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Resumo

Tada, D.B. Desenvolvimento de Nanoparticulas Fotossensibilizadoras. 2007. (119p).
Tese.Programa de Pds-Graduagao em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo.

No presente trabalho sdo apresentadas a sintese e a caracterizagdo estrutural, fotofisica,
fotoquimica e fotobioldgica de nanoparticulas contendo os fotossensibilizadores (FS) Azul de
Metileno (AM) e Tionina. AM e Tionina foram incorporados nas nanoparticulas sil-AM e sil-Tio
pelo processo sol-gel. Nas nanoparticulas Cab-Tio, Tionina foi ligada a superficie de silica
CabOsil® através de ligacio covalente com reagentes bifuncionais. Todas as nanoparticulas
mostraram-se esféricas e com de didmetro médio na faixa de 30 a 60nm. A imobilizagao dos FS
induziu a agregacao destes em extensdes diferentes para cada tipo de nanoparticula. Foi observado
que a maior presenca de dimeros de FS leva & menor eficiéncia de geracdo de 'O, Constatou-se que
as nanoparticulas sofrem pouca influéncia do meio, uma vez que os FS a elas ligadas ndo sofreram
reducdo quimica por NADPH, nem supressao do estado tripleto por ions ascorbato e a supressao de
fluorescéncia por ion brometo foi diminuida. Foi testado também o efeito do recobrimento destas
nanoparticulas com lipidios dioleilfosfatidil colina (DOPC) e fosfatidilglicerol (PG) e com
Polietileno glicol (PEG). A adsorcao das nanoparticulas sobre membranas miméticas foi reduzida
apos os recobrimentos, resultado que foi explicado pelas interagdes de carga superficial (potencial
zeta) e pela forca de hidratacdo. As nanoparticulas sil-AM e Cab-Tio apresentaram fototoxicidades
in vitro, 38% e 20% maiores que os respectivos FS livres. A modificagdo das nanoparticulas de sil-
AM com lipidios e com PEG diminuiu a fototoxicidade das mesmas e no caso do recobrimento
com lipidios levou ao aumento da toxicidade no escuro. Imagens de microscopia confocal
mostraram que as nanoparticulas com e sem recobrimento de lipidios entram em células B16. No
caso das nanoparticulas recobertas, observou-se um perfil de distribuigdo difuso por todo o
citoplasma e no caso de nanoparticulas sem recobrimento, estas encontraram-se em poucas regioes
vacuolares do citoplasma. O perfil de distribuicdo homogénea por todo o citoplasma no caso de
nanoparticulas recobertas com lipidios pode ser o responsavel pelo aumento de toxicidade no
escuro. Concluiu-se que a ligacao dos FS em nanoparticulas com diferentes graus de agregacao
pode ser uma estratégia para obtengdo de sistemas com capacidade modulada de geracio de 'O, e
com reduzida susceptibilidade as composi¢oes do meio. As atividades fototoxicas das
nanoparticulas contra células B16 mostraram que estas podem ser uteis em Terapia Fotodindmica

de Cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas, oxigénio singlete, Azul de Metileno, Tionina, Terapia
Fotodinamica, PDT.



Abstract

Tada, D.B., Development of photosensitizing nanoparticles. 2007. 119p. PhD Thesis —
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo.

In this work we present the synthesis and the characterization (structural, photophysical,
photochemical and photobiological) of nanoparticles with incorporated photosensitizers (PS)
Methylene Blue (MB) and Thionin. MB and Thionin were incorporated in sil-MB and sil-Th
nanoparticles through sol-gel process. In the case of Cab-Th nanoparticles Thionin was linked to the
surface of CabOsil® nanoparticles through cross-linking reactions. All nanoparticles were spherical
and presented average diameter in the range of 30 to 60nm. Different extension of PS aggregation
was observed in each nanoparticle. It was characterized that the higher the proportion of dimers to
monomers the smaller the efficiency of singlet oxygen (‘O,) generation. It was shown that
nanoparticles can protect PS from external interferences, since NADPH did not reduce them,
neither were their triplet state quenched by ascorbate ions. Besides, fluorescence quenching by
bromide ions was reduced compared to free PS. The effect of covering the nanoparticles with lipids,
i.e., di-oleil phosphatidylcholine (DOPC) and phosphatidylglycerol (PG), and with Polyethylene
glycol was also tested. The nanoparticle adsorption over membrane mimics was reduced, which
was explained by the interaction among surface charges (zeta potential) and by hydration forces.
Sil-MB and Cab-Th nanoparticles presented in vitro phototoxicity 38% and 20% higher than the
respective free PS. It was observed that the nanoparticle coating with lipids and with PEG reduced
their photoxicity. Nanoparticles coated with lipids showed higher toxicity in the dark. Confocal
fluorescence images of B16 cells showed that nanoparticles with or without lipid coating enter the
cells. In the case of lipid-coated nanoparticles a diffuse distribution profile was observed and in the
case of nanoparticles without coating, they concentrated in specific vacuolar regions of the
cytoplasm. The homogeneous cytoplasmic distribution profile of lipid-coated nanoparticles can
explain the increased toxicity in the dark. It has been concluded that immobilization of PS with
different aggregation degrees is a strategy to obtain systems in which the modulated efficiency of
'0, generation is not affected by the external medium. Finally, based on the observed in vitro
phototoxicity activity against B16 cells, these systems can be useful in Photodynamic Therapy of

Cancer.

Keywords: Nanoparticles, singlet oxygen, Methylene Blue, Thionin, Photodynamic
Therapy, PDT.



Lista de abreviaturas e siglas

AM: Azul de Metileno

Cab-Tio: nanoparticulas Cab-O-sil contendo Tionina ligada covalentemente a superficie
D/M: razao dimero/mondmero do fotossensibilizador nas nanoparticulas

DOPC: dioleilfosfatidilcolina

DPBF: 1,3-difenilisobenzofurano

FS: Fotossensibilizadores

HOMO: orbital molecular ocupado de maior energia

IV: infravermelho

LUMO: orbital molecular ndo ocupado e menor energia.

NADH: nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzida

10, : Oxigénio singlete

PDT: Terapia Fotodinamica.

PEG: Polietilenoglicol.

PG: fosfatidilcolina

sil-AM: nanoparticulas sol-gel contendo Azul de Metileno

sil-AMPC: nanoparticulas sil-gel contendo Azul de Metileno recobertas com bicamada de
dioleiolfosfatidilcolina

sil-AMPCPG: nanoparticulas sil-gel contendo Azul de Metileno recobertas com bicamada

de dioleiolfosfatidilcolina e fosfatidilglicerol na propor¢ao molar de 1:1



sil-AMPeg: nanoparticulas sil-gel contendo Azul de Metileno recobertas com
Polietilenoglicol por ligacdo covalente

Sil-APTS: nanoparticulas Cab-O-sil contendo  aminopropiltrietoxisilano  ligado
covalentemente a superficie.

Silicio-APTS: placas de silicio contendo aminopropiltrietoxisilano ligado covalentemente a
superficie.

Sil-APTS-glut:  nanoparticulas Cab-O-sil contendo aminopropiltrietoxisilano e
glutaraldeido ligados covalentemente a superficie.

Silicio-APTS-Glut: placas de silicio contendo aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido
ligados covalentemente a superficie.

Silicio-APTS-Glut-tionina: placas de silicio contendo aminopropiltrietoxisilano
glutaraldeido e Tionina ligados covalentemente a superficie.

sil-Tio: nanoparticulas sol-gel contendo Tionina

SPR: Surface Plasmon Ressonance; Ressonancia Plasmonica de Superficie.

SPRi : Surface Plasmon Ressonance imaging ; Ressonancia Plasménica de Superficie com
imagem

TDI: toluenodiisocianato.

Ky: Constante de Stern-Volmer.

Amax: comprimento de onda de maxima absor¢ao/fluorescéncia.
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1. Introducio

1.1-Terapia Fotodinidmica
Embora existam muitos tratamentos de rotina para o cancer (cirurgia, quimioterapia e

radioterapia), terapias alternativas estdo sendo constantemente propostas na area de oncologia,
devido aos graves efeitos colaterais e a eficiéncia limitada dos tratamentos tradicionais. Dentre
as terapias alternativas, destaca-se a Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés “Photodynamic
Therapy”) (Kessel D., 1998; Simplicio F. I. et.al., 2002; Henderson B. W., 1992), um
procedimento clinico relativamente novo no tratamento de cancer. Outras moléstias tais como
degeneracdo macular da retina, psoriase, artrite rematoide sistémica, restenosis, micoses
fungoides, infestagdes bacterianas, verrugas, arteriosclerose, que tém como caracteristica
comum um crescimento anormal de tecidos, tém sido também tratadas com PDT. Por isso, a
PDT ¢ investigada em nivel mundial no tratamento dessas e outras doencas correlatas na
origem (Simplicio F.I. et.al., 2002).

A PDT ¢ baseada na fotooxidagdo de compostos biolégicos no tecido alvo. E
necessaria a presenca de um fotosensibilizador (FS), o qual ¢ capaz de gerar espécies
toxicas (como oxigénio singlete;'0,) ao receber irradiagdo luminosa no tecido a ser tratado
(Fig.1.1). Embora existam FS naturais em células e tecidos, no caso da PDT, eles devem ser
introduzidos no organismo como primeiro passo do tratamento. Na maioria das aplicacdes,
essas drogas sdo injetadas na corrente sangiiinea do paciente e percorrem todo o corpo,
concentrando-se nas células cancerosas até 20 vezes mais que nas células sadias (Kessel D.,
1998). As quantidades aplicadas de medicamento e as caracteristicas do laser (tipo,
dosagem de poténcia e tempo de iluminagdo) dependem do FS aplicado e da espécie e

gravidade da doenga tratada (Kessel D., 1998).
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Figura 1.1-Representacdo do funcionamento da PDT. O fotossensibilizador ¢ aplicado ao
tecido tumoral, onde, apds receber irradiacdo luminosa, transfere energia para oxigénio
molecular, formando espécies toxicas (principalmente 'O,) capazes de levar células
cancerosas a morte.

O primeiro FS aprovado pelas autoridades de saude para o tratamento de cancer por
. . . . ® .
PDT foi o derivado de hematoporfirina, Photofrin . Posteriormente, foram aprovados os

medicamentos Levulan Kerastick para tratamento de lesdes na pele e Visudyne para
tratamento de degeneragdo macular da retina. No entanto, algumas limitacdes destes FS como,
baixa seletividade tumoral, baixo coeficiente de extingdo, o que requer a administragdo de
altas quantidades do FS, e elevado acimulo na pele, levaram ao desenvolvimento de novos FS.

As atuais pesquisas na area de PDT concentram-se no desenvolvimento de novos FS,
por exemplo, derivados de porfirinas, ftalocianinas, naftalocianinas e clorinas. Além disso,
muitas pesquisas tém sido dedicadas ao desenvolvimento de sistemas carregadores de drogas e
a compreensao dos mecanismos de acdo dos FS (Yu C.L. et.al.,2002; Wainwright M. et.al.,
1996; Junqueira H. C. et.al., 2002). No ramo de desenvolvimento de novas drogas, diversos
compostos estdo em fase de testes (Tardivo et.al,2005; Yu C.L. et.al.,2002; Wainwright M.
et.al., 1996; Junqueira H. C. et.al., 2002) a fim de reduzir os efeitos colaterais do tratamento ¢
aumentar sua eficiéncia, como na cura do paciente com aplicacao de doses menores da droga.

Dentre os fotossensibilizadores que podem ser uteis em PDT, estudamos os corantes



fenotiazinicos, Azul de Metileno (AM) e Tionina (figura 1.2), os quais possuem baixo custo,
forte absor¢cdo de luz na regido acima de 600nm (onde a luz apresenta maior penetragao no

tecido), alto rendimento quantico de estado tripleto e de geracao de oxigénio singlete.

CHsy CH, H H
AM Tionina

Figura 1.2- Estrutura molecular plana de AM e Tionina

O Azul de Metileno tem sido usado extensivamente por mais de um século na
coloracdo de células e bactérias, empregada em diagnosticos clinicos de uma variedade de
doengas e como um marcador tumoral em cirurgias. Outro destaque ¢ o uso de AM contra
virus, area em expansdo importante para a desinfec¢do de sangues doados (Wainwright,M,
1996; Wagner J.S., 1998). Em PDT, a atividade do AM contra certos tipos de tumores foi
observada através da aplicacdo local. Orth et.al.(1998) demonstrou a fototoxicidade de AM
em tumores transplantados em animais e em tumores recorrentes de esdfago. Tardivo
et.al.(2004) mostrou a eficiéncia do AM em tratamento de melanomas. Em estudos in vitro
com células de camundongo, Mellish et.al.(2002), mostrou que a Tionina apresenta
fototoxicidade equivalente ao AM.

Apesar dos resultados promissores ja demonstrados, o uso de AM no tratamento
clinico em PDT foi poucas vezes publicado (Tardivo J.P. et. al. 2005). Uma das razdes ¢ a
facil redugdo de AM a leuco AM pelas coenzimas celulares (NADH e FADH,), o que
diminui a eficacia da fotosensibilizagdo, ja que a espécie leuco AM ¢ incolor. Além disso, a
sua alta toxicidade no escuro também contribui para a relutdncia no uso de AM em PDT.
No entanto, estes dois empecilhos (reducdo e toxicidade no escuro) podem ser superados
pela aplicacdo direta da droga no tumor ou através do uso de carregadores de drogas. A

eficacia do tratamento por PDT de vérios tipos de tumores utilizando AM tem sido



demonstrada tanto em animais quanto em pacientes (Wainwright,M., 1996; Tardivo J.P. et.
al. 2005).

Em PDT, o dano nas biomoléculas pode ocorrer através de dois mecanismos quimicos
principais: Tipo I e Tipo II (Fig 1.3) (Simplicio F. I. Et.al. 2002; Henderson B. W. Et.al.
1992). Quando o FS absorve um foton, ele passa do seu estado fundamental (singlete; FS) para
um estado singlete energeticamente excitado ('FS"). Este estado pode ser desativado por
colisdo, fluorescéncia ou através de cruzamento entre sistemas, levando a um estado tripleto
(FS). O estado singlete excitado e o estado triplete podem reagir diretamente com moléculas
de substratos bioldgicos, transferindo hidrogénio ou elétrons, formando radicais e ions
radicalares, os quais poderdo interagir com o oxigénio para gerar espécies reativas de
oxigénio, principalmente superdxido e derivados deste. Este mecanismo ¢ conhecido como
mecanismo tipo I. O estado tripleto pode ainda transferir energia diretamente para o oxigénio,
formando oxigénio singlete ('0,), processo chamado de mecanismo tipo II. As espécies
reativas de oxigé€nio sdo responsaveis pelos danos irreversiveis a varias membranas celulares,
incluindo plasmatica, mitocondrial, lisossomal e nuclear. Podem também causar modificacao

em proteinas, desencadeando mudangas no metabolismo celular e mecanismos de sinalizagdo
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Figura.1.3- Mecanismos fotoquimicos do FS, formacgdo de espécies excitadas e tipos de
morte celular envolvidos.



A morte celular ocorre por diversos processos sendo os dois principais, a necrose e a
apoptose. A necrose ¢ uma forma de degeneracdo violenta e rapida que afeta populagdes
celulares extensas e ¢ caracterizada pelo inchamento do citoplasma, destruicdo de organelas e
lise de membrana plasmatica, resultando na liberagdo do conteudo celular e na inflamagdo
(Castano et. Al. 2005). A apoptose ¢ um processo programado de morte celular que envolve
mudangas bioquimicas, como nos mecanismos de sinalizacao celular, ¢ morfoldgicas, como
encolhimento da célula e posterior fragmentacdo. Os fragmentos formados, corpos
apoptoticos, sdo captados por fagécitos evitando a inflamagdo. Todas estas transformacgdes
celulares requerem muita energia. Células que sofreram oxidagdo muito intensa perdem a
capacidade de gerar energia (producdao de ATP) e ndo sdo capazes de iniciar ou finalizar um
processo apoptotico. Assim, a definicdo do processo de morte celular depende principalmente
do nivel energético das células, além de depender de outros fatores como, tipo celular,
localizagdao subcelular do FS, espécie reativa que ¢ gerada e mecanismo de acdo do FS
(Kiesslich T.et al., 2005). No trabalho de Kochevar et.al.(2000) com células HL-60, a autora
mostrou que 'O, é capaz de desencadear o processo de apoptose enquanto que, radicais livres
sdo capazes de induzir a morte celular principalmente por necrose.

Apds ser incorporado em células e tecidos, o FS interage com macromoléculas e/ou
membranas. Esta interagdo pode causar diversas alteragcdes nas propriedades do estado
fundamental do sensibilizador, como por exemplo, a formagdo de agregados, o que pode
reduzir drasticamente a capacidade da droga de gerar 'O,. Este comportamento foi
constatado para o AM (Junqueira et.al., 2002). Determinou-se que AM forma agregrados
(dimeros) ao interagir com surfactante aniénico ou mitocondrias e, na presenca dessas
estruturas, tem seu mecanismo fotoquimico alterado para a transferéncia de elétron entre
moléculas de AM formando espécies de AM semi-reduzidas e semi-oxidadas, enquanto
que, em solucdo isotropica, o0 mecanismo principal de desativacdo ¢ transferir energia para
o oxigénio, formando oxigénio singlete (mecanismo tipo II). Assim, ¢ de grande interesse o
desenvolvimento de sistemas em que a eficiéncia de formacdo de oxigénio singlete e a
geracdo de radicais ndo dependam da interacdo direta com interfaces ou proteinas. Com
este intuito, foi proposta neste projeto a construcdo de sistemas constituidos de

nanoparticulas de silica com AM e Tionina (fig.1.4). Espera-se que além de proteger os FS



contra interferentes do meio, as nanoparticulas permitam a modulacdo de geragdo de

espécies excitadas por conterem os FS em grau controlado de agregacao (fig.1.4).
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Figura 1.4- Representagdo das nanoparticulas funcionalizadas com FS. O grau
controlado de incorporacio de FS (A ) pode controlar o mecanismo de agio destes.

1.2.Nanoparticulas em terapia de cancer: importancia do tamanho e das
caracteristicas da superficie
Para que um agente terapéutico contra o cancer seja eficiente, algumas barreiras

fisioldgicas e bioquimicas devem ser superadas: resisténcia do tumor a droga, distribuicao,
biotransformagao e inativagdo da droga no organismo. A principal limitagdo das terapias de
cancer ¢ o efeito colateral conseqiiente da ampla distribui¢do das drogas que sdo toxicas,
tanto para células normais, quanto para células cancerigenas.

Mecanismos ndo celulares de resisténcia a droga podem ser resultado da existéncia
de regides de baixa vascularizacdo, que reduzem o acesso da droga ao tumor, protegendo as
células do efeito citotoxico. Outros fatores de resisténcia sdo a acidez do ambiente tumoral,
que confere resisténcia a drogas bésicas, e a alta pressdo intersticial e baixa pressdo
microvascular, que retardam ou impedem a entrada de moléculas na regiao tumoral.

Mecanismos celulares de resisténcia compreendem as alteragdes nas atividades de
alguns sistemas enzimaticos especificos na regulacdo de apoptose € nos mecanismos de
transporte. Dentre estes mecanismos destaca-se o MDR (do inglés “multidrug resistence”),

um dos principais problemas da quimioterapia, que consiste no efluxo das drogas para fora



das células, devido principalmente a superexpressio de uma proteina da membrana
plasmatica chamada P-glicoproteina (Pgp), a qual transporta inespecificamente diversas
moléculas para o exterior da célula (Bradley et al., 1988; Roninson, 1987).

A ligacdo de drogas em sistemas coloidais (carregadores de drogas) tem sido uma
estratégia para superar mecanismos de resisténcia celular ¢ ndo celular e aumentar a
seletividade da droga para células cancerigenas, diminuindo efeitos colaterais. Dentre estes
sistemas destacam-se os lipossomos, os quais apresentaram efeitos significativos na
superacao de mecanismos de resisténcia celular (Thierry et al., 1992; Warren et al., 1992,
Reszka et.al., 1996). Outra forma de superar os mecanismos de resisténcia a drogas ¢ a
adsorcao destas em nanoparticulas de diferentes materiais, como poliaquilcianoacrilatos,
oxido de titanio e silica gel (Cuvier et al., 1992; Bennis et al.,1993; Nemati et al., 1994;
Reszka, R.,1996).

A biodistribuicdo das nanoparticulas ¢ dependente das caracteristicas dos capilares
sanguineos nos orgdos e tecidos, bem como, do sitio de administragdo, do tamanho da
nanoparticula e das propriedades da superficie das nanoparticulas (Fukumori & Ichikawa,
2005). Carregadores de drogas com diferentes propriedades de superficie podem permitir o
acimulo especifico da droga em determinados tipos de tumores. As nanoparticulas
geralmente se associam a 6rgaos reticuloendoteliais, o que diminui o tempo de permanéncia
destas na circulagdo sanguinea e sua baixa hidrofilicidade pode aumentar o acimulo da
droga na vasculatura do tumor s6lido tal como o melanoma (Fukumori & Ichikawa, 2005,
Reska et.al. 1996). Em contraste, a longa permanéncia no sangue de sistemas compostos de
lipossomos e polimeros, permite o tratamento de leucemia, tipo de cancer onde as células
tumorais sdo circulantes. Mesmo para administragcdes intratumorais, a compreensao do
mecanismo de extravasamento € critica para manter as nanoparticulas no sitio onde estas
foram injetadas. Além disso, a difusdo das nanoparticulas nos tecidos, associagdo e
internalizacdo nas células e distribuicdo intracelular sdo fatores importantes em terapia de
cancer e diagnostico e sao atualmente temas de estudos.

O tamanho da particula deve ser menor do que alguns micrometros para que ela
possa circular nos vasos sanguineos, 0s quais possuem poucos micrometros de didmetro.
Tecidos normais possuem paredes de vasos estreitas, continuas, com poros de 50nm em

quantidades 100 a 1000 vezes menor que os de 9nm. Portanto, pequenas moléculas podem



facilmente penetrar em todos os tipos de tecidos em contraste com moléculas grandes que o
fazem muito lentamente. No entanto, tecidos tumorais, inflamatérios e 6rgdos ricos em
sistema reticuloendoteliais, como figado, bago ¢ medula dssea, apresentam caracteristicas
diferentes: paredes capilares descontinuas, auséncia de lamina basal e grande numero de
poros de aproximadamente 100nm de didmetro. Desta forma, estes tecidos permitem a facil
penetracao de particulas de 50-100nm (Fukumori Y & Ichikawa H., 2006).

Outro diferencial dos tecidos tumorais € que estes ndo possuem sistema linfatico
para eliminar materiais lipofilicos e poliméricos (Maeda H., 1992; Maeda et.al., 1992),
assim, uma vez que as particulas penetram nos tecidos tumorais, estas ndo podem ser
eliminadas facilmente. Portanto, tumores apresentam maior penetracdo e retengdo para
particulas de 50-100nm (Qi. X.,1997), este evento ¢ conhecido como EPR, do inglés
“Enhanced Permeability and Retention effect”. Particulas de longa permanéncia na
circulagdo tém oportunidades mais freqiientes de encontrar capilares tumorais e extravasar
dentro do tecido tumoral.

Além do tamanho propicio para penetrar nos tecidos tumorais, as nanoparticulas,
apresentam a possibilidade de modificacdo das suas caracteristicas superficiais, a fim de
aumentar sua permanéncia na circulagdo, aprimorar sua interagdo com células e superar os
mecanismos de resisténcia a drogas. E conhecido que a modificagio da superficie de
lipossomos com polietilenoglicol (PEG) aumenta o tempo de permanéncia na circulagao
sanguinea (Allen T.M. et.al, 1991; Hodoshima N. 1996). Isto parece ser conseqiiéncia do
impedimento estérico com o PEG na superficie do lipossomo (Allen T.M., 1991), o que
evita seu reconhecimento por imunoglobulinas e complementos intermedidrios da interacao
com oOrgaos reticuloendoteliais. O recobrimento de nanoparticulas com lipidios pode
aumentar a afinidade destas por membranas celulares além de contornar os mecanismos
celulares de resisténcia a drogas através da modificagdo da fluidez de membrana,
facilitacdo da incorporagdo de drogas no interior da célula ou inibicdo direta de proteinas

responsaveis pelo efluxo de drogas (Thierry et al., 1992; Warren et al., 1992).



1.3.Nanoparticulas em PDT

Atualmente, varios estudos clinicos e em pesquisa basica sdo centrados na obten¢do
e no uso de nanoparticulas em PDT. Na grande maioria dos casos, as nanoparticulas sdo
carregadores de fotossensibilizadores hidrofobicos, melhorando a dispersdao destes em
sistemas aquosos. Estes carregadores incluem micelas, lipossomos, lipoproteinas de baixa
densidade, micelas poliméricas e complexos poliméricos (Konan et.al.,2001; Joriet.al.;
1996; Urizzi et.al.2001). Sistemas micelares apresentaram maior incorporagdo em tumores
em relacdo a drogas livres. No entanto, agentes emulsificantes levaram a reagdes
anafilaticas in vivo (MichaudL.B.,1997). Lipossomos sdo muito utilizados porque sua
estrutura particular, bicamadas lipidicas concéntricas, encapsulando compartimentos
aquosos, facilita o transporte de drogas hidrofobicas e hidrofilicas para o ambiente celular.
Por exemplo, Jori G. et.al.(1986) observou maior acimulo no tumor de hematoporfirina
incorporada em lipossomos preparados com dipalmitoilfosfatidilcolina em comparacao a
hematoporfirina livre em solu¢do tampao. Algumas drogas lipossomicas estdo no mercado
na Europa e na América, entre elas, AmBisome e Visudyne (Konan et.al., 2002).

Apesar das vantagens apresentadas, alguns problemas no uso de lipossomos
persistem, como a dificuldade de formar lipossomos com as caracteristicas desejadas de
maneira reprodutivel, a dificuldade para manter a estabilidade dos produtos em func¢do do
processo de manufatura, o elevado tempo do processo, a baixa incorporacdo de
fotossensibilizador ¢ aumento de agregagdo deste (Fukumori&Ichikawa, 2006; Roy
et.al.,2003). Além disso, lipossomos sdo também facilmente capturados pelo sistema de
defesa do corpo (sistema reticuloendotelial). Outro sistema nanométrico estudado ¢ o de
micelas poliméricas. Embora tenha sido observado o aumento da fototoxicidade in vitro,
estudos in vivo resultaram em baixa regressdo tumoral e alto acimulo em tecidos normais
(Taillefer J., 2001).

Muitos estudos tém sido feitos com nanoparticulas poliméricas biodegradaveis.
Estas possuem como vantagem a alta taxa de incorporagdo, liberagcdo da droga controlada e
grande variedade de materiais que podem ser empregados, como os polimeros PLA (acido
polilactico), PLGA (acido polilactico-co-glicolico), poli(e-caprolactone), quitosana e
polialquilcianoacrilato. Por exemplo, Vargas et.al. mostrou maior efeito fotodinamico em

estudos in vitro para porfirina meso-tetra(p-hidroxifenil) incorporada em particulas de
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PLGA em relagdo a droga livre. Resultados semelhantes foram obtidos por Ricci-Junior
que utilizou este polimero para a incorporagao de Zn(II) ftalocianina.

O uso de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés “low density
lipoprotein™) ¢ baseado na alta expressao de receptores de LDL nas células tumorais o que
pode facilitar a seletividade destas particulas para o tumor. Além disso, gracas a seus
componentes naturais, nao sao reconhecidas pelo sistema de defesa do organismo. Candide
et.al. mostrou que ¢ possivel incorporar Photofrin II em LDL e manter seu reconhecimento
pelo receptor no tecido tumoral. No trabalho de Urizzi et. al., foi observado o aumento na
fototoxicidade in vitro de aluminio sulfonoftalocianina ligada a LDL.

A principal desvantagem comum entre os sistemas mencionados acima ¢ que todos
permitem a liberagdo do FS de seu interior, o que pode levar a efeitos colaterais, como o
acumulo de FS na pele e nos olhos apo6s o tratamento (Dillon J., 1988). Uma forma de
superar este efeito ¢ a construcdo de sistemas, dos quais o FS ndo ¢ liberado. Exemplos
destes sistemas sdo as particulas metalicas, por exemplo de ouro ¢ magnetita (Wieder et. al.,
Tada et.al,2007). Nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com FS combinam a
propriedade de superparamagnetismo e fotoatividade, podendo ser usadas em tratamento de
cancer por hipertermia e/ou PDT. Podem ainda ser usadas em diagndstico por imagem de
ressonancia magnética.Wieder et.al. investigou a ligagdo de FS na superficie de
nanoparticulas de ouro e constatou que a eficiéncia de geracdo de 'O, para FS na
nanoparticula, foi maior que a eficiéncia do FS livre. Gu et. al. apresentou a ligagdo de
porfirina em nanoparticulas de magnetita e a incorporacdo destas em células HeLa, as
quais, ap6s irradiagdo, mostraram indicios de apoptose. No entanto, a ligagao de FS através
de moleculas ancoras possui a desvantagem de baixa incorporacdo da droga na
nanoparticula.

Em um trabalho recente, apresentamos um novo método de sintese de
nanoparticulas magnéticas recobertas com AM encapsulado em silica. Os resultados
encontrados mostraram a capacidade de gera¢io de 'O, destas nanoparticulas que além da
atividade fototerapéutica podem apresentar melhor o direcionamento ao tumor, uma vez
que podem ser movidas por campo magnético externo (Tada et.al.2007).

Em relacdo a outros materiais, foi demonstrado que a silica possui maior taxa

incorporagao de drogas (Tang et.al., 2005). Especialmente em PDT a silica sol- gel pode ter
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uma aplicac¢do interessante, ja que, devido a estabilidade do material, os FS ndo sdo
liberados mesmo em condi¢des extremas de pH e temperatura. No entanto, os poros devem
permitir a difusdo de oxigénio molecular, bem como, de oxigénio singlete, garantindo o
efeito fototdxico nas células cancerigenas. Alguns sistemas estdo sendo desenvolvidos com
base neste principio. Tang et.al. apresentou a incorporagdo de AM em particulas de silica
ORMOSIL (do inglés “organically modified silica™) e silica sol-gel. Particulas ORMOSIL
também foram empregadas no trabalho de Roy et.al.(2003) para a incorporagdo do FS 2-
devinil2-(1-hexiletilpirofioforbida). Ambos autores demonstraram a capacidade dos FS de
gerar '0,, mesmo estando ocluidos nas particulas.

No presente trabalho, apresentamos a sintese de nanoparticulas de silica gel com
Tionina e AM incorporados em nanoparticulas de silica sol-gel e particulas de silica
CabOsil com Tionina ligada a superficie. Nos trabalhos comentados acima, foi
demonstrado apenas a capacidade de gerar oxigénio singlete e, em alguns casos, o efeito
citotoxico. Neste trabalho, os estudos foram concentrados nos mecanismos de protegao dos
fotossensibilizadores e na modulagdo da eficiéncia de geracao de oxigénio singlete através

do controle do grau de recobrimento e agregagdo dos FS.

1.4.Métodos de sintese de nanoparticulas
Atualmente materiais nanométricos, tais como nanoparticulas, sdo aplicados em

diversas areas, como catalise quimica, quimica analitica, aplicacdo odontoldgica e terapia e
diagnéstico de cancer. Para cada uma destas aplicagdes, uma grande variedade de métodos
de sintese de nanoparticulas estd sendo desenvolvida. Em terapia de cancer, encontram-se
estudos com particulas de materiais lipossomicos, micelares, inorganicos e poliméricos,
conforme mencionado no item 1.2. O material escolhido, bem como o método de sintese,
depende do tamanho, das caracteristicas da superficie e da aplicacdo da particula que se
pretende obter.

As nanoparticulas lipossomicas sao preparadas pela solubilizagao de um lipidio ou
mistura de lipidios em solvente organico ou mistura de solventes altamente volateis. Apds
evaporac¢do do solvente, o filme seco de lipidio ¢ hidratado com solugdo aquosa escolhida.

Sob agitagdo os lipidios se organizam em estruturas fechadas esféricas.



12

A produgao de sistemas micelares emprega 6leos polioxietilados ndo i6nicos como
Tween-80 e Chremophor-EL (CRM) que permitem a solubilizagdo de fotossensibilizadores
hidrofobicos.

Na area de particulas poliméricas, encontram-se os mais variados polimeros e
métodos de sintese. Por exemplo, Monson et.al.(2003) sintetizou nanoparticulas de
poliacrilamida para a incorporagdo de drogas hidrofilicas, através da solubilizagdo da droga
em meio aquoso e acrilamida (precursor do polimero) e posterior adicdo de surfactante,
solvente organico e iniciadores de polimerizacdo. O solvente organico ¢ extraido apos
agitacdo por evaporacao a pressao reduzida.

A sintese de nanoparticulas inorganicas envolve uma enorme variedade de materiais
e, para cada um deles, uma rota sintética diferente. Alguns exemplos sdo particulas de ouro,
cadmio, zinco, apatita, magnetita e silica. Em Tada D. et.al. apresentamos a sintese de
particulas de magnetita pelo método da coprecipitagio de Fe'™ e Fe" em solugio aquosa e
meio acido. Para a obteng¢do de particulas de silica, principal foco deste trabalho, destaca-se
o processo sol gel pela simplicidade e flexibilidade do processo, além da geragao de silica
porosa de alta pureza, transparéncia Optica e homegeneidade do material (Monson E. et.al.

2003).

1.5. O processo sol-gel

O processo de sol-gel trata-se de qualquer rota de sintese de materiais, em que, num
determinado momento, ocorre transi¢ao do sistema S0l para o sistema gel. O termo sol é
empregado para definir uma dispersdo de particulas coloidais (dimensdo entre 1 e 100nm)
estavel em um fluido, enquanto o termo gel é empregado para descrever sistemas formados
por estruturas rigidas de particulas coloidais ou de cadeias poliméricas que imobilizam a
fase liquida nos seus intersticios (Alfaya &Kubota,2001).

O uso de precursores alcoxidos envolve a hidrolise de uma solugdo de
tetraalcoxisiladnos em um solvente orginico, como o 4lcool, levando a formagdo de
particulas com fungdo silanol, as quais formam um sol pela polimeriza¢do. A continuagao
do processo resulta num gel, que apos secagem forma uma estrutura chamada xerogel.

As caracteristicas e propriedades do produto final dependem de varios fatores que

afetam as reagdes de hidrélise e condensagdo, como pH, temperatura e tempo de reacao,
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concentragdo de reagentes, natureza e concentragao do catalisador e razdo molar entre dgua
e alcoxido (Brinker C.J., 1990). Na obtencdo de nanoparticulas de silica, destaca-se o
método Stober por gerar nanoparticulas esféricas e monodispersas. Este método consiste na
reacdo catalisada por amonia, de tetraetilortosilicato (TEOS) com dgua em alcool de baixo
peso molecular. Esta reago, representada na figura 1.5. tem sido empregada na obtengdo
de diversas nanoparticulas para a aplica¢dao na area de sensores e diagnostico e terapia de
cancer (Alfaya A.A.S.& Kubota L., 2002; Monson et.al., 2003).

Os ajustes nas concentragdes dos reagentes, especialmente na proporcao agua/alcool
permitem a obtengdo de particulas de diversos tamanhos na escala nanométrica e

micrométrica (Brinker C.J., 1990; Alfaya & Kubota, 2002; Nozawa et.al., 2005).

OEt OEt
| |

OFEt OFEt OEt OEt

EtO— s! o | ) | |
II + EtO— Sli—OEt + NH, = fio— s|i—o— Si— OEt + EtOH + NH,
OEt OEt OEt OEt

Figura 1.5- Esquema representativo da reagdao de polimerizagdo sol-gel pelo método Stober
(hidrolise de TEOS catalisada por amonia em etanol). A hidrélise do TEOS resulta em
grupos reativos silanol que apos sofrerem condensagao, resultam em particulas esféricas.

O método de Stober foi utilizado neste trabalho, como base no desenvolvimento da
sintese de nanoparticulas contendo AM e Tionina. Uma outra nanoparticula de silica com
caracteristicas superficiais diferentes da silica sol gel, a silica Cab-O-Sil, foi utilizada para a
ligacdo de Tionina na superficie. O método de obtencdo destas particulas esta descrito no

item a seguir.
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1.6. Processo de oxidacao em chama e silica Cab-O-Sil

Um método comercialmente importante na producdo de 6xidos em po ¢ a oxidagao
de haletos em chama. Este processo geralmente ¢ chamado de hidrdlise em chama,
entretanto, esta denominagdo ¢ errdbnea. Embora os haletos reajam vigorosamente com adgua
a temperatura ambiente, a reagdo de oxidacdo ¢ mais rapida que a hidrolise a altas

temperaturas da chama (Brinker & Sherer, 1990). Atualmente existem no mercado, duas

o . . ® L ® -
silicas produzidas por este processo: Aerosil , e Cab-O-Sil ~, comercializadas por Degussa

e Cabot Corporation, respectivamente. O método utilizado na obtencdo de particulas Cab-

L ® Cy o, . A
O-Sil , envolve a oxidacao na fase de tetracloreto de silicio em uma chama de hidrogénio.

A reacdo ocorre na fase vapor e as gotas do liquido do 6xido sofrem rapida nucleacgdo e
coalescem, formando particulas. A morfologia das particulas depende do tempo de
permanéncia na chama. Quanto maior o tempo de permanéncia, maior sera o tamanho das

esferas.
, /- L® ,
As particulas de silica Cab-O-Sil = sdo particulas de alta pureza, extremamente

pequenas, com enorme area superficial e superficie de maior regularidade, recoberta em
40% por grupos hidroxilas (Manual Cab-O-Sil). Estas caracteristicas podem facilitar a

modificacdo da superficie gerando novos materiais.

1.7. Modificacoes de superficies vitreas
Virias técnicas para a modificacdo de superficies foram desenvolvidas durante as

ultimas décadas (Rodrigues M.A et.al., 2000; Mallouk E.T. et.al., 1987; Mitchell et.al.,
2002; Gun’ko M. et.al., 2002). Na maioria das vezes, os métodos utilizados sdo uma
combinac¢do de um ou mais modos de ligacao, visando a fixagdo do substrato na superficie,
sendo estes: a) ligagdo covalente; b) adsorcdo; c) policondensa¢do e d) revestimento do
suporte. Dentre os suportes mais usados, a silica tem atraido muito interesse pela sua
natureza biocompativel e facilidade de modificacdo da superficie com uma variedade de
grupos funcionais.

Em Rodrigues et.al.(2002), descrevemos a modificacdo da superficie de particulas

de silica com moléculas fotoativas (naftalenodiimida e porfirina), através da quimica de



15

fosfonato e sulfonato de zirconio. O material resultante apresentou caracteristicas fotfisicas
e fotoquimicas distintas das moléculas livres em solucdo. Esta diferenca foi justificada pela
formacao de agregados das moléculas no estado fundamental e excitado. Foi demonstrado
que as moléculas ligadas sofrem reagdes de transferéncia de elétrons com maior eficiéncia
que moléculas livres, o que confere as particulas possiveis aplicacdes como
fotocatalisadores e sensores quimicos.

Atualmente, modificacdes de superficie empregando reagentes organosilanos
comercialmente disponiveis, tém tido destaque na 4rea de novos materiais. Os silanos mais
utilizados sdo do tipo bifuncional: Y3Si-R-X cuja aplicabilidade é determinada pelas
reatividades dos grupos X, funcao organica no extremo da cadeia alquila R ligada ao atomo
de silicio. O grupo Y pode ser um haleto ou mesmo um grupo amina (NH>), porém mais
comumente ¢ encontrado como grupo alcodxido (RO), o qual reage facilmente com
substratos hidroxilados (Molnar et.al., 2006). Como resultado dessa reatividade, forma-se
uma ligacdo covalente entre as moléculas do silano e a superficie hidroxilada de um
suporte, com conseqiiente eliminacdo do correspondente alcool. Apos a ligagao do
organosilano no suporte, o grupo X pode sofrer diversas reacdes, dependendo de suas
propriedades quimicas, viabilizando diversas possibilidades de funcionalizagao.

Um dos principais interesses nesta area, atualmente ¢ a construgdo de biossensores
através da ligagdo de enzimas em superficies solidas (Mitchell D.T, 2002). Para isto, o
método mais amplamente utilizado baseia-se na formacao de ligagdes entre os grupos
amino do suporte com os grupos amino de enzimas, ou na formagdo de ligagdes cruzadas
intermoleculares com a formagao de particulas insoluveis, pela utilizagao de reagentes bi ou
multifuncionais.

Em PDT, a liga¢dao de FS a superficie de particulas ndo foi muito explorado. A
maioria dos trabalhos publicados emprega métodos de incorporacdo dos FS e ndo ligacdo
covalente. No entanto, a ligagdo do FS na superficie da particula pode ser vantajosa em
comparac¢do com particulas com FS ligados ndo covalentemente, uma vez que o oxigénio
singlete ndo teria a necessidade de se difundir através da particula para provocar morte

celular.
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2.0Dbjetivos

Sintetizar nanoparticulas de silica contendo AM e Tionina e estudar as propriedades
estruturais, fotofisicas, fotoquimicas e fotobioldgicas destas particulas.

-Caracterizar uma possivel geragdo de 'O, em fungio do grau de funcionalizagdo da
nanoparticula.

-Investigar a capacidade da nanoparticula em proteger o FS de interferentes do
meio.

-Modificar a superficie das nanoparticulas funcionalizadas com lipidios e PEG ¢
estudar a adsor¢ao destas particulas em modelos de membranas.

-Avaliar a fototoxicidade das naoparticulas funcionalizadas em células B16 e
comparar com outros parametros.

-Caracterizar a localizacdo sub-celular das nanoparticulas.

3.Materiais
Silica Cab-O-Sil L-90 foi obtida da Cabot Corporation.

Meios de cultura RPMI1640, DMEM e tripsina foram obtidos da Cultilab. Azul de
Tripan foi obtido da Sigam-Aldrich.Tampao fosfato de sodio (PBS) foi preparado
utilizando fosfato de sédio, fosfato de potassio, cloreto de sodio e cloreto de potassio da
Synth.

Azul de Metileno e Tionina foram obtidos da Sigma-Aldrich e Carlo Erba,
respectivamente. MitoTracker Green, para marcacdo de mitocOndrias foi obtido da
Invitrogen. Toluenodiisocianato (2,4/2,6-80:20) e Polietilenoglicol foram obtidos da
Sigma-Aldrich. DMSO anidro foi obtido da Acros, outros solventes usados foram de grau
analitico obtidos da Synth. Os lipidios dioleilfosfatidilcolina e fosfatidilglicerol foram

obtidos da Sigma-Aldrich e Avant polar lipids, respectivamente.



17

4.Métodos

4.1.Preparacao de particulas de silica-gel contendo AM e Tionina:
Particulas contendo AM (particulas sil-AM) foram preparadas através do método

de Stober modificado (Stober W., 1968) descrito em Beck C.; Hartl W. and Hempelmann
R.; 1999 (fig. 4.1). Uma mistura de 100mL de etanol, 20mL de uma solu¢cdo de AM em
etanol (JAM] = 0,4mM), 6,0mL de amoénia 25% e 4,2mL de TEOS foi agitada por 24horas
a temperatura ambiente. ApoOs esta agitacdo a mistura foi centrifugada a 15000rpm e lavada
com agua e etanol até que ndo fosse mais detectado AM no sobrenadante. O mesmo
procedimento foi seguido para o preparo das particulas com Tionina (particulas sil-Tio)
apenas substituindo a solu¢do de AM por solugdo etandlica de Tionina (0,4mM). As
particulas foram centrifugadas e lavadas até que ndo fosse mais detectada Tionina no

sobrenadante.

Figura 4.1-Representacdo da formagdo das nanoparticulas com AM encapsulado. A
encapsulacdo da Tionina ¢ feita substituindo-se AM por Tionina.
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4.2. Quantificacdo de FS nas naoparticulas sol-gel
As particulas de silica foram solubilizadas em solugdo altamente alcalina e a

quantidade de FS liberado determinada por espectroscopia UV-Vis.
Os espectros de absor¢do foram obtidos em um espectrofotometro Shimadzu (UV-

240-PC) em cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm.

4.2.1.Quantificacdo de AM nas particulas sil-AM
6,4mg de sil-AM foram solubilizadas em 2mL de NaOH 3M, a 70°C e submetidas a

tratamento com ultra-som por 30min. Durante este processo o AM liberado sofre
desmetilagdes formando Tionina (Singhal, G.S., 1967), portanto a determinagdo da
concentragdo da Tionina na solugdo resultante permite obter a concentracdo do AM na
particula. A solugdo resultante foi neutralizada com acido acético concentrado. O espectro
de absorbancia determinado correspondeu ao espectro da Tionina (AM apos sofrer 4
desmetilagdes). O valor da Absorbancia em 600nm foi utilizado para determinagdo da
concentra¢cdo da Tionina na solucdo resultante:
Abs 600 = 39830x 1x [Tionina].
0,2 =39830x 1x [Tionina]
[Tionina] = SuM
numero de mols totais de Tionina = 10™* mols = numero de mols totais de AM em 6.4mg.

Portanto:

-8
Y%massa de AM = %X 100 = 0,05%

ol

Obteve-se um valor de 0,05% em massa de AM

4.2.2.Quantificacao de tionina nas particulas sil-Tio
4,6mg de sil-Tio foram solubilizadas em 1,0mL de NaOH 3M. A solucdo resultante

foi neutralizada com HAc concentrado e o seu espectro de absorbéncia foi determinado. O
valor da absorbancia em 600nm foi utilizado para calcular a [Tionina] e o numero de mols
de Tionina liberados na solucao:
Abs600 = 39830x1x[Tionina]
0,03 = 39830x1x[Tionina]
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[Tionina] = 0.75uM
N tionina= 0,75.10° x 1,3.10° = 0,97nmols

0,97.107x287

%massa de Tionina = 16107

X 100 = 0,006%

A porcentagem em massa de Tionina presente nas particulas sil-Tio é de 0,006%.

4.3.Funcionalizacao de silica Cab-O-Sil com Tionina

Tionina foi ligada covalentemente a superficie de silica Cab-O-Sil através de uma
seqiiéncia de quatro reagdes, representadas na figura 4.2. As particulas resultantes sdo
denominadas Cab-Tio (fig 4.3).

Antes das reagdes, como a silica Cabosil ¢ muito higroscopica, 4g desta foram pré
tratadas por 8h a 150° C.

Reagdo com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS): A silica pré-tratada foi mantida
em refluxo sob agitacdo com 150mL de tolueno, 1,5mL de APTS por 6h. Apos resfriar, a
silica foi rotoevaporada, e mantida em estufa a vacuo a 150°C por 12h. Uma amostra de
0,17g desta silica foi submetida a andlise elementar (tabela 1) e infravermelho (fig 5.2).
Outra amostra de Smg foi utilizada para quantificar APTS ligado (item 4.2.1).

Reacdo com glutaraldeido: uma solugio de 0,5mL de glutaraldeido (5.10”mols) e
50mL de DMSO anidro foi adicionada a 100mL de suspensao de silica aminada em DMSO
anidro. Apoés agitacdo de 40min a 78°C, uma aliquota de 20ml do gel formado foi
centrifugado, lavado com DMSO duas vezes e séco em estufa a 70°C. Esta amostra foi
submetida a analise elementar (tabelal) e IV (fig5.2). O restante do gel foi utilizado na
proxima etapa da reagao.

Reagdo com Tionina: ao gel obtido na reag¢do anterior foram adicionados 100mL de
uma solugdo 1,2.10°mols.L”" de Tionina em DMSO. Apo6s agitagdo de 40min a 78°C,
ultracentrifugou-se a silica trés vezes. A silica foi ressuspensa em DMSO e séca por
rotoevaporagao.

Reducdo com Na BHy: A silica séca foi adicionada a 100mL de metanol anidro. 4g

de NaBH4 foram adicionados sob agitagcdo. Apds refluxo de 30 min e resfriamento a silica



20

foi séca por rotoevaporacdo. Uma amostra desta silica foi submetida a analise elementar
(tabelal) e infravermelho (fig.5.2).A silica foi lavada dez vezes por agitagao em solugdo de

SDS e ultracentrifugagao.

—OH
Na;
OH Si-T~""NH .
APTS ~ \O 2 OHC(CHZ)3CHO >SI\/\/\N=CH(CH2)3CHO
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Figura 4.2- Representacdo das etapas sintéticas para obtencdo das particulas Cab-Tio.



21

OH o X /N\ X
HO / APTS || | | ‘
—
o OH + H /\/\S+/\/\NH2
HOC(CH,),CHO
/ OH
HO
OH
N.
AN
T ISOS!
HO\ | O\Si\/\/NH\/\/\/NH S+/ NH,
HO\ O/ \ N
° .
o o/ )
~ /\Si\/\/NH\/\/\/NH ° e
HO 0
HO OH

OH

Figura 4.3- Representacao da funcionalizacao da superficie da silica CabOsil com Tionina.

4.3.1. Quantificacao de APTS na superficie da silica Cab-O-sil

Smg de silica aminada foram mantidas sob agitagdo com 10mL de etanol e 30uL de

aldeido salicilico por 1h. A reacdo de APTS com aldeido salicilico envolve a formacao de
uma imina responsavel pela banda de absor¢do em 404nm (K.C. Vrancken et al, 1995).
Centrifugou-se a silica e mediu-se a absor¢cao do sobrenadante. Como nenhuma banda de
absorcdo caracteristica foi determinada, a silica foi agitada por mais 1h em etanol e aldeido
salicilico. Centrifugou-se e mediu-se a absor¢ao do sobrenadante e da silica decantada. Nao
foi determinada nenhuma banda de absor¢do em 404nm no sobrenadante. No entanto, o
espectro da silica centrifugada apresentou uma banda em 404nm, comprovando que o
APTS estava na superficie da silica e foi capaz de reagir com o aldeido salicilico formando
a imina responsavel pela absor¢do em 404nm. Esta absor¢do (A=0.64) foi utilizada para a
quantificagdo aproximada de nimero de mols de APTS por grama de silica, baseada na

constru¢do de uma curva padrao (fig.4.5).
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Para a construcao da curva padrio de absorbancia em 404nm em fun¢ao da [APTS]
foram feitas oito solucdes de concentragdes crescentes de APTS em etanol, a cada uma
delas foram adicionados 0,8mL de aldeido salicilico. Todas as solu¢des foram agitadas em
vortex e deixadas em repouso por lh. Obtiveram-se os espectros de absorcdo destas
solugdes e as absorbancias em 404nm foram utilizadas para a constru¢do da curva (fig.4.5).
Foi feita uma regressao linear da curva obtida, gerando a seguinte equacao da reta:

Absgos = 0,08614 + 1,0626 [APTS]
Sendo a absorc¢do da suspencdo de Smg de silica aminada igual a 0,64, temos:
[APTS] na silica = 0,5mM
namero total de mols de APTS em 10ml de suspensdo = 5.10°mols (em 5mg de silica)

niamero de mols de APTS em 1g de silica =10 mols/g silica.

1.0 +
0.8 1

0.6

Abs

0.4 r’=0.99974

0.2+

0.0 , . , . , . , . ,
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

[APTS]/ mM

Figura 4.4- Curva padrao para a quantificacdo de APTS na silica Cab-O-Sil.
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4.4.Estudos sobre a superficie do silicio

4 .4.1.Funcionalizacdao do silicio

Placas de silicio(1:0:0) (1x1 cm?) foram mantidas em solucdo oxidativa composta

de 1:1:5 (v:v:iv) H,O; (30% v) e NHj3 (25% v) e dgua destilada por 20 min a 70°C. Em

seguida, foram lavadas com tolueno, secos com N, e submetidas a medidas de elipsometria
(tabela 2). As monocamadas amino terminal foram obtidas mergulhando-se as placas em
solucdo 1% (v:v) de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) em tolueno 65°C por Smin. Apos
3 lavagens com tolueno, as placas foram secas com N, e submetidas a medidas de
elipsometria (tabela2).

O grupo amino na superficie do silicio reagiu com glutaraldeido mergulhando-se as
placas em solugdo de glutaraldeido (6,2.10°M) em dimetilsulfoxido (80mL) a 78°C por
40min. Apos lavagens com tolueno as placas foram secas com N,. Mediu-se a espessura da
camada formada por elipsometria (tabela2). As placas funcionalizadas com glutaraldeido
foram mergulhadas em solu¢ao de Tionina em dimetilsulféxido de diferentes concentragdes
(7,0.10°mols.L™") a 78°C por 40min. Estas placas foram submetidas a medidas de
elipsometria (tabela 2). Em seguida, para reduzir as ligacdes duplas das imidas formadas, as
placas foram mergulhadas em metanol anidro (10mL) com 0,63g de borohidreto de sddio a

70°C por 30min. Por fim, as placas foram lavadas com metanol e secas com argdnio.

4.4.2 . Medidas Elipsométricas
Medidas elipsométricas foram feitas em um elipsdmetro DRE-EL02 (Ratzeburg,

Alemanha) acoplado a um computador. O angulo de incidéncia foi ajustado para 70° e o
comprimento de onda usado foi de 632,8nm. Através de um polarizador motorizado ¢
gerada uma luz incidente de polarizagdo eliptica. Apos a reflexdo pela placa de silicio a luz
torna-se linearmente polarizada. A intensidade de luz refletida é extinta por um segundo
polarizador, do qual a posicao ¢ automaticamente ajustada para que o minimo de luz
alcance a fotomultiplicadora. Sdo obtidos os angulos de elipsometria A e y, os quais
contém informacdes sobre o deslocamento de fase relativo e atenuagdo das componentes de
onda perpendicular e paralela ao plano de incidéncia, respectivamente. A ¢ y foram
medidos e gravados em periodos de 4s. Para a interpretacdo dos dados, um modelo de

multicamada composto pelo substrato, camada desconhecida e ambiente ao redor foi
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utilizado. A espessura das monocamadas foi calculada, através da equagdo fundamental da
elipsometria (equacdo 1) e célculos iterativos com matrizes de Jones, assumindo os
seguintes indices de refracdo (Fujimoto J. & Petri D.F.S., 2001): 6xido de silicio n= 1,462,
APTS n= 1,424, glutaraldeido e tionina n=1,500.

iA
o =tany(€)" Equcio1
Onde: p ¢ a razdo entre as amplitudes das componentes paralelas e perpendiculares da luz

incidente na amostra.

4.4.3. Microscopia de for¢a atdmica (AFM)
As medidas de microscopia de forga atomica foram feitas em um microscopio

Nanoscope IIIA (Vecco) no ar a temperatura ambiente. As alavancas foram operadas um
pouco abaixo da sua freqiiéncia de ressonancia de aproximadamente 315kHz. As imagens
topograficas sdo originais, sem filtros e em escala linear de cinza. Os valores de rugosidade
rms foram calculados para uma area de varredura de Sum X 5 pum utilizando programa
Nanoscope IIIA. As imagens foram octidas pela prof. Dra. Denise Siqueira Petri em um

trablho em colaboragao.

4.4.4. Espectroscopia Raman

Foi utilizado um sistema Micro Raman espectrometro comercial triplo (Jobin Yvon,

modelo T64000) equipado com detector CCD. As amostras foram iluminadas com luz
514nm de um laser ion de argdénio. As medidas foram feitas a temperatura ambiente e

potencia 6ptica na ordem de 10mW.

4.4.5. Simulagdes de teoria de densidade funcional
O célculo das espessuras das camadas formadas na funcionalizagdo do silicio

através de simulagdes tedricas foi realizado em colaboracdo com o prof. Ronei Miotto
(Universidade de Brasilia, Instituto de Fisica). Para investigar as propriedades estruturais
evibracionais das monocamadas formadas na funcionaliza¢do do silicio com Tionina, foi
empregado o método de estado de arte pseudopotencial com aproximacdo de gradiente
generalizado para a teoria de densidade funcional. A descricdo completa do procedimento

tedrico esta descrita em Miotto et.al. (2002).
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4.5.Microscopia eletronica de transmissao
As imagens de microscopia eletronica de transmissdo foram obtidas em um

microscopio Philips CM200 operando a uma voltagem de 200kV. As amostras foram
preparadas aplicando-se uma gota da suspensdo de nanoparticulas em etanol numa grade de
carbono. Os diametros foram calculados por uma média de 100 particulas observadas em
uma imagem ampliada através do programa Image Tool. Utilizando todos os valores de
diametros medidos através das imagens, foram construidos histogramas e feitos ajustes de

curvas Gaussianas para cada tipo de particula (fig.5.1).

4.6. Deteccao de '0,

Oxigénio singlete foi detectado através de medidas de fluorescéncia no
infravermelho préximo em um equipamento composto por um laser Nd:YAG Continuum
Surelite III pulsado em 532 nm, com tempo de duracdo de pulso de 5 ns e energia < 5
mJ/pulso; um monocromador ¢ uma fotomultiplicadora (PMT) Hamamatsu modelo R5509
resfriada a -80°C; um sistema de detec¢do composto por uma placa de aquisi¢do rapida
modelo Beccker & Hickl GmbH MSA — 300. O sistema foi montado pela Endinburg

Analytical Instruments.

4.6.1.Determinacio do tempo de vida 'O,
Foram obtidos transientes de emissdo de fluorescéncia em 1270nm apds a

fotoexcitagdo em 532nm de suspensdes de particulas e solu¢des de FS em diferentes
solventes (4gua, etanol, acetonitrila ¢ acetona). O tempo de vida do 'O, foi calculado pelo

ajuste da curva para decaimento de primeira ordem (fig. 4.5).
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Figura 4.5- Transiente de emissdo em 1270nm obtido apos a fotoexcitacdo de solugdo de
AM (Abs532=0,2) em acetonitrila e ajuste para decaimento de primeira ordem ().

4.6.2.0btencdo do espectro de emissdo de 'O, gerado pelas particulas
Foram preparadas suspensdes de particulas sil-AM (7mg), sil-Tio (37mg) e Cab-Tio

(2mg) em acetonitrila (2mL). Apos irradiar estas amostras com laser de 532nm obtiveram-
se transientes de emissdo de luz no infravermelho proximo variando-se o comprimento de
onda do monocromador de 1200 a 1380nm. Para cada particula, construiu-se um grafico de
intensidade de luz 10us apds o pulso do laser em fungcdo do A da luz captada pela

fotomultiplicadora.

4.7. Determinacao de eficiéncia de geracio de '0, (S)

A eficiéncia das particulas em gerar de 'O, foi calculada em relagio aos respectivos
FS livres, cujos valores de rendimento quantico eram conhecidos como 0,50 para AM e

0,59 para Tionina (Aryeh, 2000).

4.7.1. Método Direto

A eficiéncia de geragdo de oxigénio singlete das particulas (Sparticua) fol calculada

através da obtencdo de transientes de emissdo de luz gerados pelas particulas e por AM e
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Tionina em solugdo. A absor¢do das solugdes padrao (AM ou Tionina) e suspensdo de
particulas foram normalizadas para o0 mesmo valor em 532nm. Os valores de intensidade

de emissdo em 1270nm, 10us ap6s o pulso do laser foram aplicados na equagdo abaixo:

— I particula Equag:ﬁo 2
- |

particula padrio padrao

Onde, lpadgrao = intensidade de emissao de '0, em 1270 nm gerado por AM ou Tionina livres
em acetonitrila, lparticula = intensidade de emissdo de 102 em 1270 nm gerado por suspensao

de particulas em acetonitrila e Qpadrzo = rendimento quantico de geragdo de 102 de AM ou

Tionina em acetonitrila.

4.7.2 Método Indireto

Foram preparadas solugdes de AM (3uM), Tionina e suspensdes de particulas em

acetonitrila. As absorbancias foram normalizadas em 532nm e a mesma concentracdo
(8mM) da sonda 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) foi adicionada em todas as solugdes.
Foram obtidos espectros de absorbancia ap6s diferentes periodos de irradiagdo em 532nm
(fig.5.21).

Para cada suspensdo de particulas e solug@o de FS livre foi construida uma curva de
decaimento da absor¢do em 410nm fun¢ao do tempo de irradiacdo da amostra (fig.5.21). As
curvas obtidas foram ajustadas para decaimentos de exponencial de primeira ordem, pelo
programa Origin 6.0. Obtiveram-se assim, valores de tempo de consumo de DPBF (t).

Sendo estes valores inversamente proporcionais ao rendimento quantico de geragao
de oxigénio singlete a seguinte equagao foi utilizada para o calculo de eficiéncia de geracao

de '0, das particulas (Sparticula):

—_— ¢ X tpadrélo
particula padréo tpartl’cula Equagﬁo 3

Onde: tpadrao = por AM ou Tionina livres em acetonitrila, tparticula = tempo de decaimento de
Abs410 devido ao consumo de DPBF pela reagdo com 'O, gerado por particulas em
acetonitrila € Qpaarao = rendimento quantico de geracdo de 102 de AM ou Tionina em

acetonitrila.
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4.8.Estudos de supressao de fluorescéncia
A equagdo de Stern-Volmer (equacdo 4) relaciona a diminui¢do da intensidade de

fluorescéncia ou tempo de vida com a concentragdo de supressor colisional:

5 t

= TO =1+k,,[Q] Equagdo 4

Nesta equagdo ty e t sdo respectivamente, os tempos de vida de fluorescéncia na
auséncia e na presenga de supressor. Fy e F sdo respectivamente, as intensidades de
fluorescéncia na auséncia e na presenca de supressor ¢ Kgy € a constante de Stern-Volmer
para o processo de supressdo colisional. Esta constante ¢ a razdo entre a constante de
supressao bimolecular e a constante de decaimento unimolecular e implica na competig¢@o
entre dois processos de decaimento tendo um carater de constante de equilibrio. Note que a
supressdao pode ser acompanhada tanto pelo decréscimo no tempo de vida, medindo-se
fluorescéncia resolvida no tempo, quanto pelo decréscimo da intensidade de fluorescéncia
medindo-se fluorescéncia no estado estaciondrio (Rohatgi; 1986). Um grafico da razao de
intensidade de fluorescéncia na auséncia de supressor e intensidade de fluorescéncia na
presenca de supressor em fun¢do da concentragcdo de supressor resultard em uma reta se a
supressao ocorrer apenas pelo processo colisional, como previsto pela equacao de Stern-
Volmer. O coeficiente angular desta reta corresponde ao valor de Kgy.

Para determinar K, correspondente a supressao dos sensibilizadores livres e ligados
as nanoparticulas, foram preparadas solucdes de AM e Tionina e suspensdes de
nanoparticulas com mesma absorbancia em 580nm (A de excitagdo). Espectros de emissao
de fluorescéncia foram obtidos em concentracoes crescentes de NaBr na faixa de
concentragdo de 0-5M. A regressdo linear das curvas de intensidade de emissdo em funcao
da concentragdo de NaBr forneceu os valores K, (tabela6). As curvas de Stern-Volmer de
AM e Tionina ndo apresentarem linearidade em altos valores de concentracdo de brometo
de soédio estudada, indicando que o mecanismo de supressdo deve envolver outros
processos além do mecanismo colisional (Laws & Contino; 1992). Sendo assim, as
regressoes lineares foram feitas utilizando apenas a parte linear das curvas para a obtencao
das constantes de velocidade de supressao, Ky,

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro Spex

(Fluorolog 0.81m) em modo angulo reto.
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4.9.Recobrimento de particulas
Particulas de sil-AM  foram recobertas pela adsor¢do de lipidios

dioleilfosfatidilcolina (DOPC) e fosfatidilglicerol (PG) e pela ligagdo covalente do
polimero polietilenoglicol (PEG) (fig4.5).

W /\/\ \ ov\N/
M Dioleilfosfatidilcolina

OH

/\/\/\/\/\/\/\/lko/\/\ o )P\/O\)\/OH Fosfatidilglicerol

HO\/e\ /ﬁ\/DH PEG
O
n

Figura 4.6- Estrutura de lipidios e PEG utilizados no recobrimento de particulas sil-AM
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4.9.1. Recobrimento com lipidios

Particulas sil-AM foram recobertas com bicamadas de fosfolipidios DOPC
(particulas sil-AMPCPG) ¢ mistura de DOPC:PG na propor¢do em massa de 1:1
(particulas sil-AMPG) através de um método semelhante ao descrito em Moura et.al,
(2005). 2,3 ou 1,3 mg de cada lipidio (para recobrimento 1:1) foram solubilizadas em
cloroférmio e secos com argdnio. Adicionou-se 10mL de tampao Tris-HCI (10mM; pH 7.4)
contendo 140mM de NaCl. Apds vortexar, sonicou-se por 2horas. Foram feitas duas
filtragens consecutivas em filtro Millipore de poro 0,2um. A 1mL desta suspensdao de
vesiculas (0,3mM) foram adicionados 6mg de particulas. Apos agitacdo de 12horas as
particulas foram centrifugadas e ressuspensas em ImL de Tris Hcl (pH=7.4). O
sobrenadante desta centrifugacdo foi usado no teste de molibdato para determinagdo da
concentragdo de lipidios.

As escolhas do tampao e concentragdo de sal foram feitas baseadas nos trabalhos de
Moura et.al.(2005) e Pereira et.al (2002), os quais observaram que a fusdo de vesiculas ¢
favorecida nestas condicoes, obtendo-se maxima adsor¢cdo de bicamadas lipidicas nas

nanoparticulas.

4.9.1.a.Determinacdo das % de lipidios adsorvidos as particulas

A concentragdo de lipidios foi determinada no sobrenadante da centrifugacdo de
uma aliquota da suspensdo de lipidios que permaneceu em agitacdo na auséncia de
particulas e de uma aliquota da suspensdo de lipidios que permaneceu sob agitacdo na
presenca de particulas. A diferencga entre as duas concentracdes foi usada para determinar a
porcentagem de lipidios adsorvidos nas particulas. Para tal determinagdo foi utilizado o
teste do molibdato descrito em Rouser et.al. (1969) Apds a quebra dos lipidios com acido
perclorico, os atomos de fésforo liberados formam complexo com molibdato que ao ser
acidificado com 4cido ascorbico possui coloragdo azul e Ansx de absor¢do de 800nm.

A 250pL de sobrenadante de lipidios adicionaram-se 325uL de HCIO4. Apos
aquecimento a 160°C por 20min, a solugdo foi resfriada e adicionaram-se 1,65mL de H,O
destilada, 250uL de solugdo de molibdato de sodio (2,5% em massa) e 250uL de solucao

de acido ascorbico (10% em massa). A solu¢do permaneceu Sminutos em banho-maria a
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100°C. Ap6s resfriar, foram obtidos espectros de absor¢do e o valor de absor¢ao em 800nm
(Absggo) foi utilizado para a determinacdo da concentragdao de fosforo e conseqiientemente
de fosfolipidios na solugdo. Estes cédlculos foram repetidos seis vezes para cada tipo

recobrimento e a cada calculo foi construida uma curva padrao no mesmo dia.

4.9.1.b.Curva padrao para determinacdo da concentracdo de fosforo

Foram preparadas solucdes de fosfato de sodio dibasico em diferentes
concentragdes na faixa de 0-256uM em tampao tris HCI (pH = 7.4). A 250uL de solucao
adicionaram-se 325uL. de HCIO4. Apds aquecimento a 160°C por 20min, a solucdo foi
resfriada. Adicionaram-se 1,65mL de H,O destilada, 250uL de solu¢do de molibdato de
sodio (2,5% em massa) e 250uL de solucdo de 4cido ascorbico (10% em massa). A solugdo
permaneceu Sminutos em banho-maria a 100°C. Apos resfriar, foram obtidos espectros de
absor¢do. Os valores de absor¢ao em 800nm foram utilizados para a construgdo da curva
padrao de absor¢ao em 800nm (Absggy) em fungdo da concentragdo de fosforo (fig.4.6). A
regressao linear desta curva gerou a equagdo usada para determinag¢do da concentracdo de
fosfato.

Absgoo = A + B [PO4]

Foram construidas diversas curvas, uma para cada experimento e as porcentagens de
adsorcdo nas particulas calculadas pela diferenca entre a concentragdo de fésforo no
sobrenadante da suspensdao de lipidios que permaneceu em agitacio na auséncia de
particulas ([P]*"") e no sobrenadante da suspensio de lipidios que permaneceu em agitaco
na presenca de particulas ([P]>P*"):

[P]StP _ [p]SPert = [pyPen
Como para cada mol de fésforo temos um mol de lipidio: [P] = [lipidio].

[ part

x 100

% adsor¢ao= PP
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Figura 4.7- Curva padrao para determinac¢ao da concentragao de fosforo.

4.9.2 Modificacdo com PEG
A ligagdo de Polietilenoglicol & superficie de particulas sil-AM (particulas sil-

AMPeg) foi realizada através da ligagdo com Toluenodiisocianato (TDI), seguindo-se o
protocolo descrito em Guo et. al. 2005.

0,2g de sil-AM foi sonicado em 10mL tolueno. Adicionou-se 0,28g de PEG (2000)
em 20mL de tolueno. Sob atmosfera de argonio, a 65°C, adicionou-se 50ul de TDI
(2,4/2,6-Toluenodiisocianato 80:20). Apds agitacdo de 7horas, foram adicionados 10mL de
metanol. A suspensdo foi rotoevaporada e as particulas ressuspensas em etanol. Para
eliminagdo do excesso de PEG, as particulas foram lavadas 3 vezes em etanol e secas a

temperatura ambiente. A reagdo estd representada na figura 4.7.
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Figura 4.8- Etapas reacionais na ligacdo do PEG na superficie das particulas sil-AM

através da reacao com TDI.
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4.10. Medidas de Potencial Zeta

Para determinar o potencial Zeta médio das nanoparticulas foi usado um
equipamento Brookhaven ZetaPlus-Zeta Potential analyzer (Brookhaven Instruments Corp,
Hostville, NY) contendo um laser de 677nm. A determinacdo dos potenciais de vesiculas
de DOPC e DOPC:PG (1:1) foi realizada com aliquotas das mesmas suspensdes de
vesiculas preparadas para o recobrimento das particulas. As medidas de potencial foram
realizadas, adicionando-se 50 pL de suspensdes de vesiculas e 50 pL de suspensdes de
particulas (6mg/mL) em 2mL de agua bidestilada (MILI-Q) filtrada em membrana de
0,2pum.

4.11. Estudos de interacao entre nanoparticulas e membranas de
bicamadas hibridas
A adsor¢ao de nanoparticulas sil-AM nao recobertas e recobertas com lipidios e

PEG sobre membranas de bicamadas hibridas (MBH) foi investigada através da técnica de

Ressonancia Plasmoénica de Superficie com imagens (SPRi).

4.11.1Preparacao de MBH

Membranas de bicamadas hibridas (fig.4.9.) s3o membranas biomiméticas

compostas de uma monocamada de dodecanotiol e uma monocamada de fosfolipidios

(Suraniti et.al,2007).

Lipidios

MEBH

St te
AegsTavigelgelgy
SHageevesierenele

ouro

Figura 4.9- Representacdo da membrana de bicamada hibrida formada sobre a superficie
do ouro.
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Estas membranas foram preparadas sobre prismas de borosilicato com superficie de
ouro. Primeiramente, estes prismas permaneceram em repouso por 12horas em solucdo
etandlica de dodecanotiol (10mM) apos serem lavados com solucdo piranha (H,SO4:H,0z;
7:1; v:v). Para retirada do excesso de tiol, que ndo estava ligado no ouro, os prismas foram
lavados varias vezes com etanol e permaneceram em etanol por no minimo 12 horas.
Imediatamente antes dos experimentos, os prismas foram retirados do etanol, e a superficie
foi seca com argonio ou nitrogénio. As monocamadas de lipidios sobre a camada de tiol
foram construidas injetando-se ImL de suspensdo de vesiculas de DOPC:PG 4:1 ou
DOPC:PG 1:4 na concentragao (5Smg/mL) em tampao Tris-HCI (pH 7.4). A variacao de 3-

5% de reflectancia indica a forma¢ao da monocamada (Lingler S, et.al.1997).

4.11.2 Preparacao de vesiculas

As suspensdes de vesiculas foram preparadas da seguinte maneira: solugdes de
lipidios DOPC e PG nas propor¢des molares de 1:4 e 4:1 foram preparadas em cloroférmio
em um tubo de vidro. As solugdes foram secas sob fluxo de argonio, formando um filme
lipidico. Adicionou-se solugdo tampao Tris-HCI (10mM, pH=7.4), aquecida a 30°C e
submeteu-se a tratamento com ultrasom, obtendo-se uma suspensdo de vesiculas de

Smg/mL. A suspensao foi filtrada 6 vezes com filtro Milipore de 0,2pm.

4.11.3.Medidas de variacao de reflectancia por SPRi

Principios da técnica

A técnica de ressonancia de plasma de superficie (SPR; do inglés Surface Plasmon
Surface) ¢ baseada na ressonancia entre o campo elétrico de um feixe luminoso ¢ os
elétrons livres de uma superficie de metal (Frutos,1998).

O efeito de ressonadncia de plasma de superficie ¢ uma oscilagdo da densidade de
carga longitudinal, ao longo interface de dois meios de constantes dielétricas de sinais
opostos, onde um ¢ um dielétrico e outro um metal, o qual deve ter elétrons livres (plasma).

Para que o efeito ressonante ocorra, o plasma deve ser excitado, por exemplo, por

um feixe de luz polarizada. Quando a luz polarizada atravessa um meio Optico denso e
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alcanga a interface entre este meio ¢ o meio de densidade menor, ela é refletida de volta
para o meio mais denso. No entanto uma componente da radiagdo incidente penetra na

interface do meio menos denso até uma distancia de 1A (fig.4.10).

agua
kP
— & ouro
k,=ksin01 .
vidro

Figura 4.10- Esquema de excitagdo do plasma de superficie. Um feixe de luz polarizada
incide em um meio de maior densidade oOptica (vidro) e atinge a interface do meio de
densidade Optica menor (4gua/ouro). O feixe de luz ¢ refletido, mas uma componente se
acopla com os elétrons livres. Em um determinado angulo de incidéncia de luz o vetor de
onda da componente ¢ igual ao vetor de onda da oscilagcdo dos elétrons, ocorrendo o efeito
de ressonancia plasmonica.

Em um determinado angulo de incidéncia o vetor de onda da componente se iguala
ao vetor de onda da oscilagdo dos elétrons do plasma. Assim, parte da radiagdo acopla com
os elétrons livres oscilantes, fendmeno chamado de ressonancia de plasma de superficie. A
luz incidente perde entdo, energia para os elétrons e a intensidade da luz refletida ¢ menor.
Uma curva tipica de variagdo de luz refletida em fun¢do do angulo da luz incidente em
condicdo de ressonadncia (curva plasmonica) ¢ apresentada na figura 4.10 . O valor do
angulo de incidéncia da luz a partir do qual se observa o efeito ressonante depende do
indice Optico nas proximidades da camada do metal ¢, portanto, alterado pela adsorcao de
moléculas, polimeros e particulas sobre a superficie, fato que pode ser observado pelo
deslocamento da curva plasmonica (fig. 4.11) e variagdo no valor do angulo onde o efeito

ressonante ¢ maximo (minima refectancia). A diferenga entre o angulo de ressonancia
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maxima inicial (Opi) e o final (Opf), fornece uma indicagdo sobre a extensdo da adsor¢do

(fig4.11). Este ¢ o principio de um dos sistemas de SPR mais utilizados, o Biacore.

Int. luz refletida
ﬂ

Opi 0,f

Figura 4.11- Curvas de varia¢ao de intensidade de luz refletida em funcdo do angulo de
incidéncia da luz antes (i) e ap6s (f) a adsorcao de moléculas na superficie do metal. Opi e
Opf, representam os valores de angulo onde o efeito ressonante ¢ maximo nas duas
situagoes.

O sistema utilizado neste trabalho (Genoptics©, Orsay, Franca) ndo ¢ baseado na
determinagdo da variagdo do angulo Op e sim na variacdo de intensidade de luz refletida em
um determinado angulo, chamado de angulo de trabalho (0t; figura 4.12). Este angulo ¢
escolhido de forma que a variagdo do indice de refracdo causada pela adsor¢ao de espécies
sobre a superficie do ouro resulte na maior varia¢ao de reflectancia possivel. Neste angulo a
reflectividade ¢ uma fungdo praticamente linear do indice de refracdo nas proximidades da
superficie do ouro, e a sua variagdo permite acompanhar processos de adsorcao/desor¢ao
sobre a superficie. A técnica de SPRi consiste no acompanhamento simultineo da
superficie por variagdes de reflectancia e imagens geradas pela captagdo da luz refletida por

uma camera CCD acoplada ao sistema.
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Figura 4.12- Medidas da reflectividade em um angulo de trabalho fixado (0t). A variacao
de reflectividade (AR), causada pelo aumento ou diminui¢ao do indice de refracao, permite
avaliar os processos de adsor¢ao/desor¢ao na superficie do ouro.

Uma representagdo simplificada do sistema utilizado no trabalho encontra-se na
figura 4.13. Um prisma de borosilicato recoberto por uma superficie de ouro ¢ iluminado
por um feixe de laser de diodo de 660nm. Um espelho permite o controle do angulo de
incidéncia do feixe de laser (A). O campo elétrico deste feixe entra em ressonancia com os
elétrons livres na superficie do ouro. Obtém-se uma curva plasmonica (B). A variagdo de
reflectancia no angulo de trabalho ¢ determinada em funcdo do tempo, em diferentes

regides da superficie (C). Uma camara CCD permite a obten¢ao de imagens da superficie

(D).
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Refiactivity

Figura 4.13 — Representacao do sistema de SPRi.

Procedimento Experimental

Foram realizadas inje¢des consecutivas de suspensdes de nanoparticulas em tampao
Tris-HCI (0,5 mg/mL) sobre HBM. Antes do inicio de cada experimento foram escolhidas
10 regides da superficie a ser analisada. Para cada regido do prisma foi obtida uma curva de
variagdo de reflectdncia em funcdo do tempo (figd.14). O valor de variagdo de reflectancia
utilizado na andlise de dados, para cada particula, foi calculado como média e desvio

padrdo entre os valores obtidos em todas as regides selecionadas do prisma.
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Figura 4.14—Curvas de variacao de reflectancia para cada regido selecionada do prisma em
funcdo do tempo apos injecdo de particulas. Setas 1 e 2 indicam o tempo em que foram
realizada a 1° e a 2” inje¢do, respectivamente. Apos cada inje¢do, a superficie foi lavada
com tampdo. Para cada curva ¢ obtido um valor de varia¢do de reflectancia, exemplificado
pelas setas a e b. Os dados apresentados no trabalho correspondem a media ¢ o desvio
padrao destes valores.

4.12.Estudos de Viabilidade Celular

Células B16 foram cultivadas em meio RPMI1640 e plaqueadas na concentracdo de
10°células por pogo (ImL). Apods 12 horas, o sobrenadante foi retirado e as células foram
incubadas com particulas (0,5mg/mL) ou FS em solugdo em ImL de meio RPMI sem
indicador de pH. Para os experimentos de AM e nanoparticulas sil-AM as absorbancias
foram normalizadas em 665nm(Absggs- 5.10'2). No caso da Tionina, a incubacdo foi feita
com 10uM. Optou-se por nao normalizar as absorbancias diluindo-se a solugao de Tionina,
uma vez que, na concentragdo utilizada ja ndo foi possivel observar efeito toxico deste FS.
Assim, as absorbancias foram de 0,20 em 532nm e 0,45 em 590nm. Para as nanoparticulas
Cab-Tio as absorbancias foram de 0,02 em 532nm e de 0,07 em 590nm. As absorbancias
das suspensodes de nanoparticulas sil-Tio (Abss3;= 10'4, Abssgp = 0,01) ndo puderam ser

igualadas as absorbéncias das suspensdes de Cab-Tio porque a incubagdo das células com
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concentragdes maiores que 0,5mg/mL causariam morte celular por processos fisicos. Para
cada experimento foram incubados 3 pogos com cada tipo de particula ou FS. Apds 4 horas
de incubag¢do, o sobrenadante foi retirado e os pogos lavados com tampao fosfato (pH 7.4)
para retirada das particulas e FS que ndo penetraram nas células. Apds adicionar 1mL de
tampao fosfato os pogos foram irradiados com laser de 665, 532 ou 590nm por 3min
(potencia de 3mW, dose 0,3mJ.m?). O tampdo foi retirado e as células permaneceram em
ImL de meio RPMI com indicador de pH durante 24horas. Apds este periodo as células
foram soltas e a contagem de células vivas foi feita através da marcagdo com corante azul
de Tripan. Este corante penetra mais facilmente em células lesadas acarretando em intensa
coloragdo azul. Utilizando uma camara de Neubauer e microscopio Optico, foram contadas
como vivas todas as células que ndo apresentavam coloragdo azul. Em cada experimento,
foram feitos trés pocos controles onde as células ndo receberam nem droga nem luz e trés
pogos controles onde as células ndo receberam droga, mas foram irradiadas com laser de
665, 532 ou 590nm por 3min. A porcentagem de células vivas foi calculada considerando
as células vivas presentes nos pocos que nao receberam luz ou droga como 100% de
viabilidade.

Foram realizados 3 experimentos para cada particula e FS. Utilizando todos os
valores de % de células vivas para cada experimento realizado, foram calculados valores

médios e desvios padrdes apresentados no item 5.6.
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4.13. Microscopia de fluorescéncia confocal

4.13.1.Particulas com ruteniofenantrolina
As particulas com AM e Tionina em estudo neste projeto ndo possuem emissao

intensa o suficiente para serem vistas através da microscopia confocal. Sendo assim, para
investigar se estas particulas sdo capazes de penetrar nas células e qual a citolocalizacdo,
foram sintetizadas particulas semelhantes contendo o complexo cloreto de tris(1,10-
fenantrolina)ruténio(Il) ([Ru(phen);]Cl,), o qual apresenta forte fluorescéncia em 590nm.
Para isto utilizou-se o mesmo procedimento para sintese de particulas sil-AM e sil-Tio.
4,8mg de ruteniofenantrolina (Ru(phen)32+) foram adicionados a 120mL de etanol, 4,2mL
de TEOS e 6,0mL de amonia. Ap6s 24hs de agitagcdo a temperatura ambiente, a mistura foi
centrifugada (13000rpm, 20min) e as particulas lavadas com etanol (3X).

O recobrimento destas particulas com lipidios dioleilfosfatidilcolina (DOPC) e
fosfatidilglicerol (PG) (1:1) foi feito da mesma forma que o recobrimento de particulas sil-
AM (secdo 4.2), apenas substituindo particulas sil-AM por particulas com

ruteniofenantrolina.

4.13.2. Aquisi¢do de imagens
Para obtengdo de imagens de microscopia confocal células B16 (10° células/mL)

foram cultivadas sobre laminulas de vidro. Ap6s 18 horas as células foram incubadas com
particulas contendo [Ru(phen);]Cl, na concentracio de 0,5mg/mL durante 4horas. No
mesmo meio 1pL (10.10°mol.L™") de Mitotracker green (marcador de mitocondria) foi
incubado por 30min. As laminulas foram entdo lavadas com PBS gelado e colocadas sobre
uma lamina de vidro. As laminas foram analisadas no microscopio confocal (Zeiss, modelo
Confocor 2 LSM510) irradiando a amostra em 458 e detectando emissdo acima de 560nm,
para visualizacdo das particulas e excitando em 488 e detectando emissdao em 510-540nm
para visualizacdo do marcador. As imagens foram obtidas e tratadas através do programa

LSM image browser.
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5.Resultados e discussoes

5.1. Sintese de nanoparticulas

Visando possiveis aplicagdes em sistemas bioldgicos, dentre elas PDT, procurou-se
sintetizar nanoparticulas com tamanho propicio para acimulo seletivo no tecido tumoral,
que deve ser na faixa de 30-100nm (Fukumori & Ichikawa, 2005). Para isto, as proporgdes
de reagentes na sintese sol-gel de nanoparticulas com AM e Tionina incorporados foram
ajustadas e para a ligacdo de Tionina a superficie optou-se partir da nanoparticula Cab-O-
sil® de 20nm. O histograma na figura 5.1 mostra a distribui¢do de tamanho das particulas e
embora o ajuste para curva gaussiana nao tenha apresentado boa correlacdo em todos os
casos, foi possivel observar a existéncia de uma populacdo de particulas com tamanho
uniforme.

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas sintetizadas foram analisados por
microscopia eletronica de transmissdo. As imagens (fig.5.1) mostraram que as particulas
sdo esféricas com pequena polidispersidade (0.3). O didmetro calculado para as
nanoparticulas sil-AM foi de 60 + 13nm e para as nanoparticulas sil-Tio de 52+ 9nm. No
caso das particulas Cab-Tio a imagem mostra que estas nanoparticulas agregam, mas foi
possivel observar os contornos de particulas individuais, cujo didmetro calculado médio foi
de 34 + 7nm. Conforme o esperado, o método sol gel ndo sofreu interferéncia da mudanga
de FS e, portanto as nanoparticulas sil-AM e sil-Tio apresentaram tamanhos equivalentes.
A nanoparticula com Tionina ligada a superficie apresentou um tamanho menor, ja que
partimos da nanoparticula de 20nm de didmetro e a funcionalizagdo da superficie causou

apenas um pequeno aumento.
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Figura 5.1- Histogramas e imagens de TEM das particulas (A) Cab-Tio; (B) sil-Tio; (C)
sil-AM.
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A presenca de FS nas nanoparticulas de silica sol-gel foi comprovada pelos
espectros de absorcdo UV-vis e de fluorescéncia, nos quais foram observadas bandas
caracteristicas AM e Tionina. Estes espectros serdo discutidos detalhadamente na segdo 5.2.
Através da solubilizacdo destas nanoparticulas em solucdo altamente alcalina, foi possivel
quantificar os FS incorporados (vide item4.2). A solubilizacdo das nanoparticulas Cab-Tio
ndo permitiu a quantificacao de Tionina presente na partiucula, uma vez que, o FS liberado
correspondeu ao aduto Tionina-glutaraldeido cujo coeficiente de extingdo molar ¢
desconhecido. Determinaram-se valores de 0,05% de AM e 0,006% de Tionina em massa
para as nanoparticulas de sil-AM e sil-Tio, respectivamente. A maior incorpora¢ao do AM
pode ser conseqiiéncia de sua menor solubilidade em etanol, quando comparada a
solubilidade da Tionina, o que facilita sua incorporacdo nas nanoparticulas, a medida em
que elas se formam.

Tang et.al.(2005) apresentou a sintese de nanoparticulas sol-gel com AM utilizando
método Stober, e duas filtragdes sucessivas para obtencdo de particulas monodispersas,
entretanto, as nanoparticulas resultantes ainda apresentaram um tamanho maior que o
conhecido para actimulo seletivo em tumores (190nm). No trabalho de Roy et.al.,
nanoparticulas de silica de didmetro de 30nm contendo FS hidrofobico foram obtidas pela
hidrolise de dois silanos (trietoxi e aminopropil) em sistema micelar de AOT/I-
butanol/agua, seguida de didlise e filtragdo. O método sol-gel apresentado neste trabalho foi
eficiente na obtencdo de nanoparticulas com tamanho de 50-60nm com pequena
polidispersidade. Além de extremamente simples (ndo envolve mais que um passo
reacional, e emprega reagentes comercialmente disponiveis), ndo houve necessidade de
filtragdes sucessivas.

As particulas com Tionina ligada a superficie também apresentaram tamanho
propicio para aplicagdo terapéutica. A andlise dos passos reacionais desta sintese foi
realizada através de diversos métodos: espectroscopia UV-vis, fluorescéncia, andlise
elementar, espectroscopia de infravermelho, elipsometria e espectroscopia Raman.

Os espectros de UV-vis e fluorescéncia comprovaram a presenga de Tionina nas
particulas uma vez que foi possivel observar as bandas de absorc¢ao e de fluorescéncia deste

FS. Estes espectros serdo apresentados e discutidos em detalhes posteriormente (item 5.2).
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A técnica de andlise elementar foi utilizada para investigar cada passo reacional

empregado na funcionaliza¢dao da particula. Os valores de C/N/S (tabela 1) comprovam a

eficiéncia do método na imobilizacdo da Tionina. Conforme o esperado, apds a

incorporagao de APTS (sil-APTS; fig 4.2) had aumento na % tanto de C quanto de N ¢ a

razdo C/N ¢ de 3,27. A reacdo com glutaraldeido (sil-APTS-glut) eleva o numero de

moléculas de C na superficie da silica como pode ser visto pelo aumento da % de C e

diminui¢do da % de N. A ligacdo de moléculas de Tionina (Cab-Tio) deve aumentar o

numero de atomos de C e N, entretanto, a diminui¢do da % de C e N pode ser explicada

pelo alto peso molecular do S, também presente na molécula de Tionina. O aumento da %

de S comprova a ligagao da Tionina a particula de silica.

Tabela 1-Valores de % de C,N e S e razdo C/N para as nanoparticulas de silica

modificadas.

amostra %C %N C/N %S
Silica CabOsil 0,04 0,04 1 -
Sil-APTS 3,76 1,15 3,27 -
Sil-APTS-Glut 14,01 0,39 35,92 -
Cab-Tio 4,37 0,48 9,10 1,12

Os passos reacionais também foram acompanhados por espectroscopia de

infravermelho (fig.5.2). No entanto, esta técnica apenas permitiu a analise da ligacao do

APTS e do glutaraldeido. As bandas de absor¢ao dos grupos funcionais destes compostos e

da silica mascararam as bandas de absorc¢do caracteristicas da molécula de Tionina.
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A silica possui bandas de absor¢io intensas na regiio de 460-1100cm’
correspondentes aos modos vibracionais da ligacdo Si-O-Si e na regido de 3500-1635 cm™
correspondentes as moléculas de dgua de hidratacdo, j4 que esta silica ¢ um material
bastante higroscopico. Desta forma, algumas bandas caracteristicas das moléculas ligadas
nao puderam ser detectadas com boa resolucdo (fig.5.2A). Apods a reacdo com APTS
observou-se o aumento de intensidade nas bandas de 3500 e 1500cm™ o que pode ser
atribuido a vibragdes do grupo funcional NH, com bandas caracteristicas em 3300; 3200;
1560 e 1490 cm™. Estas duas Gltimas tornam-se mais nitidas através da ampliagio nos
espectros na regido de 1500cm™ (fig 5.2B), confirmando a ocorréncia deste primeiro passo
reacional. A presenca de APTS também foi comprovada e quantificada (10~ mols/g silica)
através da reacdo com aldeido salicilico e deteccdo do produto formado por espectroscopia
UV-vis (vide item4.3.1). A ligacdo do glutaraldeido pode ser comprovada pelo
deslocamento ¢ aumento de intensidade da banda na regido de 1600cm™ (fig.5.2C)
atribuido a formag¢ao de imina entre o grupo C=0 do glutaraldeido ¢ NH; da superficie da
particula. O aumento da intensidade na regido de 2500cm™ comprova a presenca de grupos
CH, (v = 2600 ¢ 2700cm™) da cadeia do glutaraldeido. A observac¢do da Tionina (fig.5.2D)
ligada foi dificultada pelo fato de suas bandas caracteristicas de 1600cm™ (C=N); 1240-
1060cm™ (C-C), 850cm™ (C-N) e 3000cm™ (aromaticos; NH,), coincidirem com as bandas
ja4 presentes nestas regides devido a presenca de grupo carbonilico de moléculas de
glutaraldeido que ndo reagiram com Tionina, grupos C-C da cadeia do APTS e do
glutaraldeido e grupos NH, de moléculas de APTS que ndo reagiram com glutaraldeido.
Além da presenga de grupos da silica, conforme ja mencionado anteriormente. Desta forma,
como a espectroscopia de IV ndo forneceu informacgdes sobre a estrutura da Tionina ligada,
a alternativa encontrada para esta andlise foi reproduzir as reagdes sobre a superficie do

silicio (vide item a seguir).
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Figura 5.2- Espectros de infravermelho das nanoparticulas Cab-O-Sil em pastilhas de KBr
apo6s cada etapa de reacdo: (A) antes e depois de APTS; (B) ampliacdo de A ressaltando as
bandas de 1560 ¢ 1490cm™; (C) antes e depois de Glutaraldeido; (D) antes e depois de
Tionina.
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5.1.1. Estudos sobre superficie do silicio

O estudo sobre a superficie plana permitiu o uso de diferentes técnicas de andlise
(elipsometria, AFM e espectroscopia Raman) que forneceram informagdes sobre a estrutura
da Tionina quando ligada a uma superficie (Miotto,R.et.al., 2006). O monitoramento dos
passos reacionais realizado por medidas elipsométricas (tabela 2) permitiu a determinagao
das espessuras das camadas formadas (fig. 5.3). Os valores de espessura obtidos apos a
reacdo com APTS sdo caracteristicos de formacdo de uma monocamada de APTS
assumindo conformacgao estendida perpendicular a superficie (Petri, D.F.S.,1999; Haller, 1.,
1978). A formacdo de outras monocamadas também foi constatada apds as reacdes com
glutaraldeido e Tionina. Os valores obtidos por elipsometria foram comparados com
valores teoricos calculados por simulagdes de densidade funcional. Os valores calculados
foram préximos aos valores obtidos por elipsometria (tabela 2). A concordancia entre os
valores de espessura determinados experimentalmente e os valores calculados por
simulagdo indica a formagdo de uma monocamada de Tionina bem organizada na superficie

do silicio.

Tabela 2. Valores médios de aumento de espessura apos cada etapa de reagdo obtidos
experimentalmente e calculados.

Superficie espessura média/nm
elipsometria calculado
Silicio 2,240,2 -
Silicio-APTS 2,2+0,3 24
Silicio-APTS-Glut 0,7 0,2 0,7
Silicio-APTS-Glut-tionina 1,0 £0,4 0,9
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Tionina I (1.0+0.4) nm
Glutaraldeido I (0.7+£0.2) nm
APTS I (22£0.3)nm
Si0, I (22£0.2) nm

/s /

Figura 5.3- Representacdo das monocamadas sobre a superficie do silicio e as respectivas
espessuras médias determinadas por elipsometria.

A idéia de formacdo de monocamada também foi sustentada pela imagem de
microscopia de forca atdmica do silicio funcionalizado com Tionina (fig. 5.4). Através
desta imagem observou-se uma superficie homogénea na escala nanométrica e
aproximadamente plana. A rugosidade calculada foi de 0,5nm, valor proximo aos valores
encontrados na literatura (Fujimoto, J. & Petri, D.F.S., 2001) para silicio puro e

monocamada de APTS (0,1 e 0,2nm respectivamente).
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Figura 5.4- Imagem de microscopia de for¢a atomica do silicio funcionalizado com
tionina.

Através da espectroscopia Raman foram determinadas as propriedades da Tionina
quando ligada a superficie do silicio. Foram obtidos espectros Raman da Tionina sélida e
em solucdo. Estes espectros foram comparados com espectros Raman do silicio ndo
funcionalizado e do silicio com superficie modificada com Tionina. A Tionina em po6
apresentou duas bandas vibracionais largas entre 1200 ¢ 1600cm™ e uma pequena banda na
regido de 670cm™ (fig.5.5). No espectro Raman do silicio funcionalizado, os picos
vibracionais da Tionina em 485 ¢ 806cm™ sdo mascarados pelos modos vibracionais do
silicio, como pode ser observado na figura 5.6 (inserto). Ampliando-se a escala na regido de
1200 a 1700cm™ foi possivel observar dois picos, um em 1380 e outro em 1431cm™. O pico
de 1431cm™ pode ser atribuido a0 DMSO, uma vez que este foi o solvente utilizado na
funcionalizagdo e algum trago pode ter permanecido na superficie. O pico em 1380cm™ é
atribuido a Tionina devido ao estiramento C=S do anel, indicando que a molécula de

Tionina esta intacta na superficie do silicio.
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Figura 5.6- Espectros Raman da superficie do silicio antes () e ap6s a modificagcdo com
Tionina (). Ampliacdo da escala na regido de 1200-1700cm™ do espectro raman de 300-

1800cm™’ (inserto).
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A combinagdo das técnicas espectroscopicas e de superficie para estudo de
superficie funcionalizada consiste num diferencial do presente trabalho, uma vez que a
literatura existente na area de modificacdo de particulas de silica com FS baseia-se em
espectroscopia Uv-Vis e ndo fornece informagdes sobre a estrutura das moléculas ligadas

(Wieder et.al 2006; Gu et.al. 2005).

5.2. Caracterizacao fotofisica

A caracterizagdo fotofisica das nanoparticulas foi feita através da obtencdo de
espectros de absor¢do UV-vis e emissdo de fluorescéncia de suspensdes de nanoparticulas.
Estes espectros foram comparados com espectros dos FS livres em 4gua e outros solventes.

AM em solugdo aquosa apresenta duas bandas de absor¢do caracteristicas, uma em
660nm atribuida a0 mondmero e outra em 580nm atribuida ao dimero (Junqueira
et.al.2002). Em baixas concentragdes AM encontra-se predominantemente na forma
monomérica conforme observado na figura 5.7. O espectro de absor¢ao das nanoparticulas
sil-AM suspensas em dgua apresentou uma banda intensa em 580nm demonstrando que ao

imobilizar AM na silica ocorreu grande formagao de agregados do FS (fig.5.7).
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Figura 5.7- Espectros normalizados de absor¢do de AM livre (---) e de nanoparticulas sil-

AM () em agua. Sil-AM (2,0mg/mL); AM (1uM).

As nanoparticulas sil-Tio apresentaram espectro de absor¢do UV-vis em agua com
banda maxima em regido coincidente com mondémero da Tionina, com maximo de absor¢ao
em 594nm (fig.5.8). Nao se observou a banda de absorcdo caracteristica de dimero de
Tionina (560nm), indicando que a incorporagdo deste FS em nanoparticulas de silica, na

concentragdo utilizada, ndo induz agregagao.
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Figura 5.8- Espectros de absor¢do de Tionina (---) e de nanoparticulas sil-Tio () em
agua. Sil-tio (5,0mg/mL); Tionina (2uM).

No espectro de absor¢do das nanoparticulas Cab-tio, foram observadas tanto a
banda atribuida ao mondmero quanto a banda atribuida ao dimero de Tionina (fig.5.9). A
banda de absor¢ao do mondmero foi deslocada para a regido do vermelho em comparacao
com espectro da Tionina livre. O maximo de absor¢do que, para mondmero de Tionina em
solugdo aquosa, ¢ localizado em 598nm encontra-se em 614nm no espectro das
nanoparticulas Cab-Tio. Tal deslocamento pode ser justificado pela ligagdo covalente da
Tionina a nanoparticula de silica através da reagdo com glutaraldeido, levando a
susbstituicdo de um hidrogénio da sua molécula por um grupo alquila no atomo de
nitrogénio ligado ao anel, o que diminui a diferenca de energia entre os orbitais HOMO e
LUMO. Note que o mesmo acontece quando comparamos AM e Tionina. AM, que possui
dois grupos dimetilamino em sua estrutura, apresenta maior Amax de absor¢cdo do que a

Tionina, a qual possui dois grupos amino.
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Figura 5.9- Espectros de absor¢dao de Tionina (---) e particulas Cab-Tio ( ) em agua.

Cab-Tio (1,5mg/mL); Tionina (2uM).

Para quantificar a presenca de agregados nas nanoparticulas e facilitar a comparagao
entre elas, calculou-se a razao entre a intensidade de absor¢ao maxima do dimero (D) e do
mondmero (M) do FS para cada uma das nanoparticulas, obtendo-se o pardmetro D/M
(tabela 3). Quanto maior essa razdo, maior ¢ a propor¢cdo de agregados do FS na
nanoparticula. Analisando-se os valores obtidos observou-se que as nanoparticulas sil-AM
apresentaram maior propor¢ao de dimeros de FS, tendo um valor de 1,6. Seguidas de Cab-
Tio (D/M= 0,76) e sil-Tio (D/M=0,0). A formagdo de dimeros pode ter sido favorecida pela
proximidade das moléculas de sensibilizadores quando estes estdo ligados nas
nanoparticulas. Quando a concentragdo de sensibilizador ligado ¢ menor, como no caso das
nanoparticulas sil-Tio, a banda correspondente ao dimero do sensibilizador ¢ nula e o valor
de D/M para esta nanoparticula é zero. Para as nanoparticulas Cab-tio a formacdo de
dimero pode ter sido favorecida pelo fato do FS estar ligado apenas na superficie enquanto
que nas nanoparticulas sil-Tio, a Tionina esta distribuida pelo interior e superficie da

nanoparticula.
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Tabela 3.Valores da razdo D/M para as particulas
Sil-AM Cab-Tio Sil-Tio
D/M 1,6 0,76 0,0

A inducdo da formagdo de agregados de AM pela interagdo com superficies ja havia
sido observada em micelas (Junqueira et.al.2002) e em mitocondrias (Gabrielli et.al.,2006).
Tang et.al.(2002) também mencionou a formacdo de dimero em nanoparticulas de silica
sol-gel, porém em menor extensdo do que a observada nas nanoparticulas sil-AM,
provavelmente por ter sintetizado nanoparticulas maiores desfavorecendo a proximidade de
moléculas. No entanto, a obtengdo de sistemas de nanoparticulas semelhantes entre si, mas
com diferentes graus de agregacdo de FS ainda n3o havia sido demonstrada. O fato das
nanoparticulas possuirem quantidades diferentes de agregados pode fazer com que elas
apresentem propriedades fotoquimicas bastante distintas umas das outras. Esta influéncia
do grau de agregacdo nas propriedades das nanoparticulas foi investigada e os resultados
estdo apresentados em se¢do posterior (item 5.4).

Para caracterizar as propriedades dos FS ligados nas nanoparticulas, foram
realizados estudos do efeito do solvente sobre os espectros de absorcdo UV-vis e de
fluorescéncia dos FS livres e das nanoparticulas em dgua, etanol, acetonitrila e acetona.

Nos espectros de absor¢do, observaram-se apenas pequenos deslocamentos nos
comprimentos de onda do méximo (Amax) de absor¢do tanto nos espectros de FS livres,
quanto nos espectros dos FS ligados nas nanoparticulas, conforme os solventes foram
variados (fig.5.10; 5.11). Este pequeno efeito do solvente sobre os espectros de absor¢ao, ja
havia sido observado para AM e Tionina livres (Parkanyi & Boniface, 1993). A
comparagdo direta dos valores de Amax de absorcao ¢ dificultada pelo fato de que dois
efeitos ocorrem com a variagdo do solvente: a alteragao da razdo dimero-mondmero € o
efeito solvatocromico. O efeito da alteragdao da razdo dimero-mondmero € evidente no caso
das nanoparticulas sil-AM e deve influenciar também os resultados no caso das
nanoparticulas Cab-Tio. Note na tabela 4 que para AM livre, ocorre aumetno no Amax com
o aumento da polaridade do solvente. Este efeito ¢ esperado para o caso de mondmero de

AM, devido a diminuicao da diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO da
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molécula. Como o momento dipolar do AM no estado excitado singlete ¢ maior que o
momento dipolar do AM no estado fundamental (Parkanyi & Boniface, 1993), solventes
polares sdo capazes de estabilizar com maior eficiéncia o estado excitado em relagdo ao
estado fundamental e a mudanca de um solvente apolar para solvente polar reduz a
diferenca de energia este estado e o fundamental, deslocando o Amax de absor¢ao para a
regido do vermelho. No entanto, para as nanoparticulas sil-AM, a variacao espectral ¢
oposta. Ocorre diminui¢do de Améax de absor¢do de 598nm em acetona para 590nm em
agua. Esta mudanga ¢ acompanhada da diminui¢do na razdo D/M como pode ser observado
na figura 5.10(A).

Nos espectros de emissdo de fluorescéncia, os deslocamentos foram mais
pronunciados do que nos espectros de absor¢ao do FS livres e ligados nas nanoparticulas.
Isto pode ser explicado pelo fato dos espectros de fluorescéncia ndo serem influenciados
pelos equilibrios dimero/mondémero, uma vez que os dimeros ndo sdo fluorescentes
(Junqueira et. al., 2002). Em ambos os casos, foram observados deslocamentos do Amax de
fluorescéncia (tabelas 4 e 5) da regido do vermelho para a regido do azul com o aumento da
polaridade e da capacidade de ligacdo de hidrogénio do solvente (fig.5.10; 5.12). Para AM
livre e sil-AM, podemos observar que em dgua o Amax determinado em 681nm para AM e

677nm para sil-AM foi deslocado em acetonitrila, para 672nm e 665nm, respectivamente.

Tabela 4. Valores de Aviax de emissdo de fluorescéncia e absor¢do para as nanoparticulas
sil-AM e AM em solugao

Solvente Sil-AM AM
AMax (nm) Amax (nm)
Emissao Abs Emissao Abs
Agua 677 590 681 664
Etanol 676 593 685 653
Acetonitrila 665 595 671 654

Acetona 665 598 672 656
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No caso da Tionina, o Amax que em agua foi determinado em 621nm foi deslocado
em acetona para 61 Inm. Deslocamentos similares foram observados para as nanoparticulas
sil-Tio e Cab-Tio. O Amax que em agua foi determinado em 614nm para sil-Tio e em

633nm para Cab-Tio, foi deslocado em acetona para 612nm para ambas as nanoparticulas.

Tabela 5. Valores de Ayax de emissdo de fluorescéncia e absor¢ao para as nanoparticulas e
Tionina em solugao.

Solvente Sil-Tio Cab-Tio Tionina
7\‘Max (l’ll’l’l) kMaX (1’11’1’1) 7\‘Max (l’ll’l’l)
Emissao Abs Emissaio Abs Emissdao Abs
Agua 614 592 633 617 621 599
Etanol 619 599 623 616 623 604
Acetonitrila 613 592 610 615 611 592
Acetona 612 600 612 615 611 599

Analisando os dados de variagdo espectrais em diferentes solventes, foi possivel
concluir que a imobilizagdo dos FS ndo alterou a solvatagdo de forma significativa em
comparagao com sua forma livre. O efeito solvatocromico em moléculas incorporadas em
particulas foi observado também por Descalzo et.al. no sistema composto por particulas de
silica mesoporosa com corante fenoxazinona ligado covalentemente. Os autores sugerem o
uso destas particulas como sensores para vapores organicos, demonstrando o deslocamento

do espectro de emissdo da sonda conforme a polaridade dos vapores ¢ alterada.
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Figura 5.10- Espectros de Absor¢ao (A) e Emissao de fluorescéncia (B) de AM (Al; Bl) e
nanoparticulas sil-AM (A2; B2) em diferentes solventes: Agua (_); Etanol ();
Acetonitrila () e Acetona (). Sil-AM (2,0mg/mL); AM (1uM).
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Figura 5.11- Espectros de Absorcdo de Tionina (Al), nanoparticulas sil-Tio (A2) e
nanoparticulas Cab-Tio (A3) em diferentes solventes: Agua (__); Etanol (_ ); Acetonitrila
() e Acetona (_ ). Cab-Tio (1,5mg/mL); Sil-Tio (5,0mg/mL); Tionina (2uM).
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Figura 5.12- Espectros de Emissao de fluorescéncia de Tionina (B1), nanoparticulas sil-
Tio (B2) e nanoparticulas Cab-Tio (B3) em diferentes solventes: Agua (_ ); Etanol (_ );
Acetonitrila () e Acetona (_).Cab-Tio (1,5mg/mL); Sil-Tio (5,0mg/mL); Tionina (2uM).
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5.3. Estabilidade dos FS imobilizados nas nanoparticulas

Para investigar a possibilidade de que a estrutura das nanoparticulas possa oferecer
protecao aos FS em relacdo a reducdo e supressao de estado excitado, compararam-se a
reducdo quimica, a supressdo de fluorescéncia e a desativacdao do estado triplete excitado

dos FS livres e ligados em nanoparticulas.

5.3.1. Reducdo por NADPH
O estudo sobre a protegdao contra redugao quimica ¢ de grande importancia para a

caracterizacdo destas nanoparticulas, pois a facil reducdo de AM em leuco AM pelas
coenzimas celulares (NADH e FADH;) ¢ um dos principais fatores que diminui a eficacia
da fotossensibilizagdo, uma vez que leuco AM ¢ incolor (fig.5.13). Vale ressaltar que a
forma Leuco e o radical semi-reduzido podem voltar a forma oxidada através de reacdes
com oxigénio (fig.5.13), consequentemente a redug@o dos FS pode ser observada apenas na

auséncia de oxigénio.

2e” 2H '+ 2¢”

+ . Leuco AM
2AM L » 2AM & » 2AM-H e
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Figura 5.13-Reacdes de formagdo das formas incolores de AM (radical semi-reduzido e
leuco -AM) e reagoes destas formas com oxigénio.

Adicionou-se NADPH em solugdes aquosas de AM (fig5.14A) e em suspensdes de
sil-AM (fig5.14B). Na auséncia de oxigénio, a solu¢do com AM livre sofre reducao de
90%, efeito ndo observado quando este FS est4 incorporado na silica (fig5.14A). Conforme

pode ser visto na figura fig5.14B, ndo ha alteracdo na intensidade de absor¢do das
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nanoparticulas sil-AM apos a adicdo de NADPH na auséncia ou presenca de oxigénio. O
mesmo resultado foi observado para suspensdes de nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio.
Enquanto a solucdo de Tionina livre apresentou reducdo de 95% apos a adigado de NADPH,
para as nanoparticulas nenhuma alteracdo foi observada (fig.5.15). Este experimento
demonstra que o acesso de moléculas como NADPH ¢ dificultado pela imobiliza¢ao dos FS

nas particulas de silica, evitando-se assim a reducao dos mesmos.

0.2 7
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0.171
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Figura 5.14 — Espectros de absor¢cdo de AM (A) e sil-AM (B) apds adicao de NADPH
(ImM) em pH=7,2, na presenca () e auséncia de O, (_ ). Sil-AM (7,0mg/mL);
AM@GBuM).
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Figura 5.15- %Absorcao dos FS em soluciao e em nanoparticulas na presenga de NADPH
antes (cinza) e depois de retirar O, (hachurado) Sil-AM (7,0mg/mL); AM(3uM);Cab-Tio
(1,5mg/mL); Sil-Tio (5,0mg/mL); Tionina (2uM). pH= 7,2.

5.3.2.Supressiao por ions brometo

Além de proteger o FS no estado fundamental contra reducdo quimica, ¢ importante
que o estado excitado singlete também esteja protegido contra supressores para que nao
sofra desativacdo antes de passar para o estado triplete, responsavel pela formacido de
oxigenio singlete. A prote¢do dos FS contra supressores foi investigada através da obtengdo
de espectros de emissdo de fluorescéncia de solugdes de AM, Tionina e de suspensoes de
nanoparticulas de sil-AM, sil-tio e Cab-tio em concentragdes crescentes de brometo de
sodio.

Foi observado que na faixa de 0 a 5 M de brometo de sddio, os FS sdo suprimidos,
tanto na forma livre em solu¢do, quanto na forma imobilizada nas nanoparticulas de silica.
Conforme pdde ser observado através das curvas de Stern-Volmer, que relacionam o
decaimento na intensidade de emissdo de fluorescéncia e concentragdo de supressor (item
4.8) (fig 5.16), para uma mesma faixa de concentracdo de brometo, a supressdo das

nanoparticulas é menos intensa que a supressao dos FS livres. Os valores de constantes de
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supressao obtidos sdo mostrados na tabela 6. Para Tionina em solugdo, a constante de
supressio, Ks,, obtida foi igual a 1,7mM™"; um valor quase 6 vezes maior que o encontrado
para as nanoparticulas Cab-tio (Kq, = 3,2.10"mM™) e 300 vezes maior que o valor obtido
para as nanoparticulas sil-tio (Kg, = 6,4.10'2). No caso do AM, o valor de Ky, encontrado,
0,8mM™, foi 22 vezes maior que o valor encontrado para as nanoparticulas sil-AM (K, =
3,2.10”mM™). Como todas as particulas foram capazes de diminuir a supressdo causada
pelos ions brometo, podemos concluir que estas protegem os FS no estado excitado singlete
de interferéncias externas. Note que as nanoparticulas sil-tio e sil-AM foram mais eficientes
em evitar a supressdo por brometo em relagdo as particulas Cab-tio. Este resultado ja era
esperado, uma vez que nas particulas Cab-tio as moléculas de Tionina encontram-se ligadas
a superficie das nanoparticulas de silica, estando assim mais suscetiveis a efeitos causados

por componentes do meio.

Tabela 6- Valores de constantes de Stern-Volmer para AM, Tionina e particulas.

AM sil-AM Cab-Tio Tionina sil-Tio

K,/mM™ 0,8 3,2.107 3,2.107 1,7 6,4.107
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Figura 5.16- Curvas de Stern-Volmer e ajustes lineares para AM e Tio em solucdo e nas
particulas.

5.3.3. Supressao por Ascorbato

A ligacdo dos FS nas nanoparticulas pode também garantir a geracdo de oxigénio
singlete, evitando que o estado excitado triplete dos FS sofra outros processos de
desativacdo. Sabendo-se que o ion ascorbato reage com estado triplete de AM, impedindo
que este gere 'O, (Harmatz et.al.,1983), foi investigado se esta supressdo pode ser evitada
quando AM encontra-se incorporado nas particulas sil-AM. Este estudo foi realizado
através do acompanhamento da geracdo de 'O, por AM livre e sil-AM, em DO, na
auséneia e na presenca de ascorbato de sodio. O 'O, foi detectado pela obtengdo de
transientes de emissio em 1270nm (méaximo de emissio do 'O,) apods excitacio dos
sistemas (vide item 5.4). Para a solug¢do de AM, observou-se reducdo de 99% na
intensidade de emissdo em 1270nm apds a adicdo de ascorbato, demonstrando que a
geragio de 'O, por AM foi suprimida. Para sil-AM, nio foi observada nenhuma alteragéo
na intensidade de emissdo em 1270nm apds a fotoexcitagdo das particulas na presenga de
ascorbato(fig.5.17), indicando que a incorporacdo do FS na particula de silica proporciona

protecao do seu estado triplete frente ao ion ascorbato.
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E importante notar que o tempo de vida do 'O, ndo foi alterado, indicando que na
concentracdo de ascorbato utilizada (200uM) nao ocorreu nenhum efeito de supressao
direta de 'O, por ascorbato e, portanto o efeito observado para o AM livre inclui apenas a

supressao do triplete de AM.
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Figura 5.17- Porcentagem de emissdo de 102 gerado por AM (10uM) e nanoparticulas sil-
AM (4,0mg/mL) na auséncia (cinza) e na presenca de 200uM de ascorbato (hachurado) em
D,0.

A literatura ndo apresenta estudos semelhantes sobre a estabilidade de FS
imobilizados em particulas. Em estudos de supressdo de fluorescéncia, trabalhos de San
Roman et.al. investigam a supressao do FS ligado pela propria matriz da particula. No
desenvolvimento de nanosensores para oxigénio, MacCraith et.al.(1995) e Xu et.al.(2001),
estudaram a supressdo de fluorescéncia do composto Ru(Il)tris(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina) incorporado em particulas de silica sol gel causada por oxigénio. Os estudos
sobre supressdo por ions brometo sdo principalmente empregados para investigar a

exposicao de residuos de triptofanos em proteinas.
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5.4. Caracterizacdo Fotoquimica

A caracterizagdo fotoquimica das nanoparticulas foi realizada pela obtencdo de
espectros de emissdo no infra-vermelho préoximo apos irradiagdo em 532nm das suspensdes
de nanoparticulas em acetonitrila. Estes espectros com A maximo em 1270nm (fig.5.18),

g 1 ~ - .
caracteristico de 'O,, confirmaram a geracdo desta espécie pelas particulas.
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Figura 5.18. Espectro de emissdo de 102 gerado por nanoparticulas sil-AM (3,5mg/mL)
em acetonitrila. Aexc= 532nm; 10mJ/pulso; 10Hz.

Além do FS ligado a nanoparticula ser capaz de gerar 'O,, é muito importante que
esta espécie seja entregue ao meio. Para investigar esta possibilidade, comparou-se o efeito
do solvente sobre o tempo de vida do 'O, gerado pelas nanoparticulas com o efeito sobre o
tempo de vida do 'O, gerado por FS livres (tabela 7). Os valores de tempo de vida do 'O,
gerado pelas particulas sdo proximos aos valores de tempo vida do 'O, gerado pelos FS em
solucdo (tabela7), os quais correspondem aos tempos de vida caracteristicos do 'O, nestes

solventes (Wilkinson; 1995). Estes resultados mostram que o oxigénio molecular pode se
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difundir pelo solvente internalizado na nanoparticula e atingir o FS excitado, o que leva a

geracio de '0,, que, por sua vez, também pode se difundir pela solucio.

Tabela 7.Valores de tempo de vida de 'O, em diferentes solventes.

Solvente Sil-Tio Cab-Tio Sil-AM 102 em solucio
t/ ps t/ us t/ ps t/ ps
Etanol 19 13 12 14
Acetona 48 48 46 51
Acetonitrila 73 63 57 65
Agua 3 3 6 5

Em complementacdo ao experimento anterior, realizou-se a fotoexcitacdo das
nanoparticulas na presenc¢a da sonda 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), para confirmar que
0 '0, gerado pelas particulas é capaz de atingir o meio externo & particula. Sabe-se que a
reagdo entre DPBF ¢ 'O, envolve a formacio de um endoperdxido e a perda de absorbancia
da sonda na regido de 410nm (fig.5.19). O acompanhamento da intensidade de absor¢ao da
sonda DBPF apos a fotoexcitagdo das particulas mostrou perda da intensidade de absor¢ao
em 410nm com o aumento do tempo de irradiagcdo das suspensdes. Este resultado confirma
o fato de que o 'O, gerado pelos FS imobilizados nas particulas ¢ capaz de se difundir ao

meio externo e reagir com moléculas que nele se encontram.

(

Figura 5.19- Reacao do DPBF com oxigénio singlete e formag¢ao do endoperoxido.
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O uso de sondas que sofrem reagdo com 102, bem como a determinac¢ao do tempo de
vida de 'O, gerado por FS imobilizados em nanoparticulas como ferramentas para avaliar a
entrega de 'O, ao meio ja foi apresentado em outros trabalhos e resultados semelhantes
foram obtidos (Tada et.al, 2007; Ohulchanskyy et.al. 2007). Em Tada et.al. (2007), foi
determinado que AM incorporado em camada de silica sol gel recobrindo nanoparticulas
magnéticas gera 'O, com tempo de vida proximo ao tempo de vida do 'O, gerado por AM
livre em solugdo. A perda de absor¢do da sonda DPBF também foi constatada apos a
fotoexcitagdo das nanoparticulas magnéticas em acetonitrila. Utilizando outra sonda, o
acido antraceno 9,10-dipropidénico, Ohulchanskyy et.al.(2007) também provou que 'O,
gerado por FS ligado a nanoparticulas de silica € capaz de se difundir para a solucao.

Ap0s a constatacdo de que os FS imobilizados nas particulas mantém a capacidade
de gerar 'O,, determinou-se qual a eficiéncia desta geragdo e sua relagdo com o grau de
agregacao do FS na particula. Vale lembrar que um dos objetivos centrais do projeto foi a
construgdo de sistemas, em que a geragdo de 'O, pudesse ser modulada pela propor¢io de
agregados.

As eficiéncias de geragio de 'O, das nanoparticulas quando irradiadas foram
determinadas através de dois métodos diferentes, um método indireto, baseado na reagao
entre 'O; e a sonda DPBF, e outro direto, baseado na obtengao de transientes de emissdo de
luz em 1270nm. Como padrdes nesta determinagdo empregaram-se AM e Tionina livres,
cujos rendimentos quanticos de geragio de 'O, sdo conhecidos: 0.50 e 0.59 respectivamente
(vide item 4.7).

No método indireto, a irradiacao de suspensao das nanoparticulas e de solu¢des dos
FS em acetonitrila na presenca de DBPF levou a diminui¢do da intensidade de absor¢ao em
410nm, como exemplificado na figura 5.20A para AM livre. Em todos os casos, a
intensidade de absorcdo dos FS permaneceu constante, indicando que nenhuma reacio
direta entre FS ¢ a sonda ocorreu. E importante ressaltar que a irradiagio da solugdo de
DBPF na auséncia de particulas e de sensibilizadores livres nao resultou em nenhuma
mudanga em seu espectro de absor¢do. A diminui¢do da intensidade de absor¢do em funcao
do tempo de irradiagdo da particula e do FS livre pdde ser ajustada para decaimento de
primeira ordem em todos os casos, como, por exemplo, o decaimento para AM em

acetonitrila (fig.5.20B). Utilizando os valores de tempo de decaimento (t) resultantes,
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calcularam-se os valores de eficiéncia de geragdo de oxigénio singlete (S indireto) para as
nanoparticulas (vide item 4.7). Estes valores estdo apresentados na tabela 8. As
nanoparticulas sil-AM e Cab-Tio apresentaram valores de eficiéncia menores que os
respectivos FS livres. Para particulas sil-AM, a reducdo foi de 10 vezes e, para particulas
Cab-Tio, de 7 vezes. As particulas sil-Tio apresentaram valor de eficiéncia 1,5 vezes maior
que a Tionina livre.

A redugdo da eficiéncia de geragao de pelo FS, quando este se encontra imobilizado
em particula, j& havia sido determinada para particulas semelhantes, como, por exemplo,
para nanoparticulas magnética recobertas com silica e AM, as quais apresentaram eficiéncia
de geracio de 'O, 16 vezes menor que AM em solugio (Tada, D. et.al.2007). Utilizando
outra sonda, Tang et.al. calculou a eficiéncia das nanoparticulas sol-gel com AM em gerar
'0, como sendo 7 vezes menor do que AM em solu¢io. Esta redugio pode ser
conseqliéncia de efeitos como espalhamento de luz pelas particulas, desativacio local do
'0, pela matriz da nanoparticiula e agregacio do FS incorporado. O aumento de eficiéncia
de geracdo de 'O, em relagio ao FS livre foi reportado por Wieder et.al. (2006) para
particulas de ouro ligadas a ftalocianina. O autor justifica este aumento pela associagdo de
brometo de tetraoctilamonia a particula, o qual aumentou a transferéncia de energia do
triplete para o O,. No caso das particulas sil-Tio, a baixa agregacdo do FS pode ter

contribuido para o aumento da eficiéncia de geragao de 102_
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Figura 5.20 — (A) Espectros de absor¢cao de AM (4uM) na presenca de DPBF (8mM) apds
diferentes tempos de irradiagdo com laser de 532 nm laser. (B) Curva de decaimento de
absor¢cdo em 410nm de DPBF como fun¢do do tempo de irradiagcdo da solugdo de AM em
acetonitrila.

No método direto, as eficiéncias de geragio de 'O, das nanoparticulas foram
calculadas através da comparacdo da intensidade de emissdo em 1270nm apds a
fotoexcitagdo dos FS livres e apos a fotoexcitagdo das suspensdes de nanoparticulas.
Transientes de emissdo em 1270nm gerados pela fotoexcitacio das nanoparticulas
apresentaram intensidade mais baixa em relagdo aos transientes gerados pelos respectivos
FS livres em solucdo. Seguindo os céalculos descritos na se¢ao 4.7, foram determinados os
valores de eficiéncia de gera¢io de 'O, para cada particula (Sdireto, tabela 8). Obtiveram-
se valores de eficiéncia de geragdo de 'O, duas vezes menores que os valores obtidos pelo
método indireto para todas as particulas. Vale ressaltar que estas medidas geram valores
aproximados, uma vez que os efeitos de espalhamento de luz ndo foram considerados
quantitativamente.

E interessante notar que a relagdo entre as eficiéncias das nanoparticulas ¢é
equivalente nos dois métodos. Esta concordancia pode ser avaliada através do pardmetro
S/Sy (tabela 8) Este parametro foi calculado dividindo-se os valores de eficiéncia de cada

nanoparticula (S) pelo maior valor entre eles (Sg), o qual correspondeu ao valor da
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eficiéncia das nanoparticulas sil-Tio. Deste modo, para ambos os métodos, os valores de
S/Sy foi igual a 1 para naoparticulas sil-Tio, e valores 10 e 20 vezes menores foram obtidos
para nanoparticulas Cab-Tio e sil-AM, respectivamente.

Para investigar se as diferencas de eficiéncia de geragio de 'O, estavam
relacionadas as diferencgas nos graus de agregacao do FS para cada particula, foi feita uma
comparagao entre os valores de S/Sy e os valores de D/M (descritos em 5.1). Observou-se
que quanto maior a razio D/M, menor a eficiéncia de geragio de 'O, Para as
nanoparticulas de sil-AM, que apresentaram maior valor de D/M, 1,6, a eficiéncia de
geragio de 'O, foi 20 vezes menor que a eficiéncia das particulas sil-Tio, cujo valor de
D/M é zero. O fato da agregacdo de FS levar a4 diminui¢io de geragio de 'O, é
conseqiiéncia da desativagdo do estado excitado de agregados por outro mecanismo que nao
a transferéncia de energia para o oxigénio molecular. Para dimero de AM o mecanismo
proposto em Junqueira et.al.(2002) envolve a transferéncia de elétrons de uma molécula de
AM para a outra, formando radicais de AM semi-oxidado e semi-reduzido. O radical semi-
reduzido pode doar um elétron ao oxigénio formando superdxido, voltando ao estado

singlete fundamental.

Tabela 8. Valores e desvios padrdes de rendimento quantico de geragio de 'O, das particulas.

Particula D/M Sdireto S/Sedireto S indireto  S/Sgindireto
Sil-AM 1,6 0,017+ 0,007 0,04 0,04 0,05
Cab-Tio 0,76 0,05 £ 0,01 0,13 0,08 0,1
Sil-Tio 0,0 0,4+0,1 1 0,8 1

O decréscimo na geracdo de 'O, pela agregacio de FS ja foi constatado para outros
FS em solugdo (Zenkevich E. et.al 2002; Kim S. et.al. 2007; Junqueira et.al. 2002). Em
nanoparticulas a relacdo entre a agregacao de FS e a redugdo na eficiéncia de geracdo de
'0, j4 havia sido mencionada no trabalho de Tang et.al., porém ndo havia na literatura um
estudo comparando a geracdo de 'O, por nanoparticulas com FS incorporados com
diferentes graus de agregacao.

A correlagdo entre eficiéncia de geragdo de '0, e razdo D/M do sensibilizador na

nanoparticula mostra que a sintese de nanoparticulas funcionalizadas com sensibilizadores
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em grau conhecido de agregagdo no estado fundamental levou a obtencdo de sistemas com
capacidade controlada e conhecida de geracdo de 'O,. Vale ressaltar que esta capacidade
sofre pouca influéncia do meio, como demonstrado nos item 5.3, diminuindo a
possibilidade de mudanca de mecanismo de desativacdo do FS conforme o ambiente ao

redor da particula ¢ variado.

5.5. Recobrimento e Interacio de particulas com MBHs

5.5.1. Recobrimento de particulas sil-AM

A modificagdo da superficie de nanoparticulas tem sido uma estratégia para
contornar mecanismos celulares e nao celulares de resisténcia, bem como, de aumentar o
tempo de circulagdo destas nanoparticulas em sistemas biologicos. Considerando o possivel
uso das nanoparticulas sintetizadas neste projeto em PDT, foram empregados diferentes
recobrimentos para a modificagdo da superficie destas nanoparticulas. O efeito dos
recobrimentos sobre as propriedades das particulas, como a interacdo destas com
membranas biomiméticas, atividade fototoxica in vitro e incorporagdo em células B16 foi
investigado.

Os trés recobrimentos empregados foram: lipidios neutros (DOPC); lipidios neutros
(DOPC) e negativos (PG) na propor¢do 1:1 e polimero polietilenoglicol (PEG). O
recobrimento com lipidios foi avaliado através de quantificagdo de fosfato ligado a
nanoparticula (item4.9.1). O recobrimento com PEG foi acompanhado através de espectros
de infravermelho.

A adsorcdo média de lipidios nas nanoparticulas foi de 52% para vesiculas de
DOPC e de 70% para vesiculas de DOPC:PG (1:1). Assim, apesar da carga negativa, as
vesiculas mistas de DOPC:PG puderam se adsorver melhor na superficie da nanoparticula
sil-AM do que as vesiculas neutras. Provavelmente, a adsor¢ao de DOPC:PG ¢ favorecida
por dois fatores, a adsor¢ao da fragdo de lipidos neutros por interacdes de van der Waals e a
atracdo eletrostatica entre a fragdo de lipidios negativos e AM imobilizado na nanoparticula
carregado positivamente.

Espectros de 1V antes e apos o recobrimento com PEG confirmam a ligacao deste

polimero a particula através do tolueno diisocianato (TDI; item4.9.2) (fig 5.21). Apesar da
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silica j4 possuir uma banda de absorgdo larga nas regides de 3000cm™ e 1000-2000cm™
dificultando a detec¢do de bandas caracteristicas do TDI, foi possivel observar pequenas
bandas na regido de 1300-1600cm™, devido & presenga dos grupos aromaticos e
uretanoamida (1341, 1460,1508 e 1633cm™). Além disso, foi possivel observar o
aparecimento de banda em 2898cm™ a qual pode ser atribuida aos grupos CH, do PEG,

confirmando a presenga deste polimero na particula.
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Figura 5.21. Espectros de IV das nanoparticulas sil-AM sem recobrimento () € com
recobrimento de PEG (_ ) em pastilhas de KBr.

Para estudar como os recobrimentos modificaram as caracteristicas superficiais das
nanoparticulas, foram realizadas medidas do potencial Zeta das vesiculas de DOPC e
DOPC:PG, da silica sem FS e das nanoparticulas sil-AM antes e apds os recobrimentos
(tabela 9; fig 5.22). Apesar de o DOPC ser formalmente neutro, as vesiculas formadas por
este lipidio possuem potencial positivo (16mV), devido a adsor¢do preferencial de cations
nos fosfatos do lipidio, localizados numa regido de baixa polaridade na interface da
vesicula (Baptista & Politi; 1991). As nanoparticulas com AM incorporado apresentaram
carga menos negativa (-29mV), aquela observada para silica sem FS (-53 mV), resultado ja
esperado, uma vez que o AM ¢ carregado positivamente. Este valor ndo sofre variagdao
significativa apds o recobrimento da superficie com PEG (sil-AMPeg), ja que PEG ¢ um

polimero neutro. Particulas sil-AM recobertas com lipidio DOPC (sil-AMPC)
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apresentaram potencial mais negativo (-40mV), quando comparadas com as mesmas
particulas ndo recobertas e potencial menos negativo quando comparadas com particulas de
silica sem FS. Este resultado pode ser explicado pela provéavel formacdo de pares i6nicos
do fosfato do lipidio com moléculas de AM que se encontra na superficie, causando uma
neutralizagdo das cargas (Junqueira et.al., 2002). O aumento da carga negativa foi ainda
mais pronunciado para nanoparticulas recobertas com DOPC:PG/1:1 (sil-AMPCPG) (-
65mV), pela contribui¢do da carga negativa do lipidio PG.

DOPC

20+

DOPCPG
Silica
Sil-AM
silAM-PC
silAM-PCPG
silAMPeg

Potencial Zeta

-80

Figura 5.22- Valores de potencial zeta para vesiculas e nanoparticulas em agua.



78

Tabela 9. Valores de potencial Zeta para vesiculas e particulas recobertas.

Particula/Vesicula | DOPC DOPC:PG Silica SilAM SilAM- SilAM- SilAM-
1:1 PC PCPG Peg

Potencial 161 3744 -53,1+0,8 -29.£6 -40+2 -65+1 -37+7
Zeta(mV)

Nao ha estudos na literatura de determinagao de potencial Zeta de particulas com FS
recobertas com lipidios. Moura et. al mostrou que nanoparticulas de silica apresentam
potencial menos negativo que nanoparticulas de silica recobertas com DOPC, em
concordancia com os resultados apresentados aqui.

A carga superficial pode interferir na atragdo e na afinidade das nanoparticulas por
superficies carregadas, como por exemplo, nas superficies de membranas celulares. O
efeito destes recobrimentos na interacdo destas particulas com superficies de diferentes

cargas que mimetizam membranas celulares foi estudado por SPRi.

5.5.2.Estudos de interacdes por SPRi

Particulas de sil-AM recobertas e sem recobrimento foram injetadas sobre
membranas de bicamadas hibridas (MBH) de carga neutra (DOPC:PG 4:1) e de carga
negativa (DOPC:PG; 1:4). A determinacdo da variacdo de reflectancia (vide item 4.11.3)
causada pela adsor¢ao das nanoparticulas sobre as superficies fornece informagdes sobre a
afinidade destas nanoparticulas pelas MBH. Quanto maior a variagao de reflectancia, maior
a adsorc¢ao das nanoparticulas sobre a superficie e, portanto, maior sua afinidade pela MBH
em estudo.

Apo6s duas inje¢des consecutivas de nanoparticulas sobre MBH de DOPC:PG 4:1
obtiveram-se valores médios de variacdo de reflectancia de 1,3; 1,7 e 1,9, para
nanoparticulas recobertas com DOPC, DOPC:PG (1:1), PEG, respectivamente, ¢ de 12,7,
para nanoparticulas sil-AM sem recobrimento. Nos estudos com MBH de DOPC:PG 1:4

obtiveram-se os seguintes valores apos duas injecdes consecutivas de nanoparticulas: 1,7;
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0,9; 0,06 ¢ 4,9 para particulas recobertas com DOPC, DOPC:PG (1:1), PEG e sem
recobrimento, respectivamente.

Tanto para MBH de DOPC:PG 4:1, como para MBH de DOPC:PG 1:4,
nanoparticulas ndo recobertas apresentaram maior adsor¢do do que as particulas recobertas
(fig 5.23). Por exemplo, os valores de variagdo de reflectancia causadas pela adsor¢do das
nanoparticulas sem recobrimento sobre MBH de DOPC:PG 4:1 foram cerca de 10 vezes
maiores que aqueles detectados pela adsor¢do de nanoparticulas recobertas. As 3
nanoparticulas recobertas apresentaram adsor¢do semelhantes sobre MBH de DOPC:PG
4:1. Entretanto, sobre MBH de DOPC:PG 1:4 houve variagcdo mensuravel, comparando-se
nanoparticulas com diferentes recobrimentos. A adsor¢ao das nanoparticulas variou na
seguinte ordem decrescente: sil-AMPC > sil-AMPCPG > sil-AMPeg, conforme pode ser
observado na figura 5.22 (barras hachuradas). Provavelmente, ha uma repulsdo entre os
grupos fosfatos das nanoparticulas sil-AMPCPG e os grupos fosfatos da membrana. No
caso das nanoparticulas sil-AMPeg, a menor interagdo com a superfiicie carregada pode ser
explicada pela maior contribuicao das for¢cas de hidratagdo devido a alta hidratagao das
cadeias de polietilenoglicol. Para uma mesma nanoparticula, a magnitude da diferenca de
variagdo de reflectancia causada pela sua adsor¢do sobre as duas MBHs, fornece uma
indicagdo da sua especificidade de adsorcdo. Nanoparticulas recobertas com PEG
apresentaram maior especificidade de adsorcdo: 93% maior sobre MBH de DOPC:PG 4:1
do que sobre MBH de DOPC:PG 1:4. (fig.5.23). A adsor¢do de nanoparticulas ndo
recobertas sobre as MBHs com maior propor¢ao de lipidio neutro (DOPC:PG 4:1) foi 60%
maior que a adsor¢do sobre membrana de DOPC:PG 1:4. Uma adsor¢ao 53% maior sobre
DOPC:PG 1:4 em relagdo a adsorcdo sobre DOPC:PG 4:1 foi observada para
nanoparticulas recobertas com DOPC:PG (1:1). As nanoparticulas sil-AMPC foram as que
apresentaram menor especificidade de adsorcdo: apenas 22% maior sobre MBH de
DOPC:PG 1:4.

As variagdes de especificidade podem ser explicadas parcialmente pelas cargas
superficiais das nanoparticulas. As nanoparticulas sil-AMPCPG com potencial Zeta mais
negativo mostraram menor adsor¢do sobre MBH de DOPC:PG 1:4 em relagdo a adsorcao
sobre DOPC:PG 4:1, mas apresentaram menor especificidade quando comparadas as

nanoparticulas sil-AMPeg e sil-AM. Nestas duas ultimas, além dos efeitos de carga



80

superficial, ocorre também maior contribuicdo dos efeitos de forgas de hidratagdo, uma vez
que, estas nanoparticulas sao mais hidratadas do que as nanoparticulas recobertas com

lipidios.
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Figura 5.23- Valores da variacdo de reflectividade apos duas inje¢cdes de nanoparticulas
sobre membranas de DOPC:PG 4:1 (cinza) e DOPC:PG 1:4 (hachurado).

O grande valor de variac¢ao de reflectancia apresentado pelas nanoparticulas sil-AM
pode ser conseqiiéncia nao sé da interagdo nanoparticula-MBH, mas também da interacao
nanoparticula-nanoparticula, levando a agregacdo destas sobre a membrana lipidica. Sendo
assim, para melhor comparar o comportamento das particulas, foi calculada também a
velocidade média de adsor¢do nos primeiros 4 minutos apos a injecdo, quando a agregacao
de nanoparticulas ¢ minima (fig.5.24 inserto). A velocidade média de adsorcao ¢ calculada
como valor médio de variagdo de reflectancia/min. Os valores médios de velocidade de
adsor¢do sobre MBH de DOPC:PG 4:1 foram calculados como: 0,08; 0,30; 0,15 e 1,3 para
particulas recobertas com DOPC, DOPC:PG (1:1), PEG e sem recobrimento,
respectivamente. Em estudos sobre MBH de DOPC:PG 1:4, os valores obtidos foram de
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0,1; 0,24; 0,05 e 0,32 para particulas recobertas com DOPC, DOPC:PG (1:1), PEG e sem
recobrimento, respectivamente.

Comparando-se os valores de velocidade média de adsor¢do calculados (fig.5.24),
foi possivel observar a maior velocidade de adsor¢do das nanoparticulas sil-AM nao
recobertas sobre MBH de DOPC:PG 4:1 e DOPC:PG 1:4, comprovando que o alto valor de
variacdo de reflectancia observado apds duas injecdes € resultado da maior afinidade das
nanoparticulas sil-AM por esta MBH, sendo, portanto, minima a contribui¢do da agregacao
das particulas. Além disso, os dados de velocidade média de adsor¢do confirmam maior
afinidade das nanoparticulas sil-AM por MBH de DOPC:PG 4:1, uma vez que a velocidade
de adsorcao sobre esta membrana foi 4 vezes maior que a velocidade de adsorc¢ao sobre

MBH de DOPC:PG 1:4.
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Figura 5.24- Valores médios da variacdo de reflectividade por minuto apos inje¢do de
particulas sobre MBH de DOPC:PG 4:1 (cinza) e DOPC:PG 1:4 (hachurado). Inserto:
Curvas de variagdo de reflectincia em fungio do tempo apos 1° inje¢do de nanoparticulas
silAM. Cada curva corresponde a uma regiao diferente do prisma. A seta indica o valor da
variagdo de reflectincia 4 minutos apds a inje¢do. Dividindo-se estes valores por 4
obtiveram-se os valores de velocidade de adsor¢do (reflectincia/min) cujo valor médio e
desvio padrao estdo representados no grafico de barras.
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Embora existam diversos estudos sobre a capacidade dos recobrimentos com PEG e
lipidios em proteger as particulas do reconhecimento por proténas envolvidas no
mecanismos de resisténcia celular (Bourdon et.al.2000; Nemati et.al.1996), o estudo sobre
como estes recobrimentos alteram a afinidade entre particulas e membranas ainda nao havia
sido feito. No presente trabalho, apresentamos estes estudos empregando a técnica de SPRi.
Esta técnica, geralmente utilizada em estudos sobre interagdo entre proteinas e membranas
e reconhecimento de antigeno e anticorpo, jamais havia sido reportada como ferramenta
para estudos sobre interacao de nanoparticulas € membranas.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que, embora o recobrimento de
particulas possa ser importante para modificar o perfil de interagdo com sistemas
biologicos, este pode diminuir a afinidade das nanoparticulas por membranas. A
determinagdo de como essas diferencas de afinidades podem ser refletidas na toxicidade e
incorporacdo celular destas particulas foi realizada através de experimentos in vitro com

células B16.
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5.6. Estudos Bioldgicos
5.6.1. Viabilidade Celular

As toxicidades dos sensibilizadores livres e ligados as nanoparticulas foi investigada
através de experimentos de viabilidade celular, utilizando células de melanoma B16.
Considerando-se a taxa de sobrevivéncia de 100% para as células que ndo receberam
nenhum tratamento, foram calculadas as taxas de sobrevivéncia para células incubadas com
FS livres e com nanoparticulas na auséncia e na presenga de irradiagdo.

A incubagdo de células com AM livre levou a uma taxa média de sobrevivéncia de
110% na auséncia de irradiagdao e de 90% apds irradiagdo com laser de 665nm. O aumento
de viabilidade causado pela presenca do AM no escuro ja foi observado em estudos com
outras linhagens celulares (Atamna et.al., 2007). Células incubadas com nanoparticulas sil-
AM na auséncia de irradiagdo apresentaram taxa média de sobrevivéncia de 78%. Esta taxa
foi reduzida a 55% quando as células incubadas com a mesma concentracdo de particulas
foram irradiadas com laser de 665nm (fig.5.25).

Comparando-se as toxicidades no escuro de AM livre e incorporado em
nanoparticulas, foi possivel observar que as nanoparticulas sil-AM apresentaram reducao
de 28% na taxa de sobrevivéncia (fig.5.25). A andlise das taxas obtidas na presenga de
irradiagd@o mostra que a incorpora¢do do AM nas particulas resultou no aumento de 38% na
sua atividade fototoxica.

Com o intuito de investigar quais os efeitos dos recobrimentos sobre a toxicidade
das particulas sil-AM, foram realizados experimentos de viabilidade celular com
concentragdes equivalentes (05mg/mL) de nanoparticulas recobertas com DOPC,
DOPC:PG (1:1) e PEG. No escuro, a incubagdo de células com particulas sil-AM
recobertas com DOPC, DOPC:PG e PEG resultou em taxas de sobrevivéncia de 66%, 52%
e 81%, respectivamente. Em comparacdo com a nanoparticula sem recobrimento, as
nanoparticulas sil-AM recobertas com DOPC e DOPC:PG apresentaram maior toxicidade,
enquanto que o recobrimento com PEG ndo alterou a taxa de sobrevivéncia de forma
significativa (fig.5.25).

Os experimentos realizados com irradiacao (fig 5.25, barras hachuradas) resultaram

em taxas de sobrevivéncia de 56%, 54% e 96% para os recobrimentos com DOPC,
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DOPC:PG ¢ PEG, respectivamente. Para as nanoparticulas recobertas com DOPC e
DOPC:PG, estes valores sdo praticamente iguais aos obtidos com a nanoparticula sem
recobrimento. Uma diferenca de taxa de sobrevivéncia foi observada apenas para o
recobrimento com PEG, o qual diminuiu a fotoxicidade da particula.

Os estudos sobre interacdes de nanoparticulas e MBH mostraram que a maior
afinidade por membranas ocorre para as particulas sil-AM as quais também apresentaram
maior fototoxicidade. Esta correlagdo sugere que a interagdo com membranas deve ter um
papel importante na eficiéncia fototoxica das nanoparticulas. Assim, diferencas de
toxicidade entre as nanoparticulas ndo recobertas e recobertas com polimero ¢ lipidios pode
estar relacionada com diferencas na capacidade destas particulas em penetrar nas células
bem como, com suas diferentes citolocalizagdes. Estudos sobre a incorporagdo de particulas

nas células foram realizados através de microscopia de fluorescéncia (item 5.6.2).
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Figura 5.25- Valores médios e desvios padrdes de viabilidade celular apds incubagdo com
AM (1uM) e nanoparticulas sil-AM (0,5mg/mL) na auséncia (cinza) e presenca de
irradiaco 665nm (0,3J/cm?) (hachurado).
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Experimentos de viabilidade celular também foram realizados com Tionina livre e
ligada as nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio com irradiacdo de 532nm e 590nm.

Na auséncia de irradiagdo, a incubacdo de células com Tionina livre e
nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio resultou em taxas de sobrevivéncia de 99; 113 e 110 %
respectivamente. Desta forma, podemos concluir que na concentra¢do estudada, Tionina
ndo ¢ toxica no escuro, estando livre ou ligada as nanoparticulas.

Ap6s irradiagdo de 532nm (fig.5.26) a taxa de sobrevivéncia de células incubadas
com Tionina livre, foi de 97% e, para células incubadas com as nanoparticulas sil-Tio e
Cab-Tio, de 98%. Portanto, ndo ha diferenca significativa entre as porcentagens de células
vivas apo6s irradiacdo com laser de 532nm para células incubadas com particulas e com
Tionina em solucdo. Nos experimentos com irradiagdo em 590nm obtiveram-se taxas de
sobrevivéncia de 111% para Tionina livre, 97% para as particulas sil-Tio e 88% para
particulas Cab-Tio. A incubacao de células com particulas Cab-Tio, seguida de irradiacao
de 590nm levou a diminuicdo de 20% de viabilidade comparada com a incubacdo com

Tionina em solugao.
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Figura 5.26- Valores de viabilidade celular apds incubagdo com Tionina (10uM) e
nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio (0,5mg/mL) na auséncia (cinza claro) e presenga de
irradiacdo de 532nm (hachurado) e 590nm (cinza-escuro). Irradi¢des de 0,3)/cm’.

A maior fototoxicidade das nanoparticulas Cab-tio apos irradiacdo com laser de
590nm comparada com a sua fototoxicidade apos irradiacdo de 532nm ¢é explicada pela
maior absor¢do de luz da suspensdo incubada (0,5mg/mL) em 590 em comparagdo com a
absorcdo em 532nm. No caso das particulas sil-Tio uma limitacdo encontrada no
experimento foi a impossibilidade de aumentar a concentragdo de particulas na suspensao
incubada para valores acima de 0,5mg/mL, uma vez que isto causa a morte celular por
processos fisicos (dados ndo mostrados). Desta forma, a concentracdo das suspensdes
incubadas foi de 0,5mg/mL tanto para as particulas Cab-Tio quanto para a as particulas sil-
Tio. Entretanto, a absor¢ao da suspensao de particulas Cab-Tio ¢ maior que a intensidade
de absor¢do da suspensdo das particulas sil-Tio. Sendo assim, a maior taxa de
sobrevivéncia observada para particulas sil-Tio em relagao as particulas Cab-Tio pode ser

justificada por sua menor intensidade de absor¢do de luz.
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Como ja mencionado, a incorporacdo do AM nas nanoparticulas sil-AM levou a um
aumento de 38% na sua atividade fototdxica, enquanto que a ligagdo de Tionina na
superficie de nanoparticulas Cab-Tio resultou num aumento de atividade fototoxica de
20%. Em comparagdo com as nanoparticulas de Sil-AM, as nanoparticulas de Cab-Tio tém
maior eficiéncia de geragdo de 'O, , que pode estar relacionado com a morte celular pelo
processo de aptose, mais lento do que a morte por necrose. No método que foi empregado
para medir viabilidade celular, células em processo de apoptose ndo sdo diferenciadas das
vivas. Assim, na determinacdo da taxa de sobrevivéncia das células incubadas com Cab-
Tio, nimero de células vivas pode ter incluido células em apoptose, o que explicaria a
menor atividade fototdxica observada.

Embora a comparagdo com trabalhos de outros grupos de pesquisa seja dificultada
pelos diversos métodos de andlise adotados, pode-se dizer que os resultados obtidos neste
trabalho foram semelhantes aos descritos na literatura, uma vez que os aumentos de
fototoxicidade do FS imobilizado nas particulas foram proximos. Wieder et.al (2006),
Ricci-Junior et.al.(2005), Bourdon et.al.(2000) e Roy et.al (2003), por exemplo, avaliaram a
atividade de particulas funcionalizadas com FS através de medidas de atividade
mitocondrial pelo ensaio de MTT (do inglés “3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazoliumbromide™). Estudos comparativos entre FS livres e imobilizados de Wieder
et.al., demonstraram que a ligacdo de ftalocianina em nanoparticulas de ouro aumenta a
fototoxicidade do composto em 43% nos experimentos in Vvitro com células Hela. Bourdon
et. Al constatou um aumento de aproximadamente 20% na fototoxicidade para a
incorporacdo de meta-tetrahidroxifenil clorina em sistemas coloidais de agua/dleo e acido
polilactico em células HT29. Ricci-Junior et.al. e Roy I. et.al. demonstraram a atividade
fototoxica das nanoparticulas, mas ndo realizaram andlise quantitativa em relagdo aos
respectivos FS livres e sim em relagdo a solucdes salinas. No trabalho de Ricci-Junior et.
al., foi observada morte de 61% para células tumorais P388-D1 incubadas com Zinco(II)
ftalocianina em nanoparticulas de acido poli (D,L-lactico-co-glicolico). Roy et.al., nos
estudos com particulas de silica ORMOSIL com o FS 2-devinil2-1-hexiloxietil
pirofeorforbida incorporado, determinou viabilidade de 10 e 20% em experimentos com
células Hela e UCI 107, respectivamente. Utilizando microscopia de fluorescéncia, Gu

et.al.(2005) e Tang W.et.al. determinaram a fototoxicidade de particulas com FS
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incorporados. Gu et.al. constatou atividade fototoxica de particulas de 6xido de ferro
contendo Diaminoporfirina através da observa¢ao da morfologia das células Hela, o que
indicou processo de apoptose apos irradiagdo na presenga de particulas. Nos estudos de
Tang W. et. al (2002),. células C6 marcadas com iodeto de propidio foram irradiadas na
presenca de particulas de poliacrilamida com AM incorporado. Foi observada a perda de
fluorescéncia nas células que sofreram irradiacdo, o que ¢ resultado da liberacdo do
marcador do interior das células como consequéncia de sua morte. Especificamente com
relagdo ao recobrimento com PEG, para o qual nenhum efeito significativo foi observado
no presente trabalho, Bourdon et. al (2000) constatou diminui¢do de fototoxicidade de 20%
apoés recobrir os sistemas coloidais com 0 mesmo polimero, em concordancia com nossos

resultados.

5.6.2.Microscopia de Fluorescéncia Confocal

As diferentes toxicidades das nanoparticulas sil-AM com e sem recobrimento,
observadas nos experimentos de viabilidade celular podem estar relacionadas com as
diferencas de incorporacdo das nanoparticulas nas células. Para investigar como as
particulas interagem com células em cultura, foram realizados estudos de microscopia
confocal com nanoparticulas sem recobrimento e particulas recobertas com lipidios
DOPC:PG (1:1). Nestes experimentos, foram utilizadas nanoparticulas contendo
ruténiofenantrolina [Ru(phen);]Cl, em vez de AM, uma vez que eram necessarias particulas
fluorescentes ¢ AM ndo possui fluorescéncia intensa o suficiente para permitir estes
estudos.

As micrografias de fluorescéncia foram sobrepostas com as micrografias da
transmissdo de luz. A confirmacdo de que as células com nanoparticulas incorporadas
estavam vivas pode ser feita pela observacdo da fluorescéncia de Mitotracker green
utilizado como marcador de mitocondria, o qual ¢ conhecido por interagir apenas com
celulas integras. Foi possivel observar que as nanoparticulas sdo capazes de penetrar nas
células, independentemente de possuirem ou nao recobrimento de lipidios. No entanto, a

distribuicdo das nanoparticulas no interior das células apresentou diferencas. No caso das
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nanoparticulas recobertas, observou-se um perfil de distribuicdo difuso por todo o
citoplasma (fig.5.27). Ja no caso de nanoparticulas sem recobrimento, estas se encontraram
em poucas regides vacuolares do citoplasma (fig.5.28).

A diferenca no perfil de distribuicdo das nanoparticulas no interior das células pode
ser conseqliéncia de diferentes interacdes das particulas. Os resultados obtidos por SPRi
indicam a capacidade das nanoparticulas em se adsorverem sobre as superficies das
membranas miméticas. Em células, entretanto, a adsorcdo sobre a membrana ¢ seguida de
outras interacdes que podem influenciar a internalizagdo das nanoparticulas. Assim, apesar
dos resultados obtidos por SPRi terem mostrado que nanoparticulas recobertas com lipidios
apresentam menor adsor¢ao sobre as MBH, os lipidios do recobrimento podem aumentar a
interagdo das nanoparticulas com as membranas celulares, facilitando a penetracido destas
nas células. No caso das nanoparticulas sem recobrimento, apesar da alta taxa de adsorcao
sobre MBH, estas particulas podem apresentar baixa interagdo com as membranas
celulares, permanecendo adsorvidas em sua superficie mas com maior dificuldade de
penetrar nas células. Desta forma, as nanoparticulas adsorvidas na superficie da membrana
podem ser fagocitadas, resultando na sua localiza¢do em regides vacuolares no interior das
células, conforme observado na figura 5.28. Os resultados obtidos nas imagens de
microscopia confocal podem explicar a diferenca de comportamento das nanoparticulas
observada nos experimentos de viabilidade celular. A maior toxicidade no escuro das
particulas sil-AM quando recobertas por lipidios pode estar relacionada com sua maior
incorporac¢ao e distribui¢ao difusa no interior das células.

Comparando-se as imagens de microscopia confocal obtidas das células incubadas
com nanoparticulas sol-gel com imagens apresentadas na literatura de (Wieder et.al 2006;
Roy et.al.2003; Gu et.al. 2005; Konan et.al.2001) nanoparticulas de diferentes materiais
(magnetita, ouro, silica, acido polilatico), podemos perceber que as nanoparticulas de silica
em estudo apresentam comportamento semelhante, distribuindo-se por todo o citoplasma e
nao sendo detectadas no nucleo. Além disso, outro fato interessante, foi a alteragdo da
incorporacdo do complexo [Ru(phen);]Cl,. Foi observado que este complexo ¢ incapaz de
penetrar em células intactas, sendo detectado no nucleo (devido a sua alta afinidade com
acidos nucleicos) apenas apds as celulas terem sofrido fotodano (Dobruki, 2001),

entretanto, nas imagens obtidas com [Ru(phen);]Cl, incorporado nas particulas de silica, foi
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possivel observar a distribuigdo das particulas por todo o citoplasma de células vivas com
membranas intactas. Espera-se que particulas com AM e Tionina tenham o mesmo
comportamento que as particulas com [Ru(phen);]Cl, uma vez que estas foram sintetizadas
pelo mesmo procedimento, tendo tamanho e caracteristicas superficiais semelhantes as das
particulas sil-Tio e sil-AM (Rossi et.al., 2005). Desta forma, podemos afirmar que
nanoparticulas de silica com AM e Tionina penetram nas celulas B16 e que os efeitos

fototoxicos observados sdo causados pela geragdo de especies toxicas no citoplasma.
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Figura 5.27. Imagens de fluorescéncia confocal de células incubadas com nanoparticulas
recobertas com lipidios (DOPC:PG 1:1). (A) Imagen transmitida. (B) Mitotracker Green
(C) Nanoparticulas.
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Figura 5.28-Imagens de microscopia de fluorescéncia das células incubadas com
nanoparticulas sem recobrimento. (A) Transmitida (B) Mititracker Green. (C)

Nanoparticulas. (D) Sobreposicao de imagens (A) e (C).
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6.Conclusoes

O objetivo do presente trabalho foi a construgdo de sistemas onde a geragao de
espécies reativas de oxigénio pudesse ser conhecida e controlada, ou seja, ndo vulneravel a
interferéncias do meio, independente de interagdes entre FS e membranas e proporcional a
razdo de dimeros e mondmeros dos FS nas nanoparticulas. Em busca destes sistemas foram
sintetizadas nanoparticulas de silica com AM incorporado (nanoparticulas sil-AM), Tionina
incorporada (nanoparticulas sil-Ti0) e Tionina ligada a superficie (Cab-Tio).

A incorporagdo de AM e Tionina nas nanoparticulas sil-AM e sil-Tio ocorreu
durante o processo sol gel e no caso de Cab-Tio, Tionina foi ligada covalentemente na
superficie de silica Cab-O-Sil® através de reagdes com reagentes bifuncionais. Os métodos
de sintese adotados foram eficientes na obtengcdao de nanoparticulas de sil-AM com
didmetro médio de 60nm e nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio de 52 e 34nm,
respectivamente. Estes didmetros permitem interagdo com células e sdo propicios para
acumulo seletivo no tecido tumoral. (Fukumori & Ichikawa,2005) A ligagdo e a integridade
da Tionina nas nanoparticulas de Cab-Tio, bem como, as espessuras das monocamadas
formadas apds cada etapa de funcionaliza¢do foram verificadas através da reprodugdo das
reagdes sobre a superficie de silicio e andlises de elipsometria, microscopia de forca
atOmica e espectroscopia Raman.

Os trabalhos publicados na literatura sobre nanonanoparticulas funcionalizadas com
FS sdo centralizados na determinacdo das suas atividades fototoxicas (Vargas et.al.,2004;
Bourdon et.al, 2000; Ohulchanskyy et.al., 2007, Tang et.al., 2005; Roy et.al., 2003). Com
enfoque diferente, o presente trabalho concentrou-se principalmente nos estudos das
propriedades dos FS ligados e nos mecanismos de alteracao das propriedades fotoquimicas,
na interacdo com membranas e na fototoxicidade e incorporagdo em células.

Os espectros de absor¢do UV-vis mostraram que a imobilizacdo dos FS induziu a
agregacao destes em extensOes diferentes para cada particula. Foi determinada maior
concentracdo de dimeros nas nanoparticulas sil-AM, seguidas das nanoparticulas Cab-Tio,
enquanto que, nas nanoparticulas sil-Tio, ndo foi detectada a preseng¢a de dimeros. Os
espectros de emissdo de fluorescéncia em diferentes solventes mostraram os deslocamentos
de A maximo da regido do vermelho para o azul com o aumento da polaridade e capacidade

em fazer ligagdes de hidrogénio do solvente, tanto para FS livres quanto para
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nanoparticulas. Sendo assim, a solvatacdo dos FS nao foi alterada de forma significativa
quando estes foram imobilizados nas nanoparticulas.

Foi possivel observar que as nanoparticulas sofrem menor interferéncia do meio que
FS livres. AM e Tionina ndo sofreram reducdo quimica por NADPH quando imobilizados
nas nanoparticulas sol gel ou Cab-O-Sil. A supressdo de fluorescéncia por ions brometo foi
menor para as nanoparticulas em comparagdo com FS livres. Nanoparticulas sil-AM
apresentaram constante de supressdo 22 vezes menor que AM em solugdo. Para
nanoparticulas sil-Tio e Cab-Tio, as constantes de supressdao foram reduzidas 300 e 6 vezes,
respectivamente, em relagio a Tionina livre. A geragdo de 'O, para as nanoparticulas sil-
AM nio foi alterada pela presenca de 4nion ascorbato, o qual suprimiu a geracdo de 'O, por
AM livre em 99%. Esta menor interferéncia pode ser explicada pelo menor acesso das
espécies do meio aos FS imobilizados comparado aos FS livres.

A obten¢do de transientes de emissd@o em 1270nm mostrou que o tempo de vida do
'0, gerado pelas nanoparticulas ¢ proximo ao tempo de vida do 'O, gerado pelos FS livres,
comprovando que 'O, gerado pelas nanoparticulas é capaz de se difundir para o meio. A
difusdo do 'O, gerado pelas nanoparticulas foi também constatada pela reagdo entre 'O, e
sonda DPBF dissolvida no meio apds fotoexcitagdo das nanoparticulas.

Foram calculadas as eficiéncias de geracdo de 'O, das nanoparticulas a partir das
intensidades de transientes de emissao em 1270nm e através da cinética de reacao de 102 €
DPBF apo6s fotoexcitagdo de FS livres e nanoparticulas. Ambos os métodos geraram
valores de eficiéncia de geragdo de 'O, distintos para sil-AM, sil-Tio e Cab-Tio, o que pode
ser atribuido as diferentes razdes de D/M presentes nas nanoparticulas. Nanoparticulas sil-
AM com maior razdo D/M apresentaram eficiéncia de geracdo de 'O, 20 vezes menor que a
eficiéncia de geragdo de 'O, das nanoparticulas sil-Tio, que contém Tionina apenas na
forma monomérica.

Trés recobrimentos foram empregados para modificagdo da superficie de
nanoparticulas sil-AM: DOPC, DOPC:PG (1:1) e PEG. As adsor¢des das nanoparticulas
com e sem recobrimento, foram avaliadas por SPRi sobre duas MBH de cargas distintas.
Estas MBH foram preparadas com DOPC e PG em diferentes propor¢des molares: 4:1 e
1:4. Para as duas MBH a maior variagao de reflectividade foi observada apds a injecao de

nanoparticulas sil-AM sem recobrimento. A variagdo média de reflectancia causada pela
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adsorc¢do de nanoparticulas sil-AM foi cerca de 10 e 5 vezes maior que a variagdo média de
reflectancia causada pela adsor¢do das nanoparticulas recobertas sobre MBH de DOPC:PG
4:1 e DOPC:PG 1:4, respectivamente. Estes resultados mostraram que, apesar das
vantagens apresentadas por outros autores, os recobrimentos com PEG e lipidios podem
comprometer a adsor¢ao das nanoparticulas em membranas.

Estudos in vitro mostraram diferentes fototoxicidades das nanoparticulas em relagao
aos FS livres. As nanoparticulas sil-AM e Cab-Tio apresentaram fototoxicidades 38% e
20% maiores que os respectivos FS livres. A avaliagdo da fototoxicidade das nanoparticulas
sil-Tio foi prejudicada pela sua baixa intensidade de absor¢do no comprimento de onda de
irradiacdo. Este problema ndo pode ser contornado pelo aumento da concentracdo das
suspensdes ja que, concentracdes maiores que a utilizada causam morte celular por
processos fisicos de adsor¢ao.

Estudos de viabilidade celular com nanoparticulas sil-AM mostraram que o0s
recobrimentos alteraram a toxicidade das nanoparticulas. Na presenca de irradiagdo as
nanoparticulas sil-AM sem recobrimento e recobertas com lipidios apresentaram toxicidade
proximas e superiores as observadas para as nanoparticulas recobertas com PEG. Na
auséncia de irradiagdo, o recobrimento com PEG ndo alterou a toxicidade das
nanoparticulas sil-AM, a qual foi aumentada pelo recobrimento com lipidios DOPC e
DOPC:PG (1:1). Este resultado pode ser explicado pelas imagens de microscopia confocal,
as quais mostraram que nanoparticulas recobertas com lipidios possuem distribui¢do difusa
pelo citoplasma, enquanto que nanoparticulas sem recobrimento foram detectadas apenas
em pequenas regides vacuolares.

A demonstragao de que sistemas de nanonanoparticulas funcionalizadas com FS
podem ser utilizados como métodos de modulagdo do mecanismo de acdo dos FS através
do controle da agregacdo dos mesmos e garantindo que estes ndo sofram alteragdes
causadas por interferentes externos ¢ a principal contribui¢do deste trabalho para a ciéncia
de novos materiais, uma vez que estes sistemas de geracao modulada de oxigénio singlete
poderdo ser usados em diferentes areas dentre estas, promissoramente em PDT, conforme
indicaram os resultados dos experimentos in vitro. Além disso, foi demonstrado que a
modificacdo das superficies das nanoparticulas pode modular as propriedades de adsor¢ao

em membranas e a internalizagao ¢ toxicidade em células.
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