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Resumo

Santos, Aline Magalhdes; Louro, Sénia Renaux Wanderley (Orientadora).
Atividade fotodinamica dos fotossensibilizadores clorina e6 e azul de
metileno associados a nhanoparticulas de ouro sintetizadas por ablacéo a
laser. Rio de Janeiro, 2018. 64p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de
Fisica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Terapia fotodindmica (PDT) é um tratamento médico baseado na excitacao
Otica de um farmaco chamado fotossensibilizador. Quando os fotossensibilizadores
sdo expostos a luz em comprimento de onda especifico, eles podem produzir
espécies reativas, como oxigénio singlete, capazes de matar células proximas ao
local irradiado, tais como células cancerigenas. Nanomateriais hibridos formados
de nanoparticulas metalicas e componentes poliméricos sdo investigados por seu
potencial em aplicacfes biomédicas devido a sua habilidade de simultaneamente
permitir deteccdo para diagndstico e terapia (terandstico). Gracas a
multifuncionalidade assegurada pelas propriedades plasmonicas das nanoparticulas
metélicas e atividade terapéutica dos nanotransportadores de drogas, 0
encapsulamento de nanoparticulas de ouro (AuNPs) envolvidas por polimeros
biocompativeis se tornaram um caminho fascinante para testar a terapia
fotodinamica, com a grande vantagem de prevenir efeitos de agregacdo em
condicdes bioldgicas. Essa dissertacdo tem enfoque na estabilizacdo e atividade
fotodindmica de um nanomaterial hibrido constituido de AuNPs sintetizadas em
agua por ablacdo a laser pulsado. O copolimero Pluronic F-127 foi utilizado como
componente polimérico para estabilizar as nanoparticulas. A producédo de oxigénio
singlete pelos fotossensibilizadores clorina e6 e azul de metileno foi estudada em
auséncia e em presenca das AuNPs, utilizando 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF)
como sonda molecular. A reacdo especifica de DPBF com oxigénio singlete
modifica seu espectro de absor¢do na faixa visivel, permitindo obter taxas de
producdo da espécie citotoxica. As amostras foram irradiadas com um LED
emitindo em 650 nm e os espectros de absorcdo foram monitorados como fungéo
do tempo durante a irradiacdo. Foram obtidas taxas de fotodegradacdo dos
fotossensibilizadores e rendimento quantico de producéo de oxigénio singlete nos

diferentes casos.
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Abstract

Santos, Aline Magalhdes; Louro, Sonia Renaux Wanderley (Advisor)
Photodynamic activity of chlorin e6 and methylene blue photosensitizers
associated with gold nanoparticles synthesized by laser ablation. Rio de
Janeiro, 2018. 64p. Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro.

Photodynamic therapy (PDT) is a medical treatment based on the optical
excitation of a drug, called photosensitizer. When photosensitizers are exposed to
light of specific wavelength, they can produce reactive species, such as singlet
oxygen, capable of killing cells close to the irradiated site, such as cancer cells.
Hybrid nanomaterials, comprising metallic nanoparticles and polymeric
components, are investigated for their potential in biomedical applications due to
their ability to simultaneously allow detection for diagnosis and therapy
(theranostic). Thanks to the multi functionality assured by the nanoparticle
plasmonic properties and therapeutic activity of the drug nanotransporters, the
encapsulation of gold nanoparticles (AuNPs) wrapped by biocompatible polymers
has become an attractive way to test photodynamic therapy, with the great
advantage of preventing effects of aggregation under biological conditions. This
dissertation focuses on the stabilization and photodynamic activity of a hybrid
nanomaterial composed of AuNPs synthesized in water by laser ablation. The
copolymer Pluronic F-127 was used as a polymeric component to stabilize the
nanoparticles. The production of singlet oxygen by the photosensitizers chlorin e6
and methylene blue was studied in the absence and presence of AuNPs using 1,3
diphenylisobenzofuran (DPBF) as a molecular probe. The specific reaction of
DPBF with singlet oxygen modifies its absorption spectrum in the visible range and
allows to obtain rates of cytotoxic species production. Samples were irradiated with
a LED emitting 650 nm radiation and the absorption spectra were monitored as a
function of time during irradiation. Rates of photosensitizers’degradation and

quantum yields of singlet oxygen production were obtained in different cases.

Keywords
Biophysics; Photosensitizer; Photodynamic therapy (PDT); Gold

nanoparticles; Spectrophotometry
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Pedro Félix


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612928/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612928/CA

Introducéo

1
Introducao

1.1.
A Terapia Fotodinamica

A Terapia fotodindmica (PDT) é um tratamento que combina o uso de um
farmaco fotossensibilizador e luz em um comprimento de onda particular. Quando
os fotossensibilizadores sdo expostos a essa luz, eles podem produzir oxigénio
singlete que matam as células préximas através da necrose ou apoptose do tecido
ou as inviabilizam no caso dos fungos, bactérias, virus e células cancerigenas.
(Machado, 1999).

Tem-se registro de que compostos fotossensiveis sdo utilizados ha mais de
3500 anos ao se utilizarem ervas medicinais na presenca de luz, como nos papiros
Ebers (tratado médico escrito no antigo Egito) e no livro indiano sagrado Atharva
Veda, onde na época o tratamento era indicado para pessoas com lesbes na pele,
algo semelhante a lepra. Plantas contendo fotossensibilizadores citadas como
tratamento para vitiligo sdo descritas em livros chineses do século 10. No livro
egipcio Monfradat Al Adwiya, 0 médico e botanico Ibne al Baitar descreve o
tratamento de lesdes na pele com o uso de mel e semente de aatrillal (amni majus)
em pd (Radaev). Estes sdo exemplos de como os efeitos da atividade fotodindmica
ja eram observados e utilizados, mas ainda ndo se tinha conhecimento do por que
ou como funcionava.

Em 1900, através do tratamento de uma suspensdo de paramécio, um
protozodrio, o ainda estudante de medicina Oscar Raab observou a morte de
microorganismos quando expostos a luz e nenhum efeito na auséncia de
iluminacdo. Descrito por von Tappenier, seu orientador, o efeito comecou a ser
testado em humanos em 1903 pelo proprio Tappenier e Jesionek utilizando o
corante vermelho eosina (Borissevitch & Ferreia, 2016 e Machado, 2000), no
mesmo ano 0 médico dinamarqués Niels Ryberg Finsen ganhou o prémio Nobel em
fisiologia ou medicina “em reconhecimento a contribuigdo no tratamento de

doencas, especialmente lupus vulgaris, com base em aplicacdo da luz visivel,
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através da qual abriu uma nova via para a ciéncia médica” dando inicio a terapia
fotodindmica. Em 1912 o médico alemé&o Friedrich Meyer Betz aplicou nele mesmo
200 mg de um derivado de hematoporfirina, assim também constatou que na
auséncia de luz ndo se obtinha efeito, mas na exposicdo a luz solar apresentou
agressdes a pele como edemas e erupgoes.

Nos anos 70, a terapia fotodindmica passou a ter reconhecimento para
tratamento do céncer e outras condicdes clinicas gracas a Dougherty e
colaboradores através de pesquisas sobre terapia por fotoirradiacdo para o
tratamento de tumores malignos no Roswell Park Cancer Institute (Buffalo-NY). O
tratamento chegou a 113 casos de tumores malignos cutaneos e subcutaneos com
um derivado de hematoporfirina e observou a reducdo total ou parcial de 111
tumores (Dougherty et al, 1978). Nos anos 80, John Toth, gerente de produtos da
Cooper Medical Devices, notou o “efeito quimico fotodinamico” da terapia e
escreveu o primeiro artigo utilizando o termo “Terapia fotodinamica (PDT)” com
os primeiros lasers clinicos de argénio. A empresa montou dez locais de tratamento
no Japdo, mas o uso do termo “radia¢do” teve conotacdo negativa. Em 1993 o
tratamento para tumores de pulmé&o e pescoco foi aprovado no FDA (U.S. Food &
Drug Administration)

Alguns tratamentos ja possuem resultados positivos em humanos, tais como
melanoma (Wagner et al., 2012), sarcoma de kaposi (Tardivo et al., 2006),
candidiase (Scwingel et al., 2012), descontaminacdo de doengas no sangue
(Wainwright, 2000), Leishmaniose e doencas tropicais (Song et al.,2011), lesdes

pelo virus da herpes.

1.2.
Fotossensibilizadores

Sdo substancias que podem ser absorvidas pelo tecido e sdo de baixa
toxicidade na auséncia de luz, mas na irradiacdo com luz em comprimentos de onda
especificos produzem estados eletronicamente instaveis que podem decair de
algumas formas conhecidas como mecanismo tipo | e mecanismo tipo Il, que
aparecem apresentadas no esquema da Figura 1.1.

O mecanismo tipo | descreve processos que envolvem reagdes que formam

especies radicalares ou peroxidos, através de transferéncia de elétrons entre
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moléculas do fotossensibilizador (FS) no seu estado excitado FS(S;) ou FS(Ty) e
a solucdo, formando ions —radicais que tendem a reagir com oxigénio molecular
resultando em produtos oxidados.
FS(S{ouT{)+ Ay > [FS™ ..AY] > FS™ 4+ At 4+ 0,
- FS(Sy) + A™ + 05 - A0, (Produto oxidado)

Ja no mecanismo tipo Il a energia do estado triplete do fotossensibilizador
FS(T;) é transferida para a molécula de oxigénio. Nesse processo o FS volta ao
estado fundamental S, e o oxigénio vai para seu estado excitado singlete, chamado
como oxigénio singlete.

FS (T{) + 0(T1) - FS(So) + 02(51)
Nesse mecanismo o oxigénio formado € bastante reativo a possiveis ataques

a tecidos biologicos levando a possivel destruicdo celular.

Fotoprodutos

Bmmuleculds

Tipo I

Bi lécul
Fonte __hV _ o censibilizador (P) p*'+ g7 Piomoleculas

Luz \ HP + S°

Fotoprodutos

Tipo 11\ Biomoléculas>
Sy % L,IO + Po

D Ty—

'
'
I

.

(Y

2

& 0,

So

Figura 1.1. Esquema dos mecanismos | e Il de decaimento (Ribeiro et al., 2007)

Nos dois mecanismos sao geradas espécies reativas de oxigénio (ROS) sendo
a producdo de oxigénio singlete (mecanismo tipo Il) o mais relevante nos

tratamentos envolvendo terapia fotodinamica (PDT).
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A luz empregada deve, preferencialmente, ter comprimento de onda na janela
terapéutica, aproximadamente entre 600 e 1000 nm, que é a regido com maior
penetracdo no tecido humano (Dougther, T.H.; et al. 1977 & Bonnet. R.; 1995), o
que possibilita atingir fotossensibilizadores em regides mais profundas ente 5 e
20 mm sem tratamento invasivo (Oliveira, 2015).

E de interesse clinico que os fotossensibilizadores apresentem algumas
caracteristicas como: ser seletivo para a regiao a ser tratada, como tumores, possuir
absorcéo e acumulacédo rapida na regido a ser tratada, permanéncia na regido por
tempo suficiente para o tratamento, mas com eliminagdo rapida pelo organismo,
para que O paciente possa retornar a suas atividades, sem a necessidade de
quarentena.

Para nosso trabalho, utilizamos dois fotossensibilizadores: clorina e6 e azul

de metileno.

1.2.1.
Clorina e6

A clorina €6 € utilizada em estudos envolvendo terapia fotodindmica por ser
um fotosenssibilizador que absorve luz na regido conhecida como janela
terapéutica, que abrange comprimentos de onda de 600 nm a 800 nm, produzindo
radicais citotdxicos.

Na auséncia de luz a susbstancia ndo é toxica. A estrutura molécular da
clorina e6 e seu espectro de absorcdo UV-Visivel sdo apresentados na Figura 1.2.

As clorinas sdo derivadas de porfirina, uma classe de substancias organicas
de estrutura tetrapirrdlicas por possuirem em quatro anéis pirrolicos (que séo
estruturas heterociclicas formadas de carbono, hidrogénio e nitrogénio) ligados por
uma ligacdo simples entre carbono e hidrogénio (-CH-) possibilitando a ligacdo de
um ion metalico em seu centro (Nelson e Cox 2014) (Figura 1.2). Essa classe de
fotossensibilizantes, em geral, possui uma banda de absor¢do de maior intensidade
na regido de 400 nm, denominada banda Soret, e outras de menor intensidade
localizadas em comprimentos de onda maiores, de 500 nm a 650 nm, regido

conhecida como banda Q (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Estrutura molécular do fotossensibilizador clorina e6 (Ce6). Espectro de absorcéo de
Ceb6 e Ceb hidrogenada em DMSO (modificado de DOI: 10.1039/C3PP50376C, Photochem.
Photobiol. Sci., 2014, 13, 1137-1145)

Apesar das porfirinas e clorinas terem muitas semelhangas, a reducéo de um
anel pirrol provoca uma alteracdo na simetria da molécula dando origem a
alteracdes de grande importancia para as aplicacbes destas substancias em PDT
(Cunderlikova et al 1999). As clorinas absorvem fortemente na regido do azul e do
vermelho no espectro de UV-Vis, enquanto que as porfirinas absorvem fortemente
na regido do azul. Essa diferenca é facil de ser observada visto que € o que faz com
que a cor das porfirinas seja vermelha e das clorinas verde.

A absorcdo no vermelho, importante caracteristica dos fotossensibilizadores
de 22 geracdo, faz com que as clorinas se destaqguem, como por exemplo, 0s
derivados sintéticos ja introduzidos no mercado, Foscan®, Photochlor® e o
Photodithazine®, sendo esse Ultimo ja em fase final de testes para aplicacdo em
Terapia Fotodindmica (Calvete, M. et al 2009) .

Para nosso trabalho, a clorina e6 foi escolhida como fotossensbilizador por
possuir em seu espectro de absor¢do um pico em 650 nm, regido do vermelho e

dentro da janela terapéutica.

1.2.2.
Azul de Metileno

O fotossensibilizante azul de metileno € uma molécula heterociclica catidnica
(Figural.3) derivada da molécula de fenotiazina, que por sua vez é derivada de

tiazina, um composto aromatico utilizado como corante, tranquilizante e até mesmo
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inseticida. Assim como a clorina, 0o azul de metileno também ¢é utilizado no
tratamento de infeccBes bacterioldgicas e doencas tropicais, como agente
desinfetante para o sangue e como fotossensibilizador no tratamento e estudos
envolvendo terapia fotodinamica (de Souza et al 2017).

Possui em seu espectro de absorgéo picos na regido do ultravioleta, 245 nm e
290 nm, e de méxima absor¢do na regido do vermelho, em 664,5 nm (Figura 1.3),
0 que faz o azul de metileno ser utilizado na area da satde por também absorver na

regido da janela terapéutica.

12 _ Absorbancia maxima: 664.5 nm
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Figura 1.3. Estrutura molecular do fotossensibilizador azul de metileno (MB). Espectro de absorcéo de MB
(modificada de DOI: 10.1016, Vacuum, 126.63-69. 2016 )

Em estudos celulares, cientistas observaram que sua localizagdo no interior
das células é nos lisossomos (Mellish et al, 2002 e de Souza et al, 2017), indicando
a preferéncia da molécula ndo apenas pelo meio intracelular como pela posicéao
especifica. Podendo ser utilizado também como marcador ou bom carregador, no
caso de liberacdo controlada de farmacos.

O azul de metileno foi escolhido para nosso trabalho por ser um
fotossensibilizador com banda de absor¢do na regido do vermelho, regido de boa
absorcéo pelo tecido humano, e nenhuma absorcdo consideravel na regido entre
350 nm e 450 nm, onde se encontra o pico de absor¢do da nossa sonda sensivel a

producéo de oxigénio singlete, DPBF, tornando possivel uma anélise mais direta.
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1.3.
Nanoparticulas de Ouro e Terandstico

As nanoparticulas tém se tornado foco de muitas pesquisas devido as
mudancas das propriedades dos materiais quando reduzidos a escala nanométrica.
Essas propriedades abrangem uma gama de aplicacbes na area biomédica como
imagem celular, diagnéstico molecular e terapias dependendo da composicéo,
forma e estrutura desses nanomateriais. As nanoparticulas metalicas se destacam
devido a propriedades de condugdo, magnéticas e de ressonancia plasmonica de
superficie (LSPR) (Huang& El-Sayed, 2010). As de ouro foram escolhidas por sua
biocompatibilidade e banda de ressonancia plasmémica na regido de absorcao do
corpo humano (del Rosso et al, 2018).

O efeito de ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR) das
nanoparticulas metalicas é devido a um conjunto de oscila¢fes dos elétrons livres
(elétrons da banda de conducdo) induzido pelo campo eletromagnético da luz
incidente. A oscilacdo dos elétrons causa uma separagdo de cargas na superficie das
nanoparticulas metélicas formando um dipolo que também oscila na direcdo de
oscilacdo do campo elétrico da luz, esquematizado na Figura 1.4 A, onde E é a
direcdo de oscilacdo do campo elétrico e k, o vetor de onda desse campo. A
amplitude de oscilacdo possui maximos em frequéncias especificas, chamadas de
ressonancia de plasmons de superficie localizados (LSPR). O efeito de LSPR pode
ser observado através do espectro de extin¢do das nanoparticulas como uma banda
caracteristica que depende de uma série de fatores como material, tamanho, forma
etc. A Figura 1.4 B mostra o efeito observado em um espectro de extingdo das
nanoparticulas. Conforme o tamanho das nanoparticulas aumenta, vemos a banda
de absorcdo sendo deslocada para comprimentos de ondas também maiores. A
teoria por tras do aparecimento da banda foi descrita por Mie (Mie, 1908), na qual,
para nanoparticulas com até 20 nm temos a seguinte equacao:

3/2
24m2R3e3] 3

A (er+2em)2+e?

1)

Coxt =

onde Cext é a se¢do de choque, que é relacionada ao coeficiente de extingdo por
eM ™t em™) = 1073N,C,y:(cm?)/2.303, A é o comprimento de onda da luz
incidente, € é a constante dielétrica complexa do metal, dada por ¢ = ¢, (w) +

ig;(w), onde ¢, é a parte real e ¢;é a parte imaginaria e &, é a constante dielétrica
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do meio em que estd a nanoparticula. O efeito de ressonancia ocorre quando
&-(w) = —2¢,,, a chamada condicdo de Frohlich. O que observamos no espectro
de extingdo das nanoparticulas é a parte real da constante dielétrica do metal,

determinando a posi¢do da banda, e a parte imaginaria, sua largura.
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Figura 1.4. (A) Esquema do efeito de ressonancia plasmonica das nanoparticulas e (B) espectros
de extingdo de nanoparticulas de ouro de diferentes tamanhos (modificado de Huang e El-Sayed,
2010).

Para nanoparticulas de ouro (AuNP) a banda de LSPR se encontra em
comprimentos de onda em torno de 520 nm para particulas de tamanhos menores
que 10 nm. Conforme o tamanho das nanoparticulas aumenta, é possivel observar
um deslocamento da banda para o vermelho (Figura 1.4 e 1.5). Essa mudancga no
espectro de extincdo das nanoparticulas metalicas também pode ser observada com

a alteracdo da coloracao da solucdo onde elas estdo imersas (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Nano particulas de ouro ndo aglomeradas (A) e aglomeradas (B) em solugdo e seus
espectros de densidade 6ptica mostrando o desvio para o vermelho.
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Gracas a sua multifuncionalidade assegurada pelas propriedades plasmonicas
e atividade terapéutica dos “nanoportadores de drogas” (Simon et al., 2015), 0
encapsulamento de nanoparticulas de ouro (AuNP) em camadas poliméricas
biocompativeis tem se tornado uma interessante alternativa no uso da terapia
fotodindmica, com sua larga vantagem de prevenir os efeitos de agregacdo sob
condicdes bioldgicas (Zhou et al., 2009). Esses nanomateriais hibridos, compostos
de nanoparticulas metalicas e polimero, sdo investigados por terem potencial em
aplicacbes biomédicas devido a sua habilidade de permitir, simultaneamente,
deteccdo, diagndstico e terapia (Vivero-Estoco & Huang, 2011).

Para nosso trabalho, utilizamos como camada polimérica o recobrimento das

nanoparticulas com o polimero Pluronic F-127.

1.4.
Pluronic F-127

Os copolimeros Pluronic tém sido utilizados na estabilizacdo de
nanoparticulas por serem, além de biocompativeis, copolimeros tribloco de
estrutura molecular anfifilica. Sua cadeia de trés blocos de polimeros possui a parte
central (polioxipropileno) diferente das dos extremos (polioxietileno), gerando
assim uma sequéncia hidrofilica-lipofilica-hidrofilica (Figura 1.6), o que ¢
favoravel para a formacdo de micelas em solucdo aquosa. Os codigos no fim do
nome se referem as caracteristicas do polimero quando estdo puros, a letra
indicando se € F — Flocos, P — Pasta ou L — Liquido e os digitos correspondem ao
grau de polimerizacdo (digitos iniciais) e o ultimo, a porcentagem em peso da
molécula central (Solovieva et al., 2009)

”0‘<(:”3(:“3() CH,CHO CH,CH,0 H
100 le; 65 100

Pluronic F127

Figura 1.6. Molécula do copolimero tribloco pluronic F127

A formacédo de micela provoca o encapsulamento das nanoparticulas pelo

polimero, o que garante a estabilidade, impedindo a agregacao das nanoparticulas
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e tornando as mais amigaveis para ambientes bioldgicos. (Abdullin et al., 2009 &
Rahme et al., 2008). A Figura 1.7 mostra o esquema da formacdo de micelas de

Pluronic na presenca de porfirinas hidrofilicas e hidrofobicas.

Figura 1.7. Esquema de formac&o de micelas de Pluronic na presenca de porfirinas (Zhientaev et
al., 2009): (a) Porfirina insoltvel em agua localizada centro hidrofébico e (b) Porfirina hidrofilica
na superficie hidrofilica micelar.

No nosso caso, 0 recobrimento se da& preferencialmente sobre as
nanoparticulas, visto que utilizamos a quantidade minima para a estabilizacao e,
depois de uma noite (tempo suficiente para interacdo), acrescentamos 0s

fotossensibilizadores e, por fim, a sonda DPBF para deteccéo do oxigénio singlete.

1.5.
A sonda difenilisobenzofurano (DPBF)

A molécula 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) (Figura 1.8) é uma sonda

utilizada para deteccdo de oxigénio singlete na faixa da luz ultravioleta ao visivel.

/ \
o

Figura 1.8. Molécula da sonda DPBF

Sua versatilidade inclui ser utilizada em alguns solventes como etanol (etOH),
DMF e DMSO, e em técnicas como absorc¢éo, fluorescéncia em estado estacionario
e fluorescéncia resolvida no tempo, bem como em fotolise.

O 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) ¢ uma molécula fluorescente que possui

uma reatividade altamente especifica para o oxigénio singlete (*O2) formando um
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peroxido que se decompde para dar 1,2-dibenzoilbenzeno. Esta reacdo pode ser
seguida medindo a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do espectro de
absorcédo do DPBF. A especificidade do DPBF em relacdo aos radicais livres foi
testada em varios experimentos em que DPBF reagiu com radicais hidroxi (HO),
alquiloxi (RO"). alquilperoxi (ROO") e radicais C-centrados (radical 2-
cianoisopropilo) (Carloni et al., 1993). Em todos os casos, verificou-se que o DPBF
é transformado em 1,2-dibenzoilbenzeno no caso de radicais O-centrados e no
correspondente aduto no caso do radical 2-cianoisopropilo. Entdo, verificou-se que
o DPBF deve ser utilizado com cautela em sistemas bioldgicos complexos, para a
deteccdo de 1O, pois também reage com diferentes espécies de radicais livres.

E também sabido que o DPBF pode ser degradado mesmo quando exposto a
luz de baixa intensidade ou apenas a luz do dia em solventes contendo halogéneo
na auséncia de oxigénio singlete. O DPBF em etanol (etOH), DMF, DMSO, etc.,
por outro lado, é estavel o suficiente para permitir medidas de absorcdo e
fluorescéncia. (Xian-Fu Zhang & Xiaoli Li 2011).

1.6.
Objetivo

Dentro desse breve contexto, nosso trabalho tem como objetivo a
estabilizacdo em ambiente de alta forca idnica e a analise da atividade fotodinamica
de um nanomaterial hibrido constituido por fotossensibilizadores (clorina €6 ou
azul de metileno) envolvendo as nanoparticulas AuNP (aglomeradas e néo
aglomeradas) sintetizadas por ablacdo de um alvo de ouro em é&gua (del Rosso et
al., 2018), recobertas com o copolimero Pluronic F-127 utilizado como componente
polimérico para estabilizar as nanoparticulas.

A Figura 1.9 mostra um esquema representativo da producdo de oxigénio
singlete por fotossensibilizadores ligados a nanoparticulas e sua atuacdo na
eliminacdo de células, virus ou bactérias indesejadas. Em nosso trabalho, a
producéo de oxigénio singlete pelos fotossensibilizadores foi estudada na auséncia
e na presenca das AuNPs, utilizando 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) como

sonda através da modificacdo do seu espectro de absorcdo na faixa do visivel.
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Figura 1.9. Esquema representativo das nanoparticulas com o fotossensibilizador na presenca de
luz emitindo oxigénio singlete e atuando no tratamento contra fungos, bactérias e tumores.

Tal andlise de decaimento nos permitiu obter taxas de produgdo da espécie
citotoxica. As amostras foram irradiadas com um LED emitindo em 650 nm
(Apéndice) e os espectros de absor¢cdo foram monitorados como funcao do tempo
durante a irradiacdo. Foram obtidas taxas de fotodegradacdo dos

fotossensibilizadores e rendimento quantico de produgao de oxigénio singlete.
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Para os estudos da técnica dessa dissertacdo, foram utilizados conceitos
descritos na literatura, principalmente em fontes como: Molecular Fluorescence
(Valeur, 2001), Fundamentos da Espectroscopia de Absorcao Optica (Borissevitch
et al., 2015), A Luz na Medicina Moderna (Borissevitch & Ferreira, 2016).

2.1.
Absorcao

Dos tipos de interacao dos fétons com as moléculas, podemos considerar que
a luz pode ser espalhada (mudando a direcdo de propagacédo da onda) ou absorvida
(sua energia é transferida para a molécula). No caso da absorgdo, efeito relevante
para esse trabalho, utilizamos a espectroscopia de absorcdo que analisa a
intensidade da onda eletromagnética absorvida pelo material em fungdo do
comprimento de onda. Dado que a energia dos fotons é quantizada em pacotes de

energia chamados “quantum”, a energia do foton absorvido é dada por:

E = hf =hc/, 0)
onde h é a constante de Planck h = 6,63 x 1073* Js e ¢ ¢ a velocidade da luz no
vacuo ¢ = 299792458 m/s e A € o comprimento de onda da onda incidente. A
probabilidade de ocorrer cada processo € uma propriedade especifica de cada
molécula. Quando a energia eletromagnética da luz é absorvida, a molécula pode
passar para um estado conhecido como estado excitado. Da-se 0 nome de cromoforo
as moléculas que podem passar por esse processo.

Essas transicOes e interacOes interatdbmicas sdo explicadas com base na
mecénica quantica onde o estado de uma molécula ou de um sistema quéntico é
representado por uma funcao de onda y que engloba coordenadas espaciais, spins,
interacBes com campos externos etc. E através dessa funcdo que temos uma
distribuicdo de probabilidade de encontrar um dado sistema em uma determinada
posicao, energia, spin etc. A mecanica quantica também descreve o comportamento

de energia de uma molécula como um conjunto discreto de valores, chamados de
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niveis de energia. Esses niveis sdo determinados pelas possiveis distribuicbes dos
elétrons em cada 4tomo e molécula, sendo assim, chamamos de niveis eletrdnicos
de energia. Cada um desses niveis eletronicos é desdobrado em outros niveis que
indicam os modos de vibracdo molecular, por isso sdo chamados de niveis
vibracionais. Estes também possuem subniveis que estdo relacionados com as
rotagbes, sendo conhecidos como niveis rotacionais. A Figura 2.1 mostra um
diagrama com os niveis de energia, sendo o estado de mais baixa energia, conhecido
como estado fundamental (Eo) e os de energias maiores sdo chamados de estados

excitados (E1).

g
Coordenadas nucleares

Figura 2.1. Diagrama representando as transi¢des verticais, onde a linha azul indica absorgéo e a
verde, emissdo. O nivel de energia Eo representa o estado eletrénico fundamental e E, o primeiro
estado eletrénico excitado. Os niveis v S80 niveis vibracionais.

As moléculas tendem a permanecer no estado de menor energia, estado
fundamental, podendo ser excitadas quando irradiadas, se essa energia da irradiacao
incidente for maior ou igual a diferenca de energia entre os niveis.

Pela mecénica quantica também vimos que cada molécula possui orbitais
eletrénicos associados a um conjunto de numeros chamados de nimeros quanticos,
sdo eles: principal, orbital e de spin. Os niveis de energia desses orbitais tambem
estdo associados a esses numeros. Os elétrons dessas moléculas ocupam os orbitais

associados a esses numeros quanticos respeitando o principio de exclusdo de Pauli.
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Para o caso dos elétrons, o spin possui valores fracionados: 1/2 e -1/2. De acordo
com o principio da exclusdo de Pauli, dois elétrons ndo podem ter os mesmos
nimeros quanticos. Consequentemente para um mesmo orbital podem existir

apenas dois elétrons cujos spins sao diferentes, de forma que o spin total serd S=

%+ (— %) = 0. A multiplicidade dos estados, dada por m = 2s + 1, implica que,

neste caso, m = 1. Esse estado ¢ chamado “singlete” e é representado por S. Sendo
So 0 estado singlete fundamental. Quando um desses elétrons passa para um orbital
de maior energia e seu spin permanece inalterado, portanto mesmo S, (e por
consequéncia mesmo m) dizemos que estd no estado singlete excitado Sn . Quando

os elétrons se encontram em orbitais diferentes, as orientacdes dos seus spins s; e

- - n . ~ ~ ,o . . 1 1
52 séo independentes e trés situagdes séo possiveis para o spin total: §; =~ + - =

1,52=

N |-

1 1 1 - a ;.
-5 = 0,55 = —s=5= —1 . Sendo assim, temos trés valores possiveis

param, m = —1,0, 1, chamado de estado “triplete” e representado pela letra T.

Enengia

RIgiEEI

Estadn Estado Estado
fundamental excitado excitado
singlens singleie triplete

Figura 2.2. Esquema da representacdo dos spins nos estados singlete (fundamental e excitado) e
estado excitado triplete.

A Figura 2.2 mostra o esquema da distribuicdo dos spins nos estados singlete
e triplete. Pela regra de Hund, o estado triplete apresenta, para uma mesma

configuracdo, energia menor que o estado singlete.

2.2.
Lei de Beer Lambert

Experimentalmente a eficiéncia da absorc¢do da luz de um comprimento de
onda X em um meio € caracterizado pela absorbancia A(A) ou transmitancia T (1)

cuja relacéo entre eles é dada por:
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AQ) = log% = —logT(A) @3)

onde I e I; sdo intensidades da luz incidente e transmitida. Em alguns casos a

absorbancia de uma amostra segue a Lei de Beer Lambert:
0
AQY) =log: = e(A)cl 4)
A

onde (1) é o coeficiente de absor¢do molar (L mol~cm™1), ¢ é a concentragéo

molar das particulas espalhadoras (mol L™1) e [ é o caminho 6ptico (cm™1).

—10-4
=101,

B s

Intensidade do feixe

direcao de propagacao

Figura 2.3. Esquema representativo da absorc¢éo da luz por uma amostra em funcéo da distancia !
percorrida pela luz no interior da amostra. Figura adaptada (Galo e Colombo, 2009)

Para essa dissertagdo, utilizamos os espectros de absor¢do das nossas
amostras para analises de decaimento do DPBF devido a sua degradacdo pelo

oxigénio singlete produzido pelos fotossensibilizadores.

2.3.
Absorcao e processos de desexcitagao

Quando o fotossensibilizador absorve um féton, dependendo da energia, a
molécula pode passar do estado eletrénico fundamental a um estado excitado. Para
minimizar a energia, o elétron no nivel excitado tende a se rearranjar e retornar ao
seu estado fundamental. Essa transi¢éo pode ser feita de através de alguns processos

esquematizados na Figura 2.4 (Valeur, 2001).
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Absorgio Fluerescénecia Fosforescéncia

Figura 2.4. Diagrama de Jablonski e associacdo das posicGes relativas dos espectros de
absorcdo, fluorescéncia e fosforescéncia.

A Figura 2.4 mostra a molécula no nivel So que ao absorver um féton com
energia suficiente, passa do estado So fundamental para um estado S, excitado e a
partir desse nivel pode ir para o estado S; através da relaxacéo vibracional. Esse
processo é conhecido como conversao interna (CI) e é descrito pela transi¢do ndo
radiativa entre dois estados eletrénicos de mesma multiplicidade de spin. A energia
excedente entre os estados S1 e So pode ser liberada na forma de luz pela emisséo
de fluorescéncia. Também pode ocorrer a transicdo entre o estado S; e 0 estado T1
através do cruzamento intersistemas (CIS) que é uma transicdo nao radiativa entre
dois niveis vibracionais com estados eletronicos de diferentes multiplicidades de
spin. O ICS é menos provavel e depende dos estados singlete e triplete dos materiais
envolvidos.

Para os fotossensibilizadores que funcionam através do mecanismo tipo Il, a
absorcéo gera estados tripletes excitados, através de CIS. Em consequéncia, pode
voltar ao estado fundamental transferindo energia a moléculas de oxigénio, cujo
estado fundamental é triplete, produzindo oxigénio singlete. A producéo de 0, é

medida indiretamente pela degradagéo do DPBF.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612928/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1612928/CA

Materiais e métodos

3
Materiais e métodos

3.1.
Materiais utilizados

Nanoparticulas de ouro (AuNPs): produzidas pelo doutorando Tahir, sob
orientacdo professor Tommaso del Rosso, ambos do Laboratorio de Sintese e
Caracterizacdo a Laser de Nanomateriais (NanoLaser) do Departamento de Fisica
da PUC-RIio, através do processo de ablacéo a laser (Figura 3.1) de uma superficie
de ouro puro em &gua utilizando o laser verde 532 nm (Del Rosso, et al. 2018). O
ouro utilizado para ablacédo foi adquirido da companhia Kurt J. Lesker com pureza

maior que 99%.

Figura 3.1: Ouro posicionado durante a ablacdo a laser (esquerda) e
amostras de nanoparticulas ndo aglomeradas em agua (direita).

A citotoxicidade das nanoparticulas de ouro produzidas, analisada em
fibroblastos humanos para diferentes concentragcdes de nanoparticulas com e sem
acréscimo do copolimero Pluronic F-127, mostrou que o material ndo apresenta
toxicidade na auséncia dos fotossensibilizantes e de excitagdo por luz (Del Rosso,
et al. 2018).
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O copolimero Pluronic F-127 foi adquirido do fabricante Sigma-Aldrich.

Dos fotossensibilizadores, a clorina e6 foi adquirida do fornecedor Frontier
Scientific com pureza maior que 95% e o azul de metileno, do fabricante Sigma-
Aldrich com pureza 97%.

Ecesa02 = 9,5 X 10*M™Iem™ eypges = 4,7 X 10*M~1cm™?

Utilizado com sonda para deteccdo do oxigénio singlete, 1,3-
difenilisobenzofurano (DPBF) foi adquirido do fabricante Sigma-Aldrich com

pUI'eza 97% EDPBF — 2,3 X 104M_1cm_1

3.2.
Preparacdo das amostras

As nanoparticulas de ouro foram obtidas pela a técnica de ablacdo em agua
(Amendola and Meneghetti, 2013) pelo doutorando Tahir e Prof. Tommaso Del
Rosso (Del Rosso, et al. 2018).

Os procedimentos para recobrimento das nanoparticulas foram realizados no
Laboratorio de Biofisica e Tratamento de Materiais do Departamento de Fisica da
PUC-Rio, seguindo o procedimento padro:

Dia 1: Apds a producdo das nanoparticulas, via ablacdo a laser em agua, dividimos

0 volume total de nanoparticulas de ouro em duas partes:

o Para producdo das nanoparticulas aglomeradas (AuNPx).

Acrescenta-se cloreto de sédio (NaCl) a suspensdo de nanoparticulas para

estimular a aglomeraracdo, efeito que pode ser observado pelo espectro de

absorcdo e pela mudanga de cor da suspensdo. Ao atingir o grau de
aglomeracdo desejado, coloca-se o polimero Pluronic F-127 para estabilizar
as nanoparticulas e deixa-se interagir por uma noite.

o Para producdo das nanoparticulas ndo aglomeradas (AuNPs). Adiciona-se
apenas o polimero Pluronic F-127 para estabilizar as nanoparticulas e deixa-
se interagir por uma noite.

Dia 2: Acrescentamos o fotossensibilizador (Ce6 ou MB) e aguardamos por uma

noite.

Dia 3: Preparamos a solucdo estoque de DPBF 5 mM em etanol.
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Fizemos a medida de absor¢do das amostras contendo as nanoparticulas e
Pluronic F-127 ainda sem a sonda DPBF.

Acrescentamos a sonda DPBF e medimos sua degradacdo, causada pela
producdo de oxigénio singlete ao irradiarmos as amostras com o LED de 650 nm
(Apéndice 1).

3.3.
Procedimento Experimental

Os experimentos de espectrofotometria foram realizados no Laboratorio de
Espectroscopia de Biomoléculas no Departamento de Fisica da PUC-Rio onde
fizemos medidas do espectro de absor¢do das nossas amostras utilizando o
espectrofotometro UV-Vis da Perkin Elmer, modelo Lambda 950 (Figura 3.2).

Figura 3.2 Equipamento espectrofotdmetro UV/VIS Perkin EImer modelo Lambda 950

Através do decaimento da absorcdo da molécula de DPBF podemos calcular
a fotodegradacdo do material e assim comparar as produgdes de oxigénio singlete
durante a exposicdo a luz. Essa irradiacdo foi feita utilizando o LED vermelho
profundo (Apéndice 1) com emissdo centrada no comprimento de onda 650 nm
(Figura 3.3) irradiancia de aproximadamente 20mW/cm2 a 5 cm do LED.

A Figura 3.3 mostra a regido de emissdo do LED vermelho, centrada em
658 nm, utilizado para irradiar as amostras que medimos. Esse LED foi adicionado
a um circuito (Apéndice 1) no qual podemos controlar a intensidade da luz emitida
pelo LED que estimula a producdo do oxigénio singlete produzidos pelos

fotossensibilizadores.
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Figura 3.3. Espectro do LED utilizado para irradiar as amostras.

Para impedir que a luz do LED sature o detector do espectrofotdmetro,

utilizamos duas alternativas:

1)

2)

Usar filtro passa banda C3C22, produzido na Universidade de Kiev, que
transmite na regido de comprimentos de onda entre 375 nm e 525 nm (Figura
3.4), regido favoravel para acompanhar o decaimento da sonda DPBF.

Usar o interruptor acoplado ao circuito controlador do LED para apagar a luz
durante das medidas. Essa alternativa é Gtil para vermos regides que o filtro
blogueia o espectro. Em contrapartida, ndo uso do filtro aumenta o tempo de
medida, pois a irradiacdo s6 podera ser feita entre 0s escaneamentos da

amostra.

100

— (C3C22

N TN
g @ TN
N /
IS 60
C /
«©
= 40
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Figura 3.4: Espectro de transmitancia do filtro C3C22 feito pelo doutorando Rian Aderne sob
orientacdo do professor Marco Cremona
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Figura 3.5: Esquema de montagem experimental dentro e fora do compartimento de amostras do
espectrofotdmetro. A) o LED posicionado de frente para a cubeta; B) o circuito controlado do
LED do lado de fora e C) a montagem com o filtro.

A Figura 3.5 mostra (A) o LED vermelho aceso dentro do espectrofotometro
posicionado a 3 cm do centro da cubeta onde medimos as amostras; (B) circuito
montado para controle da intensidade da luz do LED posicionado fora do
espectrofotometro e (C) a imagem de dentro do compartimento de amostras do
espectrometro do espectrofotdometro mostrando o suporte do LED (apagado) de
frente para a cubeta e filtro azul C3C22 na entrada da luz para o detector.
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Resultados e Discussoes

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados dos estudos da
producdo de oxigénio singlete pelos fotossensibilizadores clorina e6 e azul de
metileno e da fotodegradacdo dos mesmos durante a irradiacdo pelo LED de 650 nm
(Figura 3.3). A producdo de oxigénio singlete em presenca e auséncia de
nanoparticulas (AuNPS) é detectada através da taxa de decaimento da absorcdo do
DPBF, utilizado como sonda. A taxa de fotodegradacdo (fotobranqueamento) é
obtida a partir do espectro de absorcdo do préprio fotossensibilizador.

A Figura 4.1 (a) mostra o espectro de absorgéo do fotossensibilizador clorina
e6 em tampéo. Observa-se um pico intenso de absor¢do em 402 nm (banda de
Soret), um bem menos intenso em 504 nm e um com intensidade intermediaria em
654 nm, ja na janela fototerapéutica. Escolhemos a luz de excitacdo em 650 nm,
correspondendo a esse Ultimo pico do fotossensibilizador por ser na faixa de luz
compativel com absor¢édo por tecido humano.

A Figura 4.1 (b) mostra o espectro de absor¢do do fotossensibilizador azul de
metileno. Seu pico mais intenso de absor¢édo localiza-se em 665 nm, mas observa-
se que em 650 nm a absorcao € também bastante intensa. Portanto a mesma luz de
excitacdo pode ser utilizada em ambos fotossensibilizantes escolhidos.

O espectro de absor¢do de DPBF em agua € mostrado na Figura. 4.2.
Observa-se um pico em 420 nm. O DPBF é extremamente sensivel a luz e sofre
fotodegradagdo mesmo sob luz ambiente. Observa-se, no entanto, que sua absorcao
é praticamente nula em 650 nm. A iluminacdo nesse comprimento de onda,
portanto, praticamente ndo produz fotodegradacdo e modificacGes no seu espectro

sdo devidas a reagdo com oxigénio singlete produzido pelo fotossensibilizador.
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Figura 4.1 (a) Estrutura molecular da clorina e6 e seu espectro de absorcéo 6ptica. (b) Estrutura
molecular do azul de metileno e seu espectro de absorcéao optica.
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Figura 4.2. Espectro de absor¢do de 30 uM DPBF em agua.

O uso das nanoparticulas de ouro associadas aos fotossensibilizadores para
terapia fotodindmica visa, além do uso de diagnodstico e terapia associados
(teranostico), a amplificacdo da excitacdo devido ao efeito de ressonancia
plasmdnica, caracteristico das nanoparticulas. As nanoparticulas de ouro ndo
aglomeradas produzidas pelo processo de ablacdo, possuem sua banda de absorcéo
na regido de comprimento de onda 524 nm (Figura 4.3). Com o intuito de usar essa
amplificacdo do sinal da excitacdo na regido de absor¢do do fotossensibilizador de
mesmo comprimento de onda do LED, precisamos de nanoparticulas que
ressoassem na mesma regido, 650 nm. Para obter esse efeito, fizemos medidas
também com nanoparticulas aglomeradas, que apresentam banda plasmonica
alargada e deslocada para o vermelho que engloba o comprimento de onda 650 nm.
A aglomeracao foi induzida por adi¢do de 100 pL de NaCl 5 M, por mL de amostra.

Como queremos verificar o efeito de nanoparticulas de ouro na producéo de
oxigénio singlete pelo fotossensibilizador, é importante tratar a superficie da AUNP
com um composto que deixe a nanoparticula estavel em condicdes fisioldgicas e
que tenha afinidade pelo fotossensibilizador. Foi verificado que o copolimero
tribloco Pluronic F-127 é capaz de estabilizar as nanoparticulas em condicGes
fisiologicas (pH 7,4 e forca idnica da ordem de 0,15 M) (Del Rosso et al, 2018).

Além disso as moléculas de PF-127, sendo anfifilicas, envolvem as AuNPs

com uma camada capaz de solubilizar melhor tanto o fotossensibilizador como o
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sensor de O, (DPBF). Assim sendo, no nosso estudo escolhemos tratar as AuNPs
com PF-127.

A Figura 4.4 mostra os espectros de extingdo de nanoparticulas de ouro nédo
aglomeradas (AuNP) e aglomeradas (AuNP,) bem como a foto das nanoparticulas

utilizadas.
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Figura 4.3. Espectros de extin¢do das nanoparticulas aglomeradas (AuNP+NaCl) e ndo
aglomeradas (AuNP) logo apds a sintese, com adi¢do de Pluronic F-127.

Podemos observar que o espectro em linha continua (vermelha), das
particulas ndo aglomeradas (AuNP), apresenta o pico de ressonancia plasménica na
regido de 524 nm. Ja a linha tracejada (roxa), espectro das nanoparticulas
aglomeradas (AuNPgg) apresenta a banda plasmonica alargada, na regido entre
520 nm e 660 nm, com uma diminui¢do do pico e um deslocamento para a regido
do vermelho. Tal efeito causado pela aglomeracdo das nanoparticulas é de grande
importancia na nossa investigacao, visto que nossos fotossensibilizadores absorvem
na regido do vermelho (654 nm para a clorina e6 e 609 nm e 668 nm para o azul de
metileno). Devido ao efeito de ressonancia de plasmons de superficie localizados
(LSPR), as nanoparticulas, quando irradiadas em comprimentos de onda na banda
plasménica (~650 nm para particulas aglomeradas), amplificam o campo
eletromagnético na sua superficie, sendo assim esperado um aumento do efeito
sobre os fotossensibilizadores, que por sua vez produziriam mais oxigénio singlete

degradando com maior eficiéncia a sonda DPBF. No entanto, é esperado que esse
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efeito seja muito dependente da distancia do fotossensibilizador a superficie da
nanoparticula.
Nas proximas secbes descrevemos os resultados da producdo de 'O, pelos

fotossensibilizadores em presenca e auséncia de AuNPs.

4.1.
Influéncia de AuNPs na producéo de 'Oz por Clorina e6

Nesse estudo nanoparticulas de uma mesma producdo, separadas em duas
partes, sendo uma submetida a aglomeracdo com NaCl, e a outra mantida sem
aglomeragéo, foram colocadas em tampéo fosfato pH 7,4, 10 mM e estabilizadas
com Pluronic F-127. Em seguida, clorina e6 em duas diferentes concentracoes (1,0
UM e 1,5 uM) foi adicionada as amostras.

Utilizando a cubeta de 1 ml e caminho Optico 1 cm obtivemos os espectros de
absorcdo UV-Vis a cada 1 min de irradiacdo. Para essas medidas utilizamos o filtro
de cor azul C3C22, que absorve a luz vermelha, para que ndo fosse necessario
desligar a luz do LED durante a tomada de dados.

Os espectros de absorcdo UV-Vis da sonda DPBF na presenca apenas do
fotossensibilizador clorina e6 aparecem nos graficos das Figuras 4.4ae 4.4b. A
regido acima de 550 nm ndo é possivel ser vista nos espectros devido ao filtro
utilizado nessa série de medidas. Os espectros mostram o decaimento da
absorbancia do DPBF causado pelo oxigénio singlete produzido pela clorina e6
irradiada, medida utilizada como referéncia para analise da interacdo sonda

fotossensibilizador na auséncia das nanoparticulas.
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Figura 4.4. (a) Espectros de absorcéo da sonda DPBF na presenca de 1uM de clorina e6 em
tampéo fosfato. (b) b Espectro de absorcdo da sonda DPBF na presenca de 1,5uM de clorina e6 em
tampao fosfato.

Como podemos observar, o decaimento da sonda DPBF acelera com a
guantidade de fotossensibilizador acrescentado, o que reforca que o decaimento
depende da producéo de oxigénio singlete gerado pelo fotossensibilizador.

Seguindo o mesmo padrdo de medidas, fizemos amostras com as
nanoparticulas ndo aglomeradas (AuNP) apds uma noite na presenca do polimero
PF-127 e a noite seguinte sob adicdo do fotossensibilizador clorina e6 ao conjunto

AuUNP —polimero. As Figuras 4.5 a e 4.5 b mostram 0s espectros de absor¢do do
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decaimento do DPBF sob efeito das nanoparticulas ndo aglomeradas com diferentes

concentracdes de clorina e6 (1uM e 1,5uM., respectivamente).

1,01 (a
| @ AuNP + 0,3 mg/ml PF127 + 1,0uM Ce6 + 60uM DPBF
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Figura 4.5. Espectros de absor¢do da sonda DPBF na presenca de 1uM (a) e 1,5uM (b) de clorina
e6 em tampéo fosfato com nanoparticulas de ouro ndo aglomeradas estabilizadas com
Pluronic F- 127

Podemos observar o decaimento do pico do DBPF em 418 nm, 0 pico
referente a clorina e6 em 402 nm e o pico das nanoparticulas em 524 nm e um
comportamento andmalo em 450 nm similar ao pico de emissdo da sonda DPBF.

Seguindo a sequéncia de medidas, fizemos 0 mesmo estudo para as
nanoparticulas que sofreram aglomeragdo com NaCl e foram estabilizadas com

pluronic F-127 (AuNP ag). Deixamos sob efeito apenas do polimero por uma noite,
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acrescentamos o fotossensibilizador clorina e6, aguardamos mais uma noite para no
dia seguinte fazermos as medidas de decaimento da sonda.

A Figura4.6 mostra o decaimento da sonda DPBF sob influéncia da
irradiagdo com LED de 650 nm e do fotossensibilizante Ce6 em duas concentragdes

diferentes em amostras com nanoparticulas aglomeradas recobertas com PF-127.
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Figura 4.6. Espectros de absor¢do da sonda DPBF em (a) clorina e6 1,0 uM e (b) clorina e6
1,5 uM ambas em nanoparticulas de ouro aglomeradas estabilizadas com PF-127 em tampéo.

Para melhor comparacdo, fizemos graficos dos decaimentos de DPBF em
funcéo do tempo de irradiacdo das amostras. Consideramos a absorcdo em 418 nm

das medidas no pico da sonda DPBF (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Decaimento da absor¢do do DPBF em amostras de nanoparticulas aglomeradas
(AuNP4) e ndo aglomeradas (AuNP) com diferenctes concentragdes de clorina e6 (1,0 uM e
1,5 uM) em funcéo do tempo de irradiacéo

onde 0 AAppermax € a variacdo da absorcdo (em relacdo a absorbancia inicial Ao,
logo apds a adigdo do DPBF) e AAppsr € a mesma variagdo em um tempo posterior.
Podemos observar que as nanoparticulas ndo aglomeradas (AuNP) com 1,0 uM Ce6
produzem menos radicais livres que degradam o DPBF. Quando usamos as
nanoparticulas aglomeradas (AuNPag) com 1,0 uM ou 1,5 uM Ce6 o decaimento é
acelerado. A degradacdo pareceu ainda mais eficiente para a solucdo em presenca
de PF-127, sem as nanoparticulas.

Para analisar mais precisamente a producdo de Oz, normalizamos o
decaimento pela concentragdo da clorina e6, tomando o AA=(Ao-A), sendo A, a
absorcdo logo apos a adicdo do DPBF e A, num determinado tempo. O AA ¢
proporcional ao consumo de DPBF e, portanto, a producéo de 'O, se considerarmos
que a concentragdo de DPBF é suficientemente alta, para que cada 'O, produzido
reaja com DPBF. De acordo com essa hipotese, a Figura 4.8, que apresenta a
variagdo de absorbancia em fungio do tempo, mostra também a producéo de 1O,.

Vemos (Fig. 4.8) que, utilizando as nanoparticulas ndo aglomeradas, a taxa
de decaimento foi bem semelhante a da amostra sem nanoparticulas e ambas as

amostras mostram producdo mais lenta de *O.. J& as nanoparticulas aglomeradas,
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para as duas concentrages Ce6, mostraram uma eficiéncia maior ao indicarem uma

maior producdo de oxigénio singlete para um mesmo intervalo de tempo.

0,20 v
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Figura 4.8. (Ao-A) em 418 nm normalizado pela concentracéo de Ce6 como fungéo do tempo.

[Ce6] foi obtida da absorbancia da clorina em 402 nm.
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4.2.
Influéncia de AuNPs na producéo de 'Oz por Azul de Metileno

Nesse estudo colocamos em tampdo fosfato (PB) 10 mM, pH 74,
nanoparticulas de uma mesma producéo, na qual parte aglomeramos com NaCl, e
a outra parte mantivemos sem aglomeracdo. Estabilizamos ambos os tipos com
Pluronic F-127 e adicionamos concentracdo de 2 uM de azul de metileno.
Utilizando cubeta de 1 ml e caminho Optico 1 cm, obtivemos os espectros de
absorcdo UV-Vis de amostras irradiadas durante intervalos de 1 min entre as
medidas no espectrofotémetro.

Essas medidas foram realizadas sem o uso do filtro de cor azul C3C22
(Figura 3.4) para que pudéssemos ver a regido de absorcdo do azul de metileno.
Para isso as irradiacdes foram feitas ligando o LED nos intervalos entre as medidas
e desligando durante as medidas para evitar saturacdo do detector.

A Figura 4.1(b) mostra a absorcdo do azul de metileno. Como podemos
perceber, o pico de absorcdo do fotossensibilizador é na regido do vermelho, sendo
assim, a contribuicdo na regido de 418 nm sera apenas da sonda DPBF.

Primeiramente medimos o decaimento da absor¢do do DPBF apenas em
tampdo fosfato (Figura 4.9) para verificar seu comportamento nas condicdes de

medidas. Observamos uma leve degradagéo devido a exposigdo a luz.

0,3 1

DPBF 30uM

0,2

Absorbancia

0,1 1

0,0

T T T T T T T T T T T T 1

—
300 350 400 450 500 550 600 650 700
A(nm)

Figura 4.9 Decaimento de DPBF (30 uM) apenas em solucdo de tampdo fosfato 10 mM, pH 7,4.
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Depois a analise foi feita na presenca de azul de metileno 2 uM no mesmo
tampao, para observarmos a contribuicio do MB, para a producdo de 'O durante a
irradiacdo. Podemos observar, pelos espectros da Figura 4.10, que o decaimento da

sonda DPBF é mais rapido que sem a adi¢do do fotossensibilizador.

0,20

P 2uM MB + 30uM DPBF

0': 422nm 0,2085A
30":422nm 0,1273A

0,16 “‘ Decaiu 39% em 30'
0,12 - W

0,08 -
0,04 - L
0,00 -

g T T T T
300 400 500 600 700

Absorbancia

Figura 4.10 Decaimento de DPBF 30 pM em solucdo tampéo fosfato 10 mM, pH 7,4, e azul de
metileno 2 pM.

Em seguida analisamos o comportamento do decaimento da sonda DPBF em
azul de metileno 2 uM, na presenca de micelas de PF-127 (Figura4.11). O
decaimento da sonda foi acelerado em relacdo aos anteriores. Nossa hip6tese € de
que a hidrofobicidade tanto do azul de metileno quanto da sonda DPBF implique
em maior concentracdo de ambos nos compartimentos micelares de Pluronic F-127,
aumentando a eficiéncia de degradagdo do DPBF pelo 'O, produzido pelas

moléculas de MB adjacentes.
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0,2 +
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Figura 4.11 Decaimento de DPBF 30 pM em solugdo com 0,8 mg/ml de Pluronic F-127, 2 uM de
azul de metileno em tampao fosfato 10 mM

A partir dos espectros das Figuras 4.9, 10 e 11, fizemos o grafico da Figuras
4.12 e 13, que mostram a variacdo da absorbancia no pico de absor¢éo do DPBF,
em 418 nm, em funcdo do tempo de irradiacdo das amostras, para 0s trés casos

analisados.

1 I"
1 XX
] Xy *®%%eceece,
* ML LY T
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® MB +DPBF *
* PF 127 + MB + DPBF * e
014 A=418nm **********
T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
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Figura 4.12. Decaimento da absor¢do de DPBF no comprimento de onda 418 nm em fungéo do
tempo de irradiacéo.
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Figura 4.13. Variacdo da absorcéo de DPBF (AA=Ap-A) no comprimento de onda 418 nm em
funcéo do tempo de irradiacéo.

Observamos que o DPBF degrada apenas na presenca da luz ambiente (LED
irradiando em 650 nm), mesmo em auséncia de fotossensibilizador, ainda que muito
lentamente. A degradacdo é acelerada com adicdo de azul de metileno e destacamos
0 decaimento abrupto quando utilizamos o polimero Pluronic F-127 (Figura 4.12).
Observa-se que o PF-127 intensifica o decaimento, indicando, como sugerido
acima, que o DPBF e o MB sédo encapsulados pelas micelas do copolimero,
apresentando um efeito amplificado de fotodegradacdo por aumento da
concentracdo local de ambos e consequente diminuicdo da distancia entre a espécie
reativa e a molécula sonda.

Também analisamos o decaimento na regido de absor¢do do azul de metileno,
relacionado com a fotodegradagdo do proprio fotossensibilizador e calculamos a
taxa de decaimento (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Decaimento da absor¢do no comprimento de onda 664 nm (referente ao pico de
absorgéo do azul de metileno) em fungéo do tempo.

Pelo grafico da Figura 4.13 observamos que o decaimento no comprimento
de onda 664 nm, proveniente de uma degradacdo do azul de metileno é pequeno
guando comparado a taxa de decaimento em 418 nm (Figura 4.12,) na regido de
absorcéo do DPBF.

Para continuar nosso estudo com as nanoparticulas, utilizamos amostras em
tampdo fosfato 1 mM, cubeta de quartzo de 1 ml com caminho 6ptico 1 cm. Usamos
ainda irradiacdo com o mesmo LED de 650 nm e tempos de irradiacdo del min
entre as medidas.

Como referéncia, medimos o decaimento da sonda DPBF em tampéo fosfato
contendo 0,3 mg/ml de Pluronic F-127 e 2 uM de MB para analisar o efeito do
decaimento na auséncia das nanoparticulas (Figura 4.15 a).

Em seguida medimos as amostras com nanoparticulas que passaram pelo
mesmo procedimento que as amostras medidas com clorina e6. Dividimos o volume
das nanoparticulas vindas de uma mesma producdo. Em parte, adicionamos o
polimero Pluronic F-127 para estabilizar as nanoparticulas, gerando as
nanoparticulas ndo aglomeradas (AuNP). Para aglomerar as nanoparticulas
adicionamos NaCl a outra parte para estimular a aglomeracdo. Logo apds a
uniformizacéo o efeito de aglomeracéo é visivel, na mudanca de cor da solugéo e
deslocamento da banda de absorcdo das nanoparticulas. Adicionamos o PF-127

para estabiliz&-las, impedindo a continuacéo do efeito de agregacao.
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Figura 4.15. Decaimento do espectro de absorcéo de (a) DPBF em azul de metileno 2 uM sob
iluminacdo com LED de 650 nm (Ass4=0,042) (Houve alguma reacdo que modificou o espectro de
DPBF) (b) DPBF 30 uM em AuNP + PF127 0,3mg/ml + MB 2uM (Ass=0,02 MB)

Apds uma noite estabilizadas com o polimero PF-127, acrescentamos a
mesma concentracdo de azul de metileno as amostras. As medidas foram feitas no
terceiro dia, uma noite da adi¢do do azul de metileno.

Nossa primeira medida do decaimento do pico de absorcdo do DPBF foi com
as nanoparticulas ndo aglomeradas (AuNP) (Figura 4.15 b) em Pluronic F-127 e
azul de metileno. Medimos inicialmente o espectro da amostra sem a sonda e em
seguida o decaimento depois que a acrescentamos. Essas medidas foram realizadas
em sequéncia. Observamos no grafico (Figura 4.15 b) a linha preta sendo apenas a

amostra sem a sonda e, apos a adi¢do da mesma, os espectros (coloridos) decaindo
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na regido de absor¢éo de DPBF, o que indica a producgédo do oxigénio singlete pelo
fotossensibilizador.

Em seguida, seguindo o mesmo procedimento, fizemos analise similar
utilizando as nanoparticulas aglomeradas. Fizemos dois grupos, pois achamos que
no primeiro a aglomeragdo apresentou deslocamento insuficiente da banda de
ressonancia plasmonica para a regido do vermelho, efeito que pode ter sido causado
pela répida adicdo do polimero no momento de aglomeracdo por NaCl,

interrompendo a aglomeracgéo antes da hora.

Absorbéancia

AuNP_+ 0,3 mg/ml PF127
0,14 +2uM MB + 30uM DPBF

0,0 . . . . . .
300 400 500 600 700
A(nm)

059 (b) AUNP,_, +0,3mg/ml PF127

+2uM MB + 30uM DPBF

AuNP_ = AuNP + 67mM NaCl
0,4 g

Absorbancia

0,1

T T T T T T T
300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 4.16. Decaimento do DPBF em AuNP.g + 0,3 mg/ml + 2 uM de MB + 30 uM DPBF
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Nos espectros de absorcdo (Figura 4.16 a e b) a linha de base (continua preta)
¢ a nossa amostra sem a adi¢cdo da sonda DPBF. Podemos observar a diferenca da
aglomeracdo devida ao tempo para uniformizar e adicionar PF-127 as
nanoparticulas ap6s a adi¢cdo de NaCl. No caso da Figura 4.16 (a), o tempo foi
menor e vemos pouca aglomeragéo devido ao pouco alargamento e deslocamento
da banda plasmonica das nanoparticulas. Ja a Figura 4.16 (b) mostra um maior
alargamento e deslocamento para a regido do vermelho. As linhas continuas e
coloridas mostram o decaimento da sonda DPBF durante a irradiacdo devido a
producdo do oxigénio singlete pelo fotossensibilizante.

Com o intuito de analisar a taxa de decaimento da sonda DPBF em funcéo do
tempo, escolhemos os comprimentos de onda 418 nm referente ao pico de absorcao
da sonda DPBF.
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Figura 4.17. Decaimento da absor¢éo do DPBF em funcédo do tempo de iluminacéo, no
comprimento de onda 416 nm para as quatro amostras medidas.

Na Figura 4.17, AA=(A-Ao) ¢ AAmax=(Amax-Ao), sendo A a absor¢éo no
tempo especifico, Ao a absorcdo inicial, antes de acrescentar DPBF, e Amax @
absorgdo maxima, logo apos colocamos DPBF. Com base no grafico (Figura 4.17),
observamos que a taxa de decaimento n&o foi uniforme durante todo o experimento.

Para uma melhor andlise, fizemos o grafico (Figura 4.18) no qual
normalizamos a varia¢do do espectro da absor¢édo do DPBF pela concentracéo de
azul de metileno em cada amostra. As concentracdes de MB foram obtidas pelos
espectros de absorcao (Figs. 4.15 e 4.16) e tomadas como sendo proporcionais a
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diferenca entre as absorbancias no pico de MB, em 664, e em 700 nm (Asss—A700).
Podemos observar que a producéo de oxigénio pelas amostras com nanoparticulas
é¢ maior que a da amostra de referéncia. Também é possivel notar que as
nanoparticulas aglomeradas (AuNPa) mostraram maior eficiéncia que as néo
aglomeradas (AuNP), provavelmente pelo deslocamento batocrémico da banda

plasmonica, que apresentou maior sobreposi¢édo com a banda de absor¢ao do azul

de metileno.
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Figura 4.18. Variagéo da absorcéo de DPBF (AA=A-A) no comprimento de onda 416 nm em
funcdo do tempo de irradiacao.

Para medidas com tempos apds 14 min, o mesmo grafico (Figura 4.18)
apresenta uma mudanca de comportamento em uma das amostras das
nanoparticulas aglomeradas. Inicialmente mostra uma taxa de consumo similar a de
AUNP,g, mas ap6s um tempo de medida seu espectro se torna similar ao das AuUNP
indicando que o consumo ou a producdo de oxigénio singlete diminuiu. O que
poderia ser explicado por algum defeito na iluminacdo do LED ja que a mudanca
na taxa de variacgdo foi abrupta.

Essas medidas foram realizadas apenas uma vez e, portanto, necessitamos
realizar experimentos estatisticamente confiaveis, em triplicata, controlando mais
as condicOes experimentais, para verificar alguma diferenca real. No entanto, a

eficiéncia na producdo de oxigénio singlete pelos dois fotossensibilizantes, clorina
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e6 e azul de metileno, associados a nanoparticulas de ouro seguiu a mesma

tendéncia: AuNPag > AuNP > controle.
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As nanoparticulas de ouro feitas por ablacao a laser em agua, sdo estaveis por
extensos periodos de tempo, mas ficam instaveis e aglomeram em condigdes
fisioldgicas, em alta forca i6nica. Verificamos que o copolimero Pluronic F-127
estabiliza essas nanoparticulas formando uma camada com dupla funcionalidade
hidrofébica/hidrofilica, capaz de reter algumas substéncias de interesse biolégico e
farmacoldgico, incluindo fotossensibilizadores.

Nanoparticulas com bandas de ressonancia plasménica em ~520 nm (néo
aglomeradas) e deslocadas para o vermelho ~ 600 nm (aglomeradas) foram
estabilizadas com PF127 e preparadas com dois tipos de fotossensibilizadores
bastante utilizados, clorina e6 e azul de metileno. Os dois fotossensibilizadores
apresentaram localizacdo preferencial na camada polimérica superficial das
nanoparticulas, indicando que estas tém potencial para utilizagdo em distribuicéo
controlada dos fotossensibilizadores. Visto que ndo sdo tdxicas e mantém ou
amplificam a taxa de producdo de espécies citotdxicas como oxigénio singlete, sdo
promissoras na composicao de materiais para uso em terapia fotodinamica (PDT).

Para as medidas utilizando o fotossensibilizador clorina e6, as amostras com
nanoparticulas apresentaram maior taxa de decaimento da sonda DPBF, tendo
apresentado maior eficiéncia as nanoparticulas com bandas plasménicas deslocadas
para o vermelho (aglomeradas).

Para as medidas utilizando o fotossensibilizador azul de metileno, as amostras
em PF-127 sem nanoparticulas aparentaram ser mais eficientes, mas acreditamos
que possa ter sido o efeito hidrofébico nas micelas formadas pelo polimero Pluronic
F-127, concentrando a sonda DPBF e o fotossensibilizador azul de metileno nos
compartimentos micelares. Por consequéncia, 0 DPBF estaria mais préximo do
local de producdo do oxigénio singlete, e apresentaria um decaimento mais
eficiente, 0 que ndo necessariamente indica maior taxa de producéo do radical pelo
fotossensibilizador. As amostras com nanoparticulas de ouro, tanto aglomeradas

(AuNPag) como néo aglomeradas (AuNP), ndo apresentaram esse efeito de entrada
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do DPBF, talvez porque as moléculas do polimero j& estariam formando uma
camada ao redor das nanoparticulas e ndo estariam livres para formar as micelas.

Para o fotossensibilizante azul de metileno as medidas apresentaram um
maior consumo de oxigénio singlete para amostras com nanoparticulas que para
amostras sem nanoparticulas. Além disso, nanoparticulas aglomeradas
apresentaram maior eficiéncia no processo, visto que o consumo de DPBF foi
acelerado na presenga delas.

Para ambos fotossensibilizadores, ndo apenas vimos uma melhora na
eficiéncia de producéo de 'O ao utilizar essas nanoparticulas, como observamos as
nanoparticulas aglomeradas como mais eficientes.

Com base nesses argumentos, sugerimos que nossos nanocompasitos de
nanoparticulas de ouro recobertas e estabilizadas com polimero Pluronic F-127,
associados com fotossensibilizadores, tanto o azul de metileno quanto a clorina e6,

séo fortes candidatos a tratamentos utilizando a terapia fotodindmica como base.
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Apéndice

A fim de minimizar os erros durante as medidas, montamos um circuito
simples para maior controle da intensidade da luz do LED. O esquema (Figura7.1)
foi idealizado pelo antigo técnico do Departamento de Fisica da PUC-Rio, Jodo
Manoel. Esse circuito trabalha mantendo fixa a corrente e controla a intensidade

por meio da modulagdo da largura do pulso.

I 2% |
T s %
5 ] : ]
3 = - B3 ===

Joao Manoel - PUC

leddriver
21/83/2017 15:10:01

Sheet; 1/1 |
1 I 2 I 3 | 4 | 5 B

Figura 7.1 a) Esquema elétrico do circuito e b) o desenho para impresséo do circuito controlador
da intensidade do LED

A Figuras 7.1 a apresenta 0 esquema elétrico para montagem do circuito com
as pecas e seus valores necessarios. A Figura 7.1 b mostra o desenho esquematico
com o posicionamento e o caminho (em azul) para ligagdes das pecas. Esse desenho

foi utilizado para fabricagéo do circuito impresso em maquina CNC.
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Ap0s o circuito ser impresso, trabalhamos na montagem soldando as pecas e
colocamos em um suporte de acrilico. O LED foi fixado em um suporte de aluminio

para ajudar na dissipacéo de calor gerado.

B)NT!F#CIA UNIVERSIDADE CATD\_OCA @
DO RIO DE JANEIRO

Figura 7.2 Foto do circuito utilizado, aberto com o LED

A Figura 7.2 apresenta a foto do circuito montado (A), o LED fixado no
suporte de aluminio (B), com o interruptor ligando o LED ao circuito (adaptado
para ligar e desligar mantendo fixa a intensidade da luz quando religado) e o LED

solto (D) visto de frente.
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