Miguel Bruno de Sousa Baptista

Licenciado em Ciéncias da Engenharia Biomédica

S g

& >
Oty non S*

Desenvolvimento de novas nanoparticulas magnéticas
para teragnostico

Dissertacéo para obtengdo do Grau de Mestre em

Engenharia Biomédica

Orientador: Prof2 Doutora Paula Isabel Pereira Soares, DCM — FCT/UNL

Co-orientadores: Prof2 Doutora Marta Cristina Parracho Cangado Corvo, DCM —
FCT/UNL

Juri:
Presidente: Prof2 Doutora Carla Maria Quintdo Pereira
Vogais: Prof2 Doutora Maria Manuel Marques Araujo
Prof2 Doutora Marta Cristina Parracho Cancado Corvo

Setembro, 2017

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA



N\

—J



Desenvolvimento de novas nanoparticulas magnéticas para teragndstico

Copyright © Miguel Bruno de Sousa Baptista, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova
de Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem
limites geogréficos, de arquivar e publicar esta dissertagdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com

objetivos educacionais ou de investigacao, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.

N\
—J



N\

—J



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer em primeiro lugar as minhas orientadoras — professora Paula Soares e
professora Marta Corvo, por toda a disponibilidade e profissionalismo demonstrados ao longo da
realizacdo desta dissertacdo. A boa disposi¢do conjugada com um grande espirito de responsabilidade,
bem como a constante vontade de alcancar mais, foram sem divida caracteristicas que apreciei bastante

e que me ajudaram imenso ao longo dos ultimos meses.

Ao professor Pedro Almeida, um agradecimento especial, pelas sugestGes e disponibilidade

contantes, que muitos beneficios trouxeram para o desenrolar deste projeto.

Ao professor Jorge Silva, pela paciéncia e entrega demonstras na realizagdo dos ensaios de
citotoxicidade.

Aos meus colegas do laboratério do DCM — Paulinha, Ricardo Matos, Renato Martins, Catarina
Chaparro e Adriano Bras — 0 meu muito obrigado por me aturarem pelo menos 5 dias da semana. Cada
um de vocés contribui da forma que melhor sabe, mas sem davida que foram “pegas” imprescindiveis

nesta fase da minha vida.

Aos meus colegas de laboratério do CENIMAT — Tiago Paiva e Gabriel Marcelinho — que para
além de partilharem comigo as temperaturas extremas do laboratério, foram capazes de me acolher da

melhor forma e ajudar sempre que fosse necessario.

A todos os meus amigos, dentro e fora da faculdade, que sempre me deram forgas para lutar pelos
meus objetivos. Deixo um especial agradecimento ao meu colega de casa Duarte Brasil e aos FF — David
Melo, Gongalo Barreto, Gongalo Luis, Gongalo Costa e Paulo Teixeira — ndo s6 por me darem sempre
forca nesta fase, mas por terem marcado a minha passagem por esta faculdade. Apareceram de repente,

mas tdo cedo ndo irdo!

Queria agradecer & minha familia, que embora distantes, nunca deixaram de me apoiar e de
acreditar em mim. Sempre estiveram do meu lado, nos bons e maus momentos. Sem vocés nada teria

sido possivel.

Por altimo, mas ndo menos importante, gostaria de agradecer de forma incontestavel aos meus
pais e a minha mana. VVocés foram sem duvida as pessoas que mais contribuiram para que todos os dias
lutasse por algo mais. O vosso apoio incondicional e o facto de acreditarem cegamente em mim, mesmo

quando nem eu acreditava, foram sem ddvida a maior das motivagdes.




N\

Vi

—J



RESUMO

Nos dias de hoje, o cancro é tomado como a doenga com maior impacto social, sendo responsavel
por 1 em cada 7 mortes em todo 0 mundo. Deste modo, a extrema importancia do desenvolvimento de
técnicas inovadoras para o seu tratamento e diagndstico, levou ao surgimento de um conceito que visa
a interligacdo entre estes dois estagios, habitualmente designado por teragndstico. Nos Gltimos anos,
tem sido alvo de estudo a possibilidade de integrar nanoparticulas de éxidos de ferro (IONPs) em
diversas aplicacbes biomédicas, devido as suas reduzidas dimens@es, elevada razdo superficie/volume

e magnetizacéo.

Nesta tese de mestrado, foram sintetizadas suspensdes aquosas de nanoparticulas
superparamagnéticas de magnetite (FesOs) com um didmetro médio de 10 nm, pelo método de
precipitacdo quimica. O objetivo foi testar a sua aplicacdo como agentes de contraste em imagens de

ressonancia magnética nuclear e como técnica de tratamento através de hipertermia magnética.

Uma vez que estas particulas apresentam tendéncia natural para formar agregados e precipitar
quando em solucdo aquosa, foi necessario recorrer a modificacdo superficial das mesmas com
tensioativos biocompativeis, para que fosse possivel a sua aplicacdo em ambientes fisiol6gicos. Foram
revestidas com DMSA, tendo sido posteriormente funcionalizadas com lisina, obtendo-se na primeira
fase um didmetro hidrodindmico de aproximadamente 110 nm e de 140 nm na segunda. A ligac&o destas
entidades foi confirmada por espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e, pela analise

dos padrdes de difragdo de raio-X, verificou-se que a estrutura cristalina permaneceu inalterada.

De forma a estudar a capacidade destes compostos nas aplicac@es pretendidas, foram ainda
realizadas avaliacGes por diversas técnicas. Os ensaios de hipertermia magnética, de imagem por
ressonancia magnética e a medicdo dos tempos de relaxacdo, asseguraram a capacidade das
nanoparticulas no aumento do contraste de imagens, como agentes de contraste negativos, e de
aquecimento quando sujeitas a um campo magnético alternado. Nesta fase ficou evidente que as NPs
funcionalizadas com lisina apresentavam um maior potencial quando aplicadas tanto em diagndstico
por imagem, como em tratamento por hipertermia. Deste modo, ficou evidente que este Gltimo grupo de

nanoparticulas se mostra bastante superior para teragnostico.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas, magnetite, DMSA, lisina, teragndstico, cancro, IRMN,

hipertermia magnética, agentes de contraste.
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ABSTRACT

Nowadays, cancer is considered the disease with the biggest social impact, accounting for 1 in 7
deaths worldwide. Thus, the extreme importance of the development of innovative techniques for its
treatment and diagnosis, led to the emergence of a concept that aims at the interconnection between
these two stages, usually named theranostic. In recent years, due to their small size, high surface /
volume ratio and magnetization, the possibility of integrating nanoparticles of iron oxides (IONPs) in

several biomedical applications has been studied.

In this master thesis, aqueous suspensions of magnetite superparamagnetic nanoparticles (FezOa)
with an average diameter of 10 nm were synthesized by the chemical precipitation method. The
objective was to test its application as contrast agents in nuclear magnetic resonance imaging and as a

treatment technique by magnetic hyperthermia.

Since these particles have a natural tendency to form aggregates and to precipitate when in
aqueous solution, the modification of its surface with biocompatible surfactants was mandatory to
facilitate its application in physiological environments. They were coated with DMSA and later
functionalized with lysine, yielding hydrodynamic diameters of approximately 110 nm and 140 nm,
respectively. The binding of these entities was confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy
and by the analysis of the X-ray diffraction patterns, was found that the crystal structure remained

unchanged.

In order to study the capacity of these compounds in the intended applications, several techniques
were evaluated. Magnetic hyperthermia and magnetic resonance imaging assays along with the
measurement of relaxation times, ensured the ability of nanoparticles to enhance image contrast
similarly to negative contrast agents, and to heating when subjected to an alternating magnetic field. In
this stage became evident that the nanoparticles functionalized with lysine presented a greater potential
when applied in diagnostic imaging and in treatment by hyperthermia. In this way, it was evident that

this last group of nanoparticles is shown to be superior enough for theranostic.

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetite, DMSA, lysine, theranostic, cancer, MRI, magnetic

hyperthermia, contrast agent.
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CONTEXTUALIZACAO

I.I IMPACTO SOCIO-ECONOMICO DO CANCRO

Numa sociedade crescente e com tendéncia a envelhecer, o cancro tem-se mostrado uma realidade
cada vez mais presente no nosso dia-a-dia. Atualmente é tomada como uma das principais causas de
morte, sendo que é responsavel por 1 em cada 7 mortes em todo o mundo [1]. De acordo com a
International Agency for Research on Cancer, houve 14,1 milhGes de novos casos de cancro e 8,2
milhGes de mortes devido a esta doenga em 2012 (anexo Anexo 1 - Incidéncia/mortalidade do cancro).
Com este padrdo, prevé-se que estes valores possam vir a aumentar para 21,7 milhGes de casos e 13
milhdes de mortes até 2030 [1]. Em Portugal representa a segunda maior causa de morte, logo a seguir
as doencas cardiovasculares [2], sendo que segundo a GLOBOCAN, apenas em 2012 houve cerca de

49 mil de novos casos e 24 mil mortes [3].

Estimativa do numero de novos casos de cancro no mundo (2012)

5 3P
Pagl ¥4
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Figura 1.1 - Estimativa do nimero de novos casos de cancro em todo 0 Mundo e em certas zonas continentais, no
ano de 2012. Adaptado de [4].

Para além do custo humano associado ao cancro, o custo financeiro é substancial. Custos estes

gue podem estar relacionados com o tratamento em si, cuidados e reabilitacdo, ou custos indiretos. O
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custo global exato do cancro é desconhecido, no entanto acredita-se que esteja a rondar as centenas de
milhares de milhdes de ddlares anuais. Apenas 0os EUA, registaram um custo médio estimado de 88,7
mil milhdes de ddlares [1]. Em Portugal, com uma populagéo cerca de 30 vezes inferior, esta realidade
passa para um custo anual de aproximadamente 565 milhdes de euros [2].

Além da falta de contextualizacdo da populacdo, a detecdo em estagios tardios e 0s tratamentos
inadequados (principalmente nos paises em desenvolvimento), sdo alguns dos fatores que fazem com

gue esta doenca seja tdo mortifera.

1.2 OBJETIVOS DO TRABALHO

Nesta vertente torna-se imprescindivel o desenvolvimento de métodos de diagndstico inovadores
e eficientes, que promovam uma detecdo rigorosa e precoce da doenga, bem como de tratamento, de
forma a dar a melhor resposta ao seu combate. Deste modo, surge o presente projeto de investigacéo,
que consiste na sintese e estabilizacdo de nanoparticulas magnéticas (mNPs) por diversos tensioativos
biocompativeis, tendo em vista o estudo do seu potencial em futuras aplicagdes de teragnostico. Quando
aplicado no combate do cancro, este conceito, é habitualmente traduzido como o conjunto de métodos
ou sistemas capazes de intervir tanto no diagnostico da doenga como ao nivel do seu tratamento.
Especificamente nesta tese de mestrado, pretendesse estudar a capacidade e de que forma estas
nanoparticulas se comportam como agentes de contraste na monitorizagdo por imagem de RMN, bem
como na sua capacidade de aquecimento em tratamento por hipertermia magnética. Deste modo tera de
ser realizada uma extensa revisao bibliografica sobre os diversos conceitos enunciados, quais as
caracteristicas/propriedades pretendidas, métodos de sintese das NPs, os tipos revestimentos mais
apropriados para as aplicacfes em questdo, bem como os métodos mais eficientes de ligacdo destes

compostos.

1.3 TRABALHOS ANTERIORES

De forma a testar a aplicabilidade de mNPs como agentes de contraste em imagens de ressonancia
magnética, Gabriela Pereira, sintetizou NPs de 6xido de ferro pelo método de precipitagdo quimica,
revestidas com acido oleico (AO) a diferentes concentracfes (64%, 96%, 128% e 192%). Para além de
diversos testes de caracterizagdo, foram realizados ensaios de relaxometria, capazes de medir os tempos
de relaxacdo dos protdes das moléculas de dgua, aquando do contacto com as NPs, bem como ensaios
de imagem por ressonancia magnética nuclear. Como principais conclusdes, foi possivel retirar que
tanto o aumento da percentagem de AO, como do pH, resulta num aumento do didmetro hidrodinamico
das particulas, sendo que estas se encontram estaveis em solucéo para pHs compreendidos entre 6,6 e

10,1. As nanoparticulas revestidas com 128% de &cido oleico, foram as que se mostraram mais
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promissoras como agentes de contraste, tendo sido ainda comprovado que dos tempos de relaxacdo, o
transversal foi o que maioritariamente era afetado. Para além do &cido oleico, também o dioctil
sulfosuccianato de colina (liquido i6nico) foi utilizado como revestimento, de forma estudar outros
compostos que pudessem estabilizar as NPs. Este estudo foi abandonado, uma vez que as solugdes com
estes composto, originavam particulas com elevados indices de polidisperssdo e formagdo de agregados

com dimensGes micrométricas [5].
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste subcapitulo vdo ser descritos, com algum detalhe, conceitos inerentes ao projeto em
questdo, dando-se um especial enfoque as nanoparticulas de 6xidos de ferro e suas propriedades,
métodos de sintese, a sua necessidade de revestimento e possiveis aplicagdes em teragnostico. O
objetivo centra-se em familiarizar os futuros leitores com o tema em questéo, tendo sido realizada uma
pesquisa, ndao s6 focada em aspetos do ponto de vista tedricos, como dos avangos alcangados até aos
dias de hoje.

2.1 NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO (IONPs)

Antes de definir nanoparticulas de Oxidos de ferro, convém entender outros conceitos mais
abrangentes onde este se insere. Segundo a International Organization for Standardization (ISO), um
“nanomaterial” entende-se como um material discreto, que apresenta pelo menos uma das suas
dimensfes externas compreendidas entre 1 e 100 nm [6]. Em 2011, a comissdo europeia acrescentou
ainda que a condicdo anterior deveria verificar-se em pelo menos 50% da distribui¢do tamanho-nimero
das particulas, sendo que o material natural, incidental ou fabricado, poderia ser constituido por
particulas num estado agregado, desagregado ou em aglomerado [7]. Segundo a mesma organizacéo,
uma particula é uma por¢do minascula de matéria com fronteiras fisicas definidas [6]. Quando nos
referimos a uma nanoparticula, consideramos que estas, estdo inseridas num subgrupo dos
nanomateriais, caracterizadas por apresentar todas as suas dimensdes externas a escala nanométrica
(entre 1 e 100 nm) [7]. Dentro do grupo anterior, podemos encontrar as nanoparticulas magnéticas, que
para além de se enquadrarem na definigdo referida, ainda apresentam na sua composi¢do elementos
metalicos. Estes elementos podem ser metais puros, ligas ou seus Oxidos, sendo os elementos mais
comuns o ferro (Fe), niquel (Ni), cobalto (Co), ouro (Au) e platina (Pt). As suas propriedades surgem,
ndo s da sua composicao atbmica, como também da combinacdo da sua estrutura cristalina e efeito do
seu tamanho [8][9]. As nanoparticulas de Oxidos de ferro sdo habitualmente mais recorridas em
aplicacbes biomédicas, destacando-se devido a sua elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade,

bem como por apresentarem um processo relativamente facil de sintese [9][10].
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2.1.1 Configurac0es estruturais

Tipicamente, dentro deste subgrupo de mNPs, podemos encontrar trés configuracfes estruturais
distintas — magnetite (Fes0.), magmite (y-Fe;03) e hematite (a- Fe203) [9]. Estes Oxidos de ferro,
representam uma familia de materiais que, devido a sua diversidade de propriedades (hnomeadamente
magnéticas), se tém tornado muito recorridas nas mais diversas investigacGes cientificas [11]. Destas
configuracbes, a magnetite, quando exposta a um ambiente aerébio é gradualmente oxidada a magmite
[12]. Na tabela 2.1 podemos analisar um conjunto de propriedades que caracterizam cada uma das

configuragdes referidas.

Tabela 2.1 — Propriedades fisicas de diferentes 6xidos de ferro — hematite, magnetite e magmite. Adaptado de [13]
com fonte em [12]

PROPRIEDADES HEMATITE MAGNETITE MAGMITE
Foérmula molecular a-Fe203 FesOa4 v- Fe203
Massa molar (g/mol) 159,69 215,53 159,69
Ponto de fusdo (°c) 1566 1583-1597 -
Densidade (g/cm3) 5,26 5,18 4,87
Cristalografia Romboédrico, hexagonal Cubico Cubico
Tipo de magnetismo Ferromagnético fraco Ferromagnético Ferromagnético

Estes trés dxidos de ferro, apresentam anifes de oxigénio ligados a catides de ferro octaédricos
ou tetraédricos. A hematite, distingue-se das outras duas configuragdes por apresentar uma disposicao
hexagonal dos seus anides, com os ides de ferro (Fe**) a ocupar zonas octaédricas. Esta disposicéo de
iGes resulta numa geometria geral em 1dminas de octaedros com arestas partilhadas. Tanto a magnetite
como a magmite, apresentam uma estrutura cristalina semelhante, com uma disposicdo segundo um
arranjo cubico dos seus ides de oxigénio, diferenciando-se uma da outra, pelo facto de a primeira conter
atomos de ferro em dois estados de oxidacdo (Fe?* e Fe®*") e a segunda apenas em um (Fe*). Na
magnetite, os ides Fe** ocupam posicdes entre locais octaédricos e tetraédricos (igualmente distribuidos)
e 0s ides Fe** em zonas octaédricas. No caso da magmite, os catides (ides de Fe®*) estdo distribuidos em

8 locais tetraédricos e 16 octaédricos. [11][14].
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Figura 2.1 - Estrutura cristalina da magnetite (a), magmite (b) e hematite (c). Adaptado de [11].

De todos os Oxidos de ferro referidos, a magnetite, € a que apresenta as propriedades mais
interessantes, devido a presenca de catiGes de ferro em dois estados de valéncia, numa estrutura de
espinela inversa [9]. Uma vez que os ides Fe?* residem apenas em zonas octaédricas, ao contrario dos
Fe3* que estdo igualmente distribuidos entre posicdes octaédricas e tetraédricas, sdo estes catides (Fe?*)

que sdo responsaveis pela magnetizacao de saturagdo e pelo comportamento magnético do material [11].

2.1.2 Comportamentos magnéticos dos materiais

A classificacdo de um material quanto as suas propriedades magnéticas, baseia-se na resposta da
matéria a presenca de um campo magnético, e pode ser quantificada pela suscetibilidade magnética
(Xm), definida como a razéo entre a magnetizacéo induzida (M) e a intensidade do campo magnético

aplicado (H), como representado pela equacédo 2.1 [10], [15].

M x
Ym = - Equacéo 2.1

De facto, os momentos magnéticos individuais dos atomos de um determinado material, podem
apresentar orientacGes preferenciais (paralela ou antiparalela) relativamente a um campo magnético
externo aplicado. Consoante o comportamento observado, durante e apds a aplicacdo deste mesmo
campo, podemos agrupar e classificar os materiais como — diamagnéticos, paramagnéticos ou
ferromagnéticos [10], [15]. Na figura 2.2 estda uma representacdo do comportamento destes trés

materiais.

DIAMAGNETICO PARAMAGNETICO FERROMAGNETICO
H=0 H=» H=0 H= H=0 H =
o 0 99|y & v e

© 0 B | S & |F T o
o0 2l PF & |V F 4.6

Figura 2.2 - Comportamento microscépica de materiais diamagnéticos, paramagnéticos e ferromagnéticos, na
presenca e auséncia de um campo magnético externo. Adaptado de [15]
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Materiais diamagnéticos caracterizam-se por suscetibilidades muito pequenas e negativas,
resultado de uma orientacdo antiparalela dos seus momentos magnéticos quando um campo magnético
externo é aplicado [10], [15]. Esta orientacdo preferencial leva a uma leve reducdo do campo magnético
local e desaparece quando o campo deixa de atuar sobre estes materiais. Por outro lado, temos materiais
gue tendem a alinhar os seus momentos magnéticos paralelamente ao campo magnético aplicado, sendo
gue na auséncia do mesmo apresentam uma orientacdo aleatdria (que resulta numa magnetizacdo nula)
[10], [15], [16]. Estes sdo chamados paramagnéticos, caracterizam-se por valores de suscetibilidade
pequenos, mas positivos, e ao contrario dos anteriores, aumentam levemente o campo magnético local
guando sujeitos ao campo externo. Por fim, temos os materiais ferromagnéticos, que embora na presenca
de um campo magnético externo orientem os seus momentos da mesma forma que os paramagnéticos,
caracterizam-se por suscetibilidades bastante superiores [10], [15]-[17]. Para além de aumentarem
fortemente o valor da intensidade do campo local, estes materiais tém ainda a capacidade de ficar
permanentemente magnetizados (mesmo na auséncia de campo), sendo por isso considerados materiais
com “memoria” magnética [15]-[17]. A este fendbmeno chamamos histerese magnética, que se
caracteriza pela capacidade de um sistema de preservar as suas propriedades na auséncia do estimulo
que as gerou. Estes materiais perdem a sua magnetizagdo espontanea (passando a comportarem-se como
paramagnéticos), a partir de uma determinada temperatura critica, chamada temperatura de Curie
[18][17]. Na tabela 2.2 estdo organizadas as suscetibilidades magnéticas de cada um destes materiais,

com exemplos ilustrativos de compostos com estas caracteristicas.

Tabela 2.2— Comportamento magnético dos materiais diamagnéticos, paramagnéticos e ferromagnéticos, com
exemplos ilustrativos

Comportamento
magnético

Suscetibilidade magnética

Exemplos

Referéncias

Diamagnetismo

Paramagnetismo

Ferromagnetismo

-10%a-103

Nao varia com a t°

10°a 10

Diminui com a t°

Até 106

Gases inertes e alguns
elementos ndo metalicos (B,
Si, P)

Metais como o Cr, Mn

Fe, Co, Ni e algumas ligas

[10], [15], [16]

[10], [15], [16]

[15], [16]

. . . metalicas.
Tcurie varia com o material

Quanto & sua ordenac&o a nivel atdmico, os materiais ferromagnéticos organizam os diversos momentos
magnéticos de cada atomo paralelamente entre si e em regides designadas dominios [19], [20]. Estas
zonas podem apresentar direcdes distintas, fazendo com que algumas se cancelem. Deste modo, esta
organizagdo explica o facto de medi¢bes da magnetizagdo serem inferiores ao esperado, caso nédo

existissem tais zonas. De facto, quando um material é magnetizado por acdo de um campo magnético,
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0 que ocorre € um alinhamento dos momentos destas regides segundo a dire¢do que lhe confere um

estado de menor energia [19]

Existem trés pardmetros principais, que sdo responsaveis por descrever a magnetizacdo destes
materiais - a magnetizacdo de saturacao (M), que representa a maxima orientacdo dos dominios perante
0 campo magnético; a coercividade (Hc), que representa 0 campo necessario para reduzir a magnetizacdo
a zero; e a magnetizagdo remanescente (Mg), que € a magnetizagéo residual quando nenhum campo é
aplicado [21].

2.1.3 Superparamagnetismo das mNPs

A diminui¢do do tamanho das NPs é acompanhada por uma diminui¢do do nimero de dominios,
até se atingir o limite critico, em que o material fica composto apenas por um unico dominio. Nestes
limites, um material pode estar uniformemente magnetizado, com os spins todos alinhados
paralelamente e na mesma direcdo. Caso se continue a diminuir o tamanho das particulas, até se
ultrapassar um valor chamado raio superparamagnético (rse), ocorre a transicdo das particulas de um
estado ferromagnético para superparamagnético [21]. Na figura 2.3 podemos ver os limites
dimensionais, entre os dominios ferromagnéticos e superparamagnéticos, relacionando a coercividade

(Hc) em funcdo do tamanho da particula (d).

Dominio Unico Multi-dominio

ad
>

-
v

FM
SPM

Coercividade, H

e f» Tamanho da particula, d

Figura 2.3 - Variagdo da coercividade (Hc) com o tamanho das NPs. E possivel evidenciar que o aumento da
dimensdo das NPs é acompanhado por um aumento do nimero de dominios. Retirado de [21]

A estas dimens@es, habitualmente para valores inferiores a 20 nm [9], as IONPs sdo caracterizados
por suscetibilidades magnéticas muito superiores aos materiais paramagnéticos, induzindo uma forte
resposta magnética em campos relativamente baixos [19]. Caracterizam-se ainda, por ndo apresentar
magnetizacdo apds a remogdo de campos externos, permitindo que as particulas se mantenham estaveis

e evitando agregacOes [10]. Estas propriedades mostram-se grandes vantagens para aplicactes
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biomédicas, nomeadamente na aplica¢do in vivo. Na figura 2.4, podemos visualizar o modelo que retrata
a magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado, para nanoparticulas superparamagnéticas
(SPM) e paramagnéticas (PM) [21].
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Figura 2.4 - Curva de campo magnético vs magnetizagdo tedrica para NPs superparamagnéticas (SPM) e
ferromagnéticas (FM). Na curva a azul, ao contrario da verde, é possivel evidenciar histerese. Adaptado de [21].

2.2 METODOS DE SINTESE DE IONPS

Existem duas abordagens quanto ao método de producdo de mNPs - métodos fisicos e métodos
quimicos. Os primeiros sdo processos mais elaborados, complexos e pouco precisos no controlo do
tamanho das particulas. Por outro lado, os métodos quimicos sdo bem mais simples e flexiveis,
possibilitando um maior controlo do tamanho, composicao e forma destas [22]. Ao longo desta sec¢éo
vao ser abordados alguns conceitos tedricos relativamente ao método de sintese por precipitacdo
guimica.

2.2.1 Precipitacdo quimica

Este método apresenta-se como a via quimica mais recorrida no que toca a producdo de NPs de
Oxido de ferro, ndo s pelas temperaturas relativamente baixas a que se processa [23], mas também
devido a sua simplicidade e eficcia [24]. Destaca-se ainda por ser um processo relativamente
econOmico e rapido, que resulta em grandes quantidades de NPs [18], quando comparado com outros
métodos. Como principais limitacbes apresenta algumas dificuldades no que toca ao controlo do
tamanho e forma das nanoparticulas [18], sendo que parametros como o tipo de sais usados, a propor¢ao
de ides Fe?* e Fe®*, o pH da base, a forca i6nica do meio e a temperatura, tém alguma influéncia no
controlo destas caracteristicas [25]. Willard, refere que a concentracdo dos sais metalicos, se apresenta

como um dos fatores que traduz um maior efeito no tamanho da NPs, sendo que baixas concentracdes

(.
L)
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resultam num crescimento limitado das particulas, com tamanhos uniformes, e altas concentragdes num
aumento deste crescimento, com consequente perda de uniformidade de tamanho [18]. Também a
temperatura influencia esta caracteristica, sendo que um aumento da mesma se traduz numa diminuicéo
do tamanho das NPs (para temperaturas inferiores a 50°C), e aumentam o seu tamanho com o0 aumento
da temperatura (para temperaturas superiores a 50°C) [26]. E de referir ainda, que as particulas
resultantes por este método caracterizam-se habitualmente por apresentar uma baixa cristalinidade e

algum nivel de agregacéo [8].

Como o préprio nome sugere, a obtencdo destes 6xidos de ferro (habitualmente magnetite),
resultam da co-precipitacédo de sais de Fe** e Fe* em solugdo aquosa, sendo este processo experimental
desencadeado pela adicdo de uma solucdo basica [22]. Esta reacéo, pode ser descrita pela equagéo 2.2,

sendo habitualmente mantido um racio de Fe?* e Fe** de 1:2 [8][22].
Fe?* + 2 Fe* + 8 OH — Fe304 + 4 H,0 Equacéo 2.2

Caso 0 ambiente ndo seja livre de oxigénio, o FesO. apresenta tendéncia para se oxidar, segundo a
equacdo 2.3 [22]:

Fes04 + 0,25 O, +4,5 H,O — 3 Fe(OH)3 Equacédo 2.3

Esta oxidacdo pode ocorrer antes ou durante a precipitacdo, o que ira afetar as propriedades fisicas e
quimicas das mNPs [8]. Deste modo a reacdo descrita pela equagdo 2.2, deve ser realizada em condicdes
anaerdbias, sendo habitualmente inserido um gas inerte (p.e. azoto), que para além de impedir grande
parte da oxidagdo, permite produzir NPs com dimensdes inferiores, por prevenir a formacdo de
agregados [22][2].

2.3 REVESTIMENTO E ESTABILIZACAO DAS IONPs

As nanoparticulas de magnetite “nuas” (na auséncia de qualquer tipo de revestimento),
encontrando-se em meio aquoso, apresentam a sua superficie grupos hidroxilos, como ilustrado na
figura 2.5. Uma vez que estes grupos funcionais sdo anfotéricos, podem reagir tanto com &cidos como
com bases, carregando positivamente ou negativamente a superficie das NPs em funcdo do pH da
solucdo. O ponto isoelétrico da magnetite € a um pH de aproximadamente 6,8; em torno do qual a

densidade de carga a superficie é demasiado baixa e as particulas perdem a sua estabilidade [27].
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Figura 2.5 — Estrutura superficial das nanoparticulas de magnetite. Na auséncia de qualquer revestimento estas
apresentam grupos hidroxilos a superficie.

Devido a este fator, bem como a elevada razdo area superficial/volume e o comportamento
hidrofébico superficial, é de esperar que pequenos agregados “procurem” sucessivamente vizinhos mais
préximos (de forma a reduzir a energia a superficie [28]), formando aglomerados cada vez maiores, que
consequentemente ficam mais propensos a precipitar [22]. Estes aglomerados, acarretam consigo
alteracbes das propriedades magnéticas de superparamagnéticas para ferromagnéticas, devido ao
aumento do tamanho [22]. Deste modo torna-se imprescindivel recorrer a agentes tensioativos
biocompativeis como revestimento [29], que podem ser quimicamente ligados ou fisicamente
adsorvidos, de forma a tornar possivel a sua aplicagdo em condigdes fisiologicas [27]. Estes
revestimentos devem ndo so evitar este tipo de agregacgdo, através da criacdo de forgas repulsivas que
contrariem as atrativas entre as particulas (magnéticas e de van der waals) [27], mas também aumentar
a biocompatibilidade, prevenir a sua degradacéo, e providenciar a ligacdo a determinados compostos
[30]. Existem diversos tipos de revestimentos que promovem a incorporacao de tais caracteristicas. No
entanto, € fundamental escolher de forma cuidadosa qual o mais adequado consoante as aplicagdes que

pretendemos dar as NPs.

2.3.1 Revestimento de DMSA

De entre uma enorme variedade de compostos que podem ser utilizados para revestir as NPs, o
acido-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), é um dos que apresenta grande potencialidade, nomeadamente
para permitir a ligacdo de outros compostos. Este acido é constituido por dois grupos carboxilicos nas
terminacg0es, e dois grupos tiol. A ligacdo desta molécula as nanoparticulas de magnetite, é realizada
através dos grupos carboxilicos, sendo os grupos tiol responséveis por criarem ligacdes entre as varias
moléculas de DMSA, originando uma reticulagdo através das ligacGes de enxofre em torno das

particulas. O estabelecimento desta conjugacdo, resulta numa carga superficial negativa [31].
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Figura 2.6 - Formula estrutural do DMSA (a) e IONPs revestidas com moléculas de DMSA (b). Adaptado de [31]

Com o objetivo de testar a aplicagdo deste composto como possivel revestimento de IONPs,
varios foram os testes realizados até ao momento. A sua baixa toxicidade em condigdes fisiologicas,
bem como o excelente comportamento magnético das particulas resultantes, mostrou um enorme
potencial das mesmas num vasto conjunto de aplicacdes biomédicas, entre as quais as que se pretende
estudar neste projeto - hipertermia magnética e como agente de contraste em imagens de RMN
[32][33][34]. Foram reportados diversos ensaios de interacdes bioldgicas de NPsS@DMSA in vitro e in
vivo, inclusive em modelos de primatas, que mostraram a inofensividade deste composto quando

doseado controladamente [32].

2.3.2 Funcionalizacdo com aminoacidos

Nos Ultimos anos tem havido um crescente interesse em sintetizar IONPs revestidas com
aminoacidos, por aumentarem a estabilidade destas particulas, bem como por possibilitarem uma grande
variedade de interacGes moleculares por adi¢do de determinados grupos funcionais [35]. Muitos destes
aminoacidos, para além de desempenharem um papel importante no organismo, sdo ainda capazes de
atuar a nivel da reducdo de tumores [35] [36], pelo que a sua conjugagdo com IONPs podera trazer

beneficios.

2.3.2.1 Lisina

A lisina, de forma quimica C¢H14N20, é classificada como um aminoacido essencial que pode
ser encontrado em diversas proteinas que fazem habitualmente parte da nossa alimentagdo, como as
carnes, ovos leite e derivados. Desempenha algumas funcBes em mecanismos bioldgicas,
nomeadamente a nivel do sistema imunolégico, sintese de tecidos e obtencédo de energia. Uma vez que
ndo pode ser sintetizado pelo préprio organismo é necessario ser introduzido na nossa alimentacgéo [37].

Na figura 2.7 esta representada a estrutura quimica deste composto.
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Figura 2.7 — Estrutura quimica do aminodcido de lisina. Retirado de [37].

Do ponto de vista clinico, varios estudos comprovaram os beneficios que a lisina pode trazer no
combate de determinadas doengas, nomeadamente na reducéo da taxa da infecdo do herpes [38], no
aumento da absorcdo de calcio no combate a osteoporose [39] e alivio da angina do peito [40]. Mais
recentemente foi ainda sugerido o beneficio deste composto em tratamentos complementares para a
esquizofrenia [41]. A sua elevada biocompatibilidade aliada as diversas fungdes e beneficios que pode
desempenhar, fazem deste composto um étimo componente a ser integrado no revestimento de NPs de

magnetite.

Os poucos trabalhos encontrados de uma possivel conjugacéo deste aminoécido diretamente as
NPs de magnetite, relatam que este é capaz de interagir com as NPs através do grupo carboxilo, criando
ligagOes covalentes como ilustrado na figura 2.8. O Gnico inconveniente do composto resultante, é facto

de este ser menos estavel, quando comparado com IONPs revestidas com outras substancias [35].

HyN H,N

Figura 2.8 — Conjugacdes possiveis de NPs de magnetite com aminoacido de lisina. Adaptado de [35]

2.4 APLICACOES EM TERAGNOSTICO

Teragnostico € um conceito bastante recente que se refere a métodos ou substancias passiveis de
ser utilizadas simultaneamente em diagnostico e em tratamento. De uma forma mais simples pode ser
definido como diagnostico “mais” tratamento. Quando aplicado especificamente ao combate do cancro,

surge um amplo conjunto de aplicacdes onde se podem integrar as IONPs [42]. Neste estudo, vao ser
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exploradas duas abordagens especificas, mais precisamente o diagndstico por imagem recorrendo a

técnica de RMN e o tratamento por hipertermia magnética.

O comportamento superparamagnético, aliado a diversas propriedades e caracteristicas
(dimensdes, composicdo, tipo de revestimento, etc), fazem destas particulas candidatos promissores para
estas aplicacbes [22][24]. Ao serem integradas em meio fisiol6gico, e submetidas a um campo
magnético externo, as mMNPs podem apresentar um comportamento idéntico a um agente de contraste
de RM, podendo ser usadas como tal no melhoramento da qualidade das imagens [43]. Por outro lado,
guando sujeitas a um campo magnético alternado, sdo capazes de libertar calor podendo deste modo
integrar técnicas de terapia por aquecimento, como a hipertermia magnética. A especificidade destas
duas abordagens pode ser facilmente mantida, uma vez que as NPs podem ser “guiadas”

magneticamente a determinado tecido alvo para realizar a tarefa pretendida [44][45].

2.4.1 Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN), € uma técnica analitica bastante versatil, que permite
obter informacdo estrutural e dindmica da matéria, desde simples analises de compostos quimicos, a
obtencdo de imagens do interior do corpo com bastante detalhe. Este método ndo invasivo, e que ndo
faz uso de radiacdo ionizante, baseia-se nas propriedades magnéticas dos ndcleos dos atomos [46]. O
nicleo de hidrogénio presente nas moléculas de agua — maior constituinte do corpo humano (cerca de
70%) [47] — para além de existir em elevada abundancia, apresenta determinadas caracteristicas
(nomeadamente o seu elevado momento magnético) que permitem obter uma elevada sensibilidade a
técnica de RMN. Deste modo, apesar de existirem outros nucleos cujo comportamento magnético possa

ser usado em imagens de RM, o hidrogénio é mais utilizado [43].

2.4.1.1 Principios de funcionamento

O ndcleo dos atomos € caracterizado por um nimero quéantico de spin nuclear (1), que pode
apresentar valores multiplos de ¥%. Como qualquer particula fundamental, os nacleos de hidrogénio
caracterizam-se por um movimento de rotacdo em torno de um eixo, sendo que segundo as leis da
mecanica quantica, criam um campo magnético associado [48]. Este campo é habitualmente
representado através do momento magnético u [49]. E esta propriedade que faz com que este se

comporte como um pequeno iman [50]. Na figura 2.9 podemos ver uma representagdo deste processo.
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Figura 2.9 — Campo magnético gerado devido ao movimento de uma particula carregada positivamente, com
criacdo de um momento magnético . Comportamento idéntico a um pequeno iman. Adaptado de [43]

Quando submetido a um campo magnético externo By, estas particulas tendem a alinhar o seu
eixo de rotacéo sobre a dire¢do do campo, precessando a uma frequéncia conhecida por frequéncia de
Larmor an, que depende da natureza do nucleo considerado e da intensidade do campo magnético
externo [49].

= 7Bo Equacéo 2.4

onde v representa a razdo giromagnética que, no caso do hidrogénio, é de 2,7x108rad.s™. T+

Segundo o modelo quéntico, para cada valor de I, existem apenas 21+1 orientagdes preferenciais
de alinhamento deste dipolo magnético em relagdo a um campo magnético externo. No caso do
hidrogénio, como apresenta I= 1/2, facilmente percebemos que este apenas pode ter duas orientagdes
possiveis. Estas duas orientacBes representam os dois niveis de energia que cada protdo pode ocupar,
sendo o estado de menor energia chamado alinhamento paralelo e 0 de maior energia antiparalelo
[43][49].

Bo .
b Energia
PARALELO
i oA

|

\) J E2=uBo
.’_." .'-\._\- .'”

/ ¥ AE = 2uBo
ANTIPARALELD E1=-uBo
(a) (b)

Figura 2.10 - Orientagdes possiveis dos atomos de hidrogénio quando aplicado um campo magnético externo
(adaptado de [49]) (a) Nivel de energia referente ao estado paralelo (E1) e antiparalelo (Ez) (adaptado de [51])
(b).
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A distribuicdo dos spins nestes dois niveis € regida pela equacao de Boltzman (equacdo 2.5), [49],
que relaciona a razdo entre 0os nimero de spins orientados segundo cada estado, com uma exponencial

dependente da diferenca de energia dos estados e da temperatura.

N AE 3
e _ &7 Equacéo 2.5
Nap
Np e Ngp representam, respetivamente, o namero de spins alinhados paralelamente e antiparalelamente,
k é a constante de Boltzman (1,3805x10% joules/Kelvin) e T a temperatura em Kelvin. Uma vez que o
estado mais favorecido é o de menor energia (paralelo) [43][51], sera produzida uma magnetizacao total

positiva segundo o eixo zz, com uma amplitude M [52].

Figura 2.11 — Na representacdo da esquerda podemos ver 0s spins em movimento de precessdo com uma
populacéo superior no estado paralelo (a). A ilustracéo da direita representa a magnetizacao total produzida (b).
Adaptado de [43]

Na técnica de RMN, para além de aplicado um campo magnético externo, responsavel por orientar
0s nucleos de hidrogénio, sera também emitida uma sequéncia de pulsos de radiofrequéncia (RF).
Quando a frequéncia do pulso coincide com a frequéncia de Larmor, ocorre uma mudanca de orientagcdo
dos nucleos, segundo um determinado angulo (flip-angle). Apds esta aplicacéo, os nucleos tendem a
retomar as suas posicoes de equilibrio (processo designado por relaxagdo nuclear), emitindo o excesso
de energia que serd detetado. A radiacdo caracteristica detetada origina um sinal chamado Free
Induction Decay (FID), que ap0s tratamento matematicamente apropriado, origina um espetro de sinal
em fungdo da frequéncia aplicada [46]. Na figura 2.12 esta uma representacdo, bastante resumida, de

todo este processo de aquisi¢do de imagem por RMN.
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Figura 2.12 — Funcionamento a nivel atémico de um sistema de RMN. Adaptado de [46]).

Quando aplicado especificamente em imagiologia médica, os tecidos sdo sujeitos a um campo
magnético com um gradiente calibrado, refletindo-se num sinal ndo apenas com informacéo sobre a
quantidade e diversidade de protGes na amostra, mas também sobre a sua localizagdo. Nesta técnica é

assim possivel obter um mapa tridimensional da densidade proténica visualizada em cortes [46].

Relativamente aos processos de relaxagéo, pode-se dizer que sdo causados pelas trocas de energia
entre spins e destes com a vizinhanga, que sdo designados por relaxacdo spin-spin e spin-rede,
respetivamente. Nesta vertente foram criadas duas constante de tempo, T1 e T, que caracterizam cada
um destes processos [43] e que sdo fortemente dependentes do tipo de tecido [53]. A relaxacdo
longitudinal, ou spin-rede, é caracterizada pelo tempo de relaxacéo T: e quantifica o tempo necessario
para que se recupere 63% do valor de Mo ao longo do eixo dos zz (Figura 2.13 (a)). Em simultdneo com
esta recuperagdo longitudinal temos a relaxagdo transversal, que consiste numa diminuicdo da
magnetizacdo no plano xy devido a interacdo entre spins. O tempo necessario para que esta magnetizacao
se reduza a 37% do valor inicial é o T, (figura 2.13 (b)). Estas percentagens estdo na origem das duas

“t’,

equacoes ilustradas na figura 2.13, uma vez que quando se iguala a varavel “t” ao valor da constante de
tempo (longitudinal ou transversal), resulta exatamente em 0,63xMy para a recuperacao longitudinal e

0,37xMo para a transversal [53].
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Figura 2.13 — Recuperacdo de M, até My segundo um exponencial, sendo T1 a recuperacdo até 63% (a).
Decaimento exponencial de Myy até 0, sendo T, 0 tempo necessario para decrescer até 37% (b). Adaptado de [52]

Quando o tempo de desfasamento dos spins, para além de considerar a interacdo entre estes, ainda
tem em conta as heterogeneidades do campo magnético externo é chamado T,"[52], e relaciona-se com
T, pela equacdo 2.6 [54]:

1 i+ 1 Equacéo 2.6
T,* T,

T; aBy)

2.4.1.2 Agente de contraste

Em muitas situacdes clinicas, quando a diferenca entre um ou mais tecidos ndo é suficiente para
se obter o detalhe pretendido, é justificada a introducdo de agentes de contraste (AC) no corpo do
paciente. Estes agentes ndo geram sinais, apenas interferem com o0s tempos de relaxacdo Ti e T

(reduzindo-os). Estas interferéncias resultam em alteracdes de intensidade nas imagens [43].

A eficiéncia de um AC pode ser quantificada pela relaxividade do sistema aquoso (s), que
corresponde a medida do aumento da taxa de relaxagdo por unidade de concentracdo do contraste [24]
[49].

Ri=—+= TL +7,C Equacdo 2.7

Relativamente a equacdo 2.7, i pode tomar valores de 1 ou 2 (longitudinal ou transversal), Tio € 0 tempo
de relaxacdo antes de ser inserido o contraste, C a concentracdo de contraste (mmol L) e ri a

relaxividade (s mmol™ L)

Quanto ao efeito que estes produzem numa imagem, podemos subdividir os AC em duas
categorias — positivos ou negativos. Os primeiros aumentam a intensidade do sinal, afetando

essencialmente T, ao contrério dos contrastes negativos que diminuem a intensidade do sinal, afetando

(..
L *)
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predominantemente o tempo de relaxagdo T»* (e consequentemente T). Sdo facilmente distinguiveis
analisando a razdo de r» e r1, que no caso dos positivos apresentam um valor reduzido e nos negativos
um valor elevado [55] [56]

Atualmente os AC mais comuns sdo os complexos de Gadolinio (Gd), que devido ao seu
comportamento paramagnético sdo capazes de alinhar levemente as linhas de campo, aumentando assim
0 campo magnético local. O ido gadolinio é tdxico, mas habitualmente é conjugado com um agente
guelante que para além de eliminar a sua toxicidade (mantendo as suas propriedades paramagnéticas),
permite que este seja eliminado via renal [43] [49]. Alguns exemplos ja comercializados sdo Gd-DTPA
(Magnevist®), Gd-(DTPA-BMA) (Omniscan®) e Gd-(HP-DO3A) (Prohance®), caracterizados por
relaxividades na ordem dos 3,5-3,8 mMs? (20 MHz e 37°C). Estes complexos podem ainda ser
conjugados, p.e. com dextrano, de forma a conferir uma maior estabilidade e biocompatibilidade ao
composto. Estes complexos apresentam dimensdes na ordem de 20 nm. [53].

O efeito predominante destes AC € o de aumentar o sinal de imagens ponderadas em T1 [49],
sendo habitualmente utilizado para diagnostico de tumores cerebrais (Figura 2.14) e doencas vasculares
[54]. Varios estudos foram realizados de forma a encontrar a dose ideal em pratica clinica, sendo o0 mais
recorrente de 0,1 mmol por kilograma de peso corporal [49]. Como contraindicacdo absoluta ao uso
deste composto, podemos identificar a impossibilidade de ser utilizado por pacientes gravidas ou em
amamentacdo, pois ao passarem na circulacdo fetal podem depositar-se (até ao final da gravidez) no
liquido amnidtico, bem como no leite materno (durante 24h apds a administracao) [49]. Outra situacéo
inconveniente é a sua utilizacdo em doentes com insuficiéncia renal, devido a excre¢do incompleta deste

composto, que pode resultar no desacoplamento entre o quelante e o ido de gadolinio [53].

Figura 2.14 — Imagem de RM de tumor em cérebro humano sem (a) e com (b) contraste de gadolinio. Ocorre
intensificacéo do sinal nas periferias do tecido maligno. Adaptado de [52].

Outro grupo de agentes de contraste que tem vindo a ser alvo de estudo, como uma outra

abordagem, sdo as NPs baseadas em oOxidos de ferro [54]. Alguns exemplos ja comercializados sdo
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Endorem®, Rosevist®, Sinerem® e Supravist®, com revestimentos de dextrano ou carboxidextran para
aumentar a biocompatibilidade [57]. Esta categoria de agentes de contraste, com dimensdes
habitualmente superiores aos complexos de gadolinio (entre 50 e 150 nm) [49], caracterizam-se por
produzirem distlrbios no campo magnético local, numa proporcdo maior do que 0s agentes
paramagnéticos [43][49]. Estas perturbacdes fazem com que ocorra um desfasamento mais rapido dos
protbes do meio envolvente, que se traduz numa relaxacdo mais rapida [57]. O seu comportamento é
idéntico ao de contrastes negativos [52], exercendo um efeito predominante em imagens ponderadas em
T»[43]. Doses muito elevadas ndo sdo Uteis, uma vez que T, é bastante curto, sendo idealmente utilizado
cerca 8-16 pmol de Fe kg™ [49].

Figura 2.15 — Imagem de RM de figado humano sem (a) e com (b) contraste a base IONPs. Tumores malignos no
figado ndo absorvem IONPs, ficando apenas o tecido saudavel representado a escuro [52]

Quando estas particulas apresentam um diametro hidrodinamico inferior a 50 nm, sdo chamadas
de NPs de dxidos de ferro superparamagnéticas ultrapequenas (USPIOs) [52] e caracterizam-se por
valores de T, relativamente superiores. Neste caso sdo apropriados para angiografias por RM [57]. Por
outro lado, guando tém dimensbes superiores (dentro dos limites do superparamagnetismo), sao
chamadas NPs de éxidos de ferro superparamagnéticas (SP10s) [52] e caracterizam-se por valores de

Tu2 relativamente curtos. Neste caso sdo apropriados para imagens do figado [57].

2.4.2 Hipertermia magnética

A hipertermia é um tipo de tratamento que pode ser aplicado no combate ao cancro, na qual se
expde determinado tecido corporal a elevadas temperaturas, habitualmente entre 40 e 44°C. Uma vez
que células num ambiente com baixo pO2 e pH (condi¢des encontradas especificamente em tecidos
tumorais), sdo mais sensiveis a diferencas de temperatura , este tratamento mostra-se uma terapia
bastante promissora no combate a esta doenca [58]. As primeiras referéncias a este tratamento remontam
os tempos de Hipdcrates, que propds a cauterizagdo de tumores superficiais por aplicagdo de ferro

quente. Segundo ele, “Aqueles que ndo podem ser curados por medicamentos podem ser curados por

(.
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cirurgia. Aqueles que ndo podem ser curados por cirurgia, podem ser curados por hipertermia. Aqueles
gue ndo podem ser curados por hipertermia sdo de facto incuraveis” [59]. Atualmente ja existem
métodos mais sofisticados, sendo bastante recorrente a aplicacdo de radiacdo eletromagnética, como
microondas, ultrassons e ondas de RF. No entanto estes mecanismos apresentam uma dificuldade em
comum — aquecer localmente determinado tecido até uma temperatura especifica. Estas limitagcdes
advém maioritariamente devido a fraca penetracdo da radiacdo (no caso de tecidos mais profundos),
rapida perda de energia com a profundidade e perturbages induzidas pela interface entre tecidos com
ar ou 0sso [60]. Nesta vertente surgem as IONPs, em particular as de magnetite, na tentativa de superar
estes obstaculos. Estas particulas com propriedades SPM podem ser “guiadas” por um campo magnético
externo até tecidos especificos, sendo que quando submetidas a um campo magnético externo tém ainda
a capacidade de produzir calor [44][45]. Esta dissipacdo de energia ocorre durante o processo de
desmagnetizacao e resulta essencialmente de dois mecanismos distintos — relaxacéo de Néel e de Brown
-, ilustrados na figura 2.16.

RELAXACAO DE NEEL
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RELAXACAO DE BROWN

Figura 2.16 — Esquema ilustrativo dos processos de relaxa¢do de Néel e de Brown. Baseado em [24]

Nestes processos de relaxacdo, a magnetizacao é orientada para uma posicao de equilibrio apds a
remocdo do campo magnético externo. No mecanismo Browniano esta reorganizacéo ¢ acompanhada
da rotacdo fisica da particula, libertando energia resultante da friccdo da mesma com o meio (depende
da viscosidade do meio). No mecanismo de Néel esta dissipacdo resulta da rotacdo dos momentos
magnéticos no interior das particulas, sem que estas se movam fisicamente. Cada um deste processos é
caracterizado por um tempo de relaxacao especifico, sendo que no caso de particulas SPM fixas, apenas

a relaxacdo de Néel esta presente, uma vez que nao € possivel qualquer rotacdo fisica [61].
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A eficacia deste aquecimento depende fortemente, da frequéncia de campo aplicada, bem como
da prépria esséncia das particulas (tamanho e microestrutura) [62]. Estas devem conter elevados valores
de magnetizacdo, bem como dimensdes inferiores a 50 nm. Adicionalmente, é fundamental que a sua
distribuicdo de tamanhos seja estreita, bem como a presenca de um revestimento que Ihes confira maior

biocompatibilidade e evite a agregacao das mesmas [63].

A taxa de absorcdo especifica (SAR) é habitualmente usada como referéncia para caracterizar a
performance das NPs nesta técnica. Estes valores podem definir-se como a geracdo de calor por massa

de nanoparticulas segundo a relacdo da equacao 2.8 [64].

msXcp y AT Equacéo 2.8

onde ms é a massa da solucéo, cp a capacidade calorimétrica das NPs, mnp a massa de nanoparticulas e
AT -~ Lo - ~ ~
-+, @ variagdo maxima da temperatura em funcdo do tempo. NPs com valores de SAR elevados sdo

preferiveis por diminuirem a dose necesséria para o tratamento [64].

A aplicacdo de diversos materiais magnéticos como meio de aquecimento localizado em
tratamentos por hipertermia magnética, foi inicialmente experimentada por Gichrist e sua equipa em
1957, que recorrendo a particulas de y-Fe;O3 (20 e 100 nm), testaram este efeito em ganglios linfaticos
[65]. Desde entdo varios estudos foram levados a cabo nesta vertente, variando pard@metros como a forga
e frequéncia de campo, bem como os métodos de encapsulamento [61]. Jordan e sua equipa,
evidenciaram com diversos tipos de nanoparticulas de magnetite e de culturas celulares, que células
malignas absorvem cerca de nove vezes mais particulas que as saudaveis [66].Embora ja tenham sido
realizados testes com animais [61] e em culturas celulares cancerigenas [67], com resultados bastante
promissores, a sua aplicacdo em humanos ainda é tomada como um desafio, uma vez que sdo exigidos

campos magnéticos muito mais intensos que poderdo prejudicar o organismo humano [68].
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MATERIAIS E METODOS

Nesta seccdo vao ser apresentados, de forma detalhada, todos os processos e técnicas de

caracterizacéo realizadas ao longo deste projeto.

3.1 SINTESE DE MNPS DE MAGNETITE

3.1.1 Precipitacdo quimica

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro foram sintetizadas pelo método de precipitacéo
quimica como descrito pela equipa de Gnanaprakash [69]. Este processo sofreu algumas adaptagdes,
nomeadamente as temperaturas de sintese, que foram a 25°C, 50°C e 80°C. Com este estudo pretendia-
se analisar o efeito da temperatura nas dimensdes das NPs, tendo sido adicionado & montagem um banho
de dleo.

3.1.1.1 Materiais
Os reagentes utilizados foram os cloretos de ferro hexahidratado (Sigma-Aldrich) e tetra hidratado
(Sigma-Aldrich), uma solugdo de NH4OH a 25% (Panreac) e agua ultrapura.

3.1.1.2 Procedimento

Inicialmente, os cloretos de ferro tetra e hexahidratados sdo dissolvidos em agua ultrapura,
mantendo uma propor¢do molar de 1:2 respetivamente. Para tal foram dissolvidos 2,5 mmol do primeiro
composto e 5 mmol do segundo em 50 ml de &gua ultrapura, cada um e separadamente. A mistura
resultante destas duas solugdes (com uma razdo molar de 1:2 de ides Fe?': Fe*"), é colocada sobre
agitacdo mecanica (aproximadamente 600 rpm) e em ambiente anaerébio (inserindo N2 gasoso), como

ilustrado na figura 3.1.
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Figura 3.1 - Esquema de montagem utilizado na sintese por precipitacdo quimica

De forma a desencadear a reacdo, 10 ml de NH4OH 25% séo rapidamente adicionados a solugao,
ficando 5 min. sob agitacdo e nas condi¢fes ja enunciadas. A reacdo é parada com a adicdo de
aproximadamente 60 ml de 4gua ionizada com uma seringa. Sao realizadas cerca de 3/4 lavagens com
agua ultrapura, recorrendo a um iman para fazer separagdo magnética. No fim o pH deve ser ajustado

com HCI diluido de forma a obter uma solugéo ligeiramente &cida.
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Figura 3.2 — Sequéncia de acontecimentos ao longo do procedimento
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3.2 DETERMINAGAO DA [FE]/[NPS] POR ESPETROSCOPIA DE UV-ViIs

3.2.1 Meétodo colorimétrico da fenantrolina

A concentracdo de NPs e/ou de ferro numa amostra, pode ser estimada recorrendo ao método
colorimétrico da fenantrolina, adaptado do estudo de Talelli e sua equipa [70]. Este processo é bastante
importante para calcular a quantidade de revestimento a utilizar nas nossas amostras, bem como para

ajustar as diluicdes para posterior caracterizacao.

3.2.1.1 Materiais

Os reagentes utilizados foram HCI concentrado 37% V/V (Panreac), HCI diluido 0,01 N,
hidroxilamina (Alfa aesar) a uma concentragdo de 100 mg.mL™, fenantrolina (Applichem) a 3 mg.mL™*
e acetato de amonia (Sigma Aldrich) 0,5 M. As amostras foram diluidas em eppendorfs de 2 mL e as
medi¢des no espetrofotometro foram realizadas em cuvetes de quartzo. Todas as solugdes referidas,
foram preparadas utilizando como solvente HCI 0,01 N, a excecdo deste ultimo que foi previamente

diluido em &gua ultrapura.

3.2.1.2 Procedimento

Inicialmente, foi deixado durante uma hora & temperatura ambiente, 40 uL. de NPs previamente
sintetizadas e dissolvidas em proporcfes adequadas (habitualmente 1:50, 1:100 e 1:250), juntamente
com 20 pL de HCI 37% V/V. De seguida foram adicionados, por esta ordem, 100 pL de hidroxilamina,
500 uL de fenantrolina e 1140 pL de acetato de amonia (perfazendo um volume de 1800 uL). Foram
feitas varias amostras nas mesmas condicdes (de 3 a 5), de forma a evitar erros inerentes a uma Unica

leitura.

Por fim, recorrendo ao espetrofotémetro UV-VIS (T90+ UV/VIS Spectrometer PG Instruments
Ltd), procedeu-se a medigdo das absorvancias das nossas amostras a 510 nm. Este valor permite-nos

estimar a concentracgdo de ferro, utilizando a reta de calibragdo representada pela equacéo 3.1:
Abs = 4,5079[Fe] + 0,0753 Equagéo 3.1

sendo Abs a absorvancia a 510 nm e [Fe] a concentracdo de ferro em mg/mL. Por outro lado, para obter

a concentracdo de NPs basta usar a relagdo da equacdo 3.2:
[Fe] = 0,7 x [NPs] Equacéo 3.2

sendo [NPs] a concentragdo de nanoparticulas em mg/mL. Esta relacdo foi ajustada experimentalmente,
determinando a concentracdo de Fe segundo o procedimento descrito, e posterior liofilizagcdo e

determinacgéo da massa de NPs.
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3.3 REVESTIMENTO DAS NPs com DMSA

O DMSA foi escolhido como o primeiro revestimento a utilizar, ndo s6 com objetivo de aumentar
a estabilidade das NPs de magnetite sintetizadas por precipitacdo quimica, mas também para funcionar
como “interface” para o procedimento descrito em 3.4. Este procedimento foi adaptado dos trabalhos

descritos por Fauconnier e Xie e suas equipas de investigacdo [71][72].

3.3.1.1 Materiais
Os reagentes utilizados foram as NPs previamente sintetizadas, &cido nitrico 65% (Panreac), HCI
0,01 N (Panreac), NaOH 0,1 N (eka), agua ultrapura e &cido dimercaptosuccinico (DMSA) (Aldrich).

3.3.1.2 Procedimento

Para que este revestimento ocorra de forma eficiente, um conjunto de condicGes deve ser levado
a cabo. O pH da solucdo de NPs deve estar compreendido entre 3 e 3,5, sendo este ajuste realizado pela
adicao de &cido nitrico 65% e caso necessario HCI 0,01 N (para baixar o pH). Uma solucédo de DMSA,
previamente dissolvida em agua ultrapura (volume final 10 mL), deve ser ajustada a um pH de 5,5 pela
adicdo de NaOH 0,1 N. O nimero de moles utilizado deve estar em funcao da concentracdo de ferro das
solucdes utilizadas, sendo que o racio utilizado foi de 3% do numero de moles de ferro. Apos estes
ajustes, as solucdes preparadas sdo colocadas num mesmo recipiente e mantidas em banho de ultrassons

durante pelo menos 3 h.

3.4 FUNCIONALIZACAO COM AMINOACIDO DE LISINA

As quantidades molares de cada reagente, bem como alguns passos do procedimento a seguir
descrito, foram baseadas no procedimento utilizado na tese de Mestrado da Mariana Amaro [73], sendo
gue esta adaptou o procedimento descrito por Hermanson [74]. A quantidade de moles de lisina
utilizada, foi tendo em conta que toda a amostra do procedimento 3.3 é revestida com DMSA, tendo
sido utilizado um nimero de moles superior ao de DMSA. As quantidades utilizadas estdo descritas no

inicio do capitulo 4.

3.4.1 Materiais

Nanoparticulas revestidas com DMSA (NPs@DMSA), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Fluka), N-Hidroxisuccinimida (NHS) (Aldrich), acetato de
sodio (Schorlau) 500 Mm, tampéo fosfato-salino (PBS).

3.4.2 Procedimento

Previamente sdo dissolvidos, em copos de precipitagéo distintos, 20 mg de EDC e 20 mg de NHS

em 1 mL de acetato de s6dio 500 mM cada um. Posteriormente é colocado sobre agitacdo mecanica, 8

(..
L %)
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mg de NPs@DMSA juntamente com a solugdo de EDC, durante 20 min (250 rpm). Passados estes 20
min é adicionada a solucéo de Sulfo-NHS e mantidas as condi¢des anteriores, por mais 20 minutos. De
seguida, foram realizadas duas lavagens com agua ultrapura recorrendo a separa¢dao magnética. Por fim,
ao produto resultante da segunda lavagem, deve ser adicionada uma solugdo contendo determinada
quantidade lisina (especificada na tabela 4.3), dissolvido em 2 mL de PBS. A solucédo deve ser deixada
sob agitagdo mecénica durante 18 h a temperatura ambiente, sendo no fim realizadas novamente duas

lavagens, como descrito anteriormente.

Conjugacdo estavel
0 (ligagdo amida)

Acido carboxilico I
”~
0 N
'. o H

\"/

h ‘\L .
2" w
K Composto
EDC | intermediario 0 ~5'0 _NH,
0

N " (instével)

*N
1 Ester Sulfo-NHS
N p N
HO

Sulfo-NHS °

Figura 3.3 - Esquema adaptado da reacéo de funcionalizagdo das NPs com a Lisina. Adaptado de [74].

3.5 CARACTERIZACAO

3.5.1 Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Com esta técnica é possivel inferir o tipo de ligagcdes quimicas presentes nas nanoparticulas (com
e sem revestimento), bem como a presenca de determinados grupos funcionais, através da analise das
bandas de absorcdo dos espetros, que vao corresponder as frequéncias de vibracdo de determinadas

ligacGes.

Os espetros obtidos foram medidos recorrendo ao espetrofotometro ATR-FTIR Nicolet 6700
Thermo Electron Corporation Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared spectrometer,
para uma gama de comprimentos de onda compreendidos entre 4000 e 480 cm™ e um angulo de
incidéncia de 45° Note-se que para esta caracterizacdo, foi necessaria uma prévia liofilizacdo da

amostra.
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3.5.2 Difracdo de Raio-X (DRX)

Esta técnica foi importante para averiguar a estrutura cristalina das nanoparticulas, mais
precisamente o seu rearranjo espacial. No caso das NPs sem revestimento serviu para verificar se estas
eram maioritariamente constituidas por magnetite ou magmite, tendo tido ainda um papel importante
numa analise posterior ao revestimento, para verificar possiveis alteracGes estruturais. O difratdbmetro
de raio-X utilizado foi 0 X'Pert PRO PANAlytical, com um intervalo de 26 de 0,033 (compreendido
entre os 15° e os 80°), recorrendo a radiacdo Cu-Ka (k = 1.54060 A). Note-se que para esta

caracterizacao, foi necessaria uma prévia liofilizacdo da amostra.

3.5.3 Difragdo dinamica da luz (DLYS)

Esta técnica foi utilizada para estimar o tamanho hidrodindmico (Dw) das nanoparticulas
sintetizadas com e sem revestimento, tendo a particularidade de avaliar possiveis modificagdes causadas
pelo revestimento nas propriedades das NPs, nomeadamente na sua estabilidade. O equipamento
utilizado foi o SZ-100 nanopartica series (Horiba, Lda), com um laser de 532 nm. As medicdes
realizadas foram efetuadas para um angulo de dispersdo de 90° e as células utilizadas eram de plastico

descartaveis.

3.5.4 Magnetizacao

As medicOes de magnetizacdo foram efetuadas num magnetometro cryogenic-cryofree 10 T

VSM, tendo sido registadas as curvas de histerese a 5 e 300 K no campo magnético até 2 T.

3.5.5 Hipertermia magnética

Esta técnica permitiu medir o aumento da temperatura das NPs funcionalizadas, quando aplicado
um campo magnético alternado, devido a vibracdo das mesmas. Para tal recorreu-se ao equipamento
DM100 series da Nb Nanoscale Biomagnetics, capaz de realizar medic6es para intensidades de campo
até 24 kA.m?, Foi aplicado a 1 mL de amostra de mNPs previamente sintetizadas e revestidas, um
campo magnético alternado para a uma frequéncia de 418.5 kHz, em ensaios com a duracdo de 10

minutos.

3.5.6 Relaxometria por RMN

Esta técnica permitiu medir os tempos de relaxacdo longitudinal (T1) e transversal (T>) através da
aplicagcdo de uma sequéncia de pulsos especifica, respetivamente, Inversion-recovery e Carr Purcell
Meiboom Gill. As medi¢6es foram realizadas no espetrometro Bruker Avance |1l NMR de 7,2 T a 36°C
(temperatura corporal) utilizando uma sonda de liquidos *C/*H/?H 5 mm dual probe (VT), para as

medidas dos tempos de relaxacdo longitudinal utilizou-se uma sequéncia de pulso inversion-recovery e

(.
L *)
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para a relaxacéo transversal a sequéncia de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (cpmg). A concentracao de ferro
das amostras estava compreendida entre 0,4 e 3,2 mM.

3.5.7 Imagem por RMN

As imagens obtidas por esta técnica, foram adquiridas recorrendo ao espetrometro Bruker Avance
11 NMR de 7.2 T, com uma unidade de gradientes GRASP IIP e amplificadores de 60A — 1500G/cm de
poténcia, segundo uma sonda de imagem PH Micro 2.5 com um insert de *H. As medidas foram
realizadas a temperatura corporal (36° C), e as amostras foram previamente dissolvidas em agar 0,5%
(m/m), para concentragdes de ferro compreendidas entre 3,2 e 0,4 mM. A sequéncia utilizada foi
mic_flash_8sl, tempo de repeti¢cdo de 1000 ms, tempo de eco de 2,3 ms, flip angle de 30°, matriz de
256x256 e campo de visdo de 3,02 cm para as duas amostras. Relativamente ao tempo de aquisicao,
foram testadas experiéncias de 34min8s e de 2h16min para as NPsS@DMSA e de 2h16min para as
NPs@DMSA@Lys

3.5.8 Microscopia Eletronica de Transmissao

Através desta analise, é possivel obter imagens que nos permitem avaliar o tamanho e morfologia
das NPs de magnetite. O equipamento de emissao termidnica e resolugio ponto a ponto de 2,7 A, é o
Hitachi H-8100 Il e os ensaios séo realizados no Instituto Superior Técnico. As amostras encontram-se

em suspensao de agua ultrapura e sdo previamente colocadas numa rede de carbono.

3.5.9 Ensaios de citoxicidade

Estes ensaios permitiram estudar a viabilidade celular em linhas Vero e SaOs-2 recorrendo ao teste
da resazurina. As celulas foram semeadas em placas de 96 pogos numa densidade celular de
aproximadamente 19,6x10* células/mL. No caso das células Vero, foram previamente cultivadas em
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), com a adi¢do de 10% de soro bovino fetal, 0,5% de
penicilina-estreptomicina (10000 U.mL™), piruvato de sédio (100 mM) e Glu-taMAX ™. Por outro
lado, as células SaOs-2 foram cultivadas em meio McCoy 5A, com a adi¢do de 10% de soro bovino
fetal e 0,5% de Penicilina- estreptomicina (10000 U.mL™). Posteriormente, as culturas, foram incubadas
a 37°C num ambiente de 5% de CO; durante a noite, sendo no dia seguinte adicionado meio fresco com
as NPs em estudo em concentragbes conhecidas (variando de 500 pg/mL até 31,25 pg/mL). ApOs
incubacdo de 48h, o meio foi removido e a rezasurina adicionada a cada um dos pogos. Passadas 3h de
incubacdo, foram medidas as absorvancias em cada um dos pocos a 570 e 600 nm. Estes valores

permitiram calcular a viabilidade celular relativa, tendo em conta os pocos de controlo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta seccdo vao ser apresentados e discutidos, todos os resultados obtidos ao longo deste
projeto. Os subcapitulos foram divididos por técnicas de caracterizagdo — DLS, DRX, FTIR, TEM,
Magnetizacdo, relaxometria por RMN, Hipertermia magnética e citotoxicidade. Para melhor
compreensdo das reacBes ocorridas durante o decorrer do trabalho, foram organizadas nas tabelas 4.1,

4.2 e 4.3 0s resumos de todas estas, com algumas condi¢fes que diferem entre elas.

Tabela 4.1 — Resumo das sinteses por precipitacdo quimica (PQ) realizadas

CONDICOES PQ1 PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 PQ6 PQ7
REACIONAIS
Temperatura (°C) 25 50 80 55 55 55 55
Velocidade (rpm) 700 700 700 600 600 600 600
Viinal (ML) 150 150 150 80 150 100 100
[NPSs]final (Mg.mL-1) 3,75 3,62 3,36 5,99 3,35 6,59 5,26
pHfinal 9,52 9,75 9,41 9,40 9,42 9,63 9,54

Tabela 4.2 — Resumo dos revestimentos com DMSA (RD) realizados

CONDICOES REACIONAIS RD1 RD2 RD3
Tempo em ultrassons 2h 3h 3h
Viinal (ML) 10 10 13

[NPS]finai (mg.mL) 2,64 4,94 3,76

NPs utilizada PQ5 PQ6 PQ7

pHfinal 6,91 7,13 7,04
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Tabela 4.3 - Resumo das funcionaliza¢cBes com Lisina (FL) realizados

CONDICOES REACIONAIS FL1 FL2 FL3 FL4 FL5
NPs@DMSA utilizada RD1 RD2 RD3 RD3 RD3
[NPs]fina (Mg.mL-2) 1,09 2,37 2,68 1,85 3,13
pHfinal 7,11 6,70 7,10 6,99 7,07

Miisina (M) 2,0 75 75 25,0 30,0

4.1 DISPERSAO DINAMICA DA LUZ

Com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura e do revestimento, no didmetro hidrodinamico
das nanoparticulas sintetizadas, foram realizados ensaios de DLS com amostras de NPs de Fes;O4

revestidas com DMSA e funcionalizadas com Lisina.

Nesta técnica € medida a intensidade da luz dispersa em funcéo do tempo, quando um laser incide
sobre as particulas que se encontram sujeitas a movimento browniano. A variacdo desta intensidade é
sensivel ao tamanho das particulas, traduzindo-se numa funcdo de autocorrelacdo medida pelo
equipamento [75][76]. Na figura 4.1 estdo representadas algumas destas curvas para diferentes
concentragdes de ferro.

1.0FF 1.0 _ll ]
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Figura 4.1 — Curvas de autocorrelacéo (a) de NPs@DMSA para diferentes concentragdes de ferro e (b) para a
uma mesma concentraco amostras de NPs sem revestimento e revestidas com DMSA.

Estas curvas, representadas por um decaimento exponencial, permitem-nos tirar algumas
conclusbes visualizando apenas o seu comportamento matemético. Quanto mais acentuado o
decaimento, mais monodispersas sdo as amostras e menores as dimensdes das NPs [76]. Nas curvas (a)
da figura4.1 podemos ver que as amostras aparentam ser monodispersas, devido ao declive acentuado.
Por outro lado, em (b) a curva referente & NPs sem revestimento, ja aparenta conter particulas de

maiores dimensdes. Este acontecimento pode ser explicado pelo facto de as medigdes de DLS serem
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realizadas um dia apds a sintese das nanoparticulas, o que na auséncia de revestimento, é o suficiente

para que estas se agreguem.

No entanto estas informages, por si s6, ndo fornecem o real didmetro hidrodindmico das NPs
presentes na amostra, sendo necessaria uma analise mais detalhada. Para tal foi utilizado um algoritmo
gue se baseia no ajuste de uma curva de autocorrelacao tedrica as curvas experimentais obtidas. Deste
ajuste resultou uma constante de decaimento t, que permitiu calcular o coeficiente de difusdo D e no
seguimento os didmetros hidrodindmicos médios (Dn) através da equacdo de Stokes-Einstein,

representada na equacdo 4.1 [76]:

kT Equacéo 4.1
3nnD

Dn=

Onde k é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, n a viscosidade do fluido e D o coeficiente
de difusdo. Nestas experiéncias considerou-se T igual a 289,15 K e a viscosidade da dgua 0,89 mPa.s.
Para além deste valor, outro parametro que é importante registar, € o parametro de largura conhecido
como indice de polidispersao (PI). Este valor deve ser inferior a 0,7 para que a distribui¢do de tamanho
na amostra seja apropriada para a técnica de DLS e inferiores a 0,2 para a amostra ser considerada
monodispersa. Caso a amostra apresente alguma polidispersabilidade, serdo extraidos dois valores de

didmetros hidrodindmicos médios — D; e D, — como sendo 0s mais provaveis de encontrar na amostra.

De forma a estudar o efeito da temperatura no diametro das NPs, foram realizados testes de DLS
em amostras resultantes das sinteses PQ1, PQ2 e PQ3 (respetivamente a 25°C, 50°C e 80°C). Os
resultados foram pouco conclusivos quanto as reais dimensdes das NPs, uma vez que estas exibem
tendéncia natural para se agregarem. Na figura 4.2 podemos ver os tamanhos médios encontrados nestas

amostras, bem como os respetivos PIs.
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Figura 4.2 — (a) Diametros hidrodindmicos pequenos (D1 e grandes (D) e respetivos indices de polidispersédo
(b), de NPs sem revestimento sintetizadas por precipitacdo quimica a 25°C, 50°C e 80°C.
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Estes resultados sugerem que a 50°C sdo sintetizadas NPs com menores didmetros
hidrodindmicos, caracterizadas por menores indices de polidispersdo. E de realcar ainda, que apenas
para esta temperatura se verificou uma homogeneidade de tamanhos (sem grandes agregados),
confirmado pelo valor médio dos Pls que se encontra exatamente na fronteira entre a
polidispersabilidade e a monodispersabilidade. Estes resultados vieram confirmar o que foi descrito na
literatura [26], tendo sido por isso adotada esta temperatura como a indicada para obter NPs de menores

dimensbes e polidispersabilidade.

Relativamente ao revestimento com DMSA, espera-se que este ndo permita a formacdo de
grandes agregados e elevados Pls, como o0s apresentados anteriormente. Na tabela 4.4 estdo
representados os valores calculados dos diametros hidrodindmicos das NPs resultantes de RD2, em

funcg&o da sua concentragdo em solugdo, bem como os respetivos indices de polidisperséo.

Tabela 4.4 — Valores médios dos diametros hidrodindmicos (Di e D>) e respetivos indices de polidispersdo em
funcéo da concentracdo de NPs. Dados relativos a amostras de NPS@DMSA

[NPs] (mg.mL1) D1 (nm) D2 (nm) Pl
0,01 148 + 18 37550 0,32 £0,07
0,05 137 + 26 255 + 63 0,18 + 0,06
0,10 139+ 24 252 £ 58 0,22 +0,06
0,15 136 + 20 261+ 35 0,24 £ 0,06
0,20 142 £ 22 250 £ 65 0,20 = 0,06
0,25 146 £ 11 - 0,25+£0,10

Estes resultados sugerem a existéncia de dois didmetros (D1 e D) para cada concentracao,
retratando amostras maioritariamente constituidas por estas duas dimensbes. Este facto deve-se
provavelmente a existéncia de NPs em diferentes estados de agregacéo, ou seja, os didmetros maiores
corresponderdo a aglomerados de particulas e os didmetros mais pequenos a particulas praticamente
isoladas. Apenas para a concentracdo de 0,25 mg.mL™ é que as amostras evidenciaram a existéncia de
um unico grupo de particulas com didmetros de aproximadamente 145 nm, para 0 menor desvio-padr&o.
Estas evidencias, bem como a proximidade aos restantes didmetros pequenos, permitem aproximar o
didmetro destas particulas a este valor. Uma vez que os valores de Pl se encontram préximos do limite
de monodispersabilidade, podemos considerar que as amostras séo apenas ligeiramente polidispersas,
facto evidenciado pela existéncia dos dois diametros ja referidos. Foi ainda realizada uma nova analise

de DLS com outras amostras de NPsS@DMSA (RD3), desta vez com um maior tempo de permanéncia
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em banho de ultrassons (3 h). Comparativamente aos didmetros hidrodindmicos anteriores, foi possivel

evidenciar uma ligeira redugdo dos mesmaos, como ilustrado na figura 4.3.

320
300

60 EX12h 2224 3h
260
240

220 \
200
180

0. 0,2
0.1 [NPs] (mg/ml) ’

Figura 4.3 — Diametros hidrodinamicos pequenos (D1) e grandes (D2) de NPs@DMSA com 2h e 3h em banho de
ultrassons.

Relativamente as NPs@DMSA@LYys, é de esperar que 0s seus didmetros hidrodindmicos
sejam superiores aos das NPs@DMSA que lhes serviram como base, pelo facto de se adicionar mais
um componente ao revestimento. Na tabela 4.5 estdo representados os dados referentes aos dois

compostos em questao.

Tabela 4.5 - Valores médios dos didmetros hidrodinamicos e respetivos indices de polidispersdo em fungéo da
concentracdo de NPs. Dados relativos a amostras de NPs@DMSA e de NPs@DMSA@Lys

[NPs] (mg.mL-1) Amostra D1 (nm) D2 (nm) Pl
0,10 RD3 111+ 34 246+ 73 0,26 +0,04
FL2 140+ 21 269 £ 106 0,17 £ 0,07
0,20 RD3 113+ 29 174 £ 50 0,23 £0,03
FL2 138 + 13 270£173 0,22 £ 0,02

Numa primeira andlise é validada a hipoGtese supracitada, confirmando que os didmetros
hidrodindmicos das NPs@DMSA@LYys (FL2) séo efetivamente superiores as NPs precursoras (RD3).
Relativamente aos valores dos indices de polidisperséo foi verificada uma ligeira reducéo, indicando
gue possivelmente as amostras sdo mais monodispersas. Efetivamente quando realizado o tratamento

de dados, para o caso das amostras de NPS@DMSA@Lys, os diametros D, eram praticamente

(.
L")
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inexistentes, sendo por isso as amostras constituidas maioritariamente por apenas uma dimenséo (D1).
Em suma, foi registada uma ligeira reducdo da polidispersabilidade com a adigéo da lisina, sendo que
os didametros hidrodiamicos médios para os dois grupos de particulas, foram de aproximadamente 110
nm para as NPS@DMSA e de 140 nm para as NPs@DMSA@Lys.

4.2 DIFRAGAO POR RAIOS X

Através da analise dos espetros de DRX, foi possivel tirar algumas conclusfes quanto a influéncia
da temperatura de sintese e do revestimento, na estrutura cristalina das NPs. Para tal foram selecionadas
5 amostras distintas, sendo 4 referentes aos 6xidos de ferro resultantes de PQ1, PQ2, PQ3 e PQ4, e uma
Gltima amostra de NPs@DMSA resultante de RD1. Nas figuras 4.4 e 4.5 podemos ver os graficos
resultantes, apds tratamento de dados adequado, tendo estes sido comparados com os padrfes tedricos
da magnetite (JCPDS 00-019-0629) e magmite (JCPDS 00-039-1346). Na tabela 7.1 em anexo, estdo
0s picos caracteristicos destes dois tipos de Oxidos de ferro, com as respetivas intensidades em funcéo
de 26.

Analisando primeiro o efeito da temperatura de sintese, facilmente identificamos em todos os
graficos os seis picos caracteristicos de 20, correspondentes aos planos de difragdo (220), (311), (400),

(422), (511) e (440):

v PQ1=>30,25]|35,48 | 43,26 | 53,72 | 57,17 | 62,77;
v PQ2=>30,12|35,52 | 43,33 | 53,44 | 57,20 | 62,84;
v PQ3=>30,17|35,59 | 43,04 | 53,52 | 57,22 | 62,64;
v PQ4=>30,09]|35,45 | 43,13 | 53,53 | 57,18 | 62,73.
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Figura 4.4 — Espetros de DRX de NPs de magnetite sintetizadas a diferentes temperaturas.

Embora estes planos estejam presentes em ambas as configuracGes estruturais (com oscilagdes
angulares praticamente inexistentes), este critério isolado, é insuficiente para inferir sobre a
maior/menor percentagem de magnetite/magmite nos compostos. Para tal foi necessario analisar as
intensidades de determinados picos, mais precisamente 0s picos correspondentes aos planos (220), (400)
e (511). Como podemos verificar pelos dados da tabela 7.1 em anexo, a diferenga entre o pico (220) e
(400) é de apenas 10% no caso da magnetite e de aproximadamente 20% no caso da magmite. Outro
critério a ter em conta, reside no facto dos picos (220) e (511) apresentarem a mesma intensidade na
magnetite, e de diferirem aproximadamente 10% na magmite. Embora as condi¢cGes da magnetite
tenham sido confirmadas, ndo podemos negar a inexisténcia de magmite, pelo que apenas é correto

afirmar que as amostras sao maioritariamente constituidas por magnetite.

Relativamente ao efeito do revestimento (DMSA), verificou-se que este ndo alterou a estrutura
cristalina, tendo-se identificado os mesmos 6 picos caracteristicos — 30,32 | 35,53 | 43,19 | 53,73 | 57,21

| 62,68 —, bem como as condigdes relativas & magnetite.
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Figura 4.5 — Espetro de DRX de NPs de magnetite (PQ4) e de NPs@DMSA (RD1)

Por ultimo foram calculados os didmetros médios de cristalite das amostras aqui referidas, tendo
sida para este efeito, aplicada a equagdo de Scherrer, apresentada na equacéo 4.2:
D kA Equagéo 4.2
"~ Bcos(H)
onde k uma constante que varia em funcao da forma das particulas (nesta caso 0,94), A o comprimento
de onda da radiacéo incidente (0,1540598), § a largura a meia altura do pico mais intenso e 6 o angulo

de difragdo [77]. Os valores foram retirados manualmente de cada um dos gréficos, obtendo-se os
seguintes didmetros:

v' PQI:06=17,74° (0,31 rad) e B = 0,93° (0,016 rad) => D = 9,50 nm;
PQ2: 6=17,76° (0,31 rad) ¢ p = 0,83° (0,014 rad) => D = 10,86 nm;
PQ3: 6=17,80° (0,31 rad) e p = 0,95° (0,017 rad) => D = 8,95 nm;
PQ4:6=17,73° (0,31 rad) e p = 0,97° (0,017 rad) => D = 8,94 nm;
RD1: 6=17,77° (0,31 rad) e p = 0,88° (0,015 rad) => D = 10,14 nm.

AN NI NN

E possivel evidenciar que estes valores néo oscilaram muito, estando compreendidos entre 8,94 e 10,86
nm. Todo o conjunto de analises efetuadas neste subcapitulo, confirmaram que tanto a temperatura de

sintese como o revestimento de DMSA, nido afetaram a estrutura cristalina das NPs sintetizadas.

4.3 ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

Foram realizadas varias analises por FTIR, de forma a confirmar a ligacdo dos diversos

surfactantes, mais especificamente do DMSA a superficie das NPs e da Lisina as NPS@DMSA. Uma

(.
L %)
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vez que este processo pode tornar-se por vezes um pouco complexo, devido a sobreposicdo de bandas,
foi adotada a estratégia de analisar passo a passo 0s espetros, ou seja, para cada amostra analisada existe
um espetro de referéncia do composto que Ihe serviu como ponto de partida, bem como do reagente
adicionado no seu estado puro e/ou do composto pretendido. Para tal foram analisadas 3 grupos de
amostras — NPs (de Fe3O4), NPsS@DMSA e NP@DMSA@LYys.

No primeiro grupo foram analisados os espetros para 4 temperaturas de sintese (figura 4.6) —
25°C, 50°C, 80°C e 55°C — referentes as sinteses PQ1, PQ2, PQ3 e PQ4, respetivamente. Em todos eles,
foram identificadas bandas de absorcéo referentes ao modo de vibragdo de estiramento da ligacao Fe-O
(a 560 cm) e estiramento de O-H (a 1630 cm™?). Foi possivel ainda identificar uma banda larga entre
3000 e 3500 cm?, que esta relacionada com o estiramento de O-H devido ao vapor de agua presente na
amostra [78]. Nao foi possivel identificar diferencas significativas nestes resultados, pelo que podemos

concluir que a temperatura ndo alterou a configuracdo do produto final.

PQ4 (55 °C)

3000-3500 1630

560
PQ1 (25 °C)

3000-3500 1630

560
PQ3 (80 °C)

3000-3500

PQ2 (50 °C)
3000-3500

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntimero de onda (cm’)

Figura 4.6 — Espetros de FTIR referentes as NPs resultantes das sinteses PQ1 (25°C), PQ2 (50°C), PQ3 (80°C) e
PQ4 (55°C).

Relativamente a compreenséo do mecanismo de ligacdo do DMSA a superficie das NPs de Fe3Os.,
foi necessario comparar o espetro obtido com outros propostos teoricamente pela literatura. Na figura
4.7, foi ainda colocado como referéncia o espetro de NPs de magnetite referente a PQ4, de forma a
identificar qual o conjunto de bandas presentes em ambas as amostras. Existe um conjunto de bandas,
nomeadamente as que correspondem aos nimeros de onda 560 e 3200 cm™?, j& identificadas como modos

de vibracdao presentes nas moléculas de FesO.. A ligacdo do DMSA & superficie das NPs foi evidenciada




( CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO )

pelas bandas referentes aos modos de vibracdo de estiramento assimétrico e simétrico do grupo
carbonilo, representados respetivamente pelos nimeros de onda de 1560 e 1346 cm™. Estas bandas
sofreram um deslocamento quando comparadas com as vibragdes em DMSA livre a volta dos 1700 cm-
L[73] [79].
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Figura 4.7 — Espetros de FTIR referentes a NPs sem revestimento de PQ4 (castanho) e de NPs revestidas com
DMSA (RD2).

Quanto a identificacdo da ligacdo da lisina ao composto anterior, foi realizado um procedimento
idéntico, sendo o espetro da lisina pura e de outros aminoacidos/proteinas ja conjugados com as
NPs@DMSA usados como referéncia. Neste caso a ligacdo ao DMSA, como ilustrada no esquema da
figura 3.3, é realizada entre o grupo carbonilo presente no grupo carboxilato a superficie das
NPs@DMSA e um dos -NH; presentes na lisina. E de referir que uma vez que o aminoacido apresenta

dois grupos -NH; na sua composicao, a ligacdo podera ocorrer de duas formas distintas, como ilustrada

na figura 4.8.
HO_ o
O)Lm\\- NH, O)LNMOH
H @)

Figura 4.8 — Conjugac0es possiveis entre as NPs@DMSA e o aminoacido de lisina. A configuracio da esquerda
€ mais provavel de acontecer, uma vez que o pKa do -NHs* daquela posic¢éo, € mais reduzido. No entanto também
existe a possibilidade de a conjugacgéo da direita ocorrer.

A analise dos graficos da figura 4.9, juntamente com alguns resultados presentes na literatura,

permitiu identificar as bandas referentes as seguintes ligacfes. Nas particulas revestidas com

(.
L *)
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aminoacidos as vibragdes de alongamento C=0 e C-O podem ser identificadas para valores préximos

de 1640 e 1460 cm, respetivamente. A 2919 cm* temos a vibragédo de estiramento da ligacdo C-H e a

cerca de 3300 cm™ uma banda ligeiramente mais larga referente ao modo de vibragdo de alongamento

de N-H [79]) [35], visto que 0 aminoacido escolhido apresenta os dois grupos NH, como ja foi referido.

Foi ainda possivel identificar bandas em torno de 1050 e 960 devidas a vibracdo de alongamento C-O e

de flexdo de -NH, respetivamente [80] [73].
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Figura 4.9 —Espetro de FTIR da Lisina pura (a) [35] e da amostra de NPs@DMSA@Lys obtida (b).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

De forma a obter uma distribuicdo mais significativa dos didmetros das NPs revestidas com
DMSA, bem como inferir sobre o seu estado de agregacdo em solucéo, foi realizada uma analise por
TEM. Para tal foram adquiridas imagens de NPS@DMSA sintetizadas todas nas mesmas condigoes,
variando apenas o tempo de permanéncia no banho de ultrassons — 1 h, 3 h e 5 h. As imagens adquiridas
foram analisadas recorrendo ao programa ImageJ, que permitiu obter a distribuicdo de tamanhos para
cada amostra. Nas figura 4.10, 11 e 12 encontram-se apresentados estes resultados e respetiva analise.
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Figura 4.10 — Imagem de TEM e respetiva distribui¢cdo de tamanhos para NPS@DMSA — 1 h.
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Figura 4.11 - Imagem de TEM e respetiva distribui¢do de tamanhos para NPs@DMSA — 3 h.
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Figura 4.12 - Imagem de TEM e respetiva distribuicio de tamanhos para NPsS@DMSA — 5 h.

Como é possivel evidenciar pelos graficos obtidos, em todos eles a maior incidéncia de tamanhos
corresponde a diametros médios compreendidos entre 10 e 12 nm. Com o aumento do tempo de
permanéncia em banho de ultrassons, é possivel verificar um ligeiro estreitamento da curva de gauss,
devido a diminui¢do da populacéo para gamas de diametros mais afastados do valor médio. Este facto
leva a crer que quanto mais tempo a amostra permanecer em banho de ultrassons, mais homogénea e

com menos agregados esta ficara.

A primeira vista estes resultados ndo parecem coerentes com as dimensdes obtidas por DLS para
os didmetros hidrodindmicos, que se encontram na ordem das centenas de nanOmetros. Este
acontecimento pode ser explicado, pelo facto da técnica de TEM ndo ser sensivel ao revestimento, o que
torna 0 DMSA invisivel. Deste modo, as dimensdes registadas neste subcapitulo sdo referentes apenas
aos nucleos de magnetite. Por outro lado, quando comparados com os tamanhos médios dos cristalites
calculados no subcapitulo Difra¢éo de Raio-X (DRX), é possivel evidenciar que sdo praticamente iguais.
Na literatura foi também possivel encontrar resultados idénticos no caso de NPs revestidas com DMSA
[78][33]
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4.5 MAGNETIZACAO

De forma a avaliar a influéncia do revestimento (DMSA), nas propriedades magnéticas do
composto sintetizado, foram realizados ensaios de magnetizacdo em amostras de NPs@DMSA. A figura
4.13 representa a curva de magnetizacdo para duas temperaturas distintas, em fungdo do campo
magnética aplicado. O valor da magnetizacdo de saturacdo (Ms) é cerca de 50 emu/g, que comparado
com o valor de referéncia para as NPs de magnetite (90-100 emu/g) [12], sofreu uma ligeira descida.

Este valor é coerente com os encontrados na literatura para NPs revestidas com DMSA [80].

——=7K
—300 K

20 15 -10 05 00 05 10 15 20
B(T)

Figura 4.13 — Magnetizagdo em funcdo do campo magnético aplicado a 300 K (laranja) e a 7 K (azul) para
NPs@DMSA.

Embora seja percetivel uma ligeira histerese nas curvas do gréfico da figura 4.13, este é residual,
pelo que é correto afirmar que 0 comportamento magnético destas amostras assemelha-se ao de IONPs
superparamagnéticas. Uma vez que esta condicdo é verificada para as duas curvas, e sendo que as
mesmas foram realizadas num intervalo de temperaturas que contém a temperatura ambiente
(aproximadamente 293 K), podemos considerar que a esta mesma temperatura as NPS@DMSA séo

superparamgnéticas.

4.6 RELAXOMETRIAPOR RMN
A utilizagdo das NPs como agentes de contraste (AC), implica o conhecimento do seu
comportamento ao nivel do efeito na relaxagdo da agua. Através de relaxometria por RMN, foi realizada

a medicdo dos tempos de relaxacdo longitudinal e transversal, das moléculas de agua quando em
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contacto com as amostras de nanoparticulas sintetizadas. Para tal foram avaliadas suspensdes de
NPs@DMSA e de NPs@DMSA@LYys, previamente preparadas nas seguintes concentracdes - 0,5 mM,;
1,5 mM e 3 mM -, bem como uma amostra contendo apenas agua ultrapura utilizada para preparar as
solugdes, de forma a ter uma amostra como referéncia de meio. Em cada aquisi¢do foram realizadas 3
medi¢des por amostra, 0 que resulta num total de nove medic¢des por aquisi¢do. Assim sendo, todos 0s
valores de T1, To, OU Seus inversos, representam a média de trés valores, e como tal estdo associados a

um desvio-padréo.
Relativamente a amostra de referéncia obteve-se 0s seguintes tempos de relaxacao:

Y Tiep=421s
v TZref = 2,91 S

Comparando estes valores com 0s obtidos para amostras contendo diferentes concentracGes de
nanoparticulas foi possivel calcular a atenuacéo relativa associada a cada uma das amostras, através da

equacéo 4.3

(Tirer — Ti) Equacéo 4.3

Tatenuagio (%) = x 100

iref
onde T;.f representa a relaxagao longitudinal (i =1) ou transversal (i = 2) de referencia, T; a relaxagdo
longitudinal (i =1) ou transversal (i =1) para as amostras contendo nanoparticulas.

Na tabela 4.6 estdo organizados todos estes valores com os respetivos desvios de padréo, em funcéo da

concentracgdo e do tipo de nanoparticulas em solugdo.

Tabela 4.6 — Tempos de relaxacdo transversais e longitudinais de NPS@DMSA e NPs@DMSA@Lys, para
concentragdes compreendidas entre 0,5 mM e 3,0 mM. Nas colunas ao lado de T1 e T2 estéo as atenuagdes em
percentagem.

Amostra T1 (ms) T atenuagio (%0) T2 (ms) T atenuagao (%0)
NPs@DMSA 0,5 mM 142147 66,2 7,94+0,04 99,7
1,5mM 443+ 9 89,5 2,79+0,03 99,9
3,0 MM 387+2 90,8 1,86 0,01 99,9
NPs@DMSA@Lys 0,5 mM 2018 + 14 52,1 281+3,00 903
15 mM 399+ 4 90,5 2,6+0,10 99,9
3,0mM 220+2 94,8 1,32+0,01 99,9
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Como é possivel evidenciar pelos resultados obtidos, tanto T: como T, diminuiram em relacdo aos
valores de referéncia dos tempos de relaxacdo da agua na auséncia das particulas sintetizadas.
Comparando os declinios provocados em cada um dos tempos de relaxacgdo, é percetivel que este é mais
acentuado em T, do que em Ty, tanto com o aumento de concentracdo de NPs@DMSA como de
NPs@DMSA@Lys. Deste modo, é expectavel que ambos os grupos de particulas se comportem como

agentes de contraste negativo.

Quando comparadas amostras contendo diferentes tipos de NPs, é possivel evidenciar 3 situacdes

distintas quanto ao comportamento destas duas entidades:

1. Para concentragbes mais baixas - 0,5 mM - as NPs@DMSA@Lys apresentam menor
capacidade de reduzir os dois tempos de relaxacdo quando comparadas as NPs@DMSA. Esta
diferenca é mais acentuada em T; (cerca de 15%) do que em T (cerca de 9%);

2. Para concentragdes intermédias - 1,5 mM - as redugdes dos dois grupos de particulas séo
praticamente idénticas, sendo cerca 90% para T: e 99,90% para T.. Nestas condigdes é
expectavel que o comportamento como agente de contraste seja semelhante;

3. Paraas concentracfes mais elevadas — 3,0 mM — as NPs@DMSA@Lys provocam uma reducao
mais acentuada em T, do que as NPs@DMSA (uma diferenca de cerca de 4%), sendo que em

T, ja ndo ocorrem grandes diferencas, uma vez que ja foi reduzido praticamente 100%.

Estas trés situacdes ficam bastante evidentes nos graficos da figura 4.14, uma vez que é possivel
visualizar que as retas dos ajustes lineares das taxas de relaxacdo de T; e T2 de grupos de particulas
distintas se cruzam. A amostra de NPs@DMSA a 1,5 mM apresenta um desvio da linearidade no grafico
da taxa longitudinal. Pela analise dos ajustes, seria expectavel que as taxas de relaxacao longitudinais
das duas amostras fossem iguais para valores entre 0,5 e 1,0 mM. Esta incoeréncia pode estar relacionada

com um erro de pipetagem durante a preparagdo das amostras.
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Figura 4.14 — Taxa de relaxacdo longitudinal (a) e transversal (b) de NPs@DMSA (a vermelho) e
NPs@DMSA@Lys (a preto). As retas representam os ajustes lineares efetuados, cujo declive representa o valor
da relaxividade longitudinal (no grafico (a)) e transversal (no gréfico (b)).
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Deste modo fica percetivel que tratando-se de imagens ponderadas em T, as NPs@DMSA@LYys apenas
apresentam uma maior capacidade de contraste para concentragdes superiores a sensivelmente 1,5 mM,
enquanto que quando ponderadas em Ti, valores ligeiramente mais baixos ja sdo suficientes. Assim
sendo estima-se que em ensaios de imagem, para concentragdes mais elevadas, o contraste exibido pelas
NPs@DMSA@Lys seja superior ao das NPsS@DMSA (para qualquer uma das ponderagOes). Estes
graficos permitiram ainda retirar os valores das relaxividades longitudinal (r1) e transversal (r2), que

correspondem aos declives dos ajustes lineares dos graficos. Estes valores foram registados na

Amostra r1 (s*mM?) R? r2 (stTmM1) R? ralr
NPs@DMSA@Lysys 1,69 0,99 284,90 0,91 171
NPs@DMSA 0,76 0,99 176,37 0,97 232

tabela 4.7, juntamente com os respetivos fatores de correlagéo (R?).

Tabela 4.7 — Relaxividade longitudinal e transversal das NPS@DMSA e NPs@DMSA@LYys e respetivos fatores
de correlagéo (R?).

Amostra ri (stmm1) R? r2 (sTmM1) R? r2/r1
NPs@DMSA@Lysys 1,69 0,99 284,90 0,91 171
NPs@DMSA 0,76 0,99 176,37 0,97 232

Quanto maior o valor das relaxividades, menor a quantidade de agente de contraste necessario
para efetuar o exame médico. No presente estudo, quando comparados estes valores no caso das
NPs@DMSA, com os de estudos ja realizados com 0 mesmo composto (mas com um Dy, inferior) — r;
igual a 2,6 ms e r; igual a 110 s*mM* [81]-, temos que a relaxacdo transversal se mostrou ligeiramente
superior, ao passo que a longitudinal um pouco inferior, traduzindo-se numa razéo r./r; superior. Este
acontecimento pode advir da formacéo de agregados, uma vez que estes provocam efeitos distintos nas
relaxividades. Por um lado, temos a formacdo de agregados internos dos nlcleos de magnetite, que
contribuem para 0 aumento de rp devido ao aumento do momento magnético total que
consequentemente fazem com que os protdes relaxem mais rapido. Por outro lado, temos os agregados
devidos a contribuicdo da estrutura global das particulas, que juntamente com a distribuicdo de campo
magnético a superficie, fazem com que as moléculas de d&gua permanecam mais tempo no seu interior

e consequentemente relaxem de forma mais lenta, diminuindo r; [82][83].

Comparando agora os diferentes grupos de particulas sintetizados, estes dados evidenciam um
aumento das relaxividades transversal e longitudinal com a adicdo do aminoacido de lisina as

NPs@DMSA. Em ambos 0s casos a razao r»/r1 é elevada, o que indica que serdo adequados a utilizacdo

(.
L %)




( CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO )

como agentes de contraste negativo, em particular o elevado r significa que poderdo ser utilizados para
adquirir imagens ponderadas em T,, como alias, é caracteristico das IONPs.

Nas NPs@DMSA@Lys, a funcionalizagdo com lisina resultou numa diminuicéo desta razao pois
apesar de r ter incrementado, houve uma variacao relativa superior em r1. As alteragdes na relaxividade
sdo ditadas ndo sé pelas propriedades magnéticas intrinsecas das NPs, mas também pelo modo como as
moléculas de agua difundem no gradiente de campo magnético que se faz sentir em redor das NPs.
Recordando os resultados de DLS, as amostras de NPs@DMSA@Lys apresentavam raios
hidrodindmicos superiores e menores indices de polidispersdo quando comparadas as NPsS@DMSA. O
aumento da dimenséo das NPs pode causar o0 aumento da r, no entanto causa também a diminuigéo de
r1 [33]. No presente estudo observou-se um aumento tanto em r1 como em r,, como tal, estas variagoes
das relaxividades poderdo estar associadas as alterac@es no revestimento das NPs. Com a ligagdo da
lisina, deu-se a introducdo de grupos NH/NH; e CONH no revestimento das NPS@DMSA, que poderéo
ser aceitadores/doadores de pontes de hidrogénio. Estes grupos poderdo assim contribuir para que as

moléculas de agua relaxem mais rapidamente, refletindo-se num aumento de ri.

Noutros estudos realizados com NPs@DMSA, foi identificada a capacidade de estas se
comportarem como AC negativo e positivo em simultaneo, dependendo dos parametros experimentais
e sequéncia de pulso utilizado. De facto, os seus valores de r e de r1, eram substancialmente superiores,
respetivamente, aos de AC negativos e positivos comerciais [84]. Da mesma forma, as
NPs@DMSA@LYys sintetizadas, apresentam valores superiores, comparativamente as NPs@DMSA,
das duas relaxividades. Assim sendo, fica evidenciada ndo so da sua capacidade de AC em imagens
ponderadas em T,, como a potencialidade de também serem utilizadas em ponderacfes em T,

demonstrando uma elevada versatilidade das NPS@DMSA@LYys.

4.7 IMAGEM POR RMN

Nestes ensaios foi testado o contraste exibido por amostras contendo diferentes tipos de
nanoparticulas em funcdo da sua concentracdo. Para este efeito, foram previamente preparadas, amostras
de NPs@DMSA e de NPs@DMSA@Lys para as seguintes concentragdes - 0 mM; 0,5 mM; 1,5 mM; 2
mM e 3 Mm -, que correspondem a concentragdes de Fe de 0 mg/mL, 0,0279 mg/mL, 0,0838 mg/mL,
0,1117 mg/mL e 0,1675 mg/mL. Todos os ensaios adquiridos foram realizados a 36 °C, de forma a
simular a temperatura corporal, sendo utilizado um protocolo de imagem FLASH, com um tempo de

repeticédo (TR) de 1000 ms, tempo de eco (TE) de 2,3 ms e flip angle de 20°.

Inicialmente foram realizados alguns ajustes nos parametros de aquisi¢do, de forma a obter

imagens de boa qualidade, onde fosse possivel evidenciar contraste. Nos ensaios ilustrados pelas figuras
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4.15 e 4.16 apenas se fez variar o nmero de médias na aquisi¢do das imagens, que consequentemente

provocou uma melhoria na resolucdo, mas também um acréscimo do tempo de aquisicgéo.

0 mM 0,5 mM 1,5 mM

0cm 1cm TR

:1000 ms  FA: 20deg Averages: 8

—_—— TE:2,3 ms TA: 34m8s T:36°C

Figura 4.15 - Ensaios de imagem por ressonancia magnética nuclear para diferentes concentragdes de
NPs@DMSA. Nimero de médias igual a 8.

1cm

3,0 mM

TR: 1000 ms FA: 30 deg Averages: 32
TE: 2.3 ms TA: 2h16m32s 1236 7C

Figura 4.16 - Ensaios de imagem por ressonancia magnética nuclear para diferentes concentracdes de
NPs@DMSA. Numero de médias igual a 32.

Para as experiéncias subsequentes optou-se por aquisicbes com maior resolucdo para melhor
caracterizar o efeito das NPs sintetizadas. Fica, no entanto, demonstrada a capacidade de detetar
contraste em experiéncias 4 vezes mais rapidas, e como mais adequadas a técnicas de teragnéstico. O
estudo prosseguiu com a analise das NPs@DMSA@LYys, tendo sido a aquisigdo das imagens realizada
nas mesmas condi¢des da segunda andlise das NPs@DMSA. A figura 4.17 representa os resultados

obtidos desta aquisigéo.




( CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

| —

1,5 mM

TR: 1000 ms FA: 30 deg Averages: 32
TE: 2,3 ms TA: 2h16m32s T°:36°C

Figura 4.17 - Ensaios de imagem por ressonancia magnética nuclear para diferentes concentragdes de
NPs@DMSA@Lys. Numero de médias igual a 32.

E possivel evidenciar, para ambas as amostras de NPs, que as imagens ficam mais escuras com o
aumento da concentragdo. Recordando os dados de relaxometria, facilmente é relacionado que maiores
atenuagdes nos tempos de relaxagédo traduzem-se numa maior diminuigéo do sinal medido (mais escuro).
Deste modo, é confirmado que o comportamento das NPs é idéntico ao de um agente de contraste
negativo. Esta reducdo do tom de cinzento é mais percetivel para concentragcGes mais baixas, visto que
para valores superiores se atinge rapidamente a saturacao de sinal. De facto, nos ensaios de relaxometria,
foi evidente gque para valores superiores a 1,5 mM o valor de T, ja foi atenuado mais de 90%. para ambas
as amostras. Deste modo, um aumento da concentracdo para valores superiores ndo ira provocar uma

grande atenuacao destes tempos e consequentemente do tom de cinzento.

Comparando agora os dois grupos de nanoparticulas, numa primeira analise foi possivel registar
que apenas para concentragdes iguais a 1,5 mM é que é possivel identificar oscilagfes nos tons de
cinzento, que se traduzem em contrastes mais acentuados para as NPs@DMSA@Lys. Deste modo, esta
evidencia, comprova que os dois compostos apresentam ligeiras diferengas no comportamento quando
se trata de gerar contraste em imagem ponderada em T, especificamente para esta concentragdo, pelo
gue a hipotese sugerida no subcapitulo anterior sobre um possivel erro de pipetagem ganha alguma
credibilidade. Nas restantes concentraces nao foi possivel verificar grandes oscilagbes no tom de
cinzento. E de referir ainda, que no caso das amostras de NPs@DMSA@Lys é possivel encontrar
alguma heterogeneidade, devido a presenca de alguns pontos mais claros para concentracfes mais

elevadas.

Para uma analise mais precisa relativamente a este ponto, foi utilizado o programa ImageJ para
quantificar o grau de cinzento das amostras. Através da funcdo “histogram”, foi possivel obter uma
distribuicdo com as contagens relativas (%) em funcdo do grau de cinzento para cada uma das

concentracdes. Nesta etapa procurou-se evitar zonas que contivessem grande heterogeneidade, de forma
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a ndo influenciar os resultados obtidos. Nos gréficos da figura 4.18 podemos ver estas distribuicdes
referentes as amostras de (a) NPsS@DMSA e de (b) NPs@DMSA@LYys.

(a) 0 mM 0.5 mM I 1.5 mM (&)

B\ D‘Q O0mM B 1.5 mM I 3,0 mM
v .2 M 3 mM v 0,5 mM I 2.0 mM
. . 1 ,
» N
S\ S
@ wl
g < 2
= AN
5 g
Ok ow
ks »
Q

0 25 50 _75 100 125 150 175 200 225 250 0 25 50 75100125150175200225250
Tom de cinzento Tom de cinzento

Figura 4.18 — graficos com o nimero de pixéis encontrados em funcéo do tom de cinzento, para cada uma das
concentracbes. O gréfico da esquerda é referente a amostras de NPs@DMSA e o grafico da direita a
NPs@DMSA@Lys.

Foi possivel verificar que ha um ligeiro deslocamento dos picos do gréafico (a) para o (b),
nomeadamente para a concentracdo 1,5 mM. Para as concentraces extremas superiores, ndo se
evidencia grandes diferencas, uma vez que, como ja foi referido, a atenuagdo de Ti para estas
concentracgdes ja ultrapassou 0s 90%, estando praticamente saturado o sinal. Para 0,5 mM, ocorreu um
alargamento dos picos para valores proximos do valor médio no caso das amostras de
NPs@DMSA@Lys. Este Gltimo acontecimento, como ja referido, é devido ao facto de as amostras ndo
serem muito homogéneas, acabando por criar tons préximos do valor médio. Esta informacao é coerente
com a hip6tese supracitada, de que os dois compostos apresentam ligeiras diferencas no que toca a
capacidade de gerar contraste. Destes graficos foram extraidos, e organizadas na tabela 4.8, os valores
médios referentes ao tom de cinzento para cada umas das amostras, que confirmam as observacdes feitas
anteriormente de que para 1,5 mM foi a concentracdo onde se evidenciou maior diferenca no tom de
cinzento, bem como que a 0,5 mM as NPs@DMSA, ainda apresentam maior capacidade de gerar
contraste.

Tabela 4.8 — Valores médios do tom de cinzento, numa escala de 0 a 255, em funcdo da concentragdo (mM) de
NPs@DMSA e NPs@DMSA@LYys.

AMOSTRA 0 mM 0,5 mM 1,5mM
NPs@DMSA 240+ 2 152+ 3 52+2
NPs@DMSA@Lys 240+ 2 1677 29+4

Nas figuras 4.19 e 4.20 estdo representados cortes em perfil das diferentes amostras na mesma

escala de 255 cores (em que 0 e 255 representam, respetivamente, preto e branco), em funcdo da
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concentracdo das amostras. Esta funcionalidade permite visualizar de forma mais realista aquilo que foi
medido. O comando recorrido foi o “plot profile”. Cada um dos gréaficos ilustra um corte realizado
verticalmente ao longo dos tubos de RMN contendo as amostras de NPs para diferentes concentragdes
—da esquerda para a direita, de 0 mM até 3,0 mM. Nestas figuras é possivel evidenciar alguns uns picos
mais intensos, que parecem estar desenquadrados. Estes sdo referentes quer as paredes do tubo de RMN,

guer a heterogeneidade das amostras.
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Figura 4.19 — Corte de perfil das amostras de NPs@DMSA com os respetivos tons de cinzento.
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Figura 4.20 — Corte de perfil das amostras de NPs@DMSA@Lys com o0s respetivos tons de cinzento.

Em suma, os resultados desta sec¢do, juntamente com as observacdes efetuadas anteriormente,

vieram reforcar as hip6teses seguintes:
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1. O contraste exibido pelas amostras, independentemente do tipo de particulas, aumenta com
a concentragéo das mesmas, exibindo em ambos o0s casos, um comportamento semelhante
a um contraste negativo;

2. Tanto as amostras de NPs@DMSA como as de NPs@DMSA@Lys, demonstram valores
de ry, bem como de r./r; elevados;

3. As NPs@DMSA@LYys apresentam r2 e ry superiores as NPs@DMSA, pelo que sdo mais
capazes de gerar contraste do que estas em imagens ponderadas em T; ou em Tx;

4. A concentracgdo critica onde os dois grupos de particulas trocam de lideranca relativamente
a capacidade de gerar contraste em imagens ponderadas em T1, estd compreendida entre 0,5
mMe 1,5 mM.

4.8 HIPERTERMIA MAGNETICA

Foi testada a capacidade de aquecimento das nanoparticulas revestidas com DMSA e
funcionalizadas com lisina, em func¢do da concentragdo de ferro em solucdo. Cada um destes dois tipos
de particulas, foi ainda subdividido em dois grupos — dissolvidos em &gua ultrapura e em éagar 0,5%.
Esta altima divisdo permitiu inferir sobre o efeito que cada um dos mecanismos de relaxagdo no processo
de libertacdo de calor, importante para estimar o agquecimento produzido quando as NPs apresentam
maior/menor liberdade de movimento. Todas as aquisi¢des efetuadas tiveram a duracdo de 10 minutos,
com a aplicacédo de um campo magnético alternado com intensidade de 24 kA.m* e frequéncia de 418,5
kHz.

Inicialmente foi testada a capacidade de aquecimento em fungéo da concentracdo de NPs presente
em amostra. Para tal foram registadas as temperaturas finais e iniciais em cada aquisicao, e realizado
um ajuste linear das curvas de aquecimento. Na figura 4.21 estdo as representacOes graficas do

aquecimento provocado por cada uma das nanoparticulas, em funcdo da concentracdo e do meio.

14 [~ Amostras em agua ultrapura (a) 14 . Amostras em agar 0,5% (®)
12|- [CTINPs@DMSA 2= aNPs@DMSA
oL EEENPs@DMSAGL 10 BN NPs@DMSA@L
o8 E ;O 8 =
= 5F = s
4= 4 f—
2 F 2
B 0
J 0,25 0,50 0,75 1,0 1,5 0.2 0,50 0,75 1,0
Concentracdo (mg/mL) Concentracio (mg/mL)

Figura 4.21 - Variagoes de temperatura (AT em °C)) em funcdo da concentracdo de ferro para amostras de
NPs@DMSA (cinzento claro) e NPs@DMSA@Lys (cinzento escuro) em agua ultrapura (a) e agar 0,5% (b).
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Dentro do mesmo tipo de nanoparticulas, foi possivel evidenciar em todas as amostras, um
aumento da variacdo de temperatura com o aumento da concentracdo de Fe/NPs. De facto, quanto maior
a concentragdo em solugdo, maior serd o nimero de particulas que irdo contribuir para o aumento da
temperatura. Uma vez fixa a concentracdo de ferro e o tipo de nanoparticulas, foi ainda possivel
relacionar o meio solvente com o poder de aquecimento, demonstrando que as amostras em agua
ultrapura exibem uma maior capacidade de aquecimento do que as em agar 0,5%. Tal resultado seria de
esperar, uma vez que apenas as amostras dissolvidas em agua exibem os dois tipos de relaxacdo (Néel
e de Brown) responsaveis pela libertagdo de calor no processo de hipertermia magnética. No caso das
amostras em &gar 0,5%, procurou-se simular a situacdo em que as NPs sdo absorvidas por células
tumorais e permanecem fixas. Nesta situacdo apenas a relaxagdo de Néel contribui para a libertagdo de

calor.

De forma a analisar de forma mais detalhada o comportamento de cada um destes dois tipos
de particulas consoante o meio inserido, foi representado na figura 4.22 graficos de pontos com a
variacdo da temperatura em funcdo da concentracdo de ferro, com o respetivo ajuste linear e fator de
correlacéo (R?).

14 Amostras em 4dgua 2= Amostras em agar 1%
12 10—
10 y=7,1189x + 0,9649 8_ yz=4,4027x+ 1,9878
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020406 081012141618 20 00 02 04 06 08 1.012 1416 18 2.0
Concentragdo (mg/ml.) Concentracio (mg/mL)

Figura 4.22 — Varia¢do da temperatura, AT, em fungdo da concentragdo de ferro em solugdo. O grdfico da
esquerda é referente as amostras em agua ultrapura e o da direita em agar 0,5%. As retas a preto sao referentes
&s amostras de NPs@DMSA@Lys e as a cinzento as de NPs@DMSA.

Para ambos os meios, as NPs@DMSA@Lys foram as que demonstraram uma maior capacidade
de aquecimento com o aumento da concentracdo de ferro em solugdo, evidenciado pela superioridade
dos seus declives. Esta superioridade € mais significativa nas amostras em &gar 0,5%, sendo que em
agua ndo foram encontradas grandes diferengas. Outra grande diferencga que apenas é possivel identificar
nas amostras em agar 0,5%, é o facto de os aquecimentos (fixando uma concentracdo) serem
ligeiramente superiores no caso das NPs@DMSA@LYys, quando comparadas as amostras sem o
amino&cido. Estas diferencas sdo bastante percetiveis pelo afastamento das retas com a alteragdo de

meio.
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A variacdo do valor da taxa de absorc¢do especifica (SAR) em funcdo da concentracdo de ferro e

do meio solvente, estéo ilustradas nos gréaficos da figura 4.23.
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Figura 4.23 — Valores médios da taxa de absorc¢éo especifica em funcdo da concentracdo de Fe e do meio. O
grafico da esquerda é referente as amostras de NPs@DMSA e o da esquerda de NPs@DMSA@LYys.

Relativamente a estes, foi possivel evidenciar que praticamente na totalidade dos ensaios (& excegdo das
NPs@DMSA@Lys a 0,75 mg/mL), quanto maior a liberdade de movimento das particulas, maior sera
a taxa de absorgéo especifica. No caso das amostras de NPsS@DMSA, constatou-se que estes valores
praticamente ndo oscilaram com a concentracdo, sendo aproximadamente 100 W/g quando dissolvidas
em agua e 45 W/g em agar 0,5%. Com a adicao da lisina constatou-se que quando em meio aquoso, 0s
valores de SAR também ndo variam muito para concentragfes compreendidas entre 0,5 e 1,5 mg/mL,
diferenciando-se substancialmente para a concentracdo mais baixa (onde apresenta o valor mais
elevado). Quando em &gar 0,5%, os valores parecem sofrer um ligeiro decréscimo com a concentragao,
a excecdo da amostra ja referida a 0,75 mg/mL. Algo que também é possivel verificar pela analise
grafica, é que a diferenca entre SARs dos diferentes meios, fixando determinada concentracao, é sempre
superior para as NPs@DMSA. Recorrendo a valores de referéncia da literatura, foi possivel verificar
que amostras aquosas de NPs sem revestimento, apresentam valores de SAR idénticos (97 W.g?), pelo
gue é possivel que os revestimentos utilizados ndo tenham afetado significativamente a capacidade de

aguecimento nestas condicdes [33].

Analisando detalhadamente estes resultados, e tendo em conta que no caso das amostras em agar
0,5%, apenas temos a contribuicdo da relaxagdo de Néel para o aquecimento, podemos sugerir que 0
aquecimento libertado pelas NPs@DMSA@Lys é maioritariamente devido a este tipo de relaxamento.
Por outro lado, as NPs@DMSA dependem numa proporgdo superior da relaxacdo de Brown,
evidenciado pela descida do SAR quando em &gar 0,5%. Assim sendo, e porque para esta aplicacdo em
especifico, se pretende minimizar a quantidade de NPs a introduzir no organismo, seria mais apropriado

recorrer as NPs@DMSA@Lys, para aplicar em tratamento por hipertermia magnética.
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4.9 CITOTOXICIDADE

Com o objetivo de inferir sobre o carater toxico das NPs@DMSA, foram realizados ensaios
citotoxicos em células Vero. Para tal foi utilizado o método direto, que basicamente consiste em colocar
as nanoparticulas em contacto direto com as células. Este procedimento, decorrido ao longo de 4 dias,
iniciou-se com a sementeira onde foram cultivadas as células numa placa de 96 pogos, com uma
densidade celular de aproximadamente 19,6x10* células/mL. Apés incubacédo durante a noite, foram
colocadas 5 réplicas de NPs@DMSA com concentragdes de - 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5
pg/mL e 31,25 ug/mL - em contacto com as células. Passadas 48h de encubacéo, foi realizado o teste
da rezasurina de forma a medir as absorvancias em cada um dos pog¢os a 570 e a 600 nm. Na figura 4.24

esta ilustrado a placa antes de se medir as absorvancias.

Controlo de meio

Figura 4.24 — Placa com NPs@DMSA em contacto com células Vero ap6s a adi¢ao da resazurina e antes de
serem medidas as absorvancias

Neste teste, a resazurina funciona como indicador de viabilidade celular, uma vez que quando na
presenca de células metabolicamente ativas, este composto € reduzido a resorufina e adquire uma
tonalidade rosa. Esta variacdo de cor é acompanhada por uma variagdo da absorvancia, proporcional ao
numero de células viaveis presentes [85]. As absorvancias medidas para os dois comprimentos de onda
foram subtraidas juntamente com o controlo de meio, sendo que de cada quinteto resulta um valor que

se relaciona com a viabilidade celular relativa.
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Figura 4.25 — Viabilidade celular de células Vero ap6s 48 h em contacto direto com NPs@DMSA para
concentragdes compreendidas entre 31,25 ug/mL e 500 ug/mlL.

Analisando a figura 4.25, é possivel evidenciar que o aumento da concentracdo de NPsS@DMSA
provoca uma diminuicdo da viabilidade celular e, portanto, um aumento do caréter citotoxico. Para as
trés concentragBes mais baixas — 31,25 pg/mL; 62,5 ug/mL e 125 pg/mL — ndo foram registadas grandes
oscilagdes da viabilidade celular, tendo-se enquadrado todas estas amostras na categoria de nao
citotoxico (> 90 %). A partir destas concentragcdes passamos a entrar no dominio dos compostos
citotoxicos, inicialmente levemente devido a uma ligeira redugdo de menos de 15% (para 250 pg/mL),
e moderadamente para uma concentra¢do de 500 pg/mL. Embora nenhuma das amostras testadas se
inserisse no dominio dos compostos severamente citotdxicos, analisando a tendéncia gréafica, prevé-se

que a utilizacdo de concentragGes superiores, pode ser incompativel com aplicagdes biomédicas.

E de referir que ainda foram realizados ensaios em células SaOs-2, com NPs@DMSA e
NPs@DMSA@Lys, seguindo um procedimento idéntico ao descrito. No entanto devido & ocorréncia de
uma contaminagdo das amostras, ndo foi possivel realizar o teste da resazurina na maioria dos pocos,

pelo que se abandonou o estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSOES

Tal como apresentado no primeiro capitulo, o objetivo principal deste projeto foi sintetizar e
estabilizar nanoparticulas magnéticas, tendo em vista o estudo do seu potencial em futuras aplicacdes
de teragndstico. Como ja foi referido, este conceito quando aplicado no combate do cancro, traduz-se
em métodos ou sistemas capazes de intervir tanto no diagnostico da doenga como no seu tratamento. As
aplicagdes especificamente estudadas foram: o comportamento como agente de contraste na
monitorizacdo da imagem por RMN e a capacidade de aguecimento das mesmas para hipertermia

magnética.

Numa primeira fase foi otimizado o processo de sintese das NPs de 6xidos de ferro por precipitacdo
guimica, de forma a obter particulas com as menores dimensfes e dispersao possiveis, e com uma
configuracdo estrutural o mais semelhante ao da magnetite. Posteriormente foi realizada o revestimento
destas NPs, inicialmente s6 com DMSA e mais tarde também com lisina, com o objetivo de aumentar a
sua estabilidade, evitando a formacao de grandes aglomerados, bem como permitir que esta preserve, as
suas caracteristicas e propriedades. Em simultaneo foram realizados um conjunto de técnicas de
caracterizacdo, para inferir sobre as alteracGes provocadas pela adigdo destas entidades. Por fim, com o
intuito de testar a aplicabilidade das NPs sintetizadas, foram medidos os tempos relaxa¢do das moléculas
de &gua quando em contacto com estas, adquiridas imagens por RMN e realizados ensaios de

hipertermia magnética e de viabilidade celular.

Relativamente ao primeiro conjunto de particulas, foi comprovado através dos ensaios de DLS, que
a 50°C eram produzidas as NPs com dimensfes e dispersdo menores, tendo sido adotada esta
temperatura para sinteses subsequentes. Estas particulas foram ainda avaliadas por DRX, tendo-se
concluido que independentemente da temperatura de sintese, todas as amostras eram maioritariamente
constituidas por magnetite. Quanto as NPs@DMSA, foi possivel confirmar a conjugacdo do
revestimento a superficie das NPs, através da técnica de FTIR. Os resultados de DLS revelaram que
com o aumento do tempo de permanéncia em ultrassons (de 2h para 3h), se obtinham solucbes de

NPs@DMSA mais monodispersas e com menores diametros hidrodindmicos, tendo-se obtido para o0s
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menores diametros cerca de 110 nm. Os padrdes de DRX, serviram para demonstrar que a estrutura
cristalina ndo se alterou com o revestimento, bem como para calcular o tamanho médio de cristalites,
que rondou os 10 nm. Estas dimens@es mostraram-se coerentes com 0s tamanhos observados por TEM,
de cerca de 12 nm. O comportamento superparamagnético destas particulas foi comprovado pelos
ensaios de magnetizacdo, com um valor de saturacdo de 50 emu/g. Tendo como base estas particulas,
foi adicionado o aminoéacido lisina a sua superficie, ficando confirmado esta conjugacdo através da
técnica de FTIR. Os diametros hidrodindmicos das NPs@ DMA@LYys, avaliados por DLS, mostram-se
ligeiramente superiores aos das NPs@DMSA, com valores proximos 145 nm, bem como um indice de

polidispersabilidade inferior.

No que diz respeito aos ensaios de hipertermia magnética, numa primeira analise foi confirmado
que, para os dois grupos de particulas, quando existia maior liberdade de movimento estas provocavam
uma maior libertacéo de calor. Para além disso 0 aumento da concentracdo de Fe/NPs, em qualquer um
dos meios, traduziu-se num maior aquecimento, sendo que em &gua esta progressdo foi idéntica para
ambas as amostras, e em agar 0,5% as amostras de NPs@DMSA@Lys foram as que apresentaram maior
progressao. Neste meio, foi ainda possivel evidenciar que, fixando determinada concentracao, estas
Gltimas particulas apresentavam sempre incrementos de temperatura superiores quando comparadas
com amostras sem a lisina. Estas evidéncias, juntamente com a analise dos valores de SAR, permitiram
sugerir que o aquecimento desencadeado pelas NPs@DMSA@Lys depende menos da relaxacdo de
Brown do que no caso das NPs@DMSA. Deste modo é expectavel que quando aplicadas in vivo, as
primeiras sejam mais eficientes quando absorvidas por células tumorais, necessitando de menores

quantidades de particulas para atingir temperaturas criticas.

Estes dois grupos de particulas foram ainda sujeitos, a testes de relaxividade, numa fase mais
inicial, sendo que posteriormente, e com o objetivo de confirmar as hipdteses apresentadas na primeira
técnica, foram realizados ensaios de imagem por RMN. Nos primeiros, foi registado que, para ambas as
particulas, T. foi mais fortemente reduzido do que Ti, sugerindo desde logo um comportamento
semelhante a um contraste negativo. Mais tarde a evidencia de elevadas raz6es de r»/r, — 171 para as
NPs@DMSA@Lys e 232 para as NPS@DMSA -, bem como da diminui¢do do tom de cinzento com o
aumento da concentragdo de Fe/NPs nos ensaios de imagem, vieram reforcar esta hipotese. Os tempos
de relaxacéo, juntamente com a analise das taxas de relaxacdo longitudinais e transversais, permitiram
verificar que as diferentes particulas, apresentavam comportamentos distintos, em fungdo da
concentracdo de Fe/NPs presentes na amostra. Relativamente as concentracfes, foram identificadas 3
situacOes distintas quando comparadas as capacidades de reduzir os tempos de relaxagdo para os dois
tipos de nanoparticulas — NPs@DMSA reduzem mais que NPs@DMSA@LYys, reduzem de igual forma
e NPs@DMSA@Lys reduzem mais que NPs@DMSA — com 0 aumento da concentracdo de Fe/NPs.

(
L *)
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Nos ensaios de imagem, foi realizada uma andlise quantitativa dos tons de cinzento, de imagens
referentes aos dois grupos de NPs, tendo-se constatado que a 0,5 mM as NPs@DMSA foram as que
mais reduziram o sinal e que a 1,5 mM séo as funcionalizadas com lisina. Desta evidéncia, surgiu a
hip6tese de que para concentragGes entre estes valores, 0s dois compostos apresentariam capacidades
semelhantes de poder gerar contraste em imagens ponderadas em T;. Quando comparadas as
relaxividades r1 e r, para 0s dois compostos, evidenciou-se um aumento destes dois valores das
NPs@DMSA para as NPs@DMSA@LYys. Este aumento foi mais significativo no caso da relaxividade
longitudinal, tendo sido sugerido a hipotese de a adi¢cdo do aminoécido, aumentar a permeabilidade as
moléculas de dgua do composto, bem como de criar mais interacbes com as mesmas através de grupos
labeis a superficie do revestimento, o que iria aumentar o tempo de residéncia das moléculas de agua

junto as NPs e consequentemente reflectir-se no valor de ri.

Os ensaios de citotoxicidade permitiram verificar que, no caso das NPs@DMSA, valores inferiores
a 125 pg/mL ndo apresentam qualquer tipo de toxicidade, sendo que até 500 pg/mL estas sdo apenas
moderadamente citotoxicas. Relativamente ao composto com o aminoacido, ndo foi possivel tirar
conclusbes quanto a sua toxicidade, devido a ocorréncia de uma contaminagao, sendo este um ponto
que deve ser futuramente investigado e discutido. No entanto, devido a auséncia de evidéncias de
toxicidade, apresentar beneficios no combate de diversas patologias, bem como o facto de ser
interveniente em diversas fungdes no nosso organismo, é expectavel que a adi¢do deste aminoacido a

superficie das NPs@DMSA, para além de ndo aumentar a sua toxicidade possa até reduzi-la.

Fazendo um cruzamento dos resultados referidos, é bastante percetivel que as NPS@DMSA@Lys
se destacam positivamente relativamente as NPs@DMSA. De facto, para além de serem mais eficientes
quando se trata de libertar calor em condic¢des que simularam a fixacdo em tecidos tumorais, sdo ainda
capazes de gerar contraste em imagens de RMN ponderadas em T, de forma semelhante as
NPs@DMSA, e potencialmente em T para, concentragdes iguais ou superiores a 1,5 mM. Tal como as
NPs@DMSA, apresentam uma elevada razdo ru/ri, que embora calculadas tendo como referéncia
amostras com concentragdes inferiores as estudadas em hipertermia e nos ensaios de citotoxicidade,
demonstraram uma boa capacidade de gerar contraste com um comportamento idéntico a um agente de
contraste negativo, pelo que serd expectavel que para concentragdes superiores também a tenham. Os
elevados valores de SAR obtidos, que se traduziram em aquecimentos que variaram entre 2,65°C e
8,45°C, demonstraram que é possivel através destas particulas alcancar temperaturas capazes de
degradar as células tumorais, para concentra¢des superiores ou iguais a 0,5 mg/mL. Estes resultados,
aliados a uma perspetiva otimista quanto a toxicidade destas NPs, bem como de o seu comportamento

como agente de contraste negativo, ndo decair para concentragbes superiores as estudadas fazem com




{ CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS ]

que as NPs@DMSA@Lys para concentracdes de 0,5 mg/mL sejam bons candidatos para a aplicacédo

em simultaneo destas vertentes.

Assim sendo, o trabalho desenvolvido mostrou ser inovador quanto ao revestimento das NPs de
magnetite escolhido, bem como pela polivaléncia demonstrada pelo composto sintetizado. Para além
disso, considero que abriu grandes oportunidades de estudo para futuros projetos, uma vez que 0 Novo
composto sintetizado, apresenta grande potencialidade para ser integrado como um componente

importante no teragnédstico do cancro.

5.2 PERSPETIVAS FUTURAS

O presente projeto de investigacdo mostrou uma grande versatilidade das NPs@DMSA@LYys,
uma vez que estas mostraram grande potencialidade nas duas vertentes do teragnéstico do cancro —
diagnostico e tratamento. No entanto, e visto que ainda é um composto recente, torna-se de extrema
importancia a realizacdo de um vasto conjunto de estudos complementares, para que estas possam

realmente ser integradas em tais aplicacdes.

Tendo em consideracdo os resultados de relaxometria e de IRMN, seria bastante interessante
realizar o0 mesmo estudo para um leque de concentracGes mais restrito, especificamente para valores
compreendidos entre 0,5 e 1,5 mM. O objetivo passaria por conseguir estimar, de forma mais detalhada,
0 comportamento destes dois compostos, na zona indicada como de alteragdo do composto com maior
capacidade de gerar contraste, bem como calcular a que concentracdo € que 0s dois apresentam
comportamentos semelhantes. Por outro lado, ampliar as concentracdes para valores proximos dos
utilizados em hipertermia magnética, bem como simular fluidos/tecidos corporais em ensaios de

relaxometria e de imagem, seria uma forma de obter resultados muito mais coesos.

Outra questdo que se espera ver resolvida, e que é de extrema importancia, rege-se aos ensaios de
citotoxicidade com as NPs funcionalizadas com a lisina. Sem a confirmacao experimental desta quest&o,
ndo se espera que a comunidade cientifica aprecie os restantes trabalhos realizados com este composto.
Nesta etapa seria também muito interessante, realizar ensaios de viabilidade celular, em tecidos

saudaveis e tumorais, quando simuladas as condi¢des de hipertermia magnética.

Em jeito de conclusdo, considero que o presente projeto, criou varias “janelas” de oportunidades
para futuras investigacOes, esperando que as conclusdes e reflexfes apresentadas, venham a ter

contributo para estas mesmas
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ANEXOS

ANEXO 1 - INCIDENCIA/MORTALIDADE DO CANCRO

Estas estatisticas foram realizadas pela International Agency for Research on Cancer, no ambito
do projeto GLOBOCAN 2012. Neste estudo foi analisada a incidéncia, mortalidade e prevaléncia de
diversos tipos de cancro, em funcéo de variados parametros como o pais, sexo e dade. Contou com a
participacdo de mais de 180 paises em todo o mundo. Na figura 7.1 esta representada a incidéncia e

mortalidade do cancro a nivel mundial e em determinadas zonas continentais.
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Figura 7.1 — Incidéncia e mortalidade do cancro a nivel mundial e por zonas continentais. As barras a azul
representam a incidéncia, e as barras a vermelho a mortalidade. Retirado de [4].

ANEXO 2 -ESPETRO DE DRX DA MAGNETITE/MAGMITE
Embora numa primeira abordagem, os espetros da magnetite e da magmite sejam muito similares,
estes apresentam ligeiras diferencas. Na tabela 7.1 podemos ver os picos caracteristicos de cada um

destes, com a respetiva intensidade relativa.

MAGNETITE MAGMITE
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20 (graus) Intensidade (%) 20 (graus) Intensidade (%)
30,095 30 30,241 35
35,423 100 35,631 100
43,053 20 43,285 16
53,392 10 53,734 10
56,944 30 56,273 24
62,516 40 62,927 34

Tabela 7.1 - Picos caracteristicos e respetivas intensidades (%), dos espetros de difracdo de raios-X da magnetite
e da magmite. Adaptado de [86].

ANEXO 3 - RELAXIVIDADES DE ALGUMAS IONPs

Na tabela 7.2 estéo representadas as relaxividades longitudinais (r1) e transversais (r2), bem como
as respetivas razoes r./r1, de diversas IONPs quando submetidas a um campo magnéticode 7 T e a 37°C.
Todos os IONPs selecionados apresentam um comportamento semelhante a um AC negativo, sendo o

Endorem™, revestido com Dextran T10, um exemplo de um ja comercializado.

Tabela 7.2 — Relaxividades longitudinais e transversais de algumas nanoparticulas de 6xidos de ferro (IONPs)
quando submetidos a um campo magnético de 7 T, bem como as respetivas razdes ri/ rz..

r1 (stmM-1) r2 (stmM-1) ra ry
Agente de contraste Em Em Em Em Em Em Referéncia
solucdo células solucéo células solucéo células
Rh-AMNP 4,78 0,21 379 56 79,29 266.67 [87]
AMI-25 1,98 0,57 148 72 74,75 126,32
VSOP C-200 4,09 0,25 79 32 19,32 128,00
Endorem@DextranT10 2,2 - 182 - 82,7 - [88]

ANEXO 4 -VALORES DE SAR DE ALGUMAS IONPs

Na tabela 7.3, estdo representados os valores das taxas de absor¢do especifica (SAR) de diversas
nanoparticulas de 6xidos de ferro (IONPs), retirados da literatura, em funcéo do tipo de revestimento
utilizado, do diametro do ndcleo magnético e da frequéncia aplicada nos ensaios de hipertermia
magnética. Os valores registados sdo de amostras de magnetite ou magmite, sendo o solvente utilizado

nas amostras égua.
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Tabela 7.3 — Valores de taxa de absorcao especifica de algumas IONPs, com revestimentos e diametros de nlcleo
diferentes.

Tipo de 6xido Revestimento Drem (nm) Frequéncia SAR (WI/g) Referéncia
ferro (kHz)
FesOs Nuas 8 300 97 [33]
v-Fe203 Dextran 3 500 106
v-Fe203 Dextran 5 500 524
FesO4 Dextran 3,3 520 120 [66]
FesOs DMSA 17 183 65 [84]




