo desta temperatura as nanoparticulas apresentam comportamento superparamagnético. No
entanto, quando esta temperatura é atingida, a magnetizacao das nanoparticulas decresce
bruscamente para 0. A Tc depende fortemente da estrutura cristalina e do tamanho da
nanoparticula.

As nanoparticulas com comportamento superparamagnético apenas apresentam
magnetizacdo na presenca de um campo externo [67]. O facto de estas ndo apresentarem
magnetismo permanente mostra-se como uma mais-valia, pois impede a agregacao das mesmas
[44,47,68]. Um dos beneficios das nanoparticulas magnéticas é o facto de libertarem calor como
resultado da perda de histerese, da relaxacdo de Néel e da relaxacdo Browniana, quando estao
sob a influéncia de um campo magnético alternado [53]. A relaxacdo de Néel deve-se a
reorientacdo do sp/in de acordo com o campo magnético alternado apds cada oscilacao; a
relaxacdo Browniana refere-se a friccdo entre a particula e o meio liquido em que a mesma esta
inserida, causada pela rotacdo da mesma.

A relaxacdo de Néel e a relaxacao Browniana sdo dependentes do tamanho da particula,
sendo que a segunda é também dependente da viscosidade do meio. Para particulas de menores
dimensdes, 0 mecanismo de relaxacao de Néel prevalece, sendo por isso o principal responsavel

pela libertacao de calor nas nanoparticulas magnéticas [41].

1.2.5 Hipertermia

Por definicdo, a hipertermia consiste na exposicdo de uma superficie especifica ou de todo
0 organismo a temperaturas acima do nivel fisioldgico (entre os 40 °C e os 45 °C) [69]. O National
Cancer Institute reconhece trés tipos de hipertermia, tendo em conta o local da sua aplicacdo. A
hipertermia local, que visa 0 aumento da temperatura numa pequena area; a hipertermia regional,
que engloba maiores areas do corpo como membros e 0rgaos; e a hipertermia corporal total,
geralmente utilizada para cancros metastaticos e como tratamento paliativo [61]. Quando utilizada
de forma isolada, a hipertermia nao desempenha um papel curativo no tratamento do cancro. No
entanto, o seu potencial clinico reside no seu uso como tratamento adjuvante a outras modalidades
como RT e QT (figura 1.13) [70]. A temperaturas relativamente elevadas (acima de 43 °C), todas

as células sao afetadas. Contudo, a temperaturas moderadas (entre 39 e 43°C), as células
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normais nao sao sensiveis ao aumento de temperatura, ao passo que as células tumorais o sao.

Hipertermia

|
| |

Toxicidade Direta  Citotoxicidade Sinérgica TPerfuséo e Permeabilidade  Magnetolipossomas Termossensiveis

Libertacao do farmaco

Entrega controlada de
farmacos

Efeito terapéutico
seletivo

Figura 1.13 - Beneficios terapéuticos multifatoriais da HT. Adaptado de [71].

A diferenca reside no microambiente em que as células estdo inseridas, sendo que o
microambiente tumoral, que se apresenta como hipoxico e acidico, representa um fator acrescido
de stress para as mesmas, sensibilizando-as a fatores externos como o aumento de temperatura
[70]. O aumento da temperatura causa a diminuicdo do fluxo sanguineo no tumor, o que diminui
a dissipacdo do calor, ou seja, ocorre aumento da temperatura local [41]. Este aumento, vai
provocar a desnaturacdo das proteinas que resulta em inativacao celular por via da apoptose (em
caso de temperaturas moderadas) e/ou necrose (temperaturas mais elevadas).

Em zonas hipoxicas do tumor é dificil que o farmaco atinja concentracdes que permitam
eficacia terapéutica [72]. Desta forma, as temperaturas caracteristicas da hipertermia moderada
(39 - 43 °C), constituem-se como ideais para o transporte de farmacos. Através do aumento da
vasodilatacao na zona do tumor (figura 1.14) e do tamanho dos poros presentes nos vasos, a
hipertermia moderada permite 0 aumento da perfusdo vascular ao oxigénio e da acumulacdo do
farmaco no local de interesse [71]. As temperaturas caracteristicas deste tipo de hipertermia
podem também funcionar como um mecanismo de frigger de libertacdo de farmaco presente nos
magnetolipossomas, se o lipido constituinte possuir uma T adequada. Esta é geralmente utilizada
de modo a aumentar o resultado terapéutico de tratamentos como quimioterapia ou radioterapia

[71,73].
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Temperatura normal (37 ° C) Hipertermia Moderada 39-43°C)

Figura 1.14 - Efeitos da HT moderada na vasculatura tumoral. Adaptado de [71].

Apesar do uso da hipertermia para tratamento de cancro nao ser recente, o desafio de
aumentar a temperatura apenas nas células alvo torna-se um desafio, sendo que, nos ultimos 20
anos, tém sido feitos diversos esforcos de modo a aprimorar as técnicas de hipertermia existentes
com esse intuito. Os avancos na area da nanotecnologia permitiram o desenvolvimento de novos
agentes de hipertermia, como por exemplo, as nanoparticulas magnéticas [45,74].

A primeira aplicacao de materiais magnéticos como agentes de hipertermia data de 1957
quando Gilchrist ef a/. utilizaram particulas de magnetite para aumentar a temperatura de varias
amostras de tecido quando expostas a um campo magnético [71]. Desde entado, houve inumeras
publicacdes descrevendo uma variedade de esquemas utilizando diferentes tipos de materiais
magnéticos, como por exemplo diferentes tipos de nanoparticulas [41,75], em conjunto com
radioterapia ou quimioterapia [76,77], ou verificando o efeito da hipertermia [78]. A utilizacao de
nanomateriais, nomeadamente nanoparticulas, como agentes de hipertermia, demonstra ser uma
abordagem promissora que reduz significativamente os efeitos colaterais relativamente ao

tratamento padrao, sem comprometer o seu efeito terapéutico [18].

1.2.6 Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas sado conhecidos pelo seu potencial no campo de entrega de

farmacos, genes e diagnostico/terapéutica do cancro [25]. Estes resultam da encapsulacao de
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nanoparticulas magnéticas em vesiculas compostas por bicamadas lipidicas concéntricas, ou seja,
lipossomas, combinando as vantagens de ambos [48,79,80].

Foram inicialmente descritos por De Cuyper e Joniau em 1988 e, desde entao, este tipo
de nanotransportadores tornaram-se extremamente importantes devido as suas propriedades, pois
possuem a capacidade de transportar o farmaco, mas também de provocar a sua libertacao devido
a sua capacidade de gerar calor quando submetidos a um campo magnético alternado, o que se
prova vantajoso na sua aplicacdo em tumores [45,48].

Os magnetolipossomas podem ser aquosos (nanoparticulas dispersas em agua e
rodeadas por uma bicamada lipidica) ou sélidos (c/usters de nanoparticulas magnéticas rodeadas

por uma bicamada lipidica) (figura 1.15) [45].

Figura 1.15 - Magnetolipossomas soélidos (esquerda) e aquosos (direita).

0 uso de magnetolipossomas permite melhorar as propriedades farmacoldgicas (como,
por exemplo a biodisponibilidade) dos agentes quimioterapéuticos tradicionais. Os
magnetolipossomas apresentam varias vantagens para a sua aplicacdo em oncologia, tais como
a protecao do farmaco, de modo a evitar degradacao prematura, impedindo o farmaco de interagir
prematuramente com o ambiente bioldgico. Promovem uma melhor absorcdo do farmaco num
tecido de interesse (por exemplo, tumor solido), oferecem a possibilidade de terapia combinada
(quimioterapia e hipertermia), aumentam a penetracdo intracelular do farmaco, permitem o
transporte de farmacos com diferentes afinidades para a agua e tém possibilidade de
direcionamento ativo e/ou passivo [34]. Na figura 1.16 esta representado um esquema que explica

a utilizacao de magnetolipossomas em entrega controlada de farmacos.
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Injecao dos
magnetolipossomas
- Campo Magnético

Magnetolipossoma

Figura 1.16 — Mecanismo de combinacdo de entrega controlada de farmacos com hipertermia
utilizando magnetolipossomas. Adaptado de [48].

1.2.7 Terapia anti-angiogénica

A hipoxia representa uma das maiores problematicas no tratamento do cancro pois
aumenta a resisténcia das células tumorais a RT e a QT. Esta acontece devido ao desequilibrio
entre o oxigénio necessario ao sistema tumoral e 0 que é efetivamente fornecido. O facto de a
vasculatura tumoral ter caracteristicas uUnicas, resultado da angiogénese acelerada e do
crescimento do tumor ndo permitir a perfusdo de oxigénio a todas as células, promovem o
aparecimento de microambientes hipoxicos no tumor. O processo de angiogénese inicia-se através
de um desequilibrio entre os fatores pro e antiangiogénicos, que vai promover a migracao das
células endoteliais de modo a formar uma rede vascular espacialmente desorganizada. Um dos
fatores pré-angiogénicos mais importantes é o fator de crescimento endotelial vascular - VEGF,
que esta presente em todo o desenvolvimento do tumor [81]. Em 1971, o cientista Judah Folkman
sugeriu que o crescimento do tumor poderia ser evitado se fosse possivel evitar a formacao de
novos vasos tumorais [82]. As vias de sinalizacao da quinase participam em muitos processos
caracteristicos da biologia tumoral, incluindo proliferacéo, diferenciacao, metabolismo, motilidade,
angiogénese, respostas imunes antitumorais e metastizacdo [83,84]. O papel das tirosina-

quinases na patogénese molecular do cancro é imenso e estas tém vindo a ser estudadas como
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potenciais farmacos anticancerigenos [84]. O recetor do fator de crescimento endotelial vascular
- 2 (VEGFR-2) é um recetor da tirosina-quinase de classe V localizado nas células endoteliais e é
ativado através da ligacao especifica do VEGF, secretado pelas células tumorais. Uma vez ativado,
o VEGFR-2 sofre autofosforilacao, o que leva a proliferacdo celular e consequente angiogénese,
que promove o crescimento tumoral e o surgimento de metastases [83]. Atendendo a estas
caracteristicas, a intervencado nas vias de sinalizacdo surge como uma hipotese de interferir
precocemente no desenvolvimento tumoral [83]. Um exemplo de farmacos concebidos para este
efeito sd@o moléculas baseadas em diarilureias derivadas de tienopiridinas. Este tipo de moléculas
representa um inibidor de quinase do tipo Il que, contrariamente ao tipo |, ndo compete com a
molécula adenosina trifosfato (ATP) para a ligacdo ao VEGRF -2 [83,85].

Este tipo de inibidores interage com o local catalitico da conformacao inativa fosforilada
das quinases, explorando novas interacdes na zona lipofilica que surgem devido a mudancas na
conformacdo do dominio DFG [85]. Estas interacdes lipofilicas fazem com que os inibidores de
tipo Il sejam bastante mais seletivos que os restantes [83,85]. Machado et a/. desenvolveram
inibidores de VEGFR-2 (l-aril-3-[2-, 3- ou 4-(tieno[3,2-Hpiridin-7-iltio)fenilJureias) com base em
tieno[3,2-b]piridina-7-tioéter-1,3-diarilureas. Na figura 1.17 estao representadas as moléculas que

vao ser utilizadas neste trabalho.

Figura 1.17 - Compostos derivados de (1-aril-3-[2-, 3- ou 4-(tieno[3,2-b]piridin-7-iltio)fenil]ureias)
com base em tieno[3,2-b]piridina-7-tioéter-1,3-diarilureas. Composto 1- esquerda, composto 2-
direita.

A eficacia destes compostos em linhas celulares de cancro da mama ja foi comprovada

em [86]. Na tabela 1.1 estdo representados os valores de GI50 para os compostos em estudo.
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Tabela 1.1 - Atividade dos compostos antitumorais 1 e 2 na inibicao do crescimento de diferentes
linhas de células tumorais; adenocarcinoma (MCF-7) e células de cancro da mama altamente

metastaticas hormono-independentes (MDA-MD-231).

Glso (UM)?®
Linhas celulares MCF-7 MDA-MD-231
Composto 1 1.2 5.0
Composto 2 1.6 7.0

2 Concentracdo mais baixa a causar 50% da inibicdo do crescimento celular (Glso).

A ligacao deste tipo de farmacos ao VEGFR-2 provoca apoptose nas células tumorais,
diminuindo a densidade e diametro dos vasos da rede vascular tumoral, o que vai permitir, ainda

que temporariamente, a normalizacao da vasculatura tumoral (figura 1.18).

Normalizada Inadequada

Figura 1.18 - Comparacao entre uma rede vascular normal (a), uma rede vascular tipica de
tumores (b), a normalizacdo da vasculatura que ocorre apds o tratamento com inibidores de
VEGREF- 2 (c) e rede vascular apos o final da terapia antiangiogénica (d). Adaptado de [81].

Este periodo de normalizacao permite aumentar temporariamente a oxigenacdo dos

tecidos e a concentracao de farmacos no tumor. Paradoxalmente, o tumor também recebera mais
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nutrientes necessarios para a divisao celular. No entanto, esta constitui uma das fases em que o

tumor esta mais sensivel a radiacao [81].
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Capitulo 2 - Técnicas de analise e caracterizacao

2.1 Analise por Espetroscopia

A maioria dos estudos experimentais com biomoléculas envolve a sua interacdo com a
radiacao eletromagnética [1]. Quando a luz incide na matéria podem ocorrer varios processos,
entre os quais a difusdao e a absorcdo. Ambos os processos levaram ao desenvolvimento de
técnicas fundamentais que permitem analisar e caracterizar biomoléculas. A interacao entre a
radiacao eletromagnética e a matéria pode ser estudada por espetroscopia. Até ao fim do século
XIX, a espetroscopia era limitada a absorcdo, emissao e dispersao de luz visivel, ultravioleta e
infravermelhos. Atualmente, inclui outros tipos de radiacdo eletromagnética, tais como raios-X,
microondas, entre outras [2]. A espetroscopia UV-Visivel tem tido um papel importante na
determinacao da estrutura de moléculas e das concentracdes de moléculas em solucdao. O
processo de absorcdo necessario para a determinacéo destes parametros depende das
propriedades da radiacao eletromagnética e das caracteristicas estruturais da molécula em estudo
[1].

A radiacao eletromagnética possui guanta de luz (fotdes) com um determinado valor de
energia. Coincidentemente, as moléculas possuem niveis de excitacao quantificados e podem
absorver fotdes com energia equivalente a necessaria para a passagem de eletrdes do estado
fundamental para o estado excitado. Quando os fotdes interagem com a matéria pode ocorrer a

absorcao deste fotdo e da sua energia por parte da amostra [1,2].

2.1.1 Radiacao eletromagnética

Comumente chamada de luz, a radiacao eletromagnética € uma forma de energia cujo
comportamento pode ser descrito pelas propriedades de ondas e de particulas. Algumas
propriedades da luz, como a refracao ao passar de um meio para o outro, sao melhor explicadas
se considerarmos a luz como uma onda. No entanto, ao considerarmos a absorcao e a emissao,
assumimos que o comportamento da luz € semelhante ao de uma particula [2]. A radiacao
eletromagnética é caraterizada por ondas que se propagam linearmente no espaco, a uma
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velocidade constante. Estas ondas sao compostas por um campo elétrico e um campo magnético
que oscilam perpendicularmente entre si e perpendicularmente a direcdo de propagacao da onda

(figura 2.1) [2].

Direcdo de
propagacéao

Figura 2.1 - Oscilacbes dos campos elétrico (vermelho) e magnético (azul) de radiacéo
eletromagnética polarizada. Adaptado de [2].

A radiacdo eletromagnética é caracterizada essencialmente pela sua energia (E),
comprimento de onda (A) e frequéncia (v), sendo as duas ultimas grandezas referentes

essencialmente ao seu comportamento ondulatério e relacionadas pela equacéo 2.1,

1=S 2.1)

< |

onde ¢ representa a velocidade da luz no vacuo, 3x108 m s, A representa o comprimento de
onda, ou seja, a distancia entre dois picos maximos de onda consecutivos e U representa a
frequéncia definida como o numero de oscilagdes por unidade de tempo.

A radiacao eletromagnética pode também apresentar comportamento corpuscular, devido
a presenca de particulas com energia, os fotdes. A energia (E) dos fotdes depende da frequéncia

da radiacao (v). A relacao entre as duas grandezas esta representada na equacéo 2.2,

E=hv (2.2)
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Em que h representa a constante de Planck (6.6256x103* J s). As equacdes 2.1 e 2.2 podem

ser relacionadas através da equacao 2.3.

hc 2.3)

A radiacao eletromagnética pode ser representada através de um espetro continuo de ondas com

diferentes propriedades (figura 2.2).

Aumento da Frequéncia (v)
1024 1022 1020 10'® 10 10 10'2 10 108 106 10% 102 100 \'(S")
] )

Microondas | FM AM Ondas de radio longas
Ondas de
'édic1
106 104 10'2 100 108 106 104 102 100 102 104 106 108 A(nm)
Aumento do comprimento de onda (A)

Raios y Raios x uv IR

Espetro visivel

-

400 500 600 700
Aumento do comprimento de onda (A)

Figura 2.2 - Espetro da radiacao eletromagnética, onde estao definidos os limites entre cada uma
das regides do espetro e os comprimentos de onda correspondentes. Adaptado de [2].

A maioria das regides do espetro eletromagnético sdo de grande importancia para estudos
moleculares, nomeadamente a regiao UV-Visivel (A = 180 — 800 nm). Nestas regides, a radiacdo
eletromagnética possui energia suficiente para excitar os eletrdes de valéncia das moléculas e

promover a passagem destes do estado fundamental para o estado excitado [1,2].
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2.2 Espetroscopia de absorcao UV-Visivel

Quando a radiacdo eletromagnética interage com a matéria podem ocorrer varios
processos, entre 0s quais a sua difusao ou transferéncia da sua energia para a amostra (absorcao).
O primeiro processo é chamado de difusdo de Rayleigh e ocorre quando um fotao colide com uma
molécula e é difratado sem sofrer alteracdes na sua frequéncia. O segundo processo é chamado
de absorcdo e consiste na absorcdo da energia do fotdo por parte das moléculas da amostra,
ocorrendo, assim transicoes eletronicas de estados de menor energia (estado fundamental) para
estados de maior energia (estado excitado). Este processo apenas ocorre quando a energia dos

fotdes incidentes (hv) é igual a diferenca de energia entre os dois estados de energia (AE) [1,2].

hv = AE (2.4)

Na espetroscopia de absorcao UV- Visivel, guando um fotéo é absorvido por um atomo ou
molécula ocorre a absorcdo da sua energia e, consequentemente, a transicdo entre niveis
eletronicos. O tipo de transicao depende da energia do fotdo, sendo que para fotdes na gama do
UV- Visivel, sdo promovidas maioritariamente transicdes dos eletroes de valéncia para um nivel de

energia superior [2].

2.2.1 Transicdes eletronicas

A energia total de uma molécula &, geralmente, representada pela soma da sua energia
eletronica, vibracional e rotacional. Como o nome indica, a energia eletrdnica esta associada com
a distribuicdo dos eletroes nos atomos, a vibracional com a vibracdo dos mesmos nas moléculas
e a energia rotacional diz respeito a rotacao das moléculas em torno do seu eixo [3]. A quantidade
de energia de uma molécula é representada por uma série de estados discretos e continuos, que
englobam os niveis de energia vibracionais e rotacionais (figura 2.3).

A absorcao de radiacdo eletromagnética na gama UV-Visivel induz geralmente uma
modificacdo nos niveis de energia eletronicos da molécula estudada, enquanto a radiacéo

infravermelha apenas provoca mudancas na energia vibracional, sem causar qualquer alteracéo
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nos niveis de energia da molécula [2,4]. A temperatura ambiente, a maioria das moléculas
encontra-se no estado vibracional mais baixo do estado fundamental, sendo que transicdes para

0 estado excitado ocorrem sempre a partir deste nivel.

Niveis Rotacionais

Energia

Estado eletronico excitado

. Niveis Vibracionais

Estado eletronico fundamental

Figura 2.3 - Niveis de energia de uma molécula.

Nas moléculas, os eletrdes podem ocupar orbitais moleculares ligantes (mt,0), antiligantes

(m*,0%*) e nao ligantes (n). Tendo em conta a energia de cada uma das orbitais tem-se [5]:
o*>m*>n>mn>o0

A estrutura da molécula no estado fundamental apenas permite que ocorram algumas transicoes.
Na maioria das moléculas, as orbitais ligantes encontram-se cheias e, devido a rapidez da
transicao entre orbitais, esta s6 € possivel em orbitais sobrepostas espacialmente.
Consequentemente, os eletrdes transitam maioritariamente para as orbitais antiligantes
correspondentes (excetuando a orbital n) (figura 2.4) [4].

Se duas orbitais envolvidas na transicdo nao possuirem sobreposicdo espacial, a
probabilidade de a transicéo ocorrer sera menor e, por isso a transicao diz-se proibida por simetria,
como €é o caso de transicdes n — 1t*. Se, por outro lado, a sobreposicao espacial se verificar, a
transicao passa a ser denominada permitida, sendo um exemplo destas as transicées que ocorrem

entre 1t e t*. As transicdes que envolvem orbitais o e o*, ocorrem geralmente em energias muito
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elevadas na zona do ultravioleta. Por outro lado, as transicées n - m* e m—> t* envolvem grupos
funcionais geralmente presentes nas moléculas analisadas e ocorrem com energias presentes na
zona do UV-Visivel, o que se mostra uma mais valia em espetroscopia de absorcao [2,4]. As
ligacOes e grupos funcionais que permitem a absorcdo de radiacdao na gama UV-Visivel sao

chamados cromaforos ou fluordforos [2].

3 7 o 3
. E
n—->o o0 &
* =
7 T o<
*
n—->mn T
)
e e n Nao ligantes
8 zEJ
Q
I
=
S
-

Figura 2.4 - TransicOes eletronicas entre orbitais moleculares. Adaptado de [4].

2.2.2 Lei de Lambert — Beer

A atenuacéao da radiacao eletromagnética quando atravessa uma amostra é normalmente
apresentada em funcao do comprimento de onda. Teoricamente, apenas certos fotdes com valores
de energias especificos seriam absorvidos, resultando num espetro de absorcdo com picos de
absorcdo discretos semelhantes aos de um atomo. No entanto, o facto de existirem niveis
vibracionais distintos em cada nivel de energia aumenta o numero de transicdes possiveis, 0 que
resulta num espetro largo com varias transicdes representadas. Este tipo de espetros é importante
na identificacdo de moléculas, visto que o comprimento de onda de absorcao depende dos grupos
funcionais e do arranjo espacial dos atomos na amostra [1].

Ao atravessar um meio, a intensidade da luz é atenuada devido a absorcao de certos

comprimentos de onda. Esta atenuacéo ¢é descrita por dois termos relacionados: transmitancia (T)
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e absorvancia (A) [2]. Ambos caracterizam a relacao entre a intensidade do feixe incidente (lo) e 0

feixe transmitido (I) (equacao 2.5) [3],

I 2.5

sendo que a absorvancia pode ser relacionada com a transmitancia através da equacao 2.6:

A= —logT (2.6)

Ao atravessar um meio, a radiacao eletromagnética monocromatica sofre um decréscimo
na sua intensidade devido principalmente a absorcao de fotdes por parte da amostra (figura 2.5).
A absorvancia é a unidade mais comum para expressar a atenuacao da radiacao porque varia de

forma linear com a concentracdo do analito [2][80].

C. &

Figura 2.5 - Feixe de radiacdo eletromagnética a atravessar uma solucdo. Na imagem estéo
representadas as intensidades do feixe incidente (lo) e o feixe transmitido (I), a concentracdo da
espécie absorvente no meio (c), o percurso 6tico da radiacéo (€) e o coeficiente de absorcao molar
(&).

A lei de Lambert-Beer estabelece a relacao entre a absorvancia de uma solucao e a sua
concentracdo [3,4]. Apesar de ser aceite que Lambert, em 1760, formulou a primeira teoria

matematica deste efeito, ha autores que consideram Bouguer (1729) como sendo o autor da
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expressao matematica a partir da qual & possivel de deduzir a expressao da lei de Lambert-Beer

[3] (equacao 2.7):

I 27)

em que k representa o coeficiente de absorcdo da espécie, £ o percurso 6tico da radiacdo na
amostra (cm) e ¢ a concentracdo da espécie absorvente na solucao (M).

A lei de Lambert-Beer é traduzida pela seguinte expressao matematica:

A= Ebc (2.8)

onde A representa a absorvancia e € o coeficiente de absorcao molar (Mcm ). O coeficiente de
absorcdo molar é caracteristico de cada substancia e dependente de condicbes controladas como
a temperatura da solucéo e o solvente em que esta esta inserida [3]. A lei de Lambert-Beer pode
ser estendida a amostras com mais do que uma espécie absorvente, no caso de nao se verificarem
interacdes entre estas. Para uma amostra com duas espécies (X e Y) a absorvancia total ¢ dada

pela expressao [2,3]:

Atotal = AX + Ay = (.C:X{CX + (Sy‘gCy /29/

Apesar de ser um dos instrumentos matematicos mais importantes na espetroscopia de
absorcao, a aplicacao da lei de Beer apresenta algumas limitacdes que devem ser consideradas.
Apesar de ser assumido que existe uma relacao linear entre o valor da absorvancia e a
concentracao da amostra, esta suposicao apenas € valida para concentracoes relativamente baixas
do analito pois para concentracdes elevadas as moléculas absorventes interagem entre si, o que
pode alterar os valores de absorvancia [1,2].

Relativamente as limitacdes instrumentais, a lei de Lambert-Beer assume que a radiacao
utilizada na medicdo ¢ monocromatica. No entanto, independentemente da sofisticacdo do
monocromador, ha sempre passagem de radiacdo numa pequena gama de comprimentos de
onda. Em segundo lugar, ha a possibilidade de ser detetada radiacdo sem que esta tenha

atravessado pela amostra, ou seja, sem ter sofrido um decréscimo na sua intensidade,

48



influenciando os resultados obtidos [1,2].

A escolha do solvente adequado para a analise € um parametro de grande importancia
uma vez que deve ser evitada a formacao de pontes de hidrogénio entre o solvente e a molécula
absorvente, reacdes entre ambos e verificada a inexisténcia de impurezas na solucdo. Em termos
praticos, é também importante verificar a influéncia do solvente nas medidas de absorcao, ou seja,
verificar a sua transparéncia na gama de comprimentos de onda em estudo. Por essa razao, a sua

absorvancia é sempre tida em conta como a referéncia e subtraida da absorvancia total [1]:

Agmostra = Atotar — Aref = log (7) — log <I f) = log ( Tle >
re

2.2.3 Espetrofotometro

Um espetro de absorcdo consiste numa representacao grafica da absorvancia de uma
amostra em funcao do comprimento de onda da radiacdo incidente. Através da analise deste, é
possivel determinar os comprimentos de onda em que o composto em estudo apresenta maior
capacidade de absorcao.

O equipamento utilizado para medir a absorcdo de uma amostra designa-se
espetrofotometro, que pode ser de dois tipos: feixe Unico e feixe duplo ou dividido. Os
espetrofotometros de feixe Unico sdo geralmente mais simples e mais econdmicos; no entanto,
este tipo de instrumento implica que as medices da amostra e da referéncia sejam efetuadas em
separado, o que pode influenciar as medicoes. Num aparelho de feixe duplo, a luz proveniente da
fonte de radiacdo é dividida em dois feixes que passardo simultaneamente na amostra e na
referéncia. A leitura simultdnea apresenta-se vantajosa, pois evita variacoes entre as medidas [4].

Nos espetrofotébmetros UV-Visivel, um feixe de luz de uma fonte de luz UV e/ou visivel
adequada é direcionado através de um monocromador de tipo prisma ou rede de difracéo. A luz

atravessa entdo a amostra, antes de atingir o detetor e o sinal obtido é processado (figura 2.6) [4].
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Figura 2.6 - Representacao esquematica dos componentes essenciais de um espetrofotometro de
feixe duplo utilizado no decorrer deste trabalho.

2.3 Espetroscopia de fluorescéncia

Como referido na seccdo anterior, a interacdo entre fotdes e moléculas provoca
modificacdo do seu estado eletronico devido a transicdo de eletrdes para niveis de energia
superiores (estado excitado).

Tendo em conta a multiplicidade, os estados eletrdnicos da maioria das moléculas podem
ser divididos em estados singuletos e estados tripletos. A multiplicidade é definida pela expressao
25+1, onde S representa a soma dos numeros quanticos de spin do sistema. Quando os spins
dos eletrdes se anulam (S=0), a multiplicidade do estado é 1 (estado singuleto). Por outro lado, se
os eletrdes se encontrarem desemparelhados (S=1) estamos perante um estado tripleto (figura
2.7).

(a) (b)

I 1 i
] |

Estado singuleto Estado singuleto Estado tripleto

(c)
1 {7
excitado
Figura 2.7 - Configuragdes eletronicas para o estado singuleto (a), estado singuleto excitado (b) e

estado tripleto (c).
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As moléculas nao permanecem no estado excitado muito tempo, regressando ao estado
fundamental por mecanismos espontaneos de libertacao de energia. A perda da energia pode ser
efetuada por processos nado radiativos (relaxamento vibracional, conversao interna, conversao

externa e cruzamento intersistemas) e radiativos (fosforescéncia e fluorescéncia).

2.3.1 Processos nao-radiativos e radiativos

Quando uma molécula perde energia sem emissdo de um fotdo, estamos perante
processos nao radiativos. Neste tipo de processos, a energia é libertada para o solvente ou para
outras moléculas da solucao. Existem quatro tipos de processos nao radiativos: relaxamento
vibracional, conversao interna, conversao externa e cruzamento intersistemas. No primeiro caso,
a energia € libertada através da movimentacdo de uma molécula do nivel de energia vibracional
mais alto para o nivel de energia vibracional mais baixo do mesmo estado eletronico. Este processo
é muito rapido, com uma vida média de 102 s. Como este processo & tdo eficiente, uma molécula
num dos niveis de energia vibracionais mais altos do estado excitado retorna rapidamente ao nivel
de energia vibracional mais baixo do estado excitado. Como consequéncia deste processo, a banda
de fluorescéncia dos compostos & sempre desviada para maiores comprimentos de onda

relativamente a banda de absorcao - desvio de Stokes (figura 2.8) [2].

Desvio de Stokes

-

12|
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02

0~0’...|...|...1...1.,.|...1...1.A.
220 240 260 280 300 320 340 360 380
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Figura 2.8 - Representacao grafica do desvio de Stokes. Adaptado de [2].
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Na conversao interna, as moléculas sado transferidas para um estado eletronico de
multiplicidade igual. Este processo ocorre quando os estados vibracionais mais baixos de um
determinado estado eletronico se sobrepdem aos estados vibracionais eletrdnicos mais altos de
um nivel eletronico de menor energia. Pela combinacao entre conversdes internas e relaxamentos
vibracionais, a molécula pode regressar ao estado fundamental sem a emissdo de fotdes. Uma
forma relacionada de perda de energia sem emissdo de luz é a conversdo externa, na qual o
excesso de energia é transferido para o solvente ou para outro componente da amostra [2]. Por
fim, o cruzamento intersistemas sucede quando a transicdo ocorre para estados eletrdnicos de
multiplicidades diferentes. Neste processo, uma molécula passa do nivel de energia vibracional
mais baixo de um estado para o nivel de energia vibracional mais alto de um estado de spin
diferente [2].

Por outro lado, algumas moléculas regressam ao seu estado fundamental através da
emissdo de luz - luminescéncia [1,6]. A luminescéncia ¢ dividida em duas categorias:
fluorescéncia e fosforescéncia, que diferem principalmente devido a natureza do estado excitado.

Em alguns casos, eletrdes que se encontram num estado singuleto excitado (figura 2.7-b)
podem transformar-se num estado tripleto excitado, o que significa que o seu spin ja nao se
encontra emparelhado com o spin do eletrdo correspondente no estado fundamental. A emissao
entre um estado tripleto e o estado fundamental é chamada de fosforescéncia [2]. Este tipo de
emissao possui tempos de vida grandes, pelo que é possivel que o processo de fosforescéncia se
verifiqgue mesmo apods a remocao da fonte de excitacao.

Em estados singuletos excitados, o eletrao que transitou para o nivel de energia superior
ndo altera o seu spin. Consequentemente, o retorno ao estado fundamental é permitido por spin
e ocorre rapidamente através da emissao de um fotdo. Este processo é chamado fluorescéncia,
depende da estrutura molecular e permite a caraterizacdo e analise de moléculas biologicamente
significativas e processos dinamicos entre elas [1]. O processo de fluorescéncia ocorre quando
uma molécula no nivel de energia vibracional mais baixo do estado excitado retorna a um estado
eletronico de energia inferior ao emitir um fotdo. A duracao deste processo € de cerca de 10 ns
[6]. Como as moléculas retornam ao seu estado fundamental pelo mecanismo mais rapido, a
fluorescéncia é observada apenas se for o processo de libertacao de energia mais eficiente [2].

Na figura 2.9 é possivel verificar um diagrama de Jablonski com a representacdo dos

processos radiativos e nao radiativos discutidos nesta seccao.
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Figura 2.9 - Diagrama de niveis de energia para uma molécula, mostrando os processos de perda
de energia radiativos e nao radiativos: vr: relaxamento vibracional; ic: conversao interna; ec:
conversao externa; isc: cruzamento intersistemas; So. estado fundamental: S,, Si. estados
singuletos excitados; T1 : estado tripleto excitado. Adaptado de [2].

2.3.2 Rendimento quantico de fluorescéncia

0 tempo de vida (t) e o rendimento quantico de fluorescéncia (®f) sdo talvez as
caracteristicas mais importantes de um fluordforo. O rendimento quéantico de fluorescéncia é uma
expressao quantitativa que representa a razao entre o nimero de fotdes emitidos em relacao ao

numero de fotdes absorvidos (equacdo 2.11) [6]. O valor de ®r pode variar entre 0, quando a

fluorescéncia ndo ocorre, e 1 quando cada molécula no estado excitado perde energia pelo

processo de fluorescéncia [2].

N2 de fotdes emitidos (2.11)

F ™ Nede fotdes absorvidos

Este parametro é dependente da temperatura, na medida em que é verificado um decréscimo no
seu valor com o aumento da temperatura. Isto ocorre, pois 0s processos nao radiativos
relacionados com a agitacao térmica sdo mais eficientes a temperaturas mais altas [7]. Na

auséncia de inibicao de fluorescéncia, ®¢ & dado por:
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_ Kr (2.12)
Kr + Kic + Kisc

P

onde Kr, Kic e Kisc representam as constantes de velocidade do processo de fluorescéncia, de

conversao interna e de cruzamento intersistemas, respetivamente.

2.3.3 Anisotropia

A luz ndo polarizada propaga-se livremente em todas as direcées do espaco, sendo que
as ondas eletromagnéticas que a compdem vibram em planos perpendiculares a sua propagacao.
Os vetores elétrico e magnético giram perpendicularmente em torno do eixo de propagacéo da luz.
Por sua vez, a luz polarizada propaga-se apenas num plano, o que significa que o vetor elétrico e

o0 vetor magnético ndo rodam, oscilando num unico sentido (figura 2.10).

Luz polarizada Luz nédo polarizada

Figura 2.10 - Planos de propagacdo de ondas de luz polarizada e nao polarizada.

Quando uma amostra é excitada com luz polarizada, apenas serdo excitadas as moléculas
cujos momentos de transicdo se encontram orientados paralelamente ao vetor elétrico da luz
incidente. Esta excitacdo seletiva leva, por isso, a uma emissao de fluorescéncia polarizada por
parte das moléculas fluorescentes. O termo “anisotropia” (r) foi inicialmente definido pelo
professor Alexander Jablonski para descrever o nivel de polarizacao da luz emitida por uma
amostra [6,8].

A base dos estudos de anisotropia esta na existéncia de momentos de transicéo para a

absorcao e emissdo em direcdes especificas dentro da estrutura do fluoréforo. Os estudos de
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anisotropia fornecem informacdes acerca da rigidez de ambientes onde as moléculas fluorescentes
estao inseridas, associacoes interproteicas, entre outras [6,8].

A excitar uma solucao homogénea com luz polarizada, as moléculas cujos momentos de
transicao se encontram orientados paralelamente ao vetor elétrico da luz incidente tém maior
probabilidade de serem excitadas. No entanto, o dipolo elétrico da molécula nao tem de estar
necessariamente alinhado com o vetor elétrico da luz polarizada para ocorrer absorcao da mesma.
Desta forma, a populacao de fluoréforos excitados por esta luz pode apenas estar parcialmente

orientada segundo este eixo. Este processo é chamado de fotoselecao (figura 2.11) [6,8].

Z

Figura 2.11 - Fotoselecdo provocada por excitacdo com luz polarizada.

Os valores de anisotropia podem ser obtidos por espetroscopia de fluorescéncia através

da equacao:

= lyy — Glyy (2.13)
Iyy + 2GIyy

onde r se refere a anisotropia, Iv e lvy representam a intensidade de fluorescéncia obtida com o
polarizador de emissao na posicao vertical e horizontal, respetivamente, para luz de excitacédo
polarizada verticalmente; G ¢ o racio da sensibilidade do sistema de detecdo para luz de excitacdo
polarizada horizontalmente (G= lnv/ lun) € lnve lun Sd0 as intensidades de fluorescéncia obtidas
com o polarizador de emissao na posicao vertical e horizontal para luz de excitacao polarizada
horizontalmente.

Teoricamente, o valor de r maximo seria 1, se a populacdo de moléculas excitadas
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estivesse exatamente orientada paralelamente ao vetor elétrico da luz incidente. No entanto, devido
a fotoselecao o valor é reduzido para 0,4 pois, como foi referido anteriormente, a populacao de
moléculas excitadas pode apenas estar parcialmente orientada segundo este eixo. A luz polarizada
pode ter outras origens, tais como a reflexdo e difusdo de luz por parte da amostra. Quando as
medicdes de anisotropia sao superiores ao valor anteriormente referido, podemos considerar a
interferéncia de luz dispersa com os valores de anisotropia [6,8].

A emissdo de fluorescéncia de uma dada amostra pode tornar-se despolarizada devido a
difuséo rotacional do fluoroforo. Dado que a taxa de difuséo rotacional de uma molécula depende
da viscosidade do solvente e das caracteristicas estruturais da mesma (tamanho e forma), o estudo
dos valores de anisotropia (e, consequentemente, os movimentos rotacionais dos fluoroforos)
permite a aplicacao desta técnica nos mais variados campos de investigacao [8]. Numa solucdo
fluida, os valores de anisotropia sdo geralmente proximos de O devido a difusdo rotacional das
moléculas. Esta difusdo ocorre durante o tempo de vida do estado excitado e desloca o dipolo de
emissao do fluoroforo. Desta forma, é possivel relacionar os valores de anisotropia com o tempo
de vida do estado excitado e com a difusdo rotacional através da equacéo 2.14:

1 1 T
_=_(1+_> (2.14)
ron Tc

onde r é a anisotropia, ro € a anisotropia intrinseca (que seria observada na auséncia de difusao
rotacional), T ¢ o tempo de vida do estado excitado e T. corresponde ao tempo de difusdo
rotacional.

A medicao da anisotropia fornece informacado sobre o deslocamento angular relativo da
molécula fluorescente entre 0 momento de absorcao e de emissao [8]. Em meios pouco viscosos
estas moléculas podem rodar livremente, por essa razdo, durante o tempo de vida do estado
excitado (1-10 ns) as moléculas emitem luz de forma aleatéria, diminuindo assim a anisotropia da
amostra. Desta forma, sera possivel concluir que as medicOes de anisotropia serao sensiveis a
qualquer fator que afete a difusédo rotacional. Um exemplo ilustrativo € a membrana celular, pois
a difusao de compostos inseridos nesta ocorrem na escala dos nanossegundos e, por isso 0s
valores de anisotropia sdo sensiveis a sua composicao. De forma indireta, esta sera também

influenciada pela temperatura [8].

56



2.3.4 Transferéncia de energia (FRET)

FRET (do inglés Forster Resonance Energy Transfer) é um processo de transferéncia de
energia que ocorre entre uma espécie doadora (D) e uma espécie aceitante (A). O FRET permite
estudar interacdes moleculares e baseia-se na transferéncia de energia de excitacao eletronica,
nao radiativa, entre dois fluordforos [9]. De modo a ocorrer FRET é necessario que o doador tenha
um tempo de vida longo o suficiente, que as moléculas doadoras e aceitantes estejam a uma
distancia entre 1 e 10 nm e que o espetro de absorcao do fluordforo aceitante se sobreponha ao
espetro de emissao de fluorescéncia do doador, ou seja, que seja verificada uma condicao

ressonante [7,10] (figura 2.12).

Doador Aceitante
1 1
[ 1 1
abs. em. abs. em.

Comprimento de onda (nm)

Figura 2.12 - llustracdo da sobreposicdo dos espetros de emissdo do doador e de absorcéo do
aceitante. Adaptado de [7].

A transferéncia de energia depende da extensdo da sobreposicdo dos espetros de emissao
e absorcdo do doador e do aceitante, respetivamente, do rendimento quantico de fluorescéncia do
doador e da distancia entre o doador e o aceitante. A dependéncia da distancia resultou no uso
do FRET para determinar a distancia entre doadores e aceitantes em sistemas macromoleculares
[11].
A eficiéncia deste processo, ®rret, pode ser calculada a partir da equacao 2.15:
Fpa (2.15)

Qprer = 1 — F_
D
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em que Fpa € Fprepresentam a intensidade de fluorescéncia do doador na presenca do aceitante
e na auséncia do aceitante, respetivamente [7]. A partir da equacédo anterior é ainda possivel
determinar a distancia entre doador-aceitante (rap), através da seguinte expressao:

@) 1/6 (2.16)

Tap = Tp X (1 -
D

onde ro representa o raio de Forster, cujo valor varia entre 2 e 9 nm [10,11]. A eficiéncia desta

transferéncia de energia é inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre doador

e aceitante, tornando o FRET extremamente sensivel a pequenas alteracdes na distancia entre o

doador e aceitante. O raio de Forster (distancia critica) pode ser obtido pela sobreposicéo espetral,

J(A), entre a emissdo do doador e a absorcao do aceitador, de acordo com as equacdes 2.17 e

2.18 (com Ro em A, A em nm, ga(A) em ML cmY):

R, = 0.2108 [k2®Y n=*J(1)]V/® (2.17)
J = Jy IhMea()2*da (2.18)

onde k?= 2/3 é o fator orientacional, assumindo uma orientacao aleatéria das moléculas, (DOD é
o rendimento quantico de fluorescéncia do doador na auséncia de transferéncia de energia, n é o
indice de refracdo do meio, Ip(A) & o espetro de fluorescéncia do doador normalizado para que
fOOOID (A) dA =1, e €a(A) é o coeficiente de absorcdo molar do aceitante.

O rendimento quantico de fluorescéncia de um determinado composto é obtido
experimentalmente pelo método do padrao, que consiste na comparacéo da area espetral obtida
para o composto com a area obtida para uma referéncia (padrdo) com rendimento quantico de

fluorescéncia conhecido:

bs = <Aran§> s (2.19)

A F,n?

onde A é o valor da absorvancia no comprimento de onda de excitacao, F & a area de emissao
integrada e n ¢ o indice de refracdo do solvente. Os subscritos r e s referem-se a referéncia e a

amostra, respetivamente.
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2.3.5 Espetrofluorimetro

A figura 2.13 mostra o esquema basico de um instrumento que permite medir a
intensidade de fluorescéncia — espetrofluorimetro. Este aparelho inclui uma fonte de radiacao
continua (geralmente uma lampada de arco de xénon), dois monocromadores, o primeiro que tem
como objetivo selecionar o comprimento de onda de excitacao antes de a radiacao incidir na
amostra, e 0 segundo que se encontra apos a amostra, na direcao perpendicular a luz de excitacao
e que permite a selecdo de uma série de comprimentos de onda a serem medidos. Por fim, a
radiacao emitida é detetada e processada, dando origem ao espetro de emissao ou excitacdo. No
primeiro caso, é selecionado um comprimento de onda onde a amostra absorve (no primeiro
monocromador) e verificados todos os comprimentos de onda onde a amostra emite (segundo
monocromador). Nos espetros de excitacdo sao apresentados todos os comprimentos de onda
onde a amostra pode ser excitada (no primeiro monocromador sao selecionados uma gama de
comprimentos de onda e no segundo é fixo um comprimento de onda onde a amostra emite)

[2,6].

Fonte
Q — Monocromador —  Amostra
Monocromador
Processamento de
sinal
Detetor
—

P@>

Figura 2.13 - Representacao esquematica de um espetrofluorimetro.

Idealmente, os espetros de excitacdo e emissao registados representariam a intensidade
relativa dos fotdes por comprimento de onda. De modo a obter espetros com o minimo de erros
associados seria necessario que a fonte de radiacdo continua produzisse o mesmo numero de

fotdes em todos os comprimentos de onda, que 0 monocromador deixasse passar fotdes de todos
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0s comprimentos de onda com eficacia independentemente da polarizacéo da luz e que o detetor

identificasse fotdes de todos os comprimentos de onda [6].

2.2 Difusao Dinamica de Luz (DLS)

Tal como 0 nome sugere, a técnica de DLS consiste no estudo da interacdo entre um feixe
de luz monocromatico de comprimento de onda conhecido (geralmente um laser) e uma solucao
que contém particulas em movimento browniano, e a transformacéo da interacdo ao longo do
tempo [12].

Quando um feixe de luz monocromatico incide numa solucéo de particulas em suspensao,
a luz é difusa em todas as direcdes (difusdo de Rayleigh), dependendo do tamanho e forma das
particulas. A velocidade do movimento Browniano das particulas é definida pelo coeficiente de
difusdo translacional das mesmas e pode fornecer informacdes acerca das suas dimensdes.

Para a mesma temperatura, particulas maiores dispersam mais luz e movimentam-se
mais devagar, o que resulta em posicées semelhantes ao longo do tempo. Por outro lado,
particulas de menores dimensdes movem-se mais rapidamente, dispersando menos luz (figura
2.14). Ao incidir numa solucéo de particulas com movimento Browniano, a luz é dispersa a um
comprimento de onda diferente, dependendo do tamanho da particula. Essa diferenca no

comprimento de onda é chamada de Efeito Doppler [13].

Particulas pequenas, movimento rapido

SRRanueenunnuNNnNnnnunaNnNRnRNNRRRNRNRNRRRRNNNINARNINNINIIINT]Y 1

SO RN R RN RRanaRaaasRoRssRRRRsRRtsssIIIn

10 100 1000

Tempo ——
Tamanho (nm)

Particulas grandes, movimento lento
O o

SUNRINRRNRREN RN RO RO A RN OO RRR RN RNNRONeNaNRReateeaniiang
10 100 1000

Tempio Tamanho (nm)

Figura 2.14 - Movimento browniano de particulas em solucdo. Relacdo entre velocidade e
tamanho das particulas. Adaptado de [13].
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Apos atravessar a amostra, a luz dispersa é detetada por um fotomultiplicador, que se
move horizontalmente, posicionado a um determinado angulo relativamente a luz incidente.
Medindo o coeficiente de difusao translacional da particula através da curva de correlacao,
¢ possivel determinar o raio hidrodinamico, 7, utilizando a Equacéo de Stokes-Einstein e obter uma

descricdo do movimento das particulas:

. kT (2.20)
6mtrD

onde D é o coeficiente de difusao, k é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, n a
viscosidade do solvente. E importante ressalvar que o diametro obtido a partir do DLS corresponde
ao diametro hidrodinamico, ou seja, o diametro de uma esfera que possui 0 mesmo coeficiente
de difusdo que a particula. O coeficiente de difusdo depende nao sé do tamanho do nucleo da

particula, mas também da estrutura superficial, a concentracao e dos ides presentes no meio [14].

2.3 Difracao de Raios-X (XRD)

A descoberta dos raios- X em 1895 por Rontgen permitiu avancos em todas as areas
cientificas, sendo desenvolvidas varias técnicas de modo a tirar proveito das caracteristicas Unicas
destes. Este tipo de radiacao eletromagnética possui comprimento de onda compreendido entre
0.1 e 1 A, podendo interagir com a matéria através de trés mecanismos diferentes: efeito
fotoelétrico, dispersao de Compton e dispersdo de Thompson [15].

A difracao de raios-X foi desenvolvida em 1912 por Laue, Friedrich, e Knipping e tornou
possivel o estudo de materiais cristalinos [15]. Nesta técnica, a interacao predominante é a
dispersao de Thompson, onde os fotdes do feixe incidente e os fotdes emitidos possuem a mesma
energia [16,17]. A XRD permite obter informacado acerca da estrutura cristalina das particulas e
determinar o tamanho das mesmas.

Quando um feixe de raios-X incide numa amostra cristalina com arranjo atdomico periédico,

a amostra difrata 0s mesmos em diferentes direcdes [15,18]. A intensidade dos raios-X difratados
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depende nado so do arranjo atomico do cristal, mas também da espécie atdmica. Quando
consideramos a difracao de raios-X de um cristal, sé@o necessarias informacdes que dizem respeito
a capacidade de dispersao por atomo. Como o nucleo de um atomo é relativamente pesado em
comparacao com um fotdo, este ndo participara na dispersdo do mesmo. Por essa razado, a
capacidade de difratar raios-X depende apenas dos eletrdes do atomo [17].

Os feixes difratados geram fenomenos de interferéncia, que podem ser construtivos ou
destrutivos. No primeiro caso, em que estes geram fendmenos que produzem uma interferéncia
construtiva, ocorre a difracdo do feixe em direcdes bem definidas, conservando a energia inicial.
A direcdo e intensidade dos raios difratados dependem da simetria, do nimero atémico e da
distribuicao dos atomos na amostra fornecendo, desta forma, informacdes acerca da estrutura
tridimensional da amostra [18].

Quando consideramos dois planos de uma rede cristalina, a ocorréncia da difracdo de
raios-X é dependente da diferenca do caminho percorrido pelos feixes de raios-X difratados por 2
atomos de diferentes planos e do comprimento de onda da radiacao incidente. A nivel atémico
podemos supor que cada atomo constituinte da amostra, quando atingido por raios-X de um
determinado comprimento de onda, difrata a radiacdo. A configuracdo periddica dos atomos nos
cristais causa interferéncias de fase entre a radiacéo difratada e a radiacdo incidente. O feixe de
radiacdo incidente pode também penetrar os atomos na camada seguinte do cristal, que produzem
outro feixe difratado [19].

Para uma radiacao incidente monocromatica de comprimento de onda conhecido, a
difracdo da mesma ocorre quando a lei de Bragg é verificada [17]. Esta lei interpreta a difracao da

radiacdo incidente por atomos presentes num cristal e € descrita pela seguinte expressao:

2d sinf = A (2.21)

onde d representa a distancia entre planos atomicos e 0 representa o angulo de incidéncia.
Como os planos de difracao, as distancias entre planos, e as densidades atdmicas sao
caracteristicas especificas de cada material cristalino, o padrao obtido por difracdo de raios-X

também sera. Tendo em conta os picos do difratograma de XRD, é possivel deduzir o tamanho
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dos cristais, a partir da equacao de Scherrer:

. kA (2.22)
B cos@

na qual t representa o tamanho do cristal, B a largura a meia altura, k a funcdo da forma

geométrica da particula (geralmente assumimos o valor 0,9) e 0 representa o angulo de incidéncia.

2.4 Microscopia eletronica

Desde a sua descoberta, a microscopia eletronica permitiu a cientistas e engenheiros a
observacao de materiais a nanoescala, e das suas propriedades. A possibilidade da observacao
de particulas de tamanhos reduzidos levou ao desenvolvimento de nanotecnologias
completamente novas e também possibilitou desenvolvimentos notaveis a partir de engenharia
nanométrica de componentes [20].

O primeiro microscopio eletronico de varredura (SEM) foi desenvolvido em 1942 com os
primeiros instrumentos comerciais por volta de 1965 [21]. Os microscopios SEM foram projetados
principalmente para examinar a superficie de materiais, enquanto que 0s microscopios eletronicos
de transmissao (TEM) sado projetados principalmente para examinar a estrutura interna das
espécies. O TEM foi desenvolvido por Max Knoll e Ernst Ruska na Alemanha em 1931.Neste
microscopio é utilizado um feixe de eletrdes (com energias compreendidas entre 80 — 300 keV)
que interage e atravessa a amostra de modo a obter uma imagem em profundidade da mesma
[20,21].

Na microscopia eletronica de transmissao, € possivel visualizar a estrutura atomica da
amostra analisada [21]. O TEM ¢ geralmente a técnica mais utilizada para o estudo da estrutura
interna de nanossistemas, como fibras, filmes finos e nanoparticulas e permite medicoes precisas
e estudos em diferentes tipos de materiais, sendo que é possivel a observacdo a escala atomica
utilizado 0 modo HRTEM [21,22]. Os componentes chave de um TEM sao uma fonte de eletroes,
lentes que permitem o foco do feixe de eletrdes antes e apds a passagem pelo substrato analisado,
e um sistema de detecéo dos eletrdes transmitidos [20].

O TEM ¢é a técnica mais poderosa para determinar o tamanho e a morfologia das
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particulas, reportando o tamanho total da NP e fornecendo detalhes acerca da sua distribuicao de

tamanho, forma e também estrutura interna.

2.5 Testes em linhas celulares

0 ensaio da sulforodamina B (SRB) (figura 2.15), desenvolvido por Skehan e colegas [23],
permite medir a citotoxicidade induzida por compostos. O seu principio baseia-se na capacidade
do corante SRB se ligar de forma eletrostatica e dependente do pH a residuos de aminoacidos
basicos das proteinas das células. Desta forma, uma diminuicdo na proteina celular total causada

por um composto também pode ser usada como parametro de viabilidade celular.

H3C

Figura 2.15 - Estrutura da Sulforodamina B.

0 ensaio SRB apresenta-se como um ensaio ndo destrutivo e permanentemente estavel.
Esses avancos praticos tornam o ensaio SRB um ensaio adequado e sensivel a citotoxicidade
induzida mesmo em aplicacdes de grande escala. O ensaio SRB representa um ensaio adequado
e sensivel para medir a citotoxicidade induzida por compostos e € util para quantificar a
clonogenicidade das células e permite obter os valores de Glso, ou seja, a concentracdo necessaria
de composto capaz de inibir o crescimento em 50% das células [24,25]. O Gls é corrigido para a
contagem de células no tempo zero (inicio da exposicdo ao composto) e segue a seguinte

expressao:
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_ T =T, (2.23)
Gley = 100 X (c _T0>

onde T é a densidade 6tica apds a exposicao a uma determinada concentracao de composto, To

¢ a densidade otica no inicio da exposicao ao composto e C é a densidade dtica do controlo.
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Capitulo 3 - Procedimento experimental

Neste capitulo sera dado destaque ao procedimento experimental realizado ao longo da
dissertacdo. Todas as solucdes foram preparadas em solventes de grau espetroscopico e agua
ultrapura, esta ultima cedida pelo Departamento de Ciéncias da Terra.

As medidas de absorcao e fluorescéncia foram realizadas no Laboratério de Fotofisica do
Centro de Fisica da Universidade do Minho. Os espetros de absorcdo foram medidos num
espetrofotometro UV-Vis-NIR Shimadzu, modelo UV-3101PC. Os espetros de emissdo de
fluorescéncia foram medidos num espetrofluorimetro Fluorolog 3, com monocromadores duplos
na excitacao e emissao e um porta-amostras com controlo de temperatura. As medidas de
absorcdo e fluorescéncia foram efetuadas em células (em inglés, cuvettes) de absorcdo e
fluorescéncia de quartzo, de 10 nm de percurso 6tico.

As medidas de difusdo dinamica de luz (DLS) foram realizadas no Departamento de
Engenharia Biologica da Universidade do Minho.

Os estudos em linhas celulares foram efetuados no Centro de Investigacdo Montanha do

Instituto Politécnico de Braganca.

3.1 Preparacao das nanoparticulas de ferrites mistas de calcio e magnésio

Durante o desenvolvimento da tese, foram sintetizadas nanoparticulas de ferrites mistas
de calcio e magnésio e de ferrites de calcio pelo método de coprecipitacdo quimica (Figura 3.1).
Seguindo o procedimento descrito em Hirazawa et a/., 2008 [1] foram preparadas nanoparticulas
com diferentes proporcdes de calcio e magnésio. Para isso, foram utilizados os seguintes
reagentes:
e Sulfato de Magnésio (MgS0.), de massa molar 120,37 g-mol™*;
e Acetato de calcio hidratado ((CH3C0O0),Ca-H,0) de massa molar 158,17 g-mol;

e Cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCls-6H,0) de massa molar 270,3 g-mol™.

Os constituintes das nanoparticulas e as respetivas quantidades e concentracdes estdo

representados na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Componentes utilizados para a sintese por coprecipitacao e respetivas quantidades
(m) e a sua concentracao final (Cs).

Sulfato de Acetato de célcio  Cloreto de ferro (lll)
magneésio hidratado hexahidratado
m (g) - 0,158 0,54
CaFe204
Cs (M) — 0,5 1
m (g) 0,06 0,079 0,54
Mgo.sCao sFe;04
Ct (M) 0,250 0,250 1

Os constituintes descritos na tabela foram dissolvidos em 2 mL de agua ultrapura (grau
Milli-Q), de acordo com as proporcdes indicadas e esta solucao foi seguidamente adicionada, gota

a gota, a uma solucdo de NaOH (6 M, 1,4 mL) + 1,6 mL de H,0 previamente aquecida a 90 °C.

A amostra resultante foi lavada por decantacdo magnética, descartando o sobrenadante.

Acetato de calcio Cloreto de ferro (lll)
Sulfato de hidratado hexahidratado
Magnésio (MgS0a) ((CH3C00)2Ca-H20) (FeCls-6H20)

I A

Mistura dissolvida em
2 mL de agua UP

l

Adicionar gota a gota a
NaOH e H20 a 60 °C

}

Lavagem por
decantacao magnética

Secagem Overnight

Calcinacdo a 600 °C
durante 30 minutos

}

Nanoparticulas de CaFe204 e Mgo.sCao.sFe204

Figura 3.1 — Diagrama de fluxo do processo de sintese das nanoparticulas por coprecipitacao.
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As particulas foram calcinadas durante 30 minutos a 600 °C. No final, foram obtidos

178,6 mg de CaFe;04 e 131,3 mg de Mgo.sCapsFe;0s4.

3.2 Compostos baseados em diarilureias derivadas de tienopiridinas

Os compostos antitumorais (moléculas baseadas em diarilureias derivadas de
tienopiridinas) estudados foram sintetizados e purificados pelo Centro de Quimica da Universidade
do Minho. O seu potencial antitumoral foi avaliado em [2,3]. Na figura 3.2 estao representadas as

estruturas dos compostos utilizados neste estudo.

N N
| A\ - | A\
T S N S

H H H H

S NYN CF4 S NTN CF;

SRae| 10N NP

© Cl

Composto 1 Composto 2

Figura 3.2 - Estrutura dos compostos utilizados no estudo.

As massas molares destes compostos sdo 445,48 g.mol (composto 1) e 479,93 g.mol?
(composto 2). As solucdes-mae dos compostos foram preparadas em etanol, com uma

concentracio final de cerca de 2x104 M.

3.3 Estudo fotofisico dos compostos em solucao

As propriedades fotofisicas dos compostos foram avaliadas em varios solventes, através

de medidas de absorcao e de fluorescéncia. Os estudos foram efetuados com concentracgdes finais
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de 1x10° M, tanto para as analises de fluorescéncia como para as medidas de absorcdo. Os
solventes utilizados foram: acetato de etilo, acetonitrilo, ciclohexano, cloroférmio, diclorometano,
dioxano e etanol.

Todos os solventes possuem um comprimento de onda de cut-off de absorvancia UV-VIS,
este define-se como o comprimento de onda abaixo do qual o prdprio solvente absorve. Os

fornecedores dos solventes e 0s respetivos valores de cut-off estao representados na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Fornecedores dos solventes e valores de cut-off dos mesmos.

Fornecedor Acut-off (NnM)

Acetato de etilo Sigma-Aldrich 255
Acetonitrilo Sigma-Aldrich 190
Ciclohexano Sigma-Aldrich 200
Cloroférmio Sigma-Aldrich 245
Diclorometano Sigma-Aldrich 235
Dioxano Fluka 215
Etanol Applichem 205

3.4 Rendimento quéantico de fluorescéncia

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos compostos estudados foram determinados
a partir do método padrao ou referéncia (equacao 3.1), descrito em [4,5]. O rendimento quéantico
de fluorescéncia de cada composto é obtido a partir da comparacdo da area espetral obtida para
0s compostos com a area obtida para a referéncia com rendimento quantico de fluorescéncia

conhecido.

A, Fn? 3.1
¢S=< n)¢r (3.1)

A F,n?
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onde A ¢ o valor da absorvancia no comprimento de onda de excitacao, F é a area de
emissao integrada e n é o indice de refracdo do solvente. Os subscritos r e s referem-se a referéncia
e a amostra, respetivamente.

Como referéncia foi utilizada uma solucao de triptofano a pH=7.2 de concentracéao 1x10

>M, cujo rendimento quantico de referéncia (@,.) é 0,14 a 25 °C [6].

3.5 Preparacao dos lipossomas

Os lipidos utilizados na formulacdo dos lipossomas estdo representados na tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Lipidos utilizados na formulacédo de lipossomas, descricdo das solucdes stock dos
mesmos e fornecedores.

Lipidos Solucdes Stock Fornecedor
DODAB (brometo de
20 mM em etanol Sigma-Aldrich
dloctadecildimetilamadnio)
DPPC
20 mM em etanol Sigma-Aldrich
(dipalmitoilfostatidilcolina)
Egg-PC (fosfatidilcolina ou
180 mM em cloroférmio Sigma-Aldrich

lecitina do ovo)

Os lipossomas foram preparados através do método de injecdo etandlica [7,8]. Este
método foi inicialmente descrito em 1973 por Batrzi e Korn [7] como uma alternativa para a
sintese de SUVs sem necessidade de extrusdo. Consiste na co-injecdo de uma solucéo etanolica
de fosfolipidos e composto numa solucao tampao obtida a partir de uma solucao mista 0,2 M em
acido borico (Aldrich, MW=61,83 gmol?) e 0,05 M em acido citrico (Aldrich, MW=210,14 g.mol™?)
e de uma solucdo 0,1 M de fosfato de sdédio decahidratado (Aldrich, MW=380,12 g.mol?),de
pH=7,4. Para a preparacao dos lipossomas, a mistura fosfolipido+composto foi adicionada gota a
gota ao tampao, sob agitacdo vigorosa. Para a formacao das vesiculas de DPPC e de DODAB, a
solucdo tampéo foi previamente aquecida a cerca de 60 °C, de modo a estar acima da temperatura

de transicao, T destes lipidos. No caso dos lipossomas com Egg-PC, a injecdo do mesmo foi
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efetuada gota a gota em solucdo tampao a temperatura ambiente, pois, a esta temperatura o lipido
ja se encontra na sua fase liquido cristalina [81].

A agitacao constante e vigorosa vai permitir a dissipacao de energia, levando a que os
fragmentos de bicamadas planares originalmente formados diminuam a exposicdo das partes
hidrofébicas dos seus constituintes ao ambiente aquoso, resultando na curvatura dos fragmentos,

formando estruturas aproximadamente esféricas denominadas lipossomas [8].

3.6 Estudo fotofisico dos compostos em lipossomas

0 comportamento dos compostos em vesiculas lipidicas (lipossomas) foi também alvo de
estudo. Para esse efeito, os compostos foram incorporados em lipossomas com concentracdo de
5x10° M.

Foram também preparados lipossomas de Egg-PC com colesterol numa proporcao de
(7:3). O colesterol representa cerca de 20-30 mol% da membrana lipidica das células animais,

permitindo a estabilizacdo da membrana quando esta se encontra na fase liquido-cristalina [9].

3.7 Medidas de anisotropia

Neste trabalho, foram estudados os efeitos de varios lipidos na composicdo da bicamada
lipidica nos valores de anisotropia dos farmacos (moléculas fluorescentes), inseridos nesta. Como
os lipidos possuem uma temperatura a partir da qual ficam mais fluidos e oferecem menos
restricoes de movimento aos fluoréforos (Tm) (ver capitulo 1, seccdo 1.2.2), quando a amostra se
encontra acima desta temperatura, os lipidos da membrana perdem rigidez e, por essa razao, o
meio em que as moléculas estao inseridas torna-se mais fluido, diminuindo a anisotropia por
consequéncia do aumento da difusdo rotacional das moléculas fluorescentes.

A localizacao dos compostos nas diferentes estruturas foi estudada por anisotropia de
fluorescéncia em estado estacionario. Estas medidas foram conseguidas através da obtencao de

espetros de fluorescéncia com recurso a polarizadores.
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3.8 Encapsulamento das nanoparticulas e compostos em lipossomas

O encapsulamento das nanoparticulas em lipossomas foi realizada através de dois
métodos.

O primeiro método consiste na adicdo gota a gota de mistura de lipidos (103 M) e
composto (10>M) em etanol numa solucdo aquosa de nanoparticulas dispersas (4x10% M) sob
vortex. Através deste método, sdo obtidos magnetolipossomas aquosos [11,12]. No final efetua-se
lavagem por decantacdo magnética de moda a remover as nanoparticulas nao encapsuladas, em
que é guardado o sobrenadante onde estao presentes os AMLs.

Para a formacao de magnetolipossomas solidos, foi seguido o método desenvolvido por
Rodrigues et al. (2015,2016) em [13,14]. As nanoparticulas (3x10* M) foram dispersas em 10
WL de agua ultrapura e ultrasonicou-se a dispersao. De seguida, foram adicionados 3 mL de
cloroformio e a mistura é aquecida, de modo a ficar acima da Tr, do lipido em questao aquando
da injecao do mesmo. O lipido é, entéo, injetado rapidamente a mistura sob agitacdo constante
de modo a formar a primeira camada lipidica. De seguida, a solucao é lavada por decantacao
magnética de modo a remover o lipido em excesso, adicionando, no fim de cada lavagem, 3 mL
de H,0. A segunda camada lipidica é formada por injecao do lipido na solucao aquosa contendo
as nanoparticulas (ja com uma camada lipidica). Os magnetolipossomas resultantes sdo lavados

e purificados por centrifugacdo, de forma a preservar a estrutura dos mesmos.

3.9 Estudos de interacado com modelos de membrana celular

3.9.1 Interacao dos AMLs com modelos de membrana

Os modelos membranares sao Uteis para estudar muitos processos celulares, incluindo
interacdes nao-especificas com magnetolipossomas. Como modelos de membrana, foram
utilizados GUVs (Giant Unilamellar Vesicles) de lecitina de soja (10 M, 776 g-mol™). Estes foram
preparados a partir da hidratacao de filme lipidico com 40 pL de H,0, seguida da incubacao do

mesmo durante 30 minutos a cerca de 45 °C. De seguida, foram adicionados 5 mL de glucose

0,1 M e a solucao resultante foi incubada durante duas horas a 37 °C. Por fim, a solucéo foi
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centrifugada durante 30 minutos a 12000 rotaces por minuto de modo a eliminar agregados
moleculares de pequenas dimensoes [15,16].

A avaliacao da interacao nao-especifica dos magnetolipossomas aquosos com modelos de
membranas (GUVs) foi estudada por transferéncia de energia de ressonancia (FRET). Este
processo fotofisico permite estudar interacdes moleculares e baseia-se na transferéncia de energia
de excitacao eletronica, nao radiativa, entre dois fluoréforos [17]. Na figura 3.3 esta representada
a sobreposicdo espetral entre dois fluordforos, necessaria para a ocorréncia de FRET.

Como marcadores fluorescentes, foram utilizadas as sondas curcumina (doador) e Nile

Red (aceitante) a uma concentracdo de 2x10°® M. A estrutura destes marcadores esta

representada na figura 3.3.

//\T
OCH3 OCH;3 Z NaN
HO. OH | |
X N
S UUU S ST
= J
0O O HyC

Curcumina Nile Red

— Absorvancia Nike Red

= = = Emiss3o Curcumina

Figura 3.3 - Estrutura dos marcadores fluorescentes e sobreposicao espetral.

Desta forma, quando ocorre a fusdo com os GUVs, a distancia entre o doador e o aceitante
aumenta. Isto é verificado através de um aumento na intensidade de fluorescéncia da emissao do

doador e diminuicdo da intensidade na banda de emissao do aceitante (figura 3.4).
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Curcumina
@ Nile Red

Figura 3.4 - Interacdo com modelos membranares por FRET.

3.9.2 Estudos de interacdo com modelos membranares por unquenching

A interacao nao especifica dos magnetolipossomas sélidos com modelos celulares (GUVS)
foi avaliada por alteracoes na emissao de fluorescéncia do fluoréforo incorporado. Devido ao fato
de os SMLs possuirem maior concentracao de nanoparticulas e de estas absorverem numa grande
regiao espetral, a emissdo de fluorescéncia por parte do fluordforo podera ser inibida, devido a
proximidade entre o cluster de nanoparticulas e o mesmo (guenching). Ocorrendo interacdo com
0s GUVs, o aumento da distancia entre o cluster de nanoparticulas e a sonda fluorescente NBD-

C12-HPC, fara aumentar a fluorescéncia da sonda (figura 3.5).

Fusao membranar

ﬂ NBD-C,,-HPC

Figura 3.5 — Estrutura da sonda NBD-C1,-HPC e interacdo dos SMLs com modelos membranares
por unquenching.
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3.10 Calculo da eficiéncia de encapsulacao dos compostos

0 célculo da eficiéncia de encapsulacao, EE (%), dos compostos foi determinada através
do método descrito em [20]. Apds a preparacdo dos magnetolipossomas carregados com 0s
compostos, seguindo o processo descrito anteriormente neste capitulo, os mesmos foram
centrifugados durante 10 minutos a 4000 rpm. Na figura 3.6 esta representado o resultado obtido

apds a centrifugacao.

Ead>
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Figura 3.6 - llustracdo representativa do resultado obtido apds a centrifugacao dos
Magnetolipossomas. A- Composto encapsulado; B- Composto ndo encapsulado. Adaptado de [19].

Apds a centrifugacdo, foram obtidos os espetros de emissdo do composto nao
encapsulado (B) e do composto encapsulado (A), determinando assim as concentracdes a partir
da curva de calibracao obtida anteriormente. Foram realizadas trés medidas para cada sistema e

a eficiéncia de encapsulamento dos compostos foi obtida a partir da equacao 3.2.

Concentracdo Total - Concentracdo do composto nao encapsulado (3.2)

EE (%) =
%) Concentracéo Total
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3.11 Testes em linhas celulares

Foram preparados magnetolipossomas sélidos e aquosos com diferentes composicdes
com os compostos 1 ou 2 incorporados com diferentes concentracdes. Foi avaliada a toxicidade
in vitro destes compostos para as seguintes linhas celulares tumorais humanas: MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (cancro do pulmao de células nao-pequenas), Hela
(carcinoma cervical) e HepG2 (cancro hepatico). A linha celular PLP2 (células normais) foi utilizada
de modo a estudar a toxicidade dos nanossistemas em tecidos saudaveis. Foi também avaliada a
toxicidade dos compostos estudados nas linhas (sem os nanotransportadores). Estes compostos
foram dissolvidos numa solucdo de 5% de DMSO, para uma concentracdo final de 10 mM. As
linhas celulares foram obtidas no Instituto Liebniz DSMZ - German Collection of Microorganism
and Cell Cultures.

As células foram mantidas como culturas de células aderentes em meio RPMI-640
contendo 10% de sérum fetal de bovino (FBS) inativado por calor, a 37°C num incubador com ar
humidificado contendo 5% de CO,. Cada linha celular foi plagueada a uma densidade adequada
(1x10* células por poco) em placas de 96 pocos e deixada durante 24 h, de modo a aderir. As
células foram entado tratadas com diferentes solucdes durante 48 h. Apos este periodo de
incubacao, as células foram fixadas adicionando tetracloroanisol (TCA) 10% frio (100 uL) e
incubadas a 4 °C durante 60 minutos. As placas foram entao lavadas com agua desionizada e
secas. Uma solucao de SRB (0.1% em 1% de acido acético, 100 uL) foi adicionada a cada poco e
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente. A SBR nao ligada foi removida através da
lavagem com acido acético (1%). As placas foram secas e a SRB ligada foi solubilizada com 10
mM de tampéao Tris-HCI (200 plL, pH=7,4). A absorvancia foi medida a 540 nm num leitor de
microplacas. Os resultados foram expressos em valores de Glsp, ou seja, a concentracdo de

farmaco que inibe 50% do crescimento celular.

81



3.12 Referéncias bibliograficas do capitulo 3

[1] H. Hirazawa, S. Kusamoto, H. Aono, T. Naohara, K. Mori, Y.Hattori, T.Maehara, and Y.
Watanabe, “Preparation of fine Mgl-XCaXFe204 powder using reverse coprecipitation method for
thermal coagulation therapy in an ac magnetic field,” Journal of Alloys and Compounds, vol. 461,

no. 1-2, pp. 467-473, 2008.

[2] V. A. Machado, D. Peixoto, R. Costa, H. J. C. Froufe, R. C. Calhelha, R.M. V. Abreu, I.C. F.
R. Ferreira, R. Soares, and M.J. P. Queiroz., “Synthesis, antiangiogenesis evaluation and molecular
docking studies of 1-aryl-3-[(thieno[3,2-b]pyridin-7-ylthio)phenyl]ureas: Discovery of a new
substitution pattern for type | VEGFR-2 Tyr kinase inhibitors,” Bioorganic & Medicinal Chemistry,
vol. 23, no. 19, pp. 6497-6509, 2015.

[3] V. A. Machado, D. Peixoto, M. J. Queiroz, and R. Soares, “Antiangiogenic 1-Aryl-3-[3-
(thieno[3,2- b ]pyridin-7-ylthio)phenyl]ureas Inhibit MCF-7 and MDA-MB-231 Human Breast Cancer
Cell Lines through PI3K/Akt and MAPK/Erk Pathways,” Journal of Cellular Biochemistry., no. April
2016, pp. 1-24, 2016.

[4] S. Fery-Forgues and D. Lavabre, “Are Fluorescence Quantum Yields So Tricky to Measure?
A Demonstration Using Familiar Stationery Products,” Journal of Chemical Education, vol. 76, no.

9, pp. 1260-1264, 1999.

[5] D. F. Eaton, “Reference materials for fluorescence measurement,” FPure and Applied

Chemistry., vol. 60, no. 7, pp. 1107-1114, 1988.

[6] E. P. Kirby and R. F. Steiner, “The Influence of Solvent and Temperature upon the
Fluorescence of Indole Derivatives,” Journal of Physical Chemistry A., vol. 74, no. 26, pp. 4480-

4490, 1970.

[7] S. Batzri and E. D. Korn, “Single bilayer liposomes prepared without sonication, ” B5A
Biomembranes, vol. 298, pp. 1015-1019, 1973.

[8] C. Charcosset, A. Juban, J. P. Valour, S. Urbaniak, and H. Fessi, “Preparation of liposomes
at large scale using the ethanol injection method: Effect of scale-up and injection devices,”

Chemical Engineering Research and Design, vol. 94, pp. 508-515, 2015.

82



[9] J. Li, X. Wang, T. Zhang, C. Wang, Z. Huang, X. Luo, and Y.Deng., “A review on
phospholipids and their main applications in drug delivery systems,” Asian Journal of

Pharmaceutical Sciences, vol. 10, no. 2, pp. 81-98, 2014.

[10] M. C. Rheinstadter and O. G. Mouritsen, “Small-scale structure in fluid cholesterol-lipid

bilayers,” Current Opinion in Colloid & Interface Science, vol. 18, no. 5, pp. 440-447, 2013.

[11] T. Indira, “Magnetic Nanoparticles: A Review,” /nternational Journal of Pharmaceutical

Sciences and Nanotechnology., vol. 3, no. 3, pp. 1035-1042, 2010.

[12] L. L. Vatta, R. D. Sanderson, and K. R. Koch, “Magnetic nanoparticles : Properties and
potential applications,” Advanced Materials, vol. 78, no. 9, pp. 1793-1801, 2006.

[13] A.R.O. Rodrigues, I. T. Gomes, B. G. Almeida, J. P. Araujo, E. M. S. Castanheira, and P.
J. G. Coutinho, “Magnetic liposomes based on nickel ferrite nanoparticles for biomedical

applications,” Physical Chemistry Chemical Physics, vol. 17, no. 27, pp. 18011-18021, 2015.

[14] A. R. O. Rodrigues, J. M. F. Ramos, |. T. Gomes,B.G. Almeida,J. P. Aratjo,M.J.R. P.
Queiroz, P.J. G. Coutinho and E.M. S. Castanheira, “Magnetoliposomes based on manganese
ferrite nanoparticles as nanocarriers for antitumor drugs,” ASC Advances, vol. 6, no. 21, pp.

17302-17313, 2016.

[15] Y. Tamba, H. Terashima, and M. Yamazaki, “A membrane filtering method for the
purification of giant unilamellar vesicles,” Chemistry and Physics of Lipids, vol. 164, no. 5, pp.

351-358, 2011.

[16] T. Tanaka, Y. Tamba, S. M. Masum, Y. Yamashita, and M. Yamazaki, “La3+ and Gd3+
induce shape change of giant unilamellar vesicles of phosphatidylcholine,” Biochimica et

Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, vol. 1564, no. 1, pp. 173-182, 2002.

[17] A.R.O. Rodrigues, |. T. Gomes, B. G. Almeida, J. P. Araujo, E. M. S. Castanheira, and P.
J. G. Coutinho, “Magnetoliposomes based on nickel/silica core/shell nanoparticles: Synthesis and

characterization,” Materials Chemistry and Physics, vol. 148, no. 3, pp. 978-987, 2014.

[18] A.R.O. Rodrigues, B. G. Almeida, J.M. Rodrigues, M. J. R. P. Queiroz, R. C. Calhelha, .
C. F. R. Ferreira, A. Pires, A. M. Pereira, J. P. Araujo, P. J. G. Coutinho and E. M. S. Castanheira,
“Magnetoliposomes as carriers for promising antitumor thieno[3,2-4]pyridin-7-arylamines:

photophysical and biological studies,” ASC Advances, vol. 7, no. 25, pp. 15352-15361, 2017.

83



[19] “Lab Supply Outlaws,” EMD Millipore Amicon Ultra-0.5 and Ultra-2.0 Centrifugal Filter
Units, 2018. [Online]. Available: https://www.labsupplyoutlaws.com/emd-millipore-amicon-ultra-

0.5-and-ultra-2.0-centrifugal-filter-units.htm.

84



85

Capitulo 4



86



Capitulo 4 — Resultados e discussao

Neste capitulo serao apresentados os resultados obtidos no decorrer do trabalho.
Inicialmente, serao discutidos os resultados relativos as propriedades das nanoparticulas, seguidos
do estudo fotofisico dos compostos em varios solventes e em membranas lipidicas. Apos isso,
serao analisados os resultados referentes aos magnetolipossomas, nomeadamente as provas da
sua formacao, tamanho e, finalmente, o encapsulamento dos compostos nos mesmos. Em ultimo
lugar, serao apresentados os resultados obtidos para estes nanossistemas em testes de linhas

celulares.

4.1 Caracterizacao fotofisica e estrutural das nanoparticulas

4.1.1 Difracao de Raios-X

A analise dos difratogramas das nanoparticulas sintetizadas foi efetuada com a utilizacao
do software Match!. No entanto, os dados obtidos representam uma analise preliminar, devendo
posteriormente realizar-se uma analise de Rietveld.

Na figura 4.1 estao representados os difratogramas obtidos por XRD das nanoparticulas
de ferrites mistas de magnésio e calcio (MgosCaosFe204) e ferrite de calcio (CaFez04). E possivel
verificar a presenca dos picos caracteristicos deste tipo de estruturas em espinela (parcialmente
invertida), marcados pelos seus indices de Miller (space group F d -3 m, CIF 1011245).

0 tamanho das cristalites foi calculado a partir da equacao de Scherrer (equacao 2.22)
(20 = 34,17 para CaFe,04e 20 = 35,62 para Mgo.sCao sFe20a). Através desta, foi possivel verificar
que a dimensao das cristalites, tanto de CaFe204 como de Mgp sCao sFe;04, rondam os 9 nm (8,68
nm para as nanoparticulas de CaFe,04e 8,72 nm para as de MgosCaosFe204), 0 que se encontra
em concordancia com os valores reportados na literatura para o método de sintese em foco, para
a mesma temperatura de calcinacado [1]. O uso da equacdo de Scherrer com o objetivo da
determinacao do tamanho da cristalite € cada vez mais comum na literatura. No entanto, apesar

de ser uma medida que permite ter uma nocao geral das dimensdes das particulas, esta medida
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apresenta algumas limitacées. De modo a aplicar de forma confiavel esta analise, é necessario ter
em consideracao alguns aspetos importantes como, por exemplo, fatores instrumentais (fonte de
raios-X) e fatores relativos a amostra, como a funcdo da forma geométrica da particula (k), entre
outros. Se tais aspetos nao forem tidos em conta, a informacao resultante pode ser imprecisa.

O uso de fontes ndo-monocromaticas de raios-X pode implicar alargamentos de picos,
enquanto que o valor de k depende de uma série de fatores, incluindo a morfologia do cristal e a
homogeneidade da amostra, sendo que este valor é, muitas vezes considerado 0,9
independentemente da morfologia das particulas. Por outro lado, esta equacdo permite-nos
determinar o tamanho das cristalites, o que pode nao corresponder as dimensbes das
nanoparticulas, podendo originar um viés de informacao [2]. Desta forma, o valor obtido através

desta equacao deve ser meramente indicativo, sendo necessario o estudo das dimensdes e

homogeneidade das nanoparticulas a partir de microscopia.
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Figura 4.1 - Difratogramas de XRD obtidos para a MgosCaosFe204 (a) e as ferrites de magnésio

CaFe;04 (b)
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Através da analise do difratrograma, € possivel assumir a sintese das nanoparticulas,
sendo que ambas apresentam estrutura parcialmente invertida, pois em ambas as amostras sao
identificadas estruturas normais e invertidas.

Os padrdes de XRD mostram picos ligeiramente alargados, que podem advir de fatores
instrumentais, de falhas na rede cristalina ou do tamanho reduzido das cristalites [3]. Esta
condicao ja foi verificada para outros métodos de sintese, tal como sol-gel [4]. Uma forma de evitar
este alargamento seria, no caso da sintese por coprecipitacao, aumentar a temperatura de
calcinacao [1]. Em [5], foi verificado o desvio dos picos para menores valores de 20 em ferrites

mistas de calcio e magnésio, o que pode ser explicado devido a substituicio parcial do ido Fe’*

pelo G0 Mg 2* na estrutura cristalina em consequéncia de este possuir menor raio ionico.

4.1.2 Espetroscopia de absorcao UV-Visivel

Na figura 4.2 esta representado o espetro de absorcao das nanoparticulas sintetizadas.
Através da sua analise é possivel verificar que estas possuem um largo espetro de absorcao. Desta
forma, quando estas se encontram inseridas no mesmo sistema que sondas ou compostos
fluorescentes, pode ocorrer diminuicao da fluorescéncia detetada ou guenching. Este efeito ja foi
verificado para outras nanoparticulas de ferrites [6-9], sendo que existem diversos estudos que
utilizam esta caracteristica para varias aplicacdes, tais como detecdo de trombina [10] e de

nanoparticulas em sistemas [11].
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Figura 4.2 - Espetros de absorcao das nanoparticulas sintetizadas.
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E possivel verificar que as nanoparticulas absorvem significativamente nas zonas de
emissdo dos compostos (entre os 300 e 450 nm), o que provoca uma diminuicdo significativa da
fluorescéncia detetada quando os compostos e as nanoparticulas se encontram no mesmo
sistema. Este processo, denominado quenching, permite estabelecer a proximidade entre as

nanoparticulas e 0s compostos e, consequentemente, assumir a formacdo de magnetolipossomas.

4.1.3 Microscopia eletronica

Na figura 4.3 estdo representadas imagens de microscopia eletrénica de varrimento das
nanoparticulas sintetizadas. Através da analise das mesmas, & possivel verificar o tamanho
reduzidos das nanoparticulas, o que se encontra em concordancia com os resultados obtidos no

XRD. E possivel ainda observar agregados e particulas de maiores dimensées.

: - ; &

Figura 4.3 - Imagens de TEM das nanoparticulas sintetizadas: A: CaFe,04; B: Mgo.sCao.sFe;0a.

4.1.4 Propriedades magnéticas

Todas as nanoparticulas sintetizadas a partir do procedimento descrito no capitulo
anterior apresentam comportamento magnético, uma vez que ¢ percetivel a sua resposta imediata

apos a aplicacao de um estimulo magnético. Na figura 4.4 esta representada, a titulo de exemplo,
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uma fotografia do comportamento das nanoparticulas de CaFe;04 na presenca e na auséncia de

um campo magnético. Apos retirar o campo magnético, é possivel verificar a inexisténcia de

magnetizacao remanescente, indicando que estas particulas podem apresentar comportamento

superparamagnético.

Figura 4.4 - Comportamento magnético das nanoparticulas de ferrite de calcio (CaFe,04) na
presenca (esquerda) e auséncia (direita) de um campo magnético.

Tendo em conta as dimensdes das nanoparticulas, podemos afirmar que estas se
encontram abaixo do diametro critico necessario para apresentar superparamagnetismo.

No periodo em que decorreram os trabalhos da tese ndo foi possivel realizar ensaios de
modo a apurar as propriedades magnéticas das nanoparticulas. No entanto, através da analise da
literatura € possivel afirmar que as nanoparticulas apresentam comportamento

superparamagnético [1,4,12].

4.2 Estudo fotofisico dos compostos em varios solventes

Os compostos estudados apresentam valores de concentracdo inibitéria de
crescimento (Glsp) muito baixos para varias linhas celulares tumorais humanas, em especial linhas

de cancro da mama [13]. O estudo do comportamento fotofisico destes compostos em varios
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solventes e em lipossomas &, por isso, de extrema importancia, pois permite determinar a
afinidade dos compostos para meios polares e apolares, por exemplo. Deste modo, numa fase
inicial, as propriedades de absorcao e florescéncia dos compostos estudados foram avaliadas em
varios solventes com diferentes caracteristicas. As figuras 4.5 e 4.6 mostram os espectros de

absorcao dos compostos estudados em varios solventes.
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Figura 4.5 - Espetros de absorvancia do composto 1 em solucdo (10 M) em varios solventes.
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Figura 4.6 - Espetros de absorvancia do composto 1 em solucdo (10> M) em varios solventes.

A partir dos espetros de absorcdo dos compostos em diferentes solventes, é possivel

verificar que os compostos apresentam um comportamento semelhante em termos de absorcao
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e que absorvem entre 0s 250 e 0s 320 nm, sendo que apresentam o maximo de absorcao a cerca
de 260 nm. Desta forma, todos os estudos de fluorescéncia foram efetuados utilizando este
comprimento de onda de excitacao. Para o composto 2, & possivel verificar baixa absorcao para o

solvente ciclohexano, o que pode ser explicado, por exemplo, por baixa solubilidade do composto

neste solvente.
Nas figuras 4.7 e 4.8 estao representados os espetros de fluorescéncia normalizados dos

compostos estudados.

1,0 4

\ ) —— Etanol
T —— Diclorometano
’ Acetonitrilo

| Acetato de Etilo

054/

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

0,0 T T T T T
300 350 400 450

A(nm)

Figura 4.7 - Espetros de fluorescéncia do composto 1 em solucdo (10> M) em etanol,

diclorometano, acetonitrilo e acetato de etilo, como exemplos.
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Figura 4.8 - Espetros de fluorescéncia do composto 2 em solucdo (10> M) em etanol,

diclorometano, cloroférmio, acetonitrilo, acetato de etilo e agua.
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Como é possivel verificar pela analise das figuras, ambos os compostos apresentam
fluorescéncia em varios solventes, independentemente da sua polaridade e da sua capacidade, ou
nao, de gerar pontes de hidrogénio. No entanto, nenhum dos compostos apresenta fluorescéncia
em agua, o que demonstra o seu carater hidrofébico e pode ser explicado pela interacdo através
de pontes de hidrogénio com a agua, forte o suficiente para inibir a fluorescéncia neste solvente.
Este fenomeno ja foi reportado em estudos fotofisicos de outros derivados de tienopiridinas [14].
O estudo de emisséo de fluorescéncia de ambos 0s compostos em solventes polares e apolares,
evidenciou a presenca de duas bandas de emissao que podem corresponder a duas espécies
fluorescentes cuja proporcao varia para os diferentes solventes.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia e os maximos de absorcao e emissao para 0s
dois compostos estudados encontram-se na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Comprimentos de onda maximos de absorcédo (Aabs) € emissdo (Aem), coeficiente de

absorcao molar (€) e rendimento quantico de fluorescéncia (dr) para os compostos 1 e 2 em
varios solventes.

Aabs/NM (€/104M-Lecm-) Aem(nm) o
Solventes
1 2 1 2 1 2
267 (0,4558)
261 (0,404) 310 332
Etanol 295 (0,1322) 0,004 0,002
307 (0,078) 424 428
305 (0,0997)
265 (0,1230)
258 (0,256) 330
Ciclohexano 295 (0,0385) — 0,003 0,003
305 (0,053) 396
306 (0,0306)
266 (0,4875)
259 (0,311) 311 334
Acetato de Etilo 296 (0,1234) 0,005 0,002
306 (0,047) 356 395
305 (0,0951)
260 (0,4026)
259 (0,361) 334
Cloroformio 297 (0,1254) - 0,002 0,001
307 (0,098) 395
308 (0,0924)
263 (0,4013) 322
255 (0,498) 332
Diclorometano 297 (0,1118) 388 0,003 0,001
308 (0,090) 402
307 (0,0823) 411
265 (0,4661)
259 (0,404) 334
Dioxano 295 (0,1177) - 0,007 0,001
306 (0,079) 395
306 (0,0836)
265 (0,4571) 299
259 (0,480) 307
Acetonitrilo 295 (0,0385) 358 0,002 0,003
306 (0,074) 407
306 (0,0306) 372
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Relativamente aos rendimentos quanticos de fluorescéncia, é possivel verificar que os
compostos apresentam muito baixo valor de rendimento, o que pode dificultar a analise de alguns

dados e afetar alguns estudos.

4.3 Estudo dos compostos em membranas lipidicas

Foram efetuados estudos de emissdo de fluorescéncia dos compostos quando se
encontram em membranas lipidicas. Os compostos (5x10° M) foram incorporados em lipossomas
de diferentes composicdes e cargas a superficie. Foram preparados lipossomas de DPPC (lipido
zwitterionico), DODAB (lipido catidnico), Egg-PC (mistura de lipidos Zwitteridnicos) e mistura Egg-
PC: Colesterol (7:3). Desta forma, foi estudada a fluorescéncia do composto acima da temperatura
de transicao (55 °C) e abaixo da temperatura de transicéo (25 °C) de cada fosfolipido.Como ja
referido, & temperatura ambiente os lipidos DPPC e DODAB encontram-se na fase ordenada, por
outro lado,o lipido Egg-PC, encontra-se na fase desordenada ou liquido-cristalina, pois a sua
temperatura de transicéo é extremamente baixa [15].

Na figura 4.9 estao representados, a titulo de exemplo, os espetros de fluorescéncia

normalizados do composto 2 incorporados em lipossomas.
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Figura 4.9 - Espetros de fluorescéncia normalizados do composto 2 (5x10® M) em membranas
lipidicas (10 M) de DODAB, DPPC, Egg-PC e Egg-PC: Colesterol, a temperatura de 25 °C e 55
°C.
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Ambos os compostos apresentam fluorescéncia em lipossomas, o que pode indicar que
estes estdo maioritariamente localizados na regiao da bicamada lipidica. Uma vez que estes nao
fluorescem em agua, podemos afirmar que os compostos serao transportados na zona hidrofobica
da bicamada.

Com o aumento da fluidez da membrana, ocorre um desvio para menores comprimentos
de onda (desvio hipsocrémico) para a maior parte dos sistemas estudados (exceto para o lipido
DODAB), como verificado em [16]. No caso dos lipossomas de DODAB, é possivel verificar um
alargamento da banda de emissao de maiores comprimentos de onda, indicando que o composto
se localiza num ambiente mais hidratado, ou seja, mais proximo da zona polar do lipido. Este
desvio foi verificado para outros compostos derivados de tienopiridinas para lipossomas de

composicao semelhante [14].

4.3.1 Estudos de anisotropia em lipossomas

Uma vez que a anisotropia € dependente da viscosidade do meio em que a molécula
fluorescente estd inserida, a localizacdo dos compostos nos lipossomas foi estudada por
anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario (r).

As medidas foram obtidas acima e abaixo da T para os varios lipidos, exceto para Egg-
PC e Egg-PC:Ch(7:3). Estas medidas foram adquiridas através da obtencdo de espetros de
fluorescéncia com recurso a polarizadores. Os valores de anisotropia dos compostos em
lipossomas encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Valores de anisotropia de fluorescéncia (r) dos compostos e valores de comprimentos

de emissdo maximos do composto 2 (A.) em lipossomas a 25 °C e a 55 °C. Valores de anisotropia
de fluorescéncia dos farmacos em Glicerol (25 °C) para comparacao.

Composto 1 Composto 2
T(°C) r Aem (Nm) r
25 - 345 411 0,181
DODAB
55 — 350 406 0,115
Egg-PC 25 0,199 — 394 0,155
Egg-PC:Ch(7:3) 25 — — 395 0,131
25 0,298 326 398
DPPC 0,146
55 0,233 327 397 0,120
Glicerol 25 0,308 305 380 0,225
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Devido aos valores de anisotropia elevados, é possivel assumir que os compostos se
localizam mais proximos das extremidades polares dos lipossomas, pois a microviscosidade da
membrana diminui com o aumento da distancia as cabecas polares do mesmo. Por essa razao,
valores de anisotropia elevados permitem confirmar a proximidade entre os compostos e as
cabecas polares [17,18]. Estes valores indicam que os farmacos se localizam na bicamada
lipidica, ocorrendo alteracdes nos valores de anisotropia com o aumento da temperatura, sendo a
transicao da fase gel para a fase liquido-cristalina dos lipidos claramente detetada pelos farmacos.

Com o aumento da temperatura, é possivel verificar o decréscimo nos valores de
anisotropia. Este decréscimo pode ser explicado pela equacdo 2.14, que relaciona os valores de
anisotropia com o tempo de vida do estado excitado e com o tempo de difusao rotacional.

Sabendo que a taxa de difusdo rotacional de uma molécula fluorescente depende da
viscosidade do solvente e das caracteristicas estruturais (tamanho, forma) da mesma [19], numa
solucao fluida, os valores de anisotropia sdo geralmente préximos de O devido a rapida difusédo
rotacional das moléculas. Por essa razdo, quando a temperatura ¢ aumentada para 55 °C, os
lipidos passam para a sua fase liquido-cristalina e as moléculas podem rodar livremente. Como
consequéncia, durante o tempo de vida do estado excitado (em geral, 1-10 ns) as moléculas
emitem luz de forma aleatéria diminuindo, assim, a anisotropia da amostra. Desta forma é, entao,
verificado o aumento da fluidez e da difusdo rotacional e consequente diminuicdo da anisotropia.

Com a adicdo de colesterol a composicdo da bicamada, verificou-se a diminuicdo da
anisotropia que pode dever-se ao aumento da fluidez provocada pela adicao deste & bicamada
lipidica.

A diminuicdo da viscosidade local (por aumento da temperatura ou por adicdo de
colesterol) podera facilitar uma penetracdo mais profunda dos compostos nas bicamadas lipidicas
(ficando num ambiente menos hidratado e diminuindo os valores de anisotropia). Desta forma, os
compostos 1 e 2 revelam-se eficientes quando utilizados como sondas de controlo de alteracoes

na viscosidade de membranas lipidicas.
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4.4 Estudo fotofisico em magnetolipossomas

4.4.1 Formacao dos magnetolipossomas solidos

A formacado dos magnetolipossomas solidos foi avaliada por FRET. Para tal, o lipido

marcado NBD-C1,-HPC (3x10® M) foi injetado com a primeira camada lipidica, atuando como
doador de energia, enquanto o lipido marcado com Rodamina Rh-DOPE (3x10°® M), foi injetado
com a segunda camada lipidica (atuando como aceitante) (figura 4.10). Para comparacéao, foram

preparados SMLs marcados apenas com NBD-C1,-HPC, com igual concentracdo de modo a

confirmar o aumento da intensidade de fluorescéncia deste na auséncia do aceitante.

Os SMLs de cada tipo de nanoparticulas foram marcados apenas com NBD-C1,-HPC e
com ambos os lipidos NBD-C1,-HPC (na primeira camada lipidica) e Rh-DOPE (na segunda camada
lipidica), possibilitando, deste modo, a comparacdo do espetro de fluorescéncia dos SMLs
marcados apenas com o doador, com o dos SMLs marcados com o doador e o aceitador de

energia.

Cluster de Nanoparticulas

ﬂ NBD-C_,-HPC

ﬁ Rh-DOPE

Figura 4.10 - Esquema de um magnetolipossoma solido marcado com as sondas.

Em teoria, se os SMLs estiverem formados, quando excitamos apenas a molécula doadora
(NBD) ocorre transferéncia de energia entre o NBD e a rodamina, devido a proximidade de ambos.

Nas figuras 4.11 e 4.12 estdo representados os espetros obtidos.

98



20000 A

— SMLs contendo NBDCI:HPC e Rh-DOPE
—— SMLs contendo NBDCHHPC

/ \

10000

5000 -

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

0 T T T T T T T T i
500 550 600 650 700

A(nm)

Figura 4.11 - Espetros de fluorescéncia (Aexc=470 nm, sem excitacdo da rodamina) de SMLs
contendo apenas NBD-C1,-HPC e contendo ambos os lipidos NBD-C1,-HPC e Rh-DOPE, contendo
as nanoparticulas de ferrite de calcio.
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Figura 4.12 - Espetros de fluorescéncia (Aexc=470 nm, sem excitacdo da rodamina) de SMLs
contendo apenas NBD-C.,-HPC e contendo ambos os lipidos NBD-C1>-HPC e Rh-DOPE, contendo
as nanoparticulas ferrites mistas de calcio e magnésio.

Foi estudada a emissdo de fluorescéncia para os SMLs marcados com ambos as sondas,

excitando apenas o doador, NBD (Aexc=470 nm), verificando-se o aparecimento da banda de
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emissao do aceitante, neste caso a rodamina, sendo isto resultado da transferéncia de energia
entre os fluoroforos. Visto que a transferéncia de energia s6 ocorre quando as moléculas se
encontram a distancias reduzidas (menos de 10 nm), podemos comprovar a formacado da
bicamada lipidica a volta do c/uster de nanoparticulas. Nos magnetolipossomas apenas com NBD-
C12-HPC, verifica-se a banda de fluorescéncia do NBD com maior intensidade do que nos
magnetolipossomas com as duas sondas. Este aumento de intensidade &€ mais evidente nos
magnetolipossomas com nanoparticulas de ferrites mistas de calcio e magnésio.

Com o resultado destes ensaios, foram calculadas as eficiéncias de FRET e as distancias
doador-aceitante correspondentes, de modo a comparar as mesmas com a espessura da
membrana celular através das equacdes 2.15 a 2.18. Na tabela 4.2 estao representados os
resultados obtidos a partir das equacdes anteriores para os SMLs de ferrite de calcio de ferrites

mistas de calcio e magnésio.

Tabela 4.2 - Eficiéncias de FRET (®erer), Raio de Forster (ro) e distancias doador-aceitador (r) dos
ensaios de formacao da dupla camada lipidica em magnetolipossomas solidos.

Drper d)g fo(nm) r (nm)
CaFe;04 0,704 0,023 4,0 3,5
Mgo.sCapsFe,04 0,965 0,222 5,9 3,4

Relativamente aos valores de eficiéncia de transferéncia de energia, esta é superior para
0s magnetolipossomas solidos com nanoparticulas de ferrites mistas, sendo que as distancias
doador-aceitador sdo semelhantes em ambos os casos. Tendo em conta que a espessura da
membrana celular pode variar entre 7 e 9 nm [20] é, por isso, possivel concluir que o0 NBD-C12-
HPC esta localizado na primeira camada lipidica e o Rh-DOPE esta localizado na segunda camada

lipidica, envolvendo o cluster de nanoparticulas.

4.4.2 Caracterizacao do tamanho dos magnetolipossomas

0 método de sintese utilizado para a producdo de magnetolipossomas aquosos (injecdo

etanolica) ja se mostrou eficiente na producdo dos mesmos, sendo um dos métodos mais
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utilizados na literatura [7,8]. A caracterizacdo do tamanho dos magnetolipossomas aquosos foi
realizada pela técnica de DLS. No que diz respeito a esta técnica, é importante salvaguardar que
o diametro obtido a partir do DLS corresponde ao diametro hidrodinamico, ou seja, o diametro de
uma esfera que possui 0 mesmo coeficiente de difusdo que a particula em estudo. O coeficiente
depende, ndo s6 do tamanho do nucleo da particula, mas também da estrutura superficial, da
concentracdo e dos ides presentes no meio [21]. Nas figuras 4.13 e 4.14 é possivel verificar as
trés medicoes independentes para os AMLs de CaFe;0a4 e para os AMLs contendo nanoparticulas

de Mgo.sCao sFey04, respetivamente.
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Figura 4.13 - Medidas de DLS para os AMLs com nanoparticulas de CaFe;0a.
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Figura 4.14 - Medidas de DLS para os AMLs com nanoparticulas de ferrites Mgo sCaosFe;0a.
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Na tabela 4.3 estao representados os tamanhos dos AMLs e o desvio padrao verificado

entre as medicoes.

Tabela 4.3 - Diametro dos AMLs, adquiridos a partir de medidas de DLS e respetivos desvios
padrao (o) e valores de polidispersividade.

CaFe,04 MgO.SCao.SFeZO4
Diametro (nm)+ o PDI Diametro (nm)+ o PDI
AMLs (Egg-PC) 154 + 1 0,139 +0,036 163 +2 0,197+0,004

A partir dos dados obtidos, é possivel verificar que os tamanhos dos AMLs sao ideais para
aplicacbes na area biomédica, uma vez que possuem tamanhos inferiores a 200 nm [22-24],
sendo que os magnetolipossomas de CaFe,04 possuem tamanhos menores relativamente aos
magnetolipossomas contendo nanoparticulas de ferrites mistas. Relativamente ao indice de
polidispersividade (PDI) este indica o grau de homogeneidade na distribuicdo de tamanhos da
amostra. Um PDI até 0,2 indica homogeneidade da amostra, sendo que um valor superior a 0,2
indica heterogeneidade da amostra. Neste estudo todas as medicdes se encontravam dentro dos
padrdes ideais no que diz respeito ao PDI indicando, assim, uma homogeneidade de tamanho da

amostra [25].

4.4.3 Ensaios de fusao com modelos de membrana

4.4.3.1 Ensaios de fusdo de AMLs com modelos de membrana

A interacdo ndo especifica dos magnetolipossomas aquosos (AMLs) com os modelos de
membrana (GUVs) foi avaliada por FRET. Desta forma, foram inseridos nos AMLs a molécula
curcumina (2x10°® M) (atuando como doador de energia) e a sonda lipidica Nile Red (2x10° M)
(atuando como o aceitador de energia). A sobreposicdo significativa entre a banda de emissao da
curcumina e o espetro de absorcao do Nile Red (ver capitulo 3, seccdo 3.9.1) indica que o processo
de FRET entre essas duas moléculas fluorescentes devera ser eficiente, se a distancia doador-

aceitador for inferior a 10 nm [26].
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De forma a confirmar a ocorréncia de transferéncia de energia, foram comparados o0s

espetros de fluorescéncia dos AMLs antes e apos a interacao com GUVs (figuras 4.15 e 4.16).
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Figura 4.15 - Espetros de fluorescéncia (Aexc = 440 nm) de AMLs de Egg-PC marcados com
curcumina e Nile Red contendo nanoparticulas de CaFe,0a, antes e depois da sua interacdo com
GUVs.
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Figura 4.16 - Espetros de fluorescéncia (Aexc = 440 nm) de AMLs de Egg-PC marcados com
Curcumina e Nile Red contendo nanoparticulas de MgpsCaosFez0a4, antes e apos sua interacao
com GUVs.
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Antes da interacao com GUVs, observam-se duas bandas de emissao distintas, a primeira
(Amax= 500 nm), correspondente a emissdo da curcumina e a segunda a 630 nm, correspondente
a emissao de Nile Red [8], o que demonstra a ocorréncia de FRET das moléculas de doador
excitadas para o aceitante. Apos a interacao com GUVs, se a fusao ocorrer, é formada uma
membrana maior [8], o que leva a um aumento na distancia doador-aceitante, e a diminuicao da
eficiéncia de transferéncia de energia entre as moléculas.

Os resultados sao consistentes com o esperado, sendo percetivel a diminuicéo da banda
de fluorescéncia do aceitante e 0 aumento da banda de fluorescéncia do doador apos a fusao de
membrana entre as AMLs e GUVs, devido ao aumento da distancia entre os mesmos,
demonstrando eficacia na capacidade dos mesmos de se fundirem com modelos membranares.
Por essa razao, os magnetolipossomas aquosos, tanto com nanoparticulas de ferrite de calcio,
como com ferrites mistas de calcio e magnésio, podem ser utilizados como nanotransportadores
magnéticos de compostos hidrofilicos (que podem ser transportados na porcdao aquosa dos
mesmos) assim como de compostos hidrofébicos, que podem ser transportados na bicamada

lipidica.

4.4.3.2 Ensaios de fusdo de SMLs com modelos de membrana

A interacdo nao especifica com modelos de membranas e SMLs foi estudada através do
processo de wnquenching. Este processo pode ser justificado pelo facto de as nanoparticulas
absorverem energia numa larga gama espetral (ver capitulo 4, seccéo 4.1.2), sendo que quando
estdo proximas dos compostos fluorescentes absorvem a radiacao emitida por estes. Desta forma,
quando ocorre a fusdo com os GUVs, ocorre um aumento da distancia entre o cluster de
nanoparticulas e os compostos fluorescentes, diminuindo o quenching, ou seja, aumentando a
intensidade de fluorescéncia emitida pelas sondas (vnguenching).

Na figura 4.17 é possivel observar o processo de wunquenching em magnetolipossomas

solidos com nanoparticulas de ferrites de calcio marcadas com a sonda NBD (3x10° M).
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Figura 4.17 — Espetro de fluorescéncia dos SMLs com nanoparticulas de ferrites de calcio
marcadas com NBD-C12-HPC (3x10° M) antes e apos interacdo com os modelos de membrana
(GUVs).

Como é possivel aferir através da analise da figura, apos a fusdo com os GUVs é verificado
um aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda, que se deve ao aumento da distancia
entre o cluster de nanoparticulas e o lipido marcado. Desta forma, é comprovada a capacidade
dos SMLs se fundirem com modelos membranares.

Tanto os AMLs como os SMLs se revelaram capazes de se fundirem com modelos de
membrana celular, sendo que se mostram como nanotransportadores promissores que vao
permitir o transporte de farmacos com diferentes caracteristicas, aumentando a concentracao de
farmaco na zona de interesse, diminuindo os efeitos secundarios associados a toxicidade

sistémica.

4.4.4 Encapsulamento dos compostos nos magnetolipossomas

4.4.4.1 Estudo dos compostos em magnetolipossomas

As propriedades fotofisicas dos compostos estudados quando inseridos em

magnetolipossomas (sélidos e aquosos) foram estudadas. Nas figuras 4.18 e 4.19 séo
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apresentados os espetros obtidos para os compostos em lipossomas e magnetolipossomas para

comparacao.
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Figura 4.18 - Comparacéo de espetros de fluorescéncia do composto 1 (1x10 M) em lipossomas
de Egg-PC (103 M), magnetolipossomas aquosos de Egg-PC e magnetolipossomas sélidos de
DPPC contendo nanoparticulas de Cap.sMgo.sFe204. Aexc=260 nm
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Figura 4.19 - Comparacao de espetros de fluorescéncia do composto 2 (1x10® M) em lipossomas
de Egg-PC (103 M), magnetolipossomas aquosos de Egg-PC e magnetolipossomas solidos de
DPPC }\.exc:260 nm.
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Através da analise dos espetros é possivel verificar a formacao dos magnetolipossomas e
0 encapsulamento dos compostos nos mesmos, devido a inibicao de fluorescéncia verificada. Esta
inibicao de fluorescéncia, ou guenching, pode dever-se ao facto das nanoparticulas magnéticas
absorverem numa larga area espectral e, por essa razdo, na presenca das mesmas verifica-se
uma diminuicao de fluorescéncia dos compostos antitumorais. Consequentemente é assumida a

formacao dos magnetolipossomas com o encapsulamento eficiente do composto nos mesmos.

4.4.4.2 Estudos de anisotropia em magnetolipossomas

A semelhanca dos lipossomas, a localizacdo dos compostos nos magnetolipossomas foi
estudada por anisotropia de fluorescéncia em estado estacionario (r), nas mesmas condicdes
experimentais utilizadas na seccédo 4.3.1.

Os valores de anisotropia dos compostos em magnetolipossomas encontram-se na tabela
4.4,

Tabela 4.4 - Valores de anisotropia de fluorescéncia dos compostos e valores de comprimentos de

emissao maximos dos compostos em magnetolipossomas sélidos e aquosos com diferentes
composicdes abaixo (25 °C) e acima da temperatura de transicao (55 °C).

CaFe;04 Mgo.sCaosFe204
Composto 1 Composto 2 Composto 1 Composto 2
T(°C) A(nm) r A (nm) r A (nm) r A (nm) r
EggPC 25 323 392 0,185 337 391 0,134 — — — 336 420 0,138
(%]
= 25 — — 0258 336 422 0,309 — — — — — @ —
< DPPC
55 — — 0,148 338 411 0275 — — — — — —
" 25 - - — - - — 354 444 0,152 345 416 0,138
= DPPC
@ 5% —- — — — — — 35 — 0084 345 — 0,106

Devido aos valores de anisotropia elevados, & possivel assumir que os compostos se
localizam na bicamada lipidica, atestando a sua proximidade das cabecas polares [17,18]. Com

modificacbes na viscosidade da membrana, seja por aumento da temperatura ou adicao de
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agentes estabilizadores (colesterol), é possivel verificar nitidamente alteracdes nos valores da

anisotropia.

4.5 Eficiéncia de encapsulamento

As eficiéncias de encapsulamento (EE) de ambos os compostos em AMLs e SMLs de
nanoparticulas de CaFe;04 sdo apresentadas na tabela 4.5. Os valores da eficiéncia de
encapsulamento, calculados a partir da equacao 3.2, sao superiores a 80% no caso dos AMLs,
sendo o EE mais baixo observado para os magnetolipossomas solidos (cerca de 55% para o
composto 2). Este valor pode advir de dois fatores: a destruicdo nao eficiente dos
magnetolipossomas soélidos, que nao permitiu verificar a intensidade de fluorescéncia real do
composto devido ao guenching por parte das nanoparticulas e a capacidade de carga dos
nanotransportadores ser superior & concentracao do composto, levando a resultados de eficiéncias

de encapsulamento efetivamente menores do que as reais.

Tabela 4.5 - Eficiéncias de encapsulamento (EE%) dos compostos em magnetolipossomas
contendo nanoparticulas de CaFe,04 (o: desvio padrao).

EE% + o

Composto 1 Composto 2

AMLs (Egg-PC) 81,9 +8,48 86,3 + 8,16
SMLs (DPPC) - 55,77 + 10,98

As altas eficiéncias de encapsulamento em magnetolipossomas apontam para um uso
promissor destes nanotransportadores no transporte guiado dos compostos 1 e 2 e como agentes
para quimioterapia e hipertermia em terapia oncologica. Essas potencialidades permitirao reduzir
o tempo de circulacdo no sangue dos farmacos, o que se mostra especialmente importante na
reducao dos efeitos secundarios associados a este tipo de tratamento. A eficiéncia de
encapsulamento depende do coeficiente de particdo da molécula, ou seja da tendéncia de
distribuicao dos compostos entre meios polares e apolares, e das condicdes durante o processo

experimental (pH, temperatura) [27]. Os elevados valores de desvio padrdo permitem concluir a
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necessidade de aperfeicoamento e adaptacdo do protocolo escolhido aos compostos e

nanotransportadores estudados, sendo que os valores obtidos ndo podem ser generalizados.

4.6 Testes em linhas celulares

A atividade antitumoral dos compostos individualmente e incorporados em nanossistemas
foi avaliada em linhas celulares tumorais humanas, especificamente MCF-7 (adenocarcinoma da
mama), NCI-H460 (cancro do pulmdo de células nao-pequenas), HelLa (carcinoma cervical) e
HepG2 (cancro hepatico). Além disso, também foi avaliada para células ndo tumorais, usando
células primarias de figado porcino (PLP2). Estes ensaios permitiram a determinacao dos valores
de Glso (UM), correspondendo & minima concentracdo do composto que inibiu 50% do crescimento
celular. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Atividade dos compostos antitumorais 1 e 2 na inibicao do crescimento de diferentes
linhas de células; NCI-H460 (cancro do pulmao células de ndo-pequenas), HepG2 (cancro

hepatico), adenocarcinoma da mama (MCF-7), HelLa (carcinoma cervical) e células primarias de
figado porcino (PLP2).

G|5o a (UM) +0

NCI-H460 HepG2 MCF-7 Hela PLP2

Composto 1 34,57+1,03 25,37+2,44 9,95+1,22 13,70+0,58  46,81+2,09

Composto 2 30,38+1,29 24,15+1,50 7,77+0,84 12,96+0,69  34,23+3,31

@ Concentracao mais baixa a causar 50% da inibicao do crescimento celular (Glso).

Através da analise dos dados é possivel verificar que os compostos apresentam valores
de Glso bastante elevados para a linha celular primaria, o que evidencia a sua especificidade para
células tumorais. Na figura 4.20 é possivel verificar a comparacao entre a atividade inibitoria dos

dois compostos nas diferentes linhas celulares.
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Figura 4.20 - Atividade dos compostos antitumorais 1 e 2 na inibicao do crescimento de diferentes
linhas de células; NCI-H460 (cancro do pulmao células de ndo-pequenas), HepG2 (cancro
hepatico), adenocarcinoma da mama (MCF-7), HelLa (carcinoma cervical) e células primarias de
figado porcino (PLP2).

Os resultados confirmaram a especificidade de ambos os compostos para linhas celulares
do cancro da mama, com valores de inibicao bastante baixos nestas linhas. Mais ainda, os ensaios
in vitro realizados revelaram também atividade inibitéria nas outras linhas celulares malignas
testadas. Os valores de Glsodos compostos variam entre as varias linhas celulares, sendo a inibicdo
de crescimento mais evidente nas linhas MCF-7 e Hela. E possivel verificar que ambos os
compostos tém atividade semelhante para todas as linhas, sendo que o composto 2 (R = Cl)
possui valores mais baixos de Glsp para todas as linhas celulares.

Em estudos anteriores [9], verificou-se que magnetolipossomas solidos de DPPC nao
apresentaram libertacdo de compostos antitumorais na auséncia de campo magnético, ao
contrario de AMLs de Egg-PC. Desta forma, para estes ensaios em linhas de células, os
magnetolipossomas solidos foram sintetizados utilizando o lipido DOPG (1x103 M), cuja

temperatura de transicao é cerca de -18 °C [28]. A eficiéncia na producao de magnetolipossomas
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sélidos com este lipido ja foi demonstrada por Rodrigues ef a/. (2015) em [8].

Os ensaios de inibicao de crescimento das linhas tumorais com os magnetolipossomas
(AMLs e SMLs) carregados com composto ndo mostraram resultados satisfatorios, apresentando
valores de Glsp superiores a 175 puM. Apesar destes resultados, ¢ possivel concluir que o
nanossistema nao apresenta toxicidade nas linhas celulares normais. Os resultados obtidos podem
ser justificados pelo facto de nédo ocorrer a libertacdo do farmaco na auséncia de campo
magnético, 0 que se pode mostrar como um resultado promissor, uma vez que a libertacdo dos
compostos deve apenas acontecer sob a acao de um estimulo externo (neste caso, campo

magneético alternado).
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Capitulo 5 — Conclusoes e perspetivas futuras

Os nanotransportadores magnéticos de farmacos tém sido, na Ultima década, objeto de
grande interesse por parte da comunidade cientifica, devido as suas caracteristicas interessantes
tais como biocompatibilidade, ndo toxicidade e por oferecerem a possibilidade de encapsulacao,
transporte e libertacdo controlada de farmacos.

Durante este trabalho foi possivel produzir e caracterizar nanoparticulas magnéticas de
ferrite de calcio e ferrites mistas de calcio e magnésio e incorporar as mesmas em lipossomas,
juntamente com novos compostos antitumorais, formando magnetolipossomas.

Através de estudos espetroscopicos, foi possivel verificar a encapsulacdo dos compostos
e das nanoparticulas magnéticas em lipossomas. Os estudos de anisotropia de fluorescéncia em
estado estacionario permitiram concluir que os compostos se localizavam na bicamada lipidica,
devido ao seu carater hidrofébico. Os estudos de interacdo ndo especifica entre os
magnetolipossomas e os modelos de membrana permitiram verificar a ocorréncia de fusao
membranar. Por essa razao, tanto os magnetolipossomas aquosos como 0s solidos mostram-se
como nanotransportadores promissores que vao permitir o transporte de farmacos com diferentes
caracteristicas, aumentando a concentracdo de farmaco na zona de interesse e diminuindo os
efeitos secundarios associados a toxicidade sistémica.

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares de inibicdo do crescimento de linhas
celulares tumorais humanas nao permitiram provar a libertacao dos compostos encapsulados na
auséncia de campo magnético. No entanto, estes resultados podem considerar-se positivos, na
medida em que é pretendido que os nanossistemas apenas libertem o farmaco sob a acdo de um
estimulo externo (que, neste caso, seria um campo magnético alternado).

Os resultados alcancados podem ser importantes para aplicacoes futuras de entrega de

farmacos sendo, no entanto, necessarios alguns estudos futuros:

o C(Caracterizacao estrutural das nanoparticulas produzidas por TEM, ou
preferencialmente, HR-TEM,

e Producdo de nanoparticulas por outros métodos de sintese e posterior
comparacao da variabilidade das caracteristicas;

e Analise de Rietveld dos difratogramas de XRD das nanoparticulas sintetizadas;
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Avaliacao por SQUID das propriedades magnéticas das nanoparticulas e dos
magnetolipossomas produzidos;

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

Funcionalizacao dos diferentes magnetolipossomas, com recurso a PEG-ilacao e
uso de marcadores especificos, para direcionamento especifico a células

tumorais.

118



	Page 1

