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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese e caracterizacdo de nanocompdsitos de ouro acoplados
com o composto fotossensibilizante ftalocianina de cloroaluminio. Os compdsitos em nanoescala
tém sido cada vez mais estudados, devido a grande possibilidade de aplicacGes a partir das
propriedades diferenciadas. Entre essas aplicacdes, 0 uso biomédico possui potencial, visto que as
reacbes dentro dos organismos ocorrem em nanoescala e 0s nanocompdsitos podem ser
biocompativeis. Neste trabalho, as nanoparticulas de ouro sdo associadas com ftalocianina de
cloroaluminio para que auxilie no carreamento dessas moléculas no organismo, visto que esse
fotossensibilizador (FS) € hidrofobico. A associacdo desses dois compostos possui potencial de
aplicacdo em terapia fotodindmica (TFD), permitindo que o FS chegue no local das células-alvo.
Para investigacdo das caracteristicas e propriedades da mistura entre esses componentes, as
amostras foram caracterizadas por meio das técnicas de espectroscopia no UV-VIS, FTIR-ATR e
espalhamento dindmico de luz (DLS). Identificou-se que a associagdo entre os dois compostos
ndo causa alteracdo nos comprimentos de onda ou nimeros de onda nos quais era esperado ter
absorbancia, indicando que, nas concentracfes analisadas, a mistura entre 0s componentes nao

causa interferéncias nas suas caracteristicas.

Palavras-chave: ftalocianina de cloroaluminio, terapia fotodindmica, nanocompadsitos de ouro.



ABSTRACT

The present work describes the synthesis and characterization of gold nanocomposites coupled
with the photosensitizing compound chloroaluminum phthalocyanine. Nanoscale composites
have been increasingly studied, given the great possibility of applications from their different
properties. Among these applications, biomedical use has potential, as reactions within
organisms occur at the nanoscale and nanocomposites can be biocompatible. In this work, gold
nanoparticles are associated with chloroaluminum phthalocyanine to help carry these molecules
in the body, since this photosensitizer is hydrophobic. The association of these two compounds
has potential application in photodynamic therapy (PDT), allowing the photosensitizer to reach
the target cells. To investigate the characteristics and properties of the mixture between these
components, the samples were characterized using UV-VIS, FTIR-ATR and dynamic light
scattering (DLS) spectroscopy techniques. It was identified that the association between the two
compounds does not change the wavelengths or wave numbers at which they were expected to
have absorbance, indicating that, at the concentrations analyzed, the mixture between the

components does not interfere with their characteristics.

Keywords: chloroaluminum phthalocyanine, photodynamic therapy, gold nanocomposites.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia, segundo o Comité Técnico da Organizacdo Internacional de
Padronizagdes (ISO — TC) pode ser definida como a “compreensdo e controle da matéria e
processos em escala nanométrica, onde uma ou mais dimensdes sdo0 menores ou iguais a 100
nandmetros, em que o0 aparecimento de propriedades decorrentes da dimensdo permite novas
aplicagdes”. Portanto, a sintese de compostos em escala nanométrica permite que
propriedades diferenciadas dos materiais, devido a nano escala, sejam observadas, estudadas e
aplicadas em novas tecnologias. Dessa forma, a area de nanotecnologia possui grande
potencial de crescimento contribuindo para o desenvolvimento de novas aplicagdes como, por
exemplo, maior contraste em diagnodsticos por imagem, sensores bioldgicos e agentes de
entrega de farmacos direcionados (Drug Delivery Systems). (SIMOES e TAKEDA, 2015; PY-
DANIEL et al., 2016; SHARMAN et al., 1999)

Nesse contexto, as nanoparticulas de ouro podem ser empregadas como carreadores
de farmacos, devido ao seu tamanho e ao seu carater anfifilico, o qual permite que substancias
hidrofobicas sejam transportadas em meios biologicos, hidrofilicos. Além disso, na escala
nanomeétrica, as nanoparticulas de ouro possuem propriedades Unicas, devido a maior
presenca dos efeitos quanticos nas caracteristicas observadas. Em adicdo, as aplicacfes no
campo da medicina séo facilitadas porque muitas reacdes e interacdes no sistema ocorrem em
nano escala (SIMOES e TAKEDA, 2015; PY-DANIEL et al., 2016)

A terapia fotodindmica (TFD) tem sido estudada devido a eficiéncia no tratamento de
doencas localizadas. Ela consiste na aplicacdo de uma molécula fotossensibilizante no local
patogénico, seguido da sua exposi¢cdo a iluminagdo, a qual induz a producdo de especies
reativas de oxigénio (EROS) pela molécula — neste trabalho, a ftalocianina de cloroaluminio.
As espécies reativas de oxigénio causam a morte das células. No caso da terapia fotodinamica,
essa morte é seletiva, somente das células patogénicas, que foram expostas a molécula
fotossensibilizante. Portanto, uma grande vantagem da TFD frente a outros tratamentos
tradicionais contra o cancer € a diminuicdo de efeitos colaterais ocasionados pela morte de
células saudaveis. Dessa forma, seu estudo é importante para uma possivel viabilizacdo de
tratamento que seja 0 menos invasivo possivel e vise a qualidade de vida do paciente. (PY-
DANIEL et al., 2016; SHARMAN et al., 1999)

As ftalocianinas possuem potencial de aplicacdo na TFD devido ao seu carater
fotossensibilizante - ou seja, sofrem excitacdo quando expostas a luz. No caso da ftalocianina

complexada com cloro e com aluminio, observa-se caracteristicas mais especiais, como maior
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fotoestabilidade e atividade fotodindmica. Essas propriedades se relacionam diretamente com a
capacidade de ocasionar a morte celular das células-alvo. Porém, as ftalocianinas s&o
hidrofobicas, o que dificulta seu uso em organismos biolégicos, cujas reacGes ocorrem em
meio aquoso. Portanto, é necessario que tenha uma molécula anfifilica para auxiliar na sua
administragdo. No presente trabalho, é estudado o acoplamento da ftalocianina de cloro
aluminio com nanoparticulas de ouro, visando viabilizar a presenca da ftalocianina em meios
hidrofilicos e entender o potencial de aplicacdo desse nanocomposito na TFD. (ALISSON e
SIBATA, 2010; GOTO, 2016)

Embora a caracterizagdo das nanoparticulas de ouro e da ftalocianina ja sejam
conhecidas, ainda ha lacunas a respeito da sua associacdo, tanto em relacdo a metodologia
quanto em relacdo aos resultados da caracterizagcdo. Ter um entendimento melhor sobre esse
nanocomposito permite que tentemos suprir essas lacunas e, dessa forma, haja maior clareza
sobre o seu potencial na TFD, possivelmente estimulando futuras pesquisas e tecnologias, as
quais poderdo trazer maior conforto e seguranca aos pacientes com cancer. (SAKAI e
ALEXANDRIDIS, 2005; IDOWU e NYOKONG, 2007)

Portanto, a partir das caracterizacBes de espectrofotometria de absor¢do no UV-VIS,
espectrofotometria com transformada de Fourier (FTIR) e espalhamento dinamico de luz
(DLS) busca-se observar o comportamento e as caracteristicas das nanoparticulas de ouro e
destas acrescidas de ftalocianina de cloro aluminio. Dessa forma, o objetivo do trabalho é

preparar 0s nanocompasitos e analisar criticamente os resultados das caracterizagdes.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho faz parte dos objetivos do projeto “Nanocompoésitos Poliméricos:
Sintese, Propriedades e Aplicagdes Biomédicas”, projeto em desenvolvimento desde 2021 e
financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).
Este trabalho tem como objetivo a sintese e a investigacdo das propriedades de
nanocompositos contendo nanoparticulas de ouro e o copolimero Pluronic® F-127,
sintetizados a temperatura ambiente, e adicionados do fotossensibilizador ftalocianina de
cloroaluminio. Objetiva-se, também, investigar a presenca de caracteristicas que indiquem a

possibilidade de sua aplicacdo em terapia fotodinamica.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese do nanocompdsito contendo nanoparticulas de ouro usando o protocolo
de Alexandridis (2005), descrito em Gomes (2018);

e Acoplamento de molécula fotossensibilizadora, ftalocianina de cloroaluminio, ao
nanocomposito;

e Caracterizacdo dos nanocompdsitos sintetizados;

e Andlise dos resultados.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. OURO

O ouro é um metal de grande importancia, ndo so cientifica, como também histérica e
social. J& foi simbolo de riqueza e de pureza, j& motivou guerras e exploracBes, sendo
utilizado até como sistema monetario. Nos dois Ultimos séculos, despertou o fascinio de
cientistas, que se dedicaram ao seu estudo e de suas propriedades. Portanto, a relagdo com o
ouro deixou de ser somente emotiva e subjetiva — embora para o publico leigo ainda o seja - e
se tornou também racional e cientifica. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

Grande parte do fascinio pelo ouro se deve as suas caracteristicas Unicas, as quais 0
distanciam das tendéncias de propriedades fisicas e quimicas dos outros metais que também
fazem parte do grupo 11 na Tabela Periddica de Elementos. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

Tabela 1 - Comparativo entre propriedades do &tomo de ouro com a de atomos do mesmo grupo, cobre e prata.

Propriedades Cu Ag Au
Numero atémico 29 47 79
Massa atdmica (uma) 63,55 107,868 196,9665
Configuracéo eletronica [Ar]3d1%4st  [Kr] 4d1°5s  [Xe] 4f* 5d'%6s?
Estrutura cristalina fcc fcc fcc
Raio metélico (nm) 0,128 0,14447 0,14420
Densidade (g.cm™) 8,95 10,49 19,32
Temperatura de fusédo (K) 1356 1234 1337
Entalpia de sublimagao (kJ. mol?) 3376 2854 343+11
Energia de primeira ionizacdo (kJ. 745 731 890
mol?)

Resistividade elétrica em 293 K 1,67 1,59 2,35
(micro-ohm cm)

Limiar de transicdo interbanda 3d — 4s 4d — 5s 5d - 6s
leV 2,1 3,9 1,84
/nm 590 318 674

Fonte: Retirado da tabela de LOUIS e PLUCHERY, 2012.

Algumas caracteristicas sobre o ouro podem ser aferidas a partir da tabela acima. Sua

estrutura cristalina e raio metalico pequeno fazem com que o ouro metalico seja maleavel. Por
16



outro lado, possui alta densidade, o que é esperado quando comparamos o seu valor de massa
atbmica com os outros elementos. A sua propor¢do entre um raio metélico relativamente
baixo e um alto nimero atdmico indicam a forca da sua ligacdo, podendo ser observada no
valor mais elevado de energia de primeira ionizagao.

Mais recentemente, novas caracteristicas a respeito do ouro ganharam o interesse da
comunidade cientifica: as suas propriedades Unicas quando em escala nanométrica — ou seja,
tamanho menor do que 100 nanémetros. Nesse tamanho, o ouro possui diferengas em relagéo
a cor, propriedades Opticas, resistividade elétrica, atividade catalitica, entre outras, quando
comparado com o seu estado “bulk” (Auy). Ainda que tenhamos a utilizagdo de
nanoparticulas de ouro desde o periodo medieval — como no seu uso para manufatura de vidro
colorido — sua utilizagcdo em escala nanométrica ndo era intencional em relagcdo ao tamanho
das particulas, mas sim as caracteristicas do produto final. (LOUIS e PLUCHERY, 2012;
GOMES, 2018)

Essas diferencas de propriedades se devem ao fato de que, quanto menor o tamanho,
maior a influéncia dos efeitos quéanticos, relativisticos e de superficie. As caracteristicas do
ouro, que fazem com que ele seja tdo adequado a suas aplicacdes tecnoldgicas, devem-se
justamente ao efeito relativistico na sua estrutura eletronica e de seus compostos. (GOMES,
2018; LOUIS e PLUCHERY, 2012)

3.1.1. Contracdo relativistica do raio atébmico do ouro e expansdo indireta

relativistica dos orbitaisd e f

Equacdes de onda relativisticas (no caso, equacdo de Dirac)™* e efeitos relativisticos ndo
influenciam significativamente as caracteristicas de atomos com baixo numero atdémico.
Entretanto, quando esse valor é superior a Z=50, os elétrons mais internos sdo afetados pela
carga nuclear e, como uma forma de manter equilibrio e minimizar os efeitos do alto campo
eletrostatico, os elétrons adquirem altas velocidades, proximas a velocidade da luz (c). Essa
grande velocidade desencadeia dois efeitos, de acordo com a Teoria Relativistica de Einstein:

(a) Aumento da massa (M), de acordo com a equacéo (1):
M= M,/(1—=v2/c?): (2)

(b) Diminuicdo do comprimento (L), de acordo com a equacao (2):
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L=Lo(1—v?/c®)/2 )

Onde M, e L, sdo, respectivamente, os valores de massa e comprimento no estado
estacionério, v é a velocidade dos elétrons e ¢ é a velocidade da luz. (LOUIS e PLUCHERY,
2012)

O efeito relativistico torna a velocidade do elétron no orbital 1s do &tomo de ouro igual
a 58% da velocidade da luz. Ao relacionarmos esse valor com a equacdo (1) temos que a
massa é aumentada em 20%. Como consequéncia desse efeito também ha o encurtamento do
orbital 1s, causando, assim, o encurtamento dos demais orbitais s. Essa diminui¢cdo de L pode
ser observada nos orbitais p, embora em menor dimensdo. O efeito relativistico de contracdo é
especialmente significativo para o ouro: o raio da camada 6s, considerando o efeito
relativistico, representa 83% do raio teorico, ndo relativistico. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

Por outro lado, os elétrons nos orbitais d e f s&o minimamente afetados pela contragéo
relativistica, visto que o potencial centrifugo (I(I + 1)/r? — onde | é o nimero quantico
secundario e r o radio atbmico) os mantem afastados do nacleo. Além disso, 0 encurtamento
relativo dos orbitais mais préximos, s e p, faz com que os mais afastados tenham um potencial
efetivo mais eficiente. Portanto, os orbitais d e f aumentam em energia e se deslocam no
sentido nucleo para camada de valéncia do atomo. Esse efeito é a expansdo indireta
relativistica do orbital. Portanto, os efeitos relativisticos facilitam a interacdo dos elétrons de
camada d com outras substancias, com as quais podem vir a reagir. (LOUIS e PLUCHERY,
2012)

Ao tratar dos lantanideos é importante abordar um outro efeito ao qual estdo
submetidos: a contracdo dos lantanideos. Esse efeito é causado por conta da ineficiéncia dos
elétrons da subcamada 5f de blindar os elétrons das subcamadas e 5d e 6s do aumento da
carga nuclear. Isso posto, a incapacidade dos elétrons em 5d e 6s de ocuparem os orbitais
esperados faz com que eles sejam atraidos em direcdo ao nucleo. (LOUIS e PLUCHERY,
2012)

Portanto, os efeitos apresentados tém relevancia na investigacdo de propriedades
singulares do ouro. Entretanto, o efeito relativistico € o Unico que leva a efeitos seletivos nos
tamanhos e energias de camadas e subcamadas do a&tomo. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

3.1.2. Propriedades Opticas
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A diminuicdo relativistica da distancia entre a camada 5d e o nivel de Fermi (nivel
ocupado mais energético) 6s é responsavel pela absorbancia dptica do ouro na regido visivel
(400-700 nm). O limiar de transi¢do interbandas, presente na Tabela 1 exemplifica o0 quanto o
efeito relativistico facilita a excitacdo e a transicdo eletronica do elétron. O valor desse limiar
sendo 1,84 eV para o0 ouro indica que ondas na regido do vermelho séo capazes de excitar o
atomo de ouro. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

Na imagem abaixo podemos ver o efeito da estrutura de ouro sobre a energia da
molécula. Para um atomo, os niveis eletrénicos sdo discretos. Ja para o dimero Au-Au, vemos a
divisdo dos niveis de energia. Por fim, para a estrutura cristalina ha um aumento na
degeneracdo dos niveis de energia: a banda d surge do orbital e é completamente ocupada pelos
elétrons; a banda s — banda de conducéo - é parcialmente ocupada. Dessa forma, o aporte de
energia em forma de luz ao sistema pode causar uma transicéo eletronica interbanda — entre
duas diferentes orbitais — e intrabanda — dentro do mesmo orbital — como representado na

Figura 1. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

1 atom 2 atoms crystal

Energy
arb. u. A

v intraband
transitions

Figura 1 - Evolucéo da estrutura eletrdnica do ouro como pardmetro a energia (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

3.1.3. Propriedades Quimicas

O ouro é caracteristico por sua facilidade de ativacdo dos elétrons 5d e pela sua
propensdo em adquirir mais um elétron, para completar a camada 6s, ao invés de perder o
elétron presente nesse orbital em seu estado fundamental. A partir dessas caracteristicas
podemos explicar a capacidade do ouro de mais facilmente formar anions Au~! e de ter mais
afinidade eletrénica e maior energia de primeira ionizacdo quando comparado com o cobre e a
prata. Consequentemente, vemos uma predominancia do estado Au'' (54%). A dissolucéo do
ouro requer um agente redutor (oxidante) e um ligante estabilizante. Na sintese das
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nanoparticulas de ouro vemos esse principio nos reagentes utilizados. (LOUIS e PLUCHERY,
2012)

A ligacéo e interacdo entre dois atomos de ouro é regida por uma forga caracteristica, a
aurofilicidade. Em compostos que contenham mais de um atomo de Au!, a distancia entre eles é
relativamente curta, indicando que ha a presenca de algum tipo de ligacdo entre eles (atracdo
aurofilica). O efeito também pode ser observado quando os &tomos de ouro estdo em moléculas
diferentes, mas que estdo muito préximas. Essa ligacdo surge a partir da dispersdo das forcas da
molécula, embora seja mais forte do que as forcas de van der waals. (LOUIS e PLUCHERY,
2012)

3.1.4. Dependéncia do tamanho e Efeito Plasmonico

Algumas mudangas nas propriedades fisicas e quimicas do ouro podem ser observadas
quando ha decréscimo no seu tamanho, especialmente quando se trata de nanoparticulas. 1sso
porque a primeira grande consequéncia observada quando ha& diminuicdo de tamanho € o
aumento da razdo superficie/volume. Esse aumento se deve ao fato de que os atomos de
superficie passam a representar uma porcentagem expressiva em relacdo ao total de atomos da
particula. Assim, hd uma diminuicdo no numero de atomos vizinhos — e do ndmero de
coordenacdo — o faz com que tenha uma maior liberdade vibracional, resultando na diminuicao
do ponto de fusdo. (LOUIS e PLUCHERY, 2012)

Além disso, a diminuicdo do tamanho faz com que os elétrons em 6s, orbital de
conducdo, estejam mais influencidveis pela atividade de um campo elétrico externo. Dessa
forma, pode-se considerar esses elétrons como livres, havendo o deslocamento de uma nuvem
eletrénica em funcdo do campo elétrico, a qual origina um plasmon com centro fixo. (GOMES,
2018)

A oscilacdo ressonante e coerente dos elétrons livres do ouro induzida por um campo
elétrico é chamada de ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR). Quando ha
LSPR, a absorcdo ¢ maxima e € visualizada na forma de banda plasmoénica na regido UV-VIS.
Essa banda fornece informacdes caracteristicas sobre as nanoparticulas, pois ocorre em
frequéncias especificas e pode ser associada a cor da nanoparticula — visto que emite a cor
complementar a absorvida. Conforme ha aumento no tamanho das nanoparticulas, atingindo a
ordem de grandeza do comprimento de onda da luz visivel, passamos a ter outro efeito, além da
absor¢do, como contribuicdo do efeito plasménico. Por conta do maior tamanho das particulas,

h& uma mudanca de fase da onda ainda dentro da particula, gerando seu retardamento. Dessa
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forma, hd um aumento no comprimento de onda — ou seja, uma diminui¢do na frequéncia de
ressonancia plasmonica. No caso das nanoparticulas de ouro, podemos ver esse efeito
claramente pela sua mudanca de cor: para particulas menores, emissdao em pink avermelhado, e

para particulas maiores, emissdo em roxo. (GOMES, 2018)

3.2. PLURONIC®

Para formacdo de nanocompoésitos de ouro pelo método de Sakai, Alexandridis é
necessario que tenhamos dois reagentes: uma fonte de ouro e uma molécula responsavel pela
sua reducdo e pela estabilizacdo da nanoparticula de ouro ao longo das etapas de sintese.
Algumas substancias que podem ser utilizadas visando esse protocolo de sintese pertencem a
uma familia de moléculas conhecidas comercialmente como Pluronic®. Esses polimeros sdo
anfifilicos, possuem um centro hidrofilico e agente redutor, doador de elétrons, e um centro
com hidrofobicidade, permitindo a interagdo com substancias hidrofobicas. E possivel
identificar esses centros na Figura 02 e na Figura 04. Além disso, garantem estabilidade das
nanoparticulas de ouro de forma estérica, ou seja, seu tamanho grande € responsavel por
impedir a aproximacdo das nanoparticulas, garantindo estabilidade. (SAKAI e
ALEXANDRIDIS, 2005)

Os Pluronic® séo copolimeros de bloco que possuem a estrutura PEO-PPO-PEO, na qual

PEO ¢ Poli (6xido de etileno) e PPO € Poli (6xido de propileno). Os polimeros se diferenciam de
acordo com o tamanho das cadeias de PEO e de PPO, com o peso molecular do copolimero e
com a razéo entre PEO/PPO. Essas propriedades determinam as caracteristicas da sintese e do
produto. (SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005)

Tabela 2 - Comparativo entres os diferentes tipos de Pluronic®, de acordo com sua composi¢do. Destaque para o
Pluronic® F-127, utilizado neste trabalho.

PPO PEO
peso cme, mM i _
Pluronic® PEO wt% block mol  block mol férmula nominal
molecular (25°C)
wit wit
P65 3400 50 1700 1700 38,22 EO0,4PO,4EOQ4
F68 8400 80 1680 6720 320,5 EO0,,P0,EOQ,¢
P85 4600 50 2300 2300 8,695 E0,,P04,EO,4
F88 11400 80 2280 9120 11,51 EO0,¢3P039EO3
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P104 5900 40 3540 2360 0,508 EO,,P0¢,EO,,

P105 6500 50 3250 3250 0,461 EO5,P054EO5,
F108 14600 80 2920 11680 3,082 E0;3,P05EO 3,
P123 5750 30 4025 1725 0,052 E0,9POgEO,
F127 12600 70 3780 8820 0,555 E0100P045E0; 0
PEO 6000 100 0 6000 EOy36

Fonte: Retirado de tabela de SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005.

Devido ao seu caréater anfifilico, proveniente dos blocos que os constituem, os Pluronic®
tendem a se organizar de diferentes formas, dependendo do meio no qual se encontram. Em
solucdo aquosa, seu arranjo é dependente da concentracdo micelar critica (CMC). Quando a
concentracdo de PLU estd abaixo da CMC, as moléculas tendem a se dispersar perto da
superficie da solucdo, devido ao seu bloco hidrofébico. Com a concentracdo de PLU acima da
CMC, a superficie da solucdo fica saturada e as moléculas passam a se distribuir de forma mais
organizada, formando estruturas micelares (core-shels). Essas estruturas micelares se
aproximam entre si pela sua afinidade hidrofobica (PPO) — ou seja, pelo centro das suas
estruturas (core). Dessa forma, as pontas hidrofilicas (PEO) ficam expostas, tendo contato com a
agua e sendo a ponta da micela (shels). Esse movimento de atracdo de partes com afinidade e
diminuicdo de contato com partes que ndo sdo afins torna o sistema estavel. Além de gerar
estabilidade, esse arranjo torna possivel a incorporacdo de outras moléculas na estrutura, como
farmacos, e facilita a formacéo das nanoparticulas, por meio da complexacao dos ions de ouro.
(GOMES, 2018; DELCIO DALTAN, 2012)

(b) pLU: PEO PPO PEO

Figura 2 — Representacdo das moléculas de Pluronic® em configura¢do ndo micelar, com concentracdo < CMC; e
em regime micelar, com concentra¢do > CMC. Adaptado de GOMES, 2018.
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Sakai e Alexandridis (2005) analisou com maior profundidade a relagéo entre o tamanho
dessas cadeias e caracteristicas na formag&o das nanoparticulas, como tempo de reacéo, tamanho
das particulas, estabilidade coloidal e reducdo do ions metélicos. Além disso, a partir das
observacdes, pode-se inferir as principais etapas na formacéo das nanoparticulas de ouro atraves
do método proposto.

Ambos os blocos constituintes do polimero (PEO e PPO) sdo importantes para a reducdo
da fonte de ouro e para a formacdo e estabilizacdo da particula. O que Sakai e Alexandridis
(2005) puderam interpretar a partir de seus resultados é que eles possuem maior influéncia em
diferentes etapas da formacdo das nanoparticulas. Enquanto o PEO domina mais o0s estagios
iniciais da sintese, o PPO é responsavel por auxiliar nas etapas finais. As etapas de formacao das
nanoparticulas e os fatores de escolha do Pluronic® F-127 para a reacdo de sintese deste
trabalho estdo abordados com maior detalne na segcdo 3.3 deste trabalho. (SAKAI e
ALEXANDRIDIS, 2005)

3.3. ETAPAS DE FORMACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Atualmente, a teoria mais aceita para a formacdo das nanoparticulas de ouro consiste em
analisar duas etapas: a de nucleacdo e a de crescimento. A primeira consiste na formacéo de
“sementes” de nanoparticulas de ouro, ou seja, aglomerados de atomos de ouro (Au®). Essas
sementes sdo formadas quando a concentracdo de ions de ouro na solucdo esta acima de sua
concentragcdo critica. Nessa etapa, também pode haver aproximacdo desses aglomerados,
formando clusters, os quais possuem, aproximadamente, 2 nm. (PACHON e ROTHENBERG,
2008)

Conforme o decorrer da nucleacdo, os ions de ouro sdo reduzidos e, consequentemente,
sua concentracao atinge valores abaixo da concentracdo critica. A partir desse ponto, ndo ha
mais formacdo das sementes e a segunda etapa € iniciada: a nucleacdo. Dessa forma, 0s
aglomerados de ouro que ja haviam sido formados na etapa anterior podem crescer em
tamanho. (PACHON e ROTHENBERG, 2008)

Por outro lado, Sakai e Alexandridis (2005) analisam a formacdo das nanoparticulas sob
a Otica da sua metodologia de sintese. Eles subdividem a etapa de crescimento em duas: o
crescimento dos clusters, com formacdo das nanoparticulas de ouro e, posteriormente, seu
aumento de tamanho e estabilizacdo. Visto que a metodologia de sintese deste trabalho é a
proposta por Sakai, Alexandridis, iremos seguir a sua proposicao para melhor entendimento de

como cada etapa envolvida na sintese ocorre e como 0s reagentes atuam em cada uma delas.
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Essas etapas estdo descritas a seguir.

3.3.1. 1° Etapa

A primeira etapa consiste na reducdo dos ions metalicos (AuCly) facilitada pela presenca
do Pluronic®. Ela ocorre a partir da complexacdo desses ions com o polimero, por meio das
pseudo “coroas” de éter, onde ha a redugdo dos ions para a forma metélica do ouro (Au®) e a
oxidacdo do polimero.

Por meio de estudos comparativos com diferentes tipos de Pluronic®, Sakai e
Alexandridis concluiram que a contribuicdo dos blocos PEO, hidrofilicos, é mais significativa
nessa etapa da sintese.

3.3.2. 2° Etapa

Posteriormente, os clusters de ouro, formados na primeira etapa, adsorvem a parte
hidrofébica (PPO) do polimero em sua superficie. Entdo, o polimero presente na superficie é
complexado com ions de ouro (AuCl;) que também estdo nos arredores dos clusters. A partir
disso, os fons sdo reduzidos a (Au®) e os polimeros sdo oxidados. Dessa forma, temos um
crescimento em tamanho da estrutura presente na primeira etapa e, assim, a formacgédo da
nanoparticula.

Portanto, devido ao papel do PPO na adsorcao do polimero a superficie dos aglomerados

de ouro, sua contribuicdo é mais significativa do que a do bloco PEO nessa etapa da sintese.

3.3.3. 3° Etapa

A terceira etapa consiste na continuidade do crescimento das nanoparticulas e na sua
estabilizacdo. Nela, o processo descrito na segunda etapa pode ocorrer diversas vezes, levando
ao aumento do tamanho das nanoparticulas de ouro, até que a particula seja estabilizada pelas

moléculas de Pluronic®.

A figura abaixo exemplifica, de forma esquematica, as trés etapas descritas.
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Figura 3— Representacdo esquematica das etapas na sintese de nanoparticulas de ouro com Pluronic®. Etapa 1:
formacdo de clusters; Etapa 2: Formacao de nanoparticulas; Etapa 3: Crescimento e estabilizacdo de nanoparticulas.
Retirado de (SAKAI e ALEXANDRIDIS,2005)

3.3.4. Fatores que influenciam na morfologia e tamanho das nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas resultantes da sintese é determinada pela competicdo
entre a reducdo do ouro na solucdo e a reducdo do ouro nas superficies das sementes. As
caracteristicas do meio de sintese - como temperatura e tipo de solvente - e as caracteristicas do
polimero - como solubilidade, concentracdo micelar critica, formacdo de micela, estrutura
micelar, peso molecular e razdo entre o comprimento de suas cadeias — que determinam o
resultado dessa competicdo. (GOMES, 2018; SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005)

Visto que a sintese seguida por esse trabalho é o protocolo de Sakai e Alexandridis-
devido a sua facilidade, auséncia de aporte de energia em forma de calor ao sistema e
velocidade de sintese — as caracteristicas do meio ja sdo pré-definidas. A sintese ocorre em
meio aquoso, em temperatura ambiente e somente com a presenca de dois reagentes. Por outro
lado, as caracteristicas do Pluronic® utilizado podem ser alteradas e levar a diferentes
resultados. Dessa forma, em nosso trabalho, os fatores determinantes da morfologia das
nanoparticulas ¢ a massa molar do polimero e a razéo entre os blocos PEO/PPO. (GOMES,
2018; SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005)
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Quanto maior a peso e comprimento da cadeia PEO, maior a interagdo ion-dipolo entre
0s ions de ouro e o elétron dos 4&tomos de oxigénio do bloco. Ou seja, hd maior potencial de
reducdo dos ions de ouro e, consequentemente, origina nanoparticulas de maior tamanho. Além
disso, a razdo PEO/PPO est4 relacionada com sua maior hidratacdo — dada pelo balango
hidrofilico/hidrofébico — e facilidade de contato e reagdo com os ions de ouro. (GOMES, 2018;
SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005)

Através das analises apresentadas por Sakai e Alexandridis (2005), o Pluronic® F-127
mostrou grande potencial de favorecimento de reducdo dos ions de ouro e de formacdo das
nanoparticulas de ouro. Na tabela 2, na secdo 3.2 deste trabalho, pode-se observar as
caracteristicas mencionadas em relagdo ao Pluronic® F-127 e compara-las com as
caracteristicas de outros Pluronic® comerciais. Além disso, esse polimero se mostra vantajoso
para 0 uso que intencionamos por conta da sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, néo-
toxicidade e aprovacao pela FDA (Food and Drug Administration), 0 que permite 0 seu uso em
humanos. (GOMES, 2018)

&

Figura 4 - Formula estrutural do Pluronic® F-127. (a) em duas dimensdes; (b) em trés dimensdes e visdo frontal;

(c) em trés dimensdes e visdo superior-lateral. (PubChem, 2022)

3.4. TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TFD) vem sendo bastante estudada como uma alternativa menos

invasiva e dolorosa e mais especifica no tratamento de pacientes com cancer. O nivel de sucesso
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dos métodos tradicionais de combate a doenca, como cirurgia e quimioterapia, se baseia no
alcance do equilibrio entre destruicdo das células doentes e preservacao das células saudaveis.
A principal vantagem da TFD é justamente a sua especificidade, causando menos efeitos
colaterais — proveniente da perda das células saudaveis - e, consequentemente, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes. (SHARMAN et al., 1999)

A TFD consiste na aplicacdo de uma substéncia fotossensibilizante (FS) em um tecido-
alvo, seguida de iluminacdo no comprimento de onda corresponde a banda de absor¢do com
maior A. A presenca de iluminagdo e de um fotossensibilizador ndo possui nenhum efeito se
separados, mas juntos € o principio de funcionamento da TFD. Sua grande seletividade provém
justamente desse funcionamento: para serem tratadas, as células precisam ser iluminadas. Além
disso, um outro fator também contribui para sua seletividade: o tecido neoplésico possui mais

afinidade de absorcao das moléculas fotossensibilizantes. (SHARMAN et al., 1999)

Apos iluminagdo da area contendo fotossensibilizante, uma cascata de eventos
bioquimicos é desencadeada, resultando na inativacdo de celulas cancerigenas. O evento inicial
é a excitacdo do fotossensibilizador, que passa do estado singleto S, para o primeiro estado
singleto excitado S; e, em seguida, por meio de cruzamento intersistemas, para o estado tripleto
excitado T;. De forma geral, aceita-se que € no estado tripleto que ocorre formacao de moléculas
citotoxicas, responsaveis pela inativacdo das células. Portanto, quanto mais tempo os elétrons
permanecem excitados nesse estado, maior o potencial da TFD devido ao aumento da interagédo

do fotossensibilizante excitado com as moléculas e células vizinhas. (SHARMAN et al., 1999)

De forma simplista, a excitacdo do fotossensibilizante permite uma transferéncia de
energia para o oxigénio, dando origem ao seu estado excitado. Esse oxigénio, extremamente
reativo, é 0 agente citotoxico e interage com muitas substancias bioldgicas, induzindo o dano
oxidativo das células e, consequentemente, ocasionando a sua morte. A morte celular pode
ocorrer por meio de necrose, apoptose ou necrose por meio de cessdo vascular. A forma exata de
destruicdo das células tumorais depende do fotossensibilizante aplicado, das condi¢des de
aplicagdo e da intensidade da luz utilizada. Portanto, saber qual o efeito biologico por trés da
morte celular pode auxiliar na escolha do melhor FS.

Outro fator na escolha do FS utilizado é sua capacidade de penetracdo até o tecido
neoplasico. A penetracdo no tecido aumenta conforme aumentamos o comprimento de onda,
sendo interessante a escolha de um fotossensibilizador que possua uma banda de absorcdo
grande em um comprimento de onda alto. Além disso, é fundamental que o fotossensibilizante

seja rapidamente excretado do corpo — permitindo exposicdo do paciente a luz solar e retomada
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da sua rotina sem restriges.
Portanto, para uma TFD bem-sucedida é desejavel que o FS tenha as seguintes

caracteristicas:
e Nao seja citotdxico quando ndo exposto a iluminacao;
e Seja rapidamente excretado pelo organismo;
e Tenha um alto tempo de vida em seu estado tripleto;

e Tenha uma banda de absor¢do com alta intensidade em um comprimento de onda grande.

3.5. FTALOCIANINA DE CLOROALUMINIO

As ftalocianinas sdo compostos fotossensibilizantes (FS) de segunda geracdo — ou seja,
ndo sdo derivados de hematoporfirinas. Apresentam propriedades relacionadas aos ions
metélicos diamagnéticos com o0s quais estdo complexadas. No caso da ftalocianina, a
complexagdo com o cloro e com o aluminio fazem com o composto apresente uma
fotoestabilidade superior, além de uma melhor atividade fotodinamica. Podemos relacionar
essas caracteristicas ao aumento da capacidade da ftalocianina de produzir espécies reativas de
oxigénio (EROS) nas mitocondrias celulares, causando a morte das células-alvo. Portanto,
essas caracteristicas sdo estratégicas para sua aplicacdo como componente fotossensibilizante
na TFD. (ALISSON e SIBATA, 2010; GOTO, 2016)

S
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&

Figura 5 - Estrutura da ftalocianina de cloro aluminio. (Sigma-Aldrich, 2022)

Embora o carater hidrofébico da ftalocianina a torne disponivel por mais tempo no
organismo, ela dificulta a sua aplicacdo em meios bioldgicos, causando agregacédo das particulas.
Quando agregada, ha alteracdo nas suas propriedades fotoquimicas, alterando diretamente a sua
eficacia como agente fotossensibilizante. Portanto, sua associagdo com as nanoparticulas de ouro
— anfifilicas -, formando um composto fotossensibilizante de terceira geracdo, é essencial para

seu carreamento, aplicacdo, seletividade e eficacia. (GOTO, 2016)
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As bandas de absorcdo das ftalocianinas, nas quais elas sdo fotossensibilizadas, se
encontram na faixa violeta ou ultravioleta (300-350 nm), chamada de banda-B, e na faixa dos
650-680 nm, chamada de banda Q. Nessa segunda banda, de maior intensidade, o coeficiente de
absorcao € alto e o nivel de penetracdo da luz no tecido é ideal, tornando a ftalocianina uma boa
alternativa para uso em TFD. Além disso, outro fator relevante para seu uso em terapia
fotodinamica ter alto potencial é o tempo de vida relativamente alto (3 a 8 ns) do oxigénio em

estado singleto (1,,) e tripleto (3,,), favorecendo uma maior interagdo com as células-alvo.

(ALISSON e SIBA TA, 2010; NUNES, SGUILLA e TEDESCO, 2004)
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Figura 6 - Gréfico da absorbancia no UV-VIS da molécula AICIPc e suas duas bandas caracteristicas. (i) molécula
sozinha; (ii) na presenca de fluido magnético. (IDOWU e NYOKONG, 2007)

As ftalocianinas possuem uma alta capacidade de seletividade das celulas neopléasicas,
possivelmente por conta de alteracdes na permeabilidade celular dessas células. Entretanto, o
mecanismo ainda ndo foi elucidado. Outro ponto positivo no uso clinico da ftalocianina é a sua
rapida eliminacéo, sendo quase total em 24 horas apés a administracdo de forma topica. (GOTO,
2016; LONGO et al., 2009)

Estudos de sua aplicacdo em TFD foram realizados em animais, nos primeiros estagios
de céncer no sistema respiratorio e em tratamentos odontoldgicos, sendo bem-sucedidos.
(ALISSON e SIBATA, 2010; LONGO et al., 2011)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solugdes necessarias para a sintese das nanoparticulas de ouro foram preparadas
com agua ultrapura, fornecida pelo purificador Millipore (Milli-Q). Os reagentes ndo passaram
por nenhuma etapa de purificacdo adicional. Utilizou-se uma solugdo de &gua régia — mistura
dos acidos HCI/HNO3, preparados numa propor¢do de 3:1 — para lavar todas as vidrarias, as
quais foram posteriormente enxaguadas com agua de Milli-Q. A seguir esta descito o preparo de
cada uma das solugdes utilizadas.

4.1.1. Preparo da solucédo de acido cloroadrico (HAuCl,)

O reagente utilizado como fonte de ouro foi o &cido tetracloroaurico tri-hidratado
(HAUCl, - H,0) da Sigma-Aldrich, com massa molar 393,83 g. mol'. Para o preparo da solucéo
de acido cloroadrico, calculou-se — a partir da sua massa molar - a quantidade necessaria de
reagente padrdo acido tetracloroaurico tri-hidratado para produzir 100 mL de solugdo na
concentragdo padrdo de 2.10~3 mol.L'1. Posteriormente, a massa de reagente sélido foi pesada e
a diluicdo foi realizada em um baldo volumétrico de 100 mL. A solucdo foi armazenada em um
recipiente identificado e mantida refrigerada. (GOMES, 2018)

4.1.2. Preparo da solucéo de polimero (Pluronic® F-127)

Para preparo da solucdo de PLU, calculou-se a quantidade necessaria do polimero padrdo
(Sigma-Aldrich) para produzir 100 mL de solucdo na concentragdo de 10.103umol.L'! a partir
da sua massa molar (12.600 g.mol'). Posteriormente, em cima desse valor calculado,
considerou-se 0 volume de solucdo desejada para se chegar ao valor real de polimero que foi
pesado em um béquer de 10 mL. Em seguida, a diluicdo foi realizada em um béquer de 250 mL,
com a quantidade de dgua Milli-Q medida em um baldo volumeétrico, para ter maior precisdo do
volume final de solugcdo. Ao acrescentar a agua do baldo no béquer de 250 mL, o béquer de 10
mL foi enxaguado, garantindo a transferéncia de toda a massa de PLU pesada para a solucao.
Diferentemente do esperado, a solucdo é feita em um béquer por conta da necessidade de
agitacdo do PLU, evitando que haja perdas com a transferéncia da solu¢cdo de um baldo

volumeétrico para um béquer — onde ocorre a agitagdo. Apos a transferéncia de adgua, colocou-se
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um agitador magnético no béquer da solucéo e este foi levado para a mesa de agitacdo. Apds a
dissolucdo completa do PLU a solugdo foi coberta por um filme pléastico, identificada e mantida
refrigerada. A solucdo deve ser mantida na geladeira por pelo menos 24h antes de ser utilizada.
(GOMES, 2018)

4.1.3. Preparo da solucao de ftalocianina de cloroaluminio (AICIPc)

A solucdo de ftalocianina de cloroaluminio foi preparada em etanol, solvente orgéanico, a
partir da solucdo padrdo AICIPc (C3,H;cAICINg, 574,96 g. mol!; Sigma-Aldrich). Em seguida,
dissolvida na solucdo de PLU preparada anteriormente, segundo a metodologia estabelecida em
Py-Daniel et al., 2016. A concentracdo da solucéo final obtida foi Spg/mL. (GOMES, 2018; PY-
DANIEL et al., 2016; DE MORAES et al., 2017)

4.2. SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Para a sintese das nanoparticulas de ouro, foi utilizado o protocolo de Sakai e
Alexandridis (2005). Esse método possui algumas vantagens quando comparado com outros,
mais tradicionais — Turkevich, Brust-Schiffrin, eletroguimico, entre outros (ROYA
HERIZCHI et al., 2016) -, como:

e Baixo tempo de reacgéo;

e Pouca quantidade e baixa complexidade dos reagentes utilizados;

e Baixo custo;

e Ocorre a temperatura ambiente: ndo é necessario aporte de calor ao sistema.

O protocolo de sintese consiste na mistura de dois reagentes: uma fonte de ouro
(HAUCI,) - que sofrera reducéo - e um polimero de bloco (PLU), que atua como agente redutor -
responsavel pela reducdo do sal metalico - e como estabilizador - responsavel por dispersar as
particulas, impedindo interacdo com o0 meio e garantindo que permanecam integras. (GOMES,
2018)

Ap0s o preparo dos reagentes, € possivel iniciar o protocolo da sintese. Utiliza-se uma
micropipeta de 1000 uL para dosagem correta das solugdes: trés vezes pipetadas em 900 uL para
a solucdo de PLU, totalizando 2,7 mL, e uma vez pipetada em 300 pL para a solucdo de
HAUCI,. As solucdes sdo pipetadas em béqueres de borossilicato com 10 mL de capacidade,
onde a sintese também ocorre. Logo apds a dosagem das solucGes, os béqueres foram colocados

dentro de uma camara preta por 60 minutos. Essa cdmara é constituida por duas lampadas UV
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de 540 nm e 8W cada, por um ventilador, para controle da temperatura, e revestida com papel
laminado. Ela impede que entre luz ambiente e submete os béqueres a radiacdo UV. A radiacdo
UV atua como catalisadora da reacdo de sintese, interferindo na sua cinética e,
consequentemente, nas caracteristicas dos nanocompositos, como tamanho e diametro.
(MALLICK, 2001)

4.2.1. Radiagdo UV

A radiacdo UV, proveniente das lampadas utilizadas na caixa de sintese, atua como
catalisadora da reacdo, ou seja, interfere na cinética da reacdo, a tornando mais rapida. Ela ativa
a reacdo de reducdo e oxidacdo — primeira etapa da sintese — e permite que tenhamos mais
controle da reacdo em todas as suas etapas. Dessa forma, torna a sintese das nanoparticulas de
ouro mais controlavel em relacdo ao tamanho das particulas formadas e a sua reprodutibilidade.
(MALLICK, 2001; SHANG et al., 2013)

Além disso, a radiacdo UV gera particulas mais monodispersas e menores. Essa diferenca

pode ser vista na figura 7 por meio da coloracéo adquirida pela solugéo.

Figura 7 - Coloragdo das solugdes. (a) Incolor: logo apds a mistura dos reagentes; (b) Pink-avermelhado: ao final

da reacdo, catalisada por radiacdo UV; (c) Roxo: ao longo da rea¢do, sem catalisador.

4.3. CENTRIFUGACAO DA SOLUCAO DE AuNPs COM EXCESSO DE PLU

Visando a minimizacdo de possiveis interferéncias que o excesso de PLU pode ocasionar,
tanto nas andlises - devido a sua caracteristica anfifilica e interacdo com a AICIPc - quanto no
meio bioldgico - devido a sua interacdo com outras moléculas - foi realizada centrifugacdo para

retirada desse excesso. A centrifuga utilizada foi MiKro 220R, da Hettich Zentrifugen, e seus

32



parametros de funcionamento foram 12.000 rpm por 120 min a 10°C. Utilizou-se o prato com a
configuracdo de 24 eppendorfs, os quais foram posicionados contendo a solugdo de
nanoparticulas de ouro com excesso de PLU. Apo6s a centrifugacdo, o volume do sobrenadante
foi removido, com o auxilio de uma micropipeta de 1000 uL, sendo este o excesso de PLU. As
nanoparticulas de ouro se agregam no fundo do eppendorf, adquirindo uma coloracdo mais

escura, com tons de roxo e vermelho, como mostra a Figura 08.

Figura 8 - Eppendorfs contendo duas fases logo ap6s a centrifugagdo: sobrenadante (excesso de PLU) e AuNPs

agregadas e decantadas no fundo.

Figura 9 - (a) Falcon de 50 mL contendo o sobrenadante dos 24 eppendorfs centrifugados; (b) Falcon de 15 mL

contendo, aproximadamente, 4 mL de nanoparticulas de ouro centrifugadas e decantadas.

O sobrenadante retirado dos 24 eppendorfs resultou em um volume total de,

aproximadamente, 50 mL. Enquanto o volume total das nanoparticulas de ouro decantadas foi
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em torno de 4 mL. Portanto, temos uma proporc¢éo de, aproximadamente, 1:12,5.

4.4. PREPARO DAS AMOSTRAS

Embora a centrifugacdo resulte em uma solucdo de nanoparticulas de ouro com maior
pureza e concentragcdo, possui uma coloracdo vermelho-escuro, o que dificulta a sua
caracterizagdo por meio espectrofotdmetria UV-VIS e espalhamento dinamico de luz (DLS).

Dessa forma, as nanoparticulas de ouro centrifugadas foram diluidas em agua Milli-Q.
Como forma de investigar qual a melhor razéo de diluigdo para a amostra, duas dilui¢es foram
submetidas a caracterizacdo do espectrofotdmetro UV-VIS e seus espectros resultantes foram
comparados. Posteriormente, a diluicio com melhor desempenho (1:3) foi adicionada de
ftalocianina de cloroaluminio, em duas quantidades diferentes, e caracterizada. Por fim, um
terceiro volume de AICIPc, retirado da literatura suporte, foi acrescentado a solucdo de AuNPs
com diluicdo 1:3. Entretanto, devido a coloracdo azul da ftalocinina de cloroaluminio, foi
necessario realizar uma segunda diluicdo (1:5) para analisar a amostra por espectroscopia no
UV-VIS. (LONGO et al., 2011; SILVA et al., 2020)

Além disso, outras diluicbes foram necessarias para viabilizar a analise de DLS no
ZetaSizer, as quais estdo indicadas na tabela 5, na se¢éo de resultados e discusséo.

A tabela abaixo exemplifica as amostras-base que foram utilizadas nas caracterizacdes e

sua composicao.

Tabela 3 - Relagdo das amostras preparadas para caracterizacéo e sua composicao.

N©° . o [AuNPs]  [AICIPc]
Descricao Composicao
Amostra (mL/mL)  (ug/mL)
AUNPs apds a sintese, com excesso de
I AuNPs + PLU ~0,074 -
PLU
I AICIPc Solucéo de AICIPc - 5,0
AuNPs + PLU +  AuNPs apds a sintese, com excesso de
i ) ~0,074 0,16
0,1 mL AICIPc PLU e acrescida de 0,1 mL de AICIPc
v AUNPs AuUNPs centrifugada, sem diluicéo 1,00 -
AUNPs centrifugada, diluida na
\ 1 AuNPs: 1 H,0 0,50 -
proporcdo 1:1
VI 1 AuNPs: 3 H,0 AUNPs centrifugada, diluida na 0,25 -
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proporgao 1:3

AuNPs centrifugada, diluida na
1 AuNPs: 3 H,0 3 .
VIl proporcao 1:3, e acrescida de 0,1 mL de 0,24 0,16
+ 0,1 mL AICIPc
AICIPc

AuNPs centrifugada, diluida na
1 AuNPs: 3 H,0 3 .
VIl proporcao 1:3, e acrescida de 0,2 mL de 0,24 0,31
+ 0,2 mL AICIPc
AICIPc

AuNPs centrifugada, diluida na
1 AuNPs: 5 H,0 3 .
IX proporcao 1:5, e acrescida de 0,5 mL de 0,15 0,38
+ 0,5 mL AICIPc
AICIPc

4.5. CARACTERIZACOES

Para melhor entendimento acerca das propriedades dos nanocompasitos, as amostras

foram caracterizadas pelos seguintes métodos descritos abaixo.

4.5.1. Espectrofotometro UV-VIS

O espectro de absorbancia no UV-VIS foi obtido no equipamento UV-2600 Shimadzu
Corporation, Quioto, Japdo. O equipamento se encontra o Instituto de Fisica da Universidade de
Brasilia. Sua leitura abrange os comprimentos de onda de 185 nm até 900 nm, possui resolucéo
de 0,1 nm e taxa de varredura na leitura de 600 nm por minuto.

Por meio da espectroscopia de absor¢do no UV-VIS pode-se ver quais os valores de
comprimento de onda (que facam parte do espectro do UV-VIS) no qual as moléculas absorvem
a energia transmitida e, consequentemente, ficam em seu estado excitado. Visto que esse
mecanismo de excitacdo € o principio da terapia fotodindmica, essa caracterizacdo é bastante

representativa da efetividade do nanocomposito como agente fotossensibilizante.

4.5.2. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

O espectrémetro utilizado para caracterizar a amostra no infravermelho foi o Novertex

70, Bruker com resolucdo espectral de 4 cm™! e 1 varredura/2 min por 25 vezes. Utilizou-se
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refletdncia total atenuada (ATR) por meio da secagem de volumes gotejados da amostra no
cristal ATR, os quais foram deixados para secar sobre o cristal. Dessa forma, acompanhou-se as
primeiras leituras de cada amostra, contendo quantidades expressivas de &gua, até a sua secagem
e aparecimento dos espectros caracteristicos de cada amostra.

A espectroscopia no infravermelho possui seu funcionamento baseado na aceleragdo da
energia vibracional da amostra. O que é medido sdo o caminho Oéptico e a intensidade.
Posteriormente, depois da aplicacdo da transformada de Fourier (TF), obtemos intensidade e
comprimento de onda. O FTIR auxilia na investigacdo do comportamento estrutural das nossas
amostras e se ha alguma modificacdo a partir da mistura de AICIPc as nanoparticulas de ouro.

4.5.3. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz foi analisado no equipamento Zetasizer Nano Z90, da
Malvern Instruments. O equipamento foi configurado com as especificagdes de 25°C, angulo de
incidéncia de 90°e 4 medidas por amostra.

Essa analise ¢ utilizada para determinar o tamanho das particulas de uma amostra. Seu
funcionamento se baseia na extracdo do coeficiente de difusdo das particulas de uma solucéo-
amostra. Esse coeficiente é utilizado para calcular o tamanho das particulas. Dessa forma,
podemos investigar quaisquer variacbes no tamanho das particulas que sejam decorrentes do
arranjo das nanoparticulas com a ftalocianina de cloroaluminio. Ademais, também podemos
analisar o indice de polidispersdo (PDI), indicativo da distribuicdo de tamanho das

nanoparticulas e determinante para o sucesso da sua aplicacéo tecnologica.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESPECTROFOTOMETRO UV -VIS

Primeiramente, as amostras | e I11, com excesso de PLU, foram analisadas. Podemos ver
na Figura 10 abaixo a presenca de dois picos caracteristicos no espectro da amostra | (AuNPs +
PLU). O primeiro, em 194 nm, € indicativo da presen¢a de ions AuCl;. De acordo com a
literatura, o comprimento de onda caracteristico da banda de transferéncia de carga entre
ligante e metal (LMCT) é de aproximadamente 220 nm. Portanto, podemos assumir, por meio
de comparativos com a bibliografia, que se trata do pico indicativo da reducdo do &cido
cloroadrico (HAuUCl,), primeira etapa necessaria para a formacdo das nanoparticulas de ouro.
O segundo, em 5255 nm, € caracteristico das superficies de nanoparticulas de ouro. A
literatura traz o valor do comprimento de onda desse pico, relativo a banda de ressonancia
plasmoénica de superficie localizada (LSPR), como sendo de, aproximadamente, 540 nm.
Tambeém podemos assumir que o comprimento de onda de 525,5 se trata da formacéo de
nanoparticulas de ouro. (SAKAI e ALEXANDRIDIS, 2005; GOMES, 2018)

Observa-se também a presenca de mais dois picos na amostra 111 (AuNPs + PLU + 0,1
mL AICIPc), em 354 nm e 680 nm. Os dois sdo caracteristicos da AICIPc (Figura 06), sendo a
banda-B (300-350 nm) e a banda Q (650-680 nm), respectivamente. Como mencionado
anteriormente, a banda Q é estratégica para aplicacdo em TFD, visto que absorve em maiores
comprimentos de onda e sua penetracdo no tecido é ideal. No grafico da amostra Il
permanecem 0s picos identificados na amostra I. Portanto, a presenca da AICIPc ndo tem
efeitos significativos sobre as bandas caracteristicas da solugdo AuNPs + PLU e as mesmas se
mantém apos a sua mistura. (IDOWU e NYOKONG, 2007)
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Figura 10 - Grafico de absorbancia em razdo do comprimento de onda, obtido no espetrofotémetro UV-VIS.
Podemos ver o grafico (i) preto, relativo as AuUNPs com excesso de PLU; e (ii) vermelho, relativo as AuNPs, com

excesso de PLU e acrescidas de 0,1 mL da solugdo de AICIPc.

Em seguida, as amostras centrifugadas foram caracterizadas. Inicialmente, a amostra 1V,
composta somente por nanoparticulas de ouro e sem nenhuma diluicdo foi analisada. O espectro
encontrado estd na cor vinho na Figura 11. A presenca de muitos picos € esperada, visto que a
solucé@o de AuNPs é escura, como mostrado na Figura 09. Essa coloracdo indica que o composto
absorve luz em muitos comprimentos de onda e reflete em menor quantidade. Portanto, para
viabilizar o uso da amostra, foram realizadas duas dilui¢des, representadas pelas amostras V e
VI. Os graficos da figura abaixo nos indicam que a dilui¢do inicial, da amostra V, embora tenha
maior absorbancia em 525,5 nm, ndo possui pico definido em 196 nm, mostrando a sua baixa
estabilidade. Por outro lado, a segunda diluicdo, da amostra VI, se mostra mais ideal para
utilizacdo, com absorbancias esperadas e mais caracteristicas.
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Figura 11 - Grafico de absorbancia em razdo do comprimento de onda, obtido no espetrofotémetro UV-VIS.
Podemos ver o grafico (i) azul, relativo a diluicdo na propor¢do 1 AuNPs : 1 H, 0 ; e (ii) verde, relativo a diluicdo

na proporcdo 1 AuNPs : 3 H,0.

Por fim, foram caracterizadas as amostras VII e VIII, referentes a adicao de ftalocianina
de cloro aluminio em diferentes quantidades (0,1 mL e 0,2 mL) na solucéo de 1 AuNPs : 3 H,O0.
Na Figura 12 podemos comparar 0s espectros de absorbancia das amostras com adicdo de

ftalocianina de cloroaluminio.

+5-{196 1AuNPs: 3H20
1 ~——— 1AuNPs: 5H20 + 0,5 mL AICIPc

404 —— 1AuNPs: 3H20 + 0,2 mL AICIPc
1 — 1AuNPs: 3H20 + 0,1 mL AICIPc
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Wavelength nm. ()
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Figura 12 - Grafico de absorbancia em razdo do comprimento de onda, obtido no espetrofotémetro UV-VIS.
Podemos ver em (a) o grafico (i) amarelo, relativo a diluicdo na proporcdo 1 AuNPs : 3 H,O; (ii) azul, acrescido de
0,1 mL de AICIPc; (iii) verde, acrescido de 0,2 mL de AICIPc; e (iv) cinza, com diluicdo 1:5 e acrescido de 0,5 mL
de AICIPc. Podemos ver em (b) os mesmaos graficos, acrescidos do (i) preto, AUNPs + PLU e (ii) vermelho, AuNPs

+ PLU + 0,1 mL AICIPc.

Ao comparar 0s espectros em (a) temos que o comportamento das amostras esta de
acordo com o esperado e ja observado na Figura 11. Entretanto, diferentemente do esperado, a
amostra 1X, com maior volume de AICIPc apresentou um deslocamento da banda, de 680 nm
para 611 nm. Como essa banda é importante para a TFD, por representar uma capacidade maior
de penetracdo da radiacdo incidente, a amostra IX ndo € ideal para essa aplicacdo. Dessa forma,
uma quantidade excessiva de ftalocianina de cloroaluminio ndo indica necessariamente aumento
do desempenho do composto FS. Além disso, esse resultado pode ser explicado por meio da
polidispersabilidade nas particulas da amostra ocasionada pelo excesso de agua no meio e pela
sua interagdo com 0s compostos.

Ao analisar os espectros em (b), a comparacdo entre os resultados das amostras sem
retirada do excesso de PLU e das amostras pos centrifugacdo e diluicdo fica mais explicita.
Embora as amostras que passam por centrifugacdo possuam, claramente, absorbancia maior nos
mesmos comprimentos de onda, ndo é possivel tomar isso como prerrogativa. 1sso se deve ao
fato de que a absorbéancia é dependente da concentracdo e as concentracfes ndo sdo as mesmas.

A amostra VIII possui maior absorbancia no comprimento de onda relativo & excitagdo do
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composto fotossesibilizante, AICIPc, indicando um maior potencial de excitagdo das suas

moléculas e, portanto, uso em TFD.

5.2. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR - ATR)

Visando investigar a conformacdo da solucéo de nanoparticulas de ouro com ftalocianina
de cloroaluminio, as amostras Il, VI, VII e VIII foram submetidas ao FTIR-ATR. Os espectros
resultantes, presentes na Figura 13, indicam que ndo ha sinal de oxidagdo na sua estrutura ou
mudanca de conformacdo proveniente da associacdo entre os dois compostos, devido a
concordancia entre os numeros de onda dos picos dos espectros.

Por outro lado, quando comparamos 0s espectros das amostras VI, VIl e VIII temos que
a banda de vibracédo de estiramento éter (C-O-C) foi deslocada quando acrescentada ftalocianina
de cloroaluminio: passando de 1109 cm™! para 1114 cm™!. Isso sugere que temos
nanoparticulas coordenadas com o grupo de AICIPc. (GOMES, 2018)

Na tabela 4 estdo descritos alguns picos mais relevantes na absorbancia das amostras no
infravermelho. Nela, podemos ver sinais caracteristicos nas nanoparticulas de ouro e da
ftalocianina de cloroaluminio (723 nm, 2360 nm e 2970 nm), cuja estrutura molecular esta

descrita na Figura 5.

967 —— 1AUNPs : 3H,0 + 0,1 AICIPc
—— 1AUNPs : 3H,0 + 0,2 AICIPc
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o 1AuNPs : 3H,0
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Figura 13 — Espectros de infravermelho obtidos por ATR para solugdo de AICIPc; solugdo de nanoparticulas de
ouro diluidas em agua; solugdo de nanoparticulas de ouro diluidas em agua e acrescidas de 0,1 Ml de AICIPc; e

solucdo de nanoparticulas de ouro diluidas em &gua e acrescidas de 0,2 Ml de AICIPc.
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Tabela 4 — Identificagdo dos principais picos observadas no FTIR-ATR.

NUmero de onda (cm™1) Atribuicgdo

723 C=C

842 Dobramento C-H fora do plano

047 Dobramento assimétrico no plano CH,

Estiramento C-O-C

964 Dobramento assimétrico no plano CH,

1060 Estiramento C-O

1109 Estiramento C-O-C para 1AuNPs:3H,0

1114 Estiramento C-O-C para 1AuNPs:3H,0 +

AICIPc

1145 Estiramento C-O-C e estiramento C-C

1242 Dobramento assimétrico fora do plano CH,

1280 Dobramento assimétrico fora do plano CH,

1342 Dobramento simétrico fora do plano CH,

1359 Dobramento simétrico fora do plano CH,
Estiramento C-C

1373 Dobramento simétrico CH,

1467 Dobramento CH,

2360 C=C-C=N

2885 Estiramento CH

2970 Estiramento CH aromatico

Fonte: Consultado em Donald et al., 2015 e Gomes, 2018.

5.3. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

Para analise do tamanho das particulas das amostras foi necessario realizar novas
diluicdes, visto que o equipamento utilizado, com angulo de incidéncia fixo em 90°, ndo possui
a capacidade de entregar resultados estatisticamente confidveis — com boa correlacdo de dados —
para substancias gque sejam mais escuras. Dessa forma, prosseguiu-se para a diluicdo na
proporcao de 1:1 das solucdes — ja diluidas previamente na proporcdo de 1:3, vide secdo 4.4 — de
AuNPs com agua. O aparelho nos permite acompanhar se os resultados da analise da amostra

estdo dentro dos critérios estatisticos de qualidade no decorrer das medidas. Por gerar muitas
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leituras que ndo atenderam ao critério de qualidade, a solugdo XIII sofreu uma nova diluicéo,
gerando a amostra XIV. Na tabela 5 temos todas as amostras, sua descri¢do, concentracdo de
substancias de interesse, diametro hidrodindmico médio (Z) e indice de polidispersdo médio
PDI.

Embora diluir a amostra seja uma etapa necessaria parar progredir com a sua
caracterizacdo, a maior presenca de H,O e, consequentemente, diminui¢cdo da concentragdo dos
nanocompositos para abaixo da CMC ocasiona a perda de estabilidade das micelas e
aglomeracéo das particulas. Além disso, o carater hidrofébico da AICIPc, em contraponto com a
agua adicionada, leva a aglomeracdo dessa substancia. Dessa forma, temos uma maior
polidispersabilidade no tamanho das particulas. Na tabela 5 o indice de polidispersdo médio
(PDI) indica o quanto ha presenca de tamanhos diversos de particulas na amostra.

Amostras sdo consideradas pouco polidispersas quando o PDI < 0,300. Ou seja, valores
abaixo de 0,3 representam que a amostra possui uma distribuicdo mais homogénea em relacao
ao tamanho das particulas. Essa homogeneidade é importante para garantir que haja maior
eficiéncia da amostra como um todo na TFD, eliminando influéncias geradas pela diversidade de
tamanho e garantindo reprodutibilidade da amostra com o nanocompésito. (CHU et al., 1991)

Por meio dos valores encontrados para as amostras analisadas, temos que somente a
primeira amostra, sem a presenca de ftalocianina de cloroaluminio, apresentou um baixo valor
de polidispersdo. A média e alta polidispersdo apresentadas nas outras amostras pode ser
indicativo da aglomeracdo da AICIPc especificamente e esta substancia, quando agregada,
apresenta alteracdes nas suas propriedades fotoquimicas, o que interfere diretamente na sua
eficacia como agente fotossensibilizante.

Entretanto, a PDI foi substancialmente alta, a ponto de interferir na correlagdo de dados,
somente nas duas ultimas amostras, Xl e X1V, com maior quantidade de ftalocianina e maior
diluicio. Com o aporte de agua as amostras tornou-se possivel realizar a analise no
equipamento, mas houve mudanca no ambiente, o qual interfere diretamente nos valores
encontrados.

Portanto, apesar de apresentar PDI >0,300, as amostras XI-XII, com menor quantidade
de AICIPc, ainda geram analises que atendem ao critério de qualidade do sistema (Zetasizer
Malvern Software) e possuem potencial de aplicacdo. A analises dessas amostras em
equipamento que permita alteracdo no angulo de incidéncia e, assim, ndo necessite da sua

diluicdo pode gerar valores mais confidveis e sem a interferéncia da &gua como solvente.
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Tabela 5 - Identificacdo das amostras analisadas no DLS, seu tamanho médio de particulas e seu indice de polidispersdo médio.

S < TN
X AUNPs + H,0 (1:8) 0,125 : 1435 0,296
o LB e o e o
XU A Cediitocomia defo 008 016 2080 0433
O e T P
xjy ~ AUNPs+ H0(1:3)+05mL 560 0,32 3149 0,671

AICIPc diluido com 1:3 de H,0
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6. CONCLUSAO

A ftalocianina de cloroaluminio possui potencial de aplicacdo em terapia fotodindmica,
visto a sua alta fotoestabilidade e alta capacidade fotodindmica. Além disso, € rapidamente
excretada do organismo, caracteristica vantajosa para a boa qualidade de vida durante o
tratamento dos pacientes de cancer. As nanoparticulas de ouro atuam como carreadores do
fotossensibilizante, tornando mais viavel a sua administracdo e interacdo molecular, visto que
ele é hidrofdbico.

Como forma de investigar a possibilidade de associacdo das nanoparticulas de ouro com
a ftalocianina de cloroaluminio, as amostras foram submetidas a diferentes caracterizacdes,
visando melhor entendimento sobre a estrutura resultante do composto, sua absor¢do nas
radiacBes UV-VIS e IR, tamanho e indice de polidispers&o.

A interacdo entre as AuNPs e a AICIPc ndo se mostrou destrutiva ou anuladora das
caracteristicas de cada composto individualmente. No espectrofotbmetro UV-VIS e no
espectrofotdmetro FTIR-ATR, a absorbancia permaneceu com seus picos nos comprimentos de
onda/numeros de onda caracteristicos para cada substancia.

Ao analisarmos o tamanho das particulas tivemos como principal interferente a presenca
de 4gua no meio. Embora o PDI ndo tenha apresentado um valor tdo satisfatorio de
monodispersdo, os valores foram adequados até uma certa quantidade de AICIPc e de dgua na
amostra.

Portanto, as caracterizacfes realizadas foram indicativo de que a associacdo das
substancias conserva as suas caracteristicas individuais e desejaveis — principalmente, a

excitacdo em comprimentos de onda relevantes para uso em TFD.
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