UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO
PROGRAMA DE POS DE GRADUACAO EM FISICA E ASTRONOMIA

Vitor Luca Moura Marmo

Sintese e Caracterizacdo de Nanossondas Bifuncionais com Clorina E6 e
Cetuximabe para Aplicacdo em Terapia Fotodinamica

Synthesis and Characterization of Bifunctional Nanoprobes with Chlorin E6 and
Cetuximab for Application in Photodynamic Therapy

S&o José dos Campos, SP
2025



Vitor Luca Moura Marmo

Sintese e Caracterizacdo de Nanossondas Bifuncionais com Clorina E6 e
Cetuximabe para Aplicacdo em Terapia Fotodinamica

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade
do Vale do Paraiba, como requisito final para a
obtencéo do titulo de mestre em fisica e astronomia.

Orientador: Prof. Dr. Leandro Raniero

Sao José dos Campos, SP
2025



Fundacgiio -~ 1!
W Valeparaibana de -
£ Ensino

-
BIBLIOTEM™

TERMO DE AUTORIZACAO DE DIVULGACAO DA OBRA

Ficha catalografica

Marmo, Vitor Luca Moura
Sintese e Caracterizacdo de Nanossondas Bifuncionais com
Clorina E6 e Cetuximabe para Aplicacdo em Terapia Fotodindmica /
Vitor Luca Moura Marmo; orientador, Prof. Dr. Leandro José
Raniero. - S&o José dos Campos, SP, 2025.
1 CD-ROM, 110 p.

Dissertacdo (Mestrado Académico) - Universidade do Vale do
Paraiba, Sdo José dos Campos. Programa de Pdés-Graduagdo em Fisica
e Astronomia.

Inclui referéncias

1. Fisica e Astronomia. 2. Fotoquimioterapia. 3. Nanossonda.
4, Clorina e6. 5. Cetuximab. I. Raniero, Prof. Dr. Leandro José ,
orient. II. Universidade do Vale do Paraiba. Programa de Pbs-
Graduacdo em Fisica e Astronomia. III. Titulo.

Eu, Vitor Luca Moura Marmo, autor(a) da obra acima referenciada:

Autorizo a divulgacao total ou parcial da obra impressa, digital ou fixada em outro
tipo de midia, bem como, a sua reprodugéo total ou parcial, devendo o usuério da
reproducdo atribuir os créditos ao autor da obra, citando a fonte.

Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os principios da moral e da ética e ndo violou qualquer direito de
propriedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.

Sao José dos Campos, 25 de Margo de 2025. %j‘;/
(an lm Magen, m

Autor(a) da Obra

Data da defesa: 28 | fevereiro [/ 2025

uma semente na terra, somente o futuro poderd evidenciar o prosperar de uma



Ui

Universidade do Vala do Paraiba Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento

VITOR LUCA MOURA MARMO

“SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOSSONDAS BIFUNCIONAIS COM CLORINA
E6 E CETUXIMABE PARA APLICACAO EM TERAPIA FOTODINAMICA.”

Dissertagao aprovada como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre, do Programa de Pds-
Graduagao em Fisica e Astronomia, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade

do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, SP, pela seguinte banca examinadora:

Prof.2 Dr.2 Andreza Ribeiro Simioni W& m& 0 é !Z&p’ée 2 Q,”F oo
Prof. Dr. Leandro José Raniero pw6 D/) ‘ . ‘ JMC’ E .

k>

Prof.2 Dr.2 Lucia Vieira ) , MG 0&& z 7 Ww’
Prof.2 Dr.2 Andrea Santos Liu - IFSP I)wé.é Dl«-é A' ‘1 >, S unlor L‘ﬁ‘

Prof.2 Dr.2 Juliana Ferreira Strixino
Diretora do IP&D — Univap

Sdo José dos Campos, 28 de fevereiro de 2025.

Av. Shishima Hifumi, 2811 - 12244-000
Séo José dos Campos — SP
www.univap.br



Agradecimentos

Aqui sem as convencfes académicas deixo meus sentimentos fluirem sem
intervengdes da razdo na qual me apoio tanto. Vou comegar com minha familia, todos
me incentivam e estdo sempre me apoiando. Nunca houve guestionamentos ou
descrencas sobre minhas escolhas. Creio que isto seja importante para o
desenvolvimento do meu afeto crescente em relagcdo a minha familia. Minha mae e
meu pai em especial sempre estiveram ali por mim em momentos que minha mente
estava afundada no profundo oceano do medo e da ansiedade. Eles conseguiram me
ajudar mostrando que mesmo na escuriddo mais profunda, sempre ha uma luz. Eles
me ensinaram que por mais dificil que seja se vocé lutar com todo seu potencial, vocé
pode mudar a realidade distorcida criada em sua mente inquieta. Por isso sou
eternamente grato a eles.

Minha namorada Jéssica foi de extrema importancia nesta jornada que escolhi
para minha vida. Ela me ajudou de corpo e alma em diversos aspectos. Ela viu em
mim qualidades e entendeu meus defeitos, me encorajou a enfrentar meus medos.
Como os cacos de vidro de uma tacga estilhacada eu havia perdido as esperancas de
mudar a realidade. Ela me encorajou ao ponto do caos existente retornar a ordem
preexistente. A consertar e a mudar. Assim como minha mae havia feito, ela mudou
muito minha visdo do mundo a minha volta. Me fez vencer diversos desafios e com
um sorriso gratificante no seu rosto dizer "Eu te amo", frase essa muitas vezes
associada a um vazio sentimento de amor, mas n&o quando proclamada por ela. Era
palpavel seu amor por mim e o meu por ela. Este amor floresceu mesmo com minha
mente distorcida, cheia de ansiedade e medo. Mas mesmo uma fragil planta pode
rachar o concreto e florescer como um simbolo de vitoria e esperanga. Dessa forma
deixo aqui meus sinceros agradecimentos a Jéssica por tudo que ela fez e ainda
continua fazendo por mim.

Aos professores, sempre me ensinando e me mostrando como a busca por
conhecimento pode ser extremamente fascinante. Estes me fizeram adquirir um
profundo amor pela pesquisa, por aquilo que ira num futuro ajudar a sociedade a

prosperar, ndo ha mérito ou aprovacao imediata, mas assim como um homem planta

uma semente na terra, somente o futuro poderd evidenciar o prosperar de uma



formosa arvore. Dessa forma, meus professores, meus mentores foram essenciais
para o enriquecimento do meu conhecimento e para o amadurecimento de minha vida
académica. A professora Andreza foi a responsavel por me apresentar todo esse
mundo gigantesco da pesquisa e torna-lo tao interessante, tao belo, tho emocionante.
E a me encorajar para ndo ser intimidado pelas dificuldades que se revelam
constantes neste universo académico. Me ensinou a ser forte e independente, a ndo
esperar que alguém o ajude, mas que vocé mesmo consiga desvendar estes mistérios
e vencer. Agradeco a vocé prof, de coracdo e alma. Ao professor Leandro, por ser
aguele que me ensinou uma gama de conhecimentos e me proporcionou entender
assuntos complexos sobre diversos espectros da ciéncia. Em meu curto periodo em
seu laboratério, eu fui capaz de evoluir rapidamente no ambito académico. Aprender
sobre diversos temas, equipamentos, técnicas, modelos. Sua capacidade de ensinar
€ realmente impressionante, assim como sua capacidade de inventar formas
inusitadas para resolver problemas. Sei que ainda sou um aluno com conhecimento
limitado mas espero um dia conseguir obter uma parte de sua sabedoria, montar meu
préprio laboratorio e despargir o conhecimento sobre aqueles que desejam obté-lo,
fomentando assim a pesquisa e a ciéncia assim como aqueles que eu admiro.

Aos meus amigos, que sempre estiveram comigo nos momentos lidicos de
minha vida. Sempre se divertindo, rindo e apreciando estes pequenos fragmentos de
uma esséncia mais leve, mais voltada para esquecer todos 0s problemas e viver o
momento. Em que podemos nos ajudar em momentos de dificuldade, mas também
lembrar de nunca perder o sorriso. Agrade¢co imensamente a vocés por me fazerem
sentir algo além das quatro paredes de um laboratoério.

Para finalizar, com igual peso devo agradecer a espiritualidade. Algo que nunca
imaginei me aprofundar ou me interessar. Agora estou mais focado em manter uma
constancia com o lado etéreo. Lentamente evoluindo e apreciando cada momento que
me é oferecido. Agradeco a Eles pela protecdo, orientacdo e por nunca me
abandonarem mesmo eu negligenciando as evidéncias apresentadas tdo fortemente

em meu ser. Agradeco por tudo de coracédo e alma.

Aqui entdo deixo minhas palavras fluirem no rio das emogdes, seguirem seu

curso até o coracao daqueles que eu desejo meu profundo agradecimento.



Resumo

O receptor do fator de crescimento epidérmico superexpresso (EGFR) em canceres
de pulméo, mama, colo do Utero e colorretal esta associado a um risco aumentado de
mortalidade, destacando a importancia de abordagens terapéuticas direcionadas.
Portanto, a terapia fotodinamica (TFD) utilizando nanossondas bifuncionais (NB) pode
aumentar a seletividade e induzir a morte celular em tumores. Isto se deve a afinidade
do anticorpo monoclonal IgG cetuximabe (CX) e a capacidade do fotossensibilizador
clorina e6 (ce6) de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem células
tumorais a morte. Este trabalho teve como objetivo sintetizar NB que consistem em
um sistema de nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas com CX e ce6. Para
sintetizar este sistema foi necessario modificar a estrutura do CX e ce6 utilizando
carbodiimida, permitindo a funcionalizacdo com as AuNPs. As caracterizacdes das NB
foram realizadas utilizando as técnicas de espectroscopia UV-visivel, espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espalhamento dinamico de luz
(DLS), espalhamento eletroforético da luz (ELS) e espectroscopia de fluorescéncia. A
absorcdo UV-visivel revelou a permanéncia da banda de Soret e da banda Q em 390
nm e 667 nm, respectivamente, no NB. Os espectros de FTIR mostraram vibracdes
referentes a estrutura da ce6 e CX que nao foram alteradas durante a reacdo da
carbodiimida e o aparecimento da banda amida formada entre os compostos. Obtendo
resultados promissores em testes in vitro na linhagem celular MDA-MB-468. Assim, 0s
resultados indicam que as NB sintetizadas possuem potencial para aplicacdo na TFD
direcionada contra tumores com superexpressao de EGFR.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; nanossonda; clorina e6; cetuximabe



Abstract

The overexpressed epidermal growth factor receptor (EGFR) in lung, breast, cervical,
and colorectal cancers is associated with an increased risk of mortality, highlighting
the importance of targeted therapeutic approaches. Therefore, photodynamic therapy
(PDT) using bifunctional nanoprobes (NB) can enhance selectivity and induce cell
death in tumors. This is due to the affinity of the monoclonal IgG antibody cetuximab
(CX) and the ability of the photosensitizer chlorin e6 (ce6) to produce reactive oxygen
species (ROS) that induce tumor cell death. This study aimed to synthesize NB
consisting of a gold nanoparticle (AuNP) system functionalized with CX and ce6. To
synthesize this system, it was necessary to modify the structure of CX and ce6 using
carbodiimide, allowing functionalization with AUNPs. The characterization of NB was
performed using UV-visible spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), dynamic light scattering (DLS), electrophoretic light scattering (ELS), and
fluorescence spectroscopy techniques. UV-visible absorption revealed the persistence
of the Soret band and the Q band at 390 nm and 667 nm, respectively, in NB. FTIR
spectra showed vibrations related to the structure of ce6 and CX that were not altered
during the carbodiimide reaction and the appearance of the amide band formed
between the compounds. Promising results were obtained in *in vitro* tests on the MDA-
MB-468 cell line. Thus, the results indicate that the synthesized NB has potential for
application in PDT targeted against tumors with EGFR overexpression.

Palavras-chave: Photodynamic therapy; nanoprobes; chlorin e6; cetuximab
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HO": Radical hidroxido

HO": lon hidroxido

FRAP: Recuperacéo da fluorescéncia apos fotobranqueamento (fluorescence
recovery after photobleaching)

DNA: Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

DDS: Sistema de entrega de farmacos (drug delivery system)

EPR: Efeito de retencao e permeabilidade aumentados (enhanced permeability and
retention effect)

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
Sulfo-NHS: N hydroxysulfosuccinimide

DH: Diametro hidrodinamico

PZ: Potencial zeta

MTT: azul de tiazolil Brometo de tetrazolio

TB: azul de tripan
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1 INTRODUCAO

O céancer continua a ser um dos maiores desafios globais a saude,
representando a segunda principal causa de morte no mundo (1). Este termo
abrange diferentes doencas malignas que tem em comum o crescimento
exacerbado de células no organismo sendo governados majoritariamente por
seus receptores (2,3). Sendo assim, o tumor maligno invade os tecidos
adjacentes, podendo fazer metastase para 6rgdos como coracado, figado,
pulmédo, dentre outros. Diante da gravidade dessa doenca, a busca por
tratamentos mais eficazes e menos prejudiciais aos pacientes é essencial.

As terapias alternativas de tratamento do cancer, como procedimento
clinico, tém sido pouco exploradas ao longo dos anos, apresentando um maior
enfoque em métodos tradicionais, como a quimioterapia, radioterapia e a
cirurgia. No entanto, estes tratamentos possuem inimeras desvantagens e
efeitos colaterais para o paciente (4).

A terapia fotodinamica (TFD) tem se destacado como forma alternativa de
tratamento por apresentar poucas reacoes adversas e melhores resultados em
alguns casos, quando comparado com a quimioterapia e a radioterapia (5). Na
TFD h& a necessidade da administracdo de fotossensibilizador (FS) por via
intravenosa, oral ou topica. Este FS para poder ser aplicado deve possuir
caracteristicas fotofisicas favoraveis, como: elevada taxa de producdo de
oxigénio singleto; alto rendimento quéantico de fosforescéncia; baixa toxicidade
na auséncia de luz; fotossensibilidade ndo prolongada no organismo;
farmacocinética favoravel (adequada eliminacdo do corpo); alta afinidade e
penetracdo no tecido afetado em detrimento do tecido saudavel (seletividade) e
principalmente, baixa agregacdo em solucbes, preferencialmente
aguosas/bioldgicas (6). Entretanto, nem todos o0s FS possuem tais
caracteristicas, logo a sua associa¢cdo com a nanotecnologia pode contribuir para
sua aplicabilidade.

Neste contexto, nanoparticulas possuem a capacidade de realizar uma
adsorcdo quimica ou fisica com os FS, esta funcionalizacéo é capaz de conferir
um aumento da solubilidade em meios aquosos/bioldgicos (7). Devido as

propriedades fisicas dos nanomateriais, nanoparticulas de ouro (AuNPSs)
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obtiveram os melhores resultados para serem utilizadas concomitantemente com
FS (8). Ainda assim, ha um grande problema com a seletividade passiva da
formulagdo, sendo necesséria a utilizagdo de uma seletividade ativa com
biomoléculas como: anticorpos, aptameros, carboidratos, enzimas, folato,
peptideos e vitaminas (9).

A clorina e6 (ce6) (figura 1) € um FS que possui absor¢cédo na regiao do
UV-visivel do espectro eletromagnético em 660 nm, sendo portanto, capaz de
absorver uma luz incidente que pode penetrar na pele com maior facilidade, pois
seu comprimento de onda estad dentro da janela terapéutica. Indicando que
comprimentos de onda entre 600 a 1000 nm possuem uma maior penetracao no
tecido. Valores maiores tem maior probabilidade de serem absorvidos pelas
moléculas de agua e valores menores pela hemoglobina, reduzindo assim sua
eficacia (10,11). Sua solubilidade é baixa em meios aquosos/bioldgicos, mas
devido a presenca de 3 grupos carboxilico na extremidade da molécula é
possivel realizar a reacdo de carbodiimida e posteriormente com um atomo de
enxofre livre, funcionaliza-la com as AuNPs, aumentando assim sua solubilidade

em meios aquosos/biolégicos (12,13,14).

Figura 1: Estrutura molecular da clorina e6

HO )

Fonte: O autor

Cetuximabe (CX) € um anticorpo monoclonal do tipo IgG1 presente no
medicamento Erbitux®, conhecido por sua alta afinidade pelo receptor do fator

de crescimento epidérmico (EGFR) (15,16). Essa afinidade permite que o CX se
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ligue ao EGFR das células tumorais, fazendo-o ser internalizado. J. Baselga
evidenciou que o CX apresenta maior afinidade pelo EGFR em comparagao com
0 proprio fator de crescimento epidérmico (EGF) e com o fator de crescimento
transformador alfa (TGF-a) (15). Além disso, 0 medicamento possui um processo
de purificacdo relativamente simples, e 0 CX contém grupos amina que permitem
sua funcionalizagdo com AuNPs por meio da reacéo de carbodiimida (17).

Nanossondas bifuncionais (NB) sdo aquelas formulacfes que possuem
carreadores que sao funcionalizados por dois diferentes compostos. Portanto, a
combinacdo do FS e da biomolécula funcionalizados na nanoparticula confere
uma NB. Nesta dissertacdo, € proposta uma formulacéo que contém as AuNPs
estabilizadas com citrato, funcionalizadas com ce6 e CX, que foi purificado a
partir do medicamento Erbitux® para aplicacdo na TFD. A combinacdo desses
compostos demonstra uma acgao seletiva e capaz de induzir a morte de células
tumorais, destacando-se como um sistema eficaz e aplicavel para tratamento
alternativo do cancer por meio da TFD.

As NB foram analisadas por espectrofotometria no UV-visivel e
espectroscopia de fluorescéncia para suas propriedades fotofisicas. Utilizando a
técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) para determinacao do diametro
hidrodindmico da particula, juntamente com a técnica de espalhamento
eletroforético da luz (ELS) para determinacdo da estabilidade. A técnica de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para
determinacdo das ligacdes quimicas formadas e rompidas no processo de
funcionalizagcdo das NB. Por fim, ensaio de internalizacéo e andlise de atividade

mitocondrial utilizando o composto MTT. (18-21).
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2 OBJETIVO

21 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar NB compostas de AuNPs funcionalizadas com ce6 e CX.
Realizar ensaio de internalizacéo, anélise de MTT e TB in vitro na linhagem
celular MDA-MB-468.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintetizar as AuNPs pelo método de redugdo quimica por citrato e
caracterizar seu diametro hidrodinamico e seu potencial zeta, e seu pico

proveniente da ressonancia plasmonica de superficie;

. Modificar a estrutura da ce6 e do CX para sintetizar os ligantes por meio
da reacdo de carbodiimida para serem posteriormente funcionalizados na
AuNPs. Caracterizd-los por FTIR para evidenciar as ligacbes formadas,
espectrofotometria no UV-visivel para demonstrar a permanéncia de suas
caracteristicas fotofisicas e, no caso especifico do ligante ce6, realizar uma

analise de fluorescéncia para evidenciar seu potencial terapéutico;

. Sintetizar as NB e caracteriza-las por espectrofotometria no UV-visivel e
espectroscopia de fluorescéncia para suas propriedades fotofisicas. Utilizando a
técnica de DLS para determinacdo do diametro hidrodindmico da particula,
juntamente com a técnica de ELS e FTIR para determinacdo das ligactes

guimicas formadas e rompidas no processo de funcionalizacdo das NB.
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. Realizar os testes biologicos de ensaio de internalizacdo e analise de
atividade mitocondrial com o composto MTT e com o composto TB para
evidenciar a capacidade de induzir morte celular das NB.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NANOMATERIAIS

De acordo com a Organizacédo Internacional de Normalizacdo (ISO),
materiais com dimensfes na escala nanométrica estdo dentro da faixa de 1
nanometros (nm) a 100 nm. Estes materiais podem apresentar confinamentos
qguanticos a niveis nanométricos em uma, duas ou até trés dimensdes. Sendo
uma dimensdo denominado de poc¢o quantico, duas dimensdes fio quantico e,

em todas as dimensdes do espago, ponto quantico (figura 2) (22).

Figura 2: llustracdo do confinamento quantico em um (poc¢o), dois (fio) ou trés (ponto) eixos.

Bulk Poco Fio Ponto
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Fonte: Adaptado de Edvinsson (23).

Em relacdo a suas aplicacdes, materiais com confinamento em uma Unica
dimenséo (pogo quantico) podem ser utilizados como semicondutores para
formacao de diodo emissor de luz (LEDs) de alto desempenho e fotodetectores
(24,25). Com duas dimensdes de confinamento se caracteriza o fio quantico,
este possui estruturas como nanofios para uma detecgao de alta performance
de raios-X (26), nanotubos de carbono que séo utilizados em diversas areas
como eletrbnica, biomedicina e como sensores quimicos (27); e nanobastdes

gue possuem utilizagdes voltadas para a medicina (28,29).

Os pontos quanticos séao confinados em todos 0s eixos, sendo entéo todas
as suas dimensfes em tamanho nanométrico. Regido pela mecéanica quéantica
por completo, estes pontos sdo, de uma maneira mais pratica, nanoparticulas

esféricas e possuem uma utilizacdo na area de tratamento de



cancer, utilizando a TFD e fototérmica como uma forma alternativa de induzir
apoptose e necrose em células cancerigenas (30,31,32). Sua aplicabilidade na
oncologia se da pelo fato destes materiais possuirem propriedades singulares,
gue sao conferidas a materiais em dimensdes nanométricas, por serem regidos

pelos principios da mecéanica quantica em todas as dimensdes espaciais (33).

3.1.1 Propriedade de reatividade aumentada

O nivel de Fermi esté relacionado a energia dos estados ocupados em um
sistema quantico. Considerando o gas de Fermi em trés dimensoes,
correlacionando a proporcionalidade do niumero de elétrons e o volume de esfera
(V), sendo h a constante de Planck, m a massa do elétron e N é o niumero de

elétrons (34), pode-se escrever a equacao 1.

Equacéo 1: Energia de Fermi para férmions nas trés dimensées

2

h? 3N 3
ep=— (—
8m nV

Dado que a energia de Fermi permanece constante para um determinado
material, a reducao do volume da particula implica uma diminuicdo no nimero
de elétrons disponiveis, o0 que, por sua vez, resulta em um menor nimero de
atomos constituindo essa particula. Isto implica em um aumento do espacamento
entre os estados energéticos de um material. De acordo com a figura 3 é possivel
observar uma maior distancia entre os estados energéticos conforme o niumero

de a&tomos aumenta evidenciando este espagamento energético (35).
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Figura 3: Representagdo da diminuicéo do volume em relagdo ao nimero de atomos e

espagamento entre os orbitais de um sélido semicondutor qualquer
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Fonte: O autor

O material, portanto, apresentara menos atomos. Obtendo uma razéo
area superficial/volume alta, proporcionando uma reatividade maior. A figura 4
demonstra valores arbitrarios para particulas de 10, 20 e 30 nm em relagcado com
sua razao area superficial/volume. Como a reatividade esta relacionada
diretamente com a energia do sistema, pode-se afirmar que atomos na superficie
possuem uma energia maior que os atomos que estdo no centro do material,
desta forma buscando interacdes que facam sua energia diminuir, preenchendo
seus orbitais vazios e consequentemente estabilizando a molécula como um
todo. Esta interacdo é bem conhecida na quimica, onde ao aumentar a razao
area superficial/volume haverd um aumento na reatividade daquele composto
(36).
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Figura 4: Representagdo do aumento da razéo area superficial/volume com a diminui¢do do

diametro da particula
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Fonte: O autor

Neste contexto, as AUNPs tém um aumento de reatividade em funcéo do
da diminuicdo do diametro. Teste in vivo mostraram que diametros de 1,0 a 1,5
nm (35,36) apresentam toxicidade acentuada, podendo ser até 100 vezes mais
toxicas que particulas com diametros de 15 nm (38). Teoricamente,
independentemente do didmetro, as capacidades oxidativas destas particulas
deveriam realizar uma morte programada da célula ao presenciar um estresse
oxidativo acentuado (figura 5) (39). No entanto, € observado que particulas
maiores que 10 nm ndo causam danos significativos as células. A hipotese mais
aceita € que as nanoparticulas de ouro (AuNPs) induzem estresse oxidativo, e
as células, para evitar a morte celular, utilizam vias autofagicas (40). Nesse
processo, as AuNPs sao envoltas por uma membrana dupla, formando um
autofagossomo, que transporta esse material para os lisossomos, onde é
degradado, atuando assim como um mecanismo de sobrevivéncia celular. Como
a reatividade das AuNPs com diametro maior que 10 nm néo é suficientemente

elevada para bloquear essas vias autofagicas, ndo é observado morte celular.
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Figura 5: Esquema da interacdo de uma AuNP de diametro entre 1 e 1.5 nm em uma célula

saudavel ou cancerigena
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Fonte: O autor

3.1.2 Propriedade térmica

A diminuicéo do ponto de fusdo das particulas ocorre devido a reducéao no
namero de interacdes intermoleculares na superficie das mesmas a medida que
seu tamanho diminui. Com menos atomos interagindo na superficie, é
necessaria uma quantidade menor de energia para romper as interacdes do
nanomaterial em comparacdo com o0 macroscopico. (41). Esta mudanca pode
ser evidenciada pela equagéo de Gibbs—Thomson descrita pela equagao 2:

Equacéo 2: Equacao de Gibbs-Thomson
40'sl

Te(d) = Ty (1 ————
r(d) m (1 Her ps d)

onde Tr € a temperatura de fusdo da particula em um determinado diametro,
Trm € a temperatura de fusdo do material macroscoépico, os: energia de interface
sélido-liquido, Hcr € o calor latente de fusdo, ps € a densidade do solido, d que

€ o diametro da particula (42). Portanto, ao diminuir o diametro da particula, tem-
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se um numero cada vez menor multiplicando o Trm, cONSequentemente uma
menor Tr.

A figura 6 demonstra uma relagdo do didmetro das AuNPs com sua
temperatura de fuséo.

Figura 6: Relacéo entre o diametro das AuNPs e sua temperatura de fuséo
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Fonte: Adaptado de Yang, Wong e Yuen (42).

Outro fator € a diminuicdo da condutividade térmica dos nanomateriais por
conta do espalhamento dos fonons. Fonons sado vibragbes que se encontram na
rede cristalina de um material. O espalhamento de fénons ocorre quando os
atomos das nanoestruturas estdo confinados e, dessa forma, limitados para
vibrar na rede cristalina. Devido ao aumento da razdo area superficial/volume,
ha uma maior probabilidade de ocorrer o espalhamento dos fonons provenientes
da superficie e esta interagcdo fonon-fébnon acaba dificultando a transferéncia de
calor do material (43). Komal e Monika (44) realizaram um estudo tedrico com

referéncias empiricas para construir a relagdo do didmetro com a condutividade



térmica. A figura 7 apresenta um gréafico evidenciando esta relagédo utilizando
uma particula esférica de silicio como exemplo., concluindo a perda da

condutividade com a reducédo do diametro das nanoestruturas.

Figura 7: Grafico demonstrando a diminuicdo da condutividade térmica (eixo y) em fungéo do
didmetro da particula em nm (eixo x)
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Fonte: Rawat e Goyal (44).

3.1.3 Propriedade éptica

As nanoestruturas podem apresentar mudancas de suas propriedades
oticas em funcdo do tamanho. Dentre estes destaca-se as nanoestruturas de
materiais semicondutores, que comeg¢am a interagir com fétons por meio da
absorcéo na regido do UV-visivel, uma vez que a diminuicdo de seu tamanho da
origem ao confinamento quantico, que resulta em um aumento da banda proibida
do material, deslocando a absor¢cdo para comprimentos de onda menores
(blueshift) e, consequentemente, para energias maiores (45,46). Esse fenbmeno
de confinamento quantico e o aumento da banda proibida explicam a mudanca
de cor que ocorre em alguns materiais, conforme suas dimensdes sdo reduzidas.

Por exemplo, o seleneto de cadmio € um material inorganico que apresenta uma
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coloracéo preta ou vermelho-escuro, mas a medida que seu tamanho decresce,
sua coloracdo pode variar de azul a vermelho (figura 8) (47). Essa variagdo em
toda a regido do UV-visivel ocorre em virtude do confinamento quéantico, ao
reduzir o tamanho do material, permite que comprimentos de onda menores
sejam absorvidos, resultando em uma mudanca completa no espectro de

absorcao do material.

Figura 8: Demonstragéo da mudanca de coloracédo de nanoparticulas de CdSe devido ao seu
tamanho em funcéo de um espectro na regido do UV-visivel

Fonte: Mohammad Azad Malik (47).

Materiais condutores também apresentam mudancas na banda proibida
em funcéo da alteracdo do tamanho, devido ao confinamento quantico. Contudo,
a principal causa da mudanca de coloracdo em dimensdes nanométricas destes
materiais € a ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) (48). Quando um
campo eletromagnético interage com uma nanoparticula condutora, ocorre uma
oscilagcdo dos elétrons livres confinados na superficie do material. Essa oscilacdo
de cargas positivas e negativas, induzida pelo campo eletromagnético incidente,
da origem a separacgdo de cargas e induz um momento de dipolo, um fenémeno
analogo ao comportamento de plasmas. A frequéncia de oscilagéo desse dipolo
(frequéncia do plasma), sera amplificada quando coincidir com a frequéncia da
onda eletromagnética interagindo com o material em dimensdes de interferéncia,
fenbmeno conhecido como ressonancia. A frequéncia do plasma é dada pela

equacao 3:
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Equacéo 3: Equacao para a frequéncia do plasma

N e?

sendo wp a frequéncia do plasma formado na superficie da nanoparticula, N a
densidade de elétrons, e a carga elementar do elétron, o a constante de
permissividade no vacuo, m a massa do elétron. Para que os elétrons oscilem
em ressonancia é necessario que a particula seja muito menor que a onda
eletromagnética incidente, esta oscilacdo ocorrera uniformemente em toda a
particula. A figura 9 demonstra de forma esquematizada que particulas > 100
nm acabam possuindo diferentes polos de oscilacdo, além do alargamento da

banda no espectro devido a elétrons oscilando em diferentes frequéncias (49).

Figura 9: Excitacao uniforme de apenas um polo (esquerda) e multipolar (direita) dos elétrons
livres em nanoparticulas metalicas.
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Fonte: Locarno e Brinks (52).

A figura 10 demonstra a diminui¢do da intensidade da banda do coeficiente de
absorcado conforme ha um aumento do diametro da particula. Quando o diametro
atinge o valor de 500 nm € possivel observar que sua banda de ressonancia é
praticamente negligente, isto ocorre por conta do tamanho da particula ser
praticamente do tamanho da onda incidente na qual seria realizado a

ressonancia, causando assim diferentes polos e tornando a banda cada vez mais



larga e com menos alteragfes significativas em sua vibracdo caracteristica. A
figura 10 foi plotada utilizando os dados do programa MiePlot v462, na qual
realiza aproximacdes mateméaticas para obtencdo de valores de coeficiente de
extincdo, coeficiente de espalhamento e coeficiente de absorcdo. Seus
parametros foram alterados para: esferas de ouro de diametro variavel,
monodispersas e imersas em um meio aquoso com indice de refracdo referente
a 25°C.

Figura 10: Diminui¢cdo da banda de RPS devido ao aumento das particulas de ouro
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Fonte: O autor

Levando em consideracéo que, para a intensidade da polarizacdo aumentar e
formar um momento de dipolo consistente, a condicdo de ressonancia precisa

obedecer as seguintes consideragdes em uma dada dire¢ao:

Equacéo 4: Condi¢cBes para ocorrer ressonancia
_ 1-L;

Re[€m (Wyess )] = L €, Im[en (Wress)] = 0
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sendo em a constante dielétrica do metal, wress @ frequéncia da ressonancia

plasmonica, L; o fator de despolarizacéo relacionado a morfologia da particula,

en € a constante dielétrica do meio na qual a particula esta imersa. Portanto, a
frequéncia de ressonancia tem dependéncia na forma geométrica da
nanoparticula, assim como no meio dielétrico no qual ela est4d imersa.
Lembrando que a parte real de uma onda eletromagnética esta relacionada com
a sua interacao construtiva, seja ela espalhamento, reflexdo ou refracdo. Ja a
parte imaginaria € relacionada com as perdas de energia da onda
eletromagnética. Uma férmula generalizada de um metal qualquer pode ser

descrita na equacéao 5:

Equacao 5: Frequéncia de ressonancia para um metal qualquer

Wy

Ve _|_1_L1'E
m,00 Lj h

~
~

a)TE’SS

No caso de esferas, ha uma igual contribuicdo para cada dimensédo espacial
(x,y,2), portanto sua despolarizacdo se torna L; = 1/3,Vj (50, 51), a equacéo

acima sera reduzida para:

Equacéo 6: Condicdes e aproximacgéo da equacéo 5 para esferas

Re[em(wress)] = —2€p , Im [Em(wress)] ~ 0,
~ Wp
O A —
V Emoo T 2€p

Na regido do UV-visivel, esta equacdo sO pode ser satisfeita por poucos
materiais. Para ocorrer a ressonancia, a parte imaginaria (referente as perdas de
energia) precisa ser necessariamente baixa, ou seja, sua constante dielétrica
precisa ser baixa. Por este motivo materiais metalicos condutores sdo excelentes
para gerar a RPS, como: ouro, prata e cobre (52).

As AuNPs se destacam por possuirem uma RPS na regido do UV-visivel

com alta absorcdo dada a sua alta condutividade (baixa constante dielétrica),
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obtendo uma parte imaginaria proxima a zero e pelo fato de sua constante
dielétrica em &gua proporcionar uma ressonancia em regides proximas ao

vermelho (53).

3.2 NANOPARTICULA DE OURO

As AuNPs esféricas possuem propriedades singulares, que pode ser
aplicada em diversas areas da quimica, ciéncia dos materiais, fisica e medicina
(50). Suas propriedades fisicas de magnetizacao e conducao elétrica sdo pouco
exploradas, pois sao inferiores em relacéo a outros nanomateriais (54). Por outro
lado, as propriedades térmicas em virtude da RPS tém se mostrado eficiente em
terapias para inducdo de morte de células tumorais (55). Entretanto, as
propriedades Opticas é o diferencial das AuNPs. Por pertencer aos metais
nobres, elas absorvem frequéncias de ressonancia na regido do UV-visivel, o
que facilita tanto a identificacdo visual por meio de sua coloracdo, quanto uma
distincdo precisa de seu espectro de absorcao (52).

AuNPs tem uma boa afinidade quimica com elementos do grupo 16 da
tabela periddica, evidenciando sua capacidade de funcionalizacdo. O ouro
possui configuracdo eletrénica dos elétrons mais externos ao nucleo de 6s'5d'°,
tendo a possibilidade de formar uma ligacdo covalente com atomos, como o
enxofre (grupo 16) que possui uma configuracéo eletronica de 3s?3p*. Portanto,
de acordo com a teoria do orbital molecular (TOM), o orbital atbmico do ouro (S)
realiza uma sobreposicdo em relacdo ao eixo z do orbital p do enxofre (pz),
formando uma sobreposi¢cdo adequada para a formagcao de uma ligagcéo sigma
ligante (o) e antiligante (o*) (Figura 11). Os elétrons ndo ligantes (N.L) estdo no
mesmo nivel de energia na qual iniciaram, pois ndo ofereceram uma
sobreposicdo adequada para a formacédo de uma ligacdo quimica. Com base
nesta teoria, o enxofre possui a capacidade de se ligar a outro elemento,

formando estruturas Au-S-R, sendo R uma cadeia qualquer (56).
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Figura 11: Teoria do orbital molecular (TOM) para formacé&o de ligacédo entre os elementos
enxofre (S) e ouro (Au)
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Fonte: O autor

A reacdo de sintese das AuNPs e seus mecanismos sao notoriamente
estudados em diversos trabalhos académicos (57-60). A sintese mais descrita
utiliza o método de Turkevich (61), que vem sendo modificada e adaptada por
outros pesquisadores (62,63). Esta reacao consiste na reducéo do ouro trivalente
para formar o ouro fundamental pela acédo do citrato de sodio. Na primeira etapa
desta reacgdo, o ouro trivalente (Au®*) proveniente do cloreto de ouro (Ill) (AuCls
) sera reduzido a ouro monovalente (Aul*), simultaneamente o citrato sera
oxidado para dicarboxilato de acetona. A figura 12 demonstra o mecanismo da
reacao da primeira etapa, os reagentes sendo o cloreto de ouro
(1) e o ion citrato e os produtos formados como o dicarboxilato de acetona,
dioxido de carbono, ion H*, ion CI e cloreto de ouro ().
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Figura 12: Primeira etapa da reagéo para formac¢ao do ouro monovalente e dicarboxilato de

acetona
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Fonte: O autor

Na segunda etapa da reacdao (figura 13), segundo Turkevich et al. (61) e
Abid (64), o dicarboxilato de acetona funcionam como agente organizador,
formando um complexo com o cloreto de ouro (l). Este complexo pode ser
formado com apenas a interacdo de duas moléculas de dicarboxilato de acetona
com o cloreto de ouro (I) (59). Apés a formacédo deste complexo, as trés
moléculas de cloreto de ouro (I) irdo reagir com apenas um ion de cloreto,
realizando uma reacédo de desproporcao, formando o ouro fundamental e o
cloreto de ouro (lll). Reacdes de desproporcdo sdo aquelas nas quais o
composto sofre reducdo e oxidacdo ao mesmo tempo. Sendo assim, 0 ouro

monovalente (Aul*) se tornou ouro fundamental (Au®) e ouro trivalente (Aus").
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Figura 13: Segunda etapa da reacdo para formacao do complexo intermediario e sua

desproporcao
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Fonte: O autor

Durante o processo de sintese, é possivel observar uma mudanca de
coloracdo da solucdo devido a morfologia e o tamanho das particulas alterarem
durante a sintese, mudando assim sua frequéncia de RPS. Inicialmente, a
solucéo de cloreto de ouro Il possui uma cor amarela, mas ao adicionar o citrato
ha uma reducdo do ouro trivalente para o ouro fundamental, causando a
mudanca do amarelo para uma solucao transparente. Apés a reducao, este ouro
fundamental ira sofrer o processo de nucleacao, onde os atomos irdo se agrupar
e se rearranjar em um padréo de estrutura cristalina. No caso do ouro, temos
geralmente a formag&o da célula unitéria cubica de face centrada (figura 13) e
sao caracterizados como pequenos grupos de aglomerados. Depois deste
processo de nucleacdo, ha o crescimento destes aglomerados por meio de
coalescéncia até atingirem um agrupamento em forma de nanobastfes, sendo
esta uma etapa intermediéria na formagéao e estabilizacdo das AuNPs. A rapida

mudanca de cor de transparente para um azul bem escuro esta relacionada a
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esta etapa, onde os nanobastdes sao formados, gerando a cor azul escuro, e
rapidamente sofrem coalescéncia até atingirem a instabilidade e reagrupados
para nanoparticulas esféricas, sendo estabilizadas eletrostaticamente pelo
citrato. A figura 14 demonstra o diagrama teorico da formacdo das
nanoparticulas, por meio dos processos de coalescéncia, nucleacao e clivagem
dos nanofios formados na reacgao (57).

Figura 14: Esquematizacéo tedrica da reagdo de formacéo de AuNPs esféricas por redugéo

utilizando citrato
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Fonte: O autor

Ao aumentar o nimero do agrupamento de nanofios por coalescéncia, a
solucéo torna-se mais escura e, ao perder estabilidade, se rompe em pequenos
aglomerados esféricos, dando origem a coloracdo avermelhada na qual as
AuNPs estardo estaveis eletrostaticamente (58).

A estabilizagcdo coloidal das particulas envolve a criacdo de um
mecanismo de repulsao eficiente, sendo capaz de superar as forcas de
interacdes intermoleculares presentes na solugdo, evitando assim a

aglomeracao das particulas. Existem dois tipos principais de estabilizacao, ou
mecanismos de repulsado: a estabilizacdo eletrostéatica e a estabilizacdo estérica.

Em uma solucdo coloidal, a superficie da particula € recoberta por

moléculas depositadas em virtude da acdo de forcas intermoleculares. Esta
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distribuicdo de cargas da origem a uma diferenca de potencial entre a superficie
da nanoestrutura e as moléculas nao ligadas, podendo assumir um valor positivo
ou negativo. No caso das nanoparticulas de ouro (AuNPS), o citrato adsorvido
confere uma carga negativa. Assim, a camada adjacente a superficie da particula
€ conhecida como camada de Stern, composta por contra-ions (com carga
oposta a carga superficial), atraidos em virtude da forca eletrostatica. Mais
externamente a particula ainda existe uma outra camada denominada de
camada de dispersado. Essa camada contém ions livres, tanto positivos quanto
negativos, com uma maior concentracdo de contra-ions proximos a particula. A
medida que a distancia em relacdo a particula aumenta, a concentracao de
contra-ions diminui gradualmente. A figura 15 apresenta uma representacéo das
camadas Stern e difusa, e a predominancia das cargas negativas provenientes
dos ions do citrato de sodio e a existéncia de cargas parciais positivas de
moléculas como a agua, com uma AuNPs no centro da figura.

A repulsao eletrostatica ocorre quando as duplas camadas elétricas ao
redor de duas particulas se aproximam a uma distancia em que essas camadas
comecam a se sobrepor. Nesse ponto, a repulsdo eletrostatica entre as
particulas evita a agregacdo, promovendo a estabilizacdo da dispersao (65).

Figura 15: Representacdo de uma dupla camada elétrica da AUNP em uma solucdo qualquer

€ fon Negativo

@ Ion Negativo

Fonte: O autor

A repulsdo estérica € produzida por moléculas com cadeias longas
adsorvidas na superficie de uma particula, geralmente polimeros ou

surfactantes. A espessura da camada formada deve apresentar uma distancia
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tal que ao interagir, resulte em uma repulséo intensa entre as cadeias longas do
adsorvido. Esta repulsdo estérica é eficaz na estabilizacdo de dispersdes
coloidais contra agregacao. A combinacdo da repulsdo eletrostética e estérica
pode ocorrer, por exemplo, ao usar misturas de surfactantes ibnicos e polimeros
nao idnicos ou ao usar polieletrélitos. Este mecanismo de estabilizacdo é

conhecido como eletroestérico (66).

3.3 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) tem se destacado como um dos mais
importantes tratamentos alternativos utilizados no combate de doencas topicas:
neoplasicas, herpes, doencas bacterianas, fungicas e tratamentos odontolégicos
(67). Em 1961, pode-se destacar os achados de Lipson e Baldes, quando
escolheram quinze pacientes com diferentes tipos de céancer e lhes
administraram um derivado de hematoporfirina (HpD), via intravenosa. Eles
observaram que os tecidos tumorais contendo HpD emitiam fluorescéncia,
quando expostos a ondas eletromagnéticas na regido do vermelho (68). Esta
radiacdo combinada com a presenc¢a do HpD permitia o tratamento do tumor, por
meio da afinidade quimica com o tecido tumoral e a fototoxicidade (69). Entdo o
HpD, posteriormente foi classificado como um fotossensibilizador (FS) de

primeira geracdo, dando inicio a um tratamento alternativo do cancer, a TFD.

3.3.1 Mecanismos fisicos da TFD

Nos processos fisicos de excitagdo, h& dois orbitais que sédo levados em
consideracao: o orbital ocupado de maior energia (HOMO) e, o orbital n&o
ocupado de menor energia (LUMO). Ambos se referem ao estado fundamental
de uma molécula. Portanto, quando dois elétrons de spins opostos sofrem uma
excitacdo para o HOMO, em principio eles ndo sofreréo alteragdo na orientacao
do seu spin. Entdo, seu momento angular total de spin (S) permanecera com
valor de 0. Tendo em vista, que S € calculado pelo valor fixo do nimero quantico
de spin para férmions de Y. (-1/2 para uma orientacdo oposta do momento

angular), sendo assim, um estado eletronico singleto teria um momento angular
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total de spin com valor de 0 (S = }Si=1/2 — 1/2 = 0) sendo dois spins de
orientacdes opostas. De forma anéloga, spins de mesmas orienta¢des teriam um
valorde Sde 1 (S=3YSi=1/2+ 1/2 = 1). Sendo representados pela TOM na

figura 16 ambos os valores de S para a molécula Oz e para N2 (70,71,72).

Figura 16: Representacdo da teoria do orbital molecular para exemplificar os estados
eletrdnicos tripleto e singleto dos gases oxigénio e nitrogénio.
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Fonte: O autor

A multiplicidade se refere as possiveis orientagcbes do momento angular
de spin de um elétron. O valor de multiplicidade do estado singleto, onde S = 0,

temos:

40



Equacéo 7: Multiplicidade para estado singleto

M=25+1=1

Portanto, o estado singleto possui apenas uma Unica orientacdo de seu
momento angular de spin. Agora o estado eletrbnico tripleto possui trés

orientacdes de momento angular (figura 17), tendo em vista que seu S =1 (71):

Equacéo 8: Multiplicidade para estado tripleto

M=25+1=3

Figura 17: Representagdo das orienta¢cdes do momento angular de spin possiveis para estados
eletrénicos tripleto e singleto.
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Fonte: O autor

Quando os elétrons absorvem fotons, eles séo excitados para o LUMO, e
posteriormente irdo liberar esta energia retornando para o HOMO. Inicialmente,
a molécula absorve a radiacdo incidente de comprimento de onda especifico,
ocasionando transi¢des eletrénicas, sendo sua ordem energética descrita abaixo
(73):
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Sendo n eletrons néo ligantes, m s&o ligacdes provenientes da sobreposi¢céo do
eixo X e y dos orbitais do subnivel p, d e f; ¢ sdo ligagcbes provenientes de
sobreposicoes frontais (axiais) de orbitais s, pz, dz, fz. 7* e o* sdo LUMO, sendo
muitas vezes relacionados aos orbitais antiligantes. A figura 18 apresenta o
diagrama das transi¢des eletronicas, de acordo com seu orbital de origem e a

diferenca entre as energias envolvidas em cada transicao (74).

Figura 18: Possiveis transi¢des eletrdnicas para os diferentes orbitais moleculares e elétrons
nao ligantes.
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Fonte: O autor

Apos o féton ser absorvido, o elétron tem probabilidade de ser excitado e
ao decair para estados eletronicos mais baixos, realizard um relaxamento
vibracional. Neste relaxamento, parte da energia absorvida tem a probabilidade
de ser convertida em vibragdo e colisdo entre as moléculas, dispersando a
energia do sistema. Posteriormente, liberando energia em comprimentos de
onda na regido do infravermelho até atingir o nivel vibracional mais baixo daquele
estado eletronico. Quando atingir este nivel, ele entéo realizara um processo de
conversdo interna. Processo este onde o elétron ira transicionar né&o

radioativamente (sem emisséao de fétons) de um nivel vibracional mais baixo de
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seu estado eletrénico atual para um nivel vibracional n de um estado eletronico
de menor energia, mantendo assim uma transicao isoenergética entre estados
eletrbnicos de mesma multiplicidade. A figura 19 demonstra um diagrama de
energia ilustrando a transi¢ao interna de Sz para Si, com seu devido relaxamento
vibracional, dando énfase as caracteristicas do estado eletrénico e seus diversos
niveis vibracionais e, ressaltando que entre os niveis energéticos dos estados
vibracionais existem os niveis rotacionais (71,75). A diferencga entre os niveis de
energia de uma mesma interacdo fisica estd associada a um comprimento de
onda em uma regido especifica do espectro eletromagnético, sendo esta descrita

entre parénteses na figura 19.

Figura 19: Representacao de dois estados eletrdnicos S1 e S2 para demonstrar o relaxamento
vibracional e a conversao interna juntamente com o conceito de niveis vibracionais e
rotacionais.
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Fonte: O autor

Do estado eletrénico Si1 para So, hd uma distancia (gap) de energia muito
acentuado. Entédo para transi¢des eletrbnicas entre estes estados ha a emissao
de foétons. Portanto, conversdo interna do nivel eletrdnico Si para So
acompanhada da emissdo de fotons €& chamada de fluorescéncia. A
fluorescéncia possui uma energia sempre menor que a energia de absorgéo,
tendo em vista que parte desta energia € perdida em forma de vibracbes
moleculares. Um exemplo pratico da emissédo de fluorescéncia € nos sinais e
placas de transito que ficam luminescentes com a luz dos fardis, ja que eles
excitam as moléculas e imediatamente ha o surgimento de luz pelas placas. Este

fendbmeno imediatamente cessa com a auséncia de luz, ja que a fluorescéncia é
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um processo de alta velocidade, obtendo valores de 10°a 10-® segundos (76,77).
Outro exemplo é a quinina, substancia presente em 4guas tbnicas que ao serem

irradiadas na regiao do ultravioleta emitem luminescéncia (figura 20).

Figura 20: Efeito da fluorescéncia na agua tonica devido a presenga da molécula quinina

Fonte: O autor

Ao atingir o estado eletrdnico Si1 ha a probabilidade de ocorrer um
cruzamento intersistema, ao invés de voltar ao seu estado fundamental So. Este
processo se caracteriza pela transicdo nao radioativa entre duas vibragdes
isoenergéticas pertencentes a estados eletrénicos de diferentes multiplicidades.
Esta transicdo intersistema (Si1 para Ti1) é a principio proibida, mas o
acoplamento spin-6rbita (acoplamento do momento magnético do orbital com o
momento magnético do spin) grande o suficiente podera permitir esta transicao
(70). A emissao de fotons para retornar ao estado singleto fundamental So é
denominada fosforescéncia, sendo que o processo de relaxacéo eletrdnica se
torna mais lenta, variando de 10* segundos até varios minutos. Como sua
energia € menor que a emissao de fluorescéncia, seu espectro eletromagnético
apresenta comprimentos de onda maiores (71,76). Um exemplo de
fosforescéncia sdo as pulseiras luminosas utilizadas em festas que por um
processo de quimioluminescéncia emitem fosforescéncia por algumas horas.
Quando se entorta o tubo, uma ampola de vidro bem fino é quebrada liberando
agua oxigenada, esta entdo reage com o oxalato de difenila. Ao se decompor o
oxalato de difenila produz dois fendis e um peroéxido ciclico. O peroéxido ciclico
por ser instavel, se decompde rapidamente em duas moléculas de dioxido de
carbono liberando energia suficiente para excitar as moléculas de corante

presentes na pulseira. Por consequéncia, cada pulseira possui corantes
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diferentes para obter uma cor diferente ao realizar a reacao (77). A figura 21
demonstra a reacdo de quimioluminescéncia de pulseiras luminescentes de
festas, juntamente com compostos utilizados para a coloracdo como: difenil

antraceno, bisfeniletinil antracedo e tetraceno.

Figura 21: Reacao de quimioluminescéncia presente nas pulseiras luminescentes de festas,

com exemplos de trés diferentes corantes: verde, azul e amarelo esverdeado.
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Fonte: O autor

Todos estes processos fisicos previamente descritos, sao
esquematizados no diagrama de Perrin-Jablonski (figura 22). Onde existem o0s
niveis eletrbnicos, niveis vibracionais e niveis rotacionais; as suas devidas
emissbes e sua absorgcdo, juntamente com as conversdes interna e
interssistema. A probabilidade de um elétron realizar uma das rotas
demonstradas pelo diagrama é chamada de rendimento quantico. Cada caminho
(rota) possui um rendimento quantico especifico, denotado por ®, cuja soma
totaliza 1 (3" ®: = 1) (100%), ou seja, se uma molécula apresenta um rendimento
quantico de fluorescéncia de ®r = 0,75, isso indica que 75% dos elétrons tem

maior probabilidade de decair pelo processo de fluorescéncia.
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Enquanto que 25% irdo decair por outra rota. E importante destacar que, ao
considerar apenas duas rotas, como fluorescéncia e fosforescéncia, a relagéo se
estabelece como ®r = 0,75 para fluorescéncia e ®p = 0,25 para fosforescéncia
por exemplo, mantendo a soma igual a 1. Nesse contexto, todas as outras rotas
ndo sao contabilizadas na analise do rendimento quantico. Assim, a
representacdo dos rendimentos quanticos é dependente das rotas analisadas. O
rendimento quantico, portanto, permite uma compreenséo clara das diferentes
possibilidades de transicdo dos elétrons, garantindo que a soma dos
rendimentos quanticos de todas as rotas consideradas seja sempre igual a 1
(71,78).

Figura 22: Diagrama de Perrin-Jablonski
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Fonte: O autor
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3.3.2 Aplicagcdo dos mecanismos fisicos

Ao aplicar o diagrama de Perrin-Jablonski na TFD, podemos observar trés
essenciais: emissdo de fotons em comprimentos de onda especificos para
absorcdo do FS, moléculas fotossensibilizantes e a presenga concomitante do
oxigénio molecular. Inicialmente, o FS absorve um foton em um determinado
comprimento de onda e passa do seu HOMO singleto (So) para um estado
excitado qualquer (Sn), retornando ao estado singleto LUMO (S1) por conversoes
internas e por relaxamento vibracional. Posteriormente existe a probabilidade de
ocorrer duas transicfes: 1) a de menor probabilidade, quando os elétrons
retornaram ao seu estado So com emissao de fluorescéncia; 2) a de maior
probabilidade, os elétrons terdo um acoplamento de spin-oOrbita e realizam um
cruzamento intersistema, passando de um estado eletrbnico de diferente
multiplicidade, denominado como estado tripleto excitado (T1). Dessa forma, o
retorno para o seu estado So pode ser efetuado emitindo fosforescéncia. Na TFD
a energia proveniente do féton emitido na fosforescéncia € capaz de ser
absorvido pelo oxigénio molecular. Quando este mecanismo acontece, ha uma
fotoexcitagdo do O2 do estado tripleto, para o seu estado singleto, alterando a
sua multiplicidade. Esta alteracdo entdo o transforma em uma das espécies
reativas de oxigénio (EROs) (79,80,81) (figura 23). As EROs, especificamente o
oxigénio singleto, sdo extremamente reativos e em contato com a estrutura

celular, pode induzir a morte por apoptose ou por necrose (82).

47



Energia

Figura 23: Diagrama de Perrin-Jablonski com sua aplicagdo na producéo de oxigénio singleto
com finalidade de obter a morte celular
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3.3.3 Espécies reativas de oxigénio

A presenca de oxigénio molecular é essencial para que haja a producao
de oxigénio singleto por meio de dois tipos de mecanismos associados a TFD.
O mecanismo tipo |, consiste na transferéncia de elétron entre o FS no seu
estado tripleto e o Oz, gerando as EROs (83). Neste mecanismo, inicialmente
sdo gerados os anions superoéxidos (0O27), que por si s6 ndo causam nenhum
dano significativo na célula, e o perdxido de hidrogénio (H202) que é importante
em sistemas bioldgicos porque pode atravessar a membrana celular com
facilidade e ndo pode ser removido da célula, sendo necessario para sua
sobrevivéncia (82,83). Estas moléculas irdo participar de duas grandes reacdes
que irdo induzir a morte celular no caso especifico do mecanismo tipo I, séo elas
a Fenton Reaction (FR) e a Haber-Weiss Reaction (HWR) (figura 24).

Transferéncia de elétrons

Morte Celular
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Figura 24: Reacdes do mecanismo tipo 1 para producdo de EROs

Reacao Fenton

0y + Fe* —— Fe* + 0,

Fe** + H,0p =—— Fe** + «OH + OH

Reacao Haber-Weiss

2+
0y + H, 0, —C & 0, + -OH + OH

Fonte: O autor

Nas células ha um nivel consideravel de ions de ferro e cobre que podem
realizar uma reacdo de oxirreducdo com o O2". Esta rea¢do € conhecida como
FR, onde ha a reducdo do Fe®* (ion férrico) para o Fe?* (ion ferroso) e uma
liberacdo de oxigénio molecular. A partir da formacdo de Fe?* pode ocorrer dois
caminhos diferentes: 1) Fe?* reage com o peréxido de hidrogénio, formado na
transferéncia de elétrons, continuando assim a FR; 2) Fe?* sera um catalisador
na HWR, para diminuir a energia de ativacdo da reacdo do superéxido com o
peréxido de hidrogénio. Independente do caminho que o ion ferroso seguira,
sempre havera a formagao de radical hidréxido (HO¢) e de ion hidréxido (HO")
(84,85). A finalidade dessas reacdes na morte celular € a producdo de oxigénio
singleto, pois por uma transferéncia de elétrons do O™ para 0 HO+ h& a formacéo

de oxigénio singleto. A férmula quimica pode ser descrita pela figura 25 (86).
Figura 25: Reacéo que envolve a producéo de oxigénio singleto partindo do mecanismo tipo |
0;- + HO® - 102 + HO-
Fonte: O autor

No mecanismo tipo Il ocorre a producéo de oxigénio singleto diretamente
por transferéncia de energia. Embora as duas reacdes acontecam de forma
concomitante, a transferéncia de energia ocorre com maior probabilidade,

guando comparada com a transferéncia de elétrons. Este mecanismo é muito



mais simples do ponto de vista quimico, que o mecanismo tipo I. No entanto
envolve a alteracdo da multiplicidade do spin da molécula, tornando-a tripleto em
virtude da energia recebida.

O oxigénio singleto formado pelo mecanismo tipo | ou tipo Il, possui um
tempo de meia-vida efémero de aproximadamente3 us (87). Este tempo curto
auxilia no processo da TFD, pois impede que o oxigénio singleto ataque células
saudaveis que estdo adjacentes a ceélula cancerigena, pois irdo voltar ao seu

estado fundamental antes de atingi-las (83).

3.34 Fotossensibilizadores e seus medicamentos derivados ao longo
da historia

A utilizacdo de corantes e pigmentos como agentes terapéuticos na TFD
tem sido amplamente discutida desde o inicio do século, devido a sua
capacidade de absorcao na regido do UV-visivel e, por participarem de reacdes
fotoquimicas. Dentre os FS, destacam-se os derivados da porfirina, que foram
0s primeiros a serem aplicados na TFD, para o tratamento de diferentes tipos de
tumores, sendo classificados como FS de primeira geracédo (88). As porfirinas
sdo compostos ciclicos que possuem uma estrutura composta por quatro anéis
pirrélicos interligados. Essa configuracéo confere as porfirinas a capacidade de
absorver fétons na regido do UV-visivel, e com a presenca de grupos funcionais
substituintes na estrutura da porfirina € possivel realizar modificacdes quimicas
para aumentar sua solubilidade, capacidade de funcionalizacdo e até mesmo
alterar suas propriedades Opticas. Essas alteracBes estruturais podem otimizar
a sua fototoxicidade e a producéo de oxigénio singleto (89).

As clorinas sao derivados da clorofila e apresentam uma estrutura
semelhante a das porfirinas, mas com uma saturagéo adicional em uma das
ligacBes duplas do anel pirrélico. A diminuicdo da conjugacgéo eletrbnica resulta
em propriedades Opticas distintas, seu espectro de absor¢cdo sofre um
deslocando da absor¢cdo para comprimentos de onda maiores (redshift),
consequentemente, um aumento da banda proibida. Portanto, as clorinas tém
um espectro de absorgcéo que se estende para comprimentos de onda maiores,
na faixa de 650-670 nm. Permitindo sua ativagcao em regides mais profundas do

tecido (90). Essa caracteristica € particularmente vantajosa em aplicacdes
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clinicas, onde é desejavel atingir lesdes tumorais localizadas em camadas mais
profundas da pele ou em tecidos subjacentes (90,91). Estas moléculas possuem
um rendimento quantico de oxigénio singleto superior a das porfirinas, com
valores de 0,67 (92). Uma desvantagem da clorina € seu elevado indice de
fotobranqueamento. Devido a sua alta afinidade pelas EROs, a molécula pode
se degradar facilmente quando exposta a um fo6ton em comprimentos de onda
onde ocorre sua absorcgao (93).

O fenbmeno do fotobranqueamento ocorre quando o FS perde sua
capacidade de absorver no comprimento de onda adequado e,
consequentemente, € incapaz de gerar EROs. Este fendmeno pode ocorrer
gquando h& uma agregacéo do FS, quando a solucdo possui grande oferta de
oxigénio, quando ha alteracdo do pH do meio, quando ha irradiacdo por tempo

prolongado, dentre outros fatores (94).

3.4 Nanossondas

Nanossondas (NS) sdo nanoparticulas associadas com FS ou/e com
proteinas do sistema imunoldgico (anticorpos), proteinas do fator de crescimento
epidermal (EGF) ou até mesmo &cido desoxirribonucleico (DNA) (95). Dessa
forma, se tornando uma solucdo para otimizar a entrega do FS, aumentando a
sua seletividade e sua solubilidade, além de reduzir efeitos colaterais associados
a TFD. Existem duas formas de associacdo de FS em uma nanoparticula, por
meio de interacbes intermoleculares, atracdes eletrostaticas, que seria
categorizado como uma adsorcéao fisica ou por formacdo de ligacdo quimica,
seja ela covalente ou idnica, categorizando como uma adsorc¢ao quimica (96).

A adsorgéo fisica ocorre quando ha um contato entre duas substancias,
onde suas moléculas irdo interagir por meio de forgas intermoleculares na
interface dos materiais. Estas forcas intermoleculares incluem as forcas de van
der Waals (dipolo induzido — dipolo induzido), dipolo permanente — dipolo
permanente, dipolo permanente — dipolo induzido e por ligacdes de hidrogénio.
Portanto, a eletronegatividade e cargas parciais das moléculas sao fatores
importantes para determinar o tipo de interacéo intermolecular (97). Quando se

utiliza nanoparticulas poliméricas para funcionalizar um FS, é a adsorcéo fisica
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que se destaca. J& que o polimero possui normalmente uma carga parcial
relativamente baixa e uma falta de afinidade quimica pelo FS, estas
caracteristicas proporcionam auséncia de ligacdo quimica, mas uma boa
interacdo intermolecular (98). Estas NS sdo simples e rapidas de serem
sintetizadas, sendo sua maior desvantagem a perda do FS antes de atingir a
célula tumoral, e a sua liberagdo inicial acentuada depois de sua administracao,
sendo este Ultimo contornado por aplicagdo de uma camada de polieletrélitos
para fixar melhor o FS. Sendo assim, adsor¢cfes quimicas acabam sendo mais
utiizadas quando ha a necessidade de funcionalizar um FS em uma
nanoparticula (99).

Adsorcbes quimicas ocorrem predominantemente em nanoparticulas
metalicas, mais especificamente com os metais nobres, j4 que estes possuem
RPS em comprimentos de onda na regido do UV-visivel. Metais como cobre,
platina, paladio e iridio possuem uma funcionalizagdo mais complexa, sendo
ligados a moléculas muito especificas e ainda ha poucos estudos sobre suas
sinteses e aplicagcdes na area médica. JA 0s metais ouro e prata sdo muito
utilizados e ha uma gama de estudos envolvendo estas nanoparticulas em
diversas aplicagdes. Neste contexto, o ouro possui os melhores resultados de
aplicabilidade na TFD, pois é possivel realizar uma ligacdo covalente com o
enxofre dada sua alta afinidade quimica (100). Sendo assim, muitos
pesquisadores comecaram a sintetizar FS que possuiam o grupo funcional tiol
em suas extremidades (101,102). Os FS inicialmente ndo possuem enxofre em
sua estrutura molecular, mas modificacées sao possiveis por meio de reacfes
de esterificacdo, carbodiimida, reducéo de acidos carboxilicos, etc.

Para moléculas que possuem uma extremidade em acido carboxilico
como a ceb6, a reacdo de carbodiimida € a mais aceita e utilizada no meio
académico para modifica-la. Esta modificagdo normalmente estd atrelada a
funcionalizagdo em AuNPs, sendo assim um atomo de enxofre deve ser
adicionado (103).

Carbodiimidas sdo moléculas que possuem uma estrutura R-N=C=N-R',
com dois nitrogénios ligados por uma ligagdo dupla a um carbono central. Estas
moléculas podendo ser 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) ou
N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) irdo reagir diretamente com grupos

carboxilico, formando um intermediario instavel, este é conhecido como O-
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acilureia, podendo sofrer hidrolise rapidamente e regenerar o grupo carboxilico
e formar ureia como subproduto, encerrando a reacéo sem a formacao de ligacéo
amida para unir os compostos. Portanto, ha a necessidade de adicionar N
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) para transforma-lo em um intermediéario
estavel denominado NHS-ester. Esta quimica pode ser utilizada para unir
quaisquer moléculas que possuem terminais carboxilico ou amina. Formando
uma unica molécula com grupo amida unindo-as (104, 105).

Uma das vantagens da reacdo de carbodiimida é a utilizacdo de agua
como solvente, evitando assim de utilizar solventes organicos para solubilizar os
compostos. Os reagentes em excesso e 0S contaminantes da reagcao pode ser
facilmente eliminado, sendo uma alternativa excelente para funcionalizar
nanoparticulas (105).

Tanto a adsorgdo quimica como a fisica, proporcionam uma melhor
solubilidade para o FS, uma seletividade passiva e um aumento do rendimento
guantico de oxigénio singleto. A seletividade passiva, € um tipo de drug delivery
system (DDS). Estes sistemas consistem na administracdo modificada dos niveis
de concentracdo do farmaco por um longo periodo apenas com uma Unica
dosagem, além de aumentarem o potencial terapéutico de um composto,
fazendo-o ndo perder o trajeto para o local alvo especifico, tendo assim uma
maior seletividade e menor ocorréncia de efeitos nocivos em outras partes do
organismo. A taxa de liberacdo do farmaco é principalmente controlada pela taxa
de degradacédo da nanoparticula, que pode ser modificado pela incorporacéo de
compositos, pela sua espessura de sua parede ou pelo seu tamanho (106).

A capacidade de penetracdo de uma nanoparticula na célula tumoral se
deve ao efeito de retengao e permeabilidade aumentados, sendo conhecido em
inglés como enhanced permeability and retention (EPR) (figura 26), este efeito
acontece devido a alteragbes que ocorrem nas regides tumorais facilitando o
transporte de macromoléculas. As principais alteragcbes sdo a vasculatura
anormal, oxigenacao deficiente e acidez do microambiente. Devido a
necessidade de suprir demandas de oxigénio, a célula tumoral realiza seu
crescimento desordenado, rapido e irregular, gerando poros na sua vasculatura
(107). Portanto, as células do endotélio ficam mais afastadas possibilitando a
entrada da nanoparticula no tecido tumoral, contudo as estruturas precisam ser

biocompativeis para poderem permanecer e se acumular. A dimensao dos poros
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endoteliais no tumor pode variar de 10 nm até 400 nm. No entanto ja foi
evidenciado a presenca e acumulacdo de bactérias como Lactobacillus e
Salmonella typhimurium que possuem um tamanho médio de 1-2 pum (108,109).

Figura 26: Representagcdo da TOM para o estado tripleto e os possiveis estados singletos do
oxigénio molecular
Tumor 1©)

Vaso sanguineo

Fonte: Adaptado de Ganoth et al. (110).

O sistema ativo de entrega de farmacos, se caracteriza pela
funcionalizacdo de agentes de direcionamento (ligantes), sendo estes, moléculas
gue se ligam especificamente a um receptor superexpresso em células alvo. A
interacdo entre o ligante e o receptor induz a internalizacdo das nanoparticulas
na célula por meio de endocitose, causando a liberacdo do medicamento (FS) na
célula alvo. O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) nédo é
expresso de forma acentuada em células normais, mas em alguns subtipos de
células cancerigenas este receptor é superexpresso. Portanto, a interagdo nao
desejada entre NS e as células saudaveis sera minimizada, resultando em um
aumento da citotoxicidade e seletividade para células tumorais e reducdo de
efeitos colaterais sistémicos, quando ha uma administracdo de medicamentos
fotossensibilizadores. Varias biomoléculas tém sido utilizadas para ser
funcionalizadas as nanoparticulas juntamente com os FS. S&o elas: anticorpos,
aptameros, carboidratos, enzimas, folato, peptideos e vitaminas. Os anticorpos
aparecem como o0s ligantes mais frequentemente utilizados para atingir

ativamente as células tumorais devido a sua alta especificidade (105,111).
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A estrutura de um anticorpo tem como base as cadeias polipeptidicas
formando cadeias leves e pesadas. Até 0 momento, existem cinco classes de
anticorpos (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE), cada uma com uma cadeia pesada
diferente e funcdes efetoras distintas. O IgG é a biomolécula mais abundante no
ser humano e o mais utilizado para funcionalizar nanoparticulas. O tipo IgG pode
ser subdividido em quatro subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) (108).

O tipo de anticorpos mais relevante para tratamentos oncolégicos é o
IgG1. A molécula IgG1 contém grupos amina devido a terminais €-amino da
lisina, bem como grupos de &cido carboxilico dos acidos aspartico e glutamico.
Existem cerca de 90 lisinas, 8 cisteinase e 12 ligac6es dissulfeto entre as cadeias
pesadas e leves sdo encontradas em um anticorpo IgG1 tipico. No entanto,
apenas 30 moléculas de lisina podem ser modificadas devido a restricdes
estruturais e estéricas. Aminas da lisina em cadeias laterais e grupos tiol livres
da cisteina sdo frequentemente empregados para funcionalizar anticorpos com
AuNPs (111).

Estes agentes terapéuticos isolados ja séo utilizados para tratamento de
cancer, mas pesquisadores descobriram que as NB (Nanoparticulas + FS +
Anticorpo) possuem potencial para melhorar o tratamento de tumores. Por
exemplo, foi comprovado que os efeitos terapéuticos do CX em tumores que
expressam o EGFR sdo aumentados quando ha uma funcionalizagcdo com as
AuNPs em comparacdo com o anticorpo nédo funcionalizado. CX € um anticorpo
monoclonal quimérico IgG1 que se liga ao dominio extracelular do EGFR para
internalizar a NS no tumor alvo. Como inicialmente o CX ndo possui atomos de
enxofre livres para a realizacdo da funcionalizacdo, ha a necessidade de aplicar
a reacao de carbodiimida para formacéo de ligacdo entre o grupo amina do CX
com o grupo carboxilico de moléculas que possuem uma extremidade com
enxofre. Ao fim da reacdo o CX estard apto para se funcionalizar com a NS,
formando assim o que chamamos de NB. Caracterizada pela presenca de uma
nanoparticula com funcionalizacdo de FS e de anticorpo, obtendo uma
capacidade de aumentar a solubilidade do FS e ter maior seletividade por conta
do anticorpo (112).
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4 METODOLOGIA

A dissertacdo foi desenvolvida no laboratério de Nanossensores da
Universidade do Vale do Paraiba. Os materiais para a sintese das AuNPs foram:
cloreto de ouro (254169, Sigma Aldrich), citrato de s6dio (S1805, Sigma Aldrich),
agua ultrapura/tipo | filtrada pelo equipamento Arium® Comfort Sartorius water
system. As vidrarias para a realizacdo da sintese foram lavadas previamente
com agua régia, preparada com uma mistura de 4cido cloridrico (HCI) (258148,
Sigma Aldrich) e &cido nitrico (SZBC2130V, Sigma Aldrich) na propor¢éo 3:1,
para limpeza e descontaminacdo. Os materiais para a formacao dos ligantes
(ce6 e CX) foram: ce6 (MFCD08669566, Frontier Scientific Inc.), Erbitux® 5
mg.mLfrasco de 20 mL (Merck), cisteamina (M9768, Sigma Aldrich), +-a-Acido
Lipdico (T5625, Sigma Aldrich), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) (03450, Sigma Aldrich), N hydroxysulfosuccinimide (sulfo-NHS) (24510,
Thermo Scientific), hidréxido de sodio (NaOH) (S5881, Sigma Aldrich). Os
solventes foram: metanol (1060091000, Merck KGaA), PBS buffer (pH 7,4 10mM
P3813, Sigma Aldrich), PBS buffer (pH 6,2 10mM). Na purificagéo foi utilizada
uma seringa descartavel esterilizada sem agulha (5mL — Descarpack), agulha
esterilizada hipodérmica (30x8 — Solidor) e para separacdo por massa molar:
Vivaspin 500 (VS0121 30 KDa).

Inicialmente foi realizada a sintese das AuNPs pelo método de Turkevich
adaptado (61), posteriormente a sintese dos ligantes (ce6 e CX) e por fim sua
funcionalizacéo para a formacao das NB. Cada formulacé&o teve suas respectivas
caracterizacdes, sendo elas: UV-visivel para determinar surgimento e
desaparecimento de compostos, FTIR para confirmar a presenca ou auséncia de
ligacbes quimicas, técnicas de DLS e ELS para determinagdo do diametro
hidrodindmico (DH) e do potencial zeta (PZ). Apés as caracterizacdes, foi
realizada uma analise de toxicidade das nanossondas por meio da TFD. Um
esquema das caracterizagcdes que foram realizadas em cada formulagéo esta

descrito na figura 27.
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Figura 27: Esquema das caracterizac6es que foram realizadas na ce6, no CX, nos ligantes ce6
e CX, e na NS bifuncional
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Fonte: O autor

4.1 NANOPARTICULA DE OURO

Para a sintese das AuNPs, inicialmente foi necessario preparar uma
solucdo aquosa de cloreto de ouro 9,96 g.L* e de citrato de sédio 0,0192 g.L™.
Em um baldo volumétrico de trés bocas lavado previamente com agua régia,
foram adicionados 425 mL de agua ultrapura e 25 mL da solucao de cloreto de
ouro. Com uma agitacdo magnética de 250 rpm, realizar o aguecimento da
formulacéo até atingir 95°C. Ao atingir a temperatura adequada, adicionar 50 mL
de citrato de sodio e, desligando o aquecimento, esperar 1 hora para que a
temperatura chegue a aproximadamente 45°C, onde é possivel confirmar a

formacao das nanoparticulas e que sua reacédo ja se encerrou.

4.2 LIGANTES

Para a sintese dos ligantes, deve-se utilizar a reacéo de carbodiimida para
realizar a ligacdo entre os componentes. Precaucdes iniciais devem ser

consideradas: o sulfo-NHS, o EDC e a cisteamina devem ser pesados ha camara



de luvas (Glove Box) por apresentarem caracteristicas higroscopicas. As
amostras devem ser armazenadas em microtubos esterilizados de 500 uL e
dentro de frascos de vidro devidamente lacrados sob condi¢cdes de temperatura

indicadas pelo fabricante.

4.2.1 Ligante ce6

A reacdo e os calculos devem seguir as seguintes razbes molares: 1
Clorina E6: 78 Sulfo-NHS: 32 EDC: 10 Cisteamina. Sua sintese se inicia na
formacao do intermediario estavel, para tal deve-se solubilizar 1,44 mg de ce6
em uma solucdo contendo 144 uL de NaOH 0,1 mol.L! e 144 uL de Metanol,
ajustando seu pH para 6,2 adicionando HCI 1 mol.L%, formando entdo a solugéo
ce6. 40,7 mg de sulfo-NHS foi solubilizado em 1 mL de PBS 10 mmol.L™! pH 6,2;
formando a solugéo sulfo-NHS. 14,4 mg de EDC solubilizado em 900 pL de PBS
10mM pH 6,2, formando a solucdo EDC. Apds homogeneizar as trés solucgdes,
mistura-las em um frasco ambar previamente lavado com agua régia e deixa-los

agitando a 200 rpm por 30 minutos (figura 28).

Figura 28: Esquematizacdo da sintese do NHS-éster
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Fonte: O autor

Para a formacéao da ligacdo que caracterizara o ligante, deve-se solubilizar

1,79 mg de cisteamina em 2,88 mL de 10 mmol.L* PBS pH 7,4. Esta solucéo
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entdo foi vertida sobre o frasco dmbar contendo o intermediario estavel.
Ajustando o pH desta formulacdo para 7,0, utilizando NaOH a 1 mol.L?! e
agitando a 200 rpm por 2 horas. Quando o periodo de agitacao finalizar, deve-
se ajustar seu pH para acima de 9, garantindo assim que a reacéo cesse. Para
uma melhor homogeneizacédo da formulacao, foi necessario deixar agitando por

mais 30 minutos. Assim, finalizando a reagao de carbodiimida (figura 29).

Figura 29: Esquematizacao da sintese do ligante pela reacdo de carbodiimida
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Cisteamina (1,79 mg) ifaarite
10mM PBS pH 7.4 (2880 uL) \ g

2880 L

Ajustar para 7,0
O _— B

NHS-Ester Ligante
NHS-Ester + Cisteamina Agitacdo por 2 horas

Fonte: O autor

No processo de purificacdo, a solucéo final contendo o ligante precisou
ser separada em microtubos de 1mL e em cada deve ser adicionado 4,2 pL de
acido cloridrico 37% para que a ce6 presente na formulacdo se agregue e
precipite, possibilitando assim uma separacdo mais efetiva dos subprodutos,
apos uma centrifugacdo a 15.000 rpm por 2 minutos. Depois de remover o
sobrenadante, € necessario realizar a lavagem com 200 yL de agua ultrapura e
centrifugar novamente a 15.000 rpm por 2 minutos. Este processo é repetido
mais 2 vezes para eliminacdo das impurezas remanescentes. ApOs estes

processos, o ligante realizara as suas devidas caracterizagbes, como descrito
anteriormente (figura 30).
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Figura 30: Esquematizagdo da purificagdo do ligante apds a sintese
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Fonte: O autor

4.2.2 Ligante CX

Inicialmente é necessario realizar a purificacdo do anticorpo contido no
medicamento Erbitux®, separando os excipientes do CX. Portanto, com auxilio
do fluxo laminar, retirar 2 mL de Erbitux® do frasco e realizar uma centrifugacdo
com o filtro Vivaspin 500 (500 pL) do Erbitux® contido na seringa. Rotacionando
a 15.000 xg por 10 minutos a 8°C. Apoés centrifugar, todo o volume contido na
seringa, realizar o processo de lavagem, completando o filtro de centrifuga com
agua ultrapura (= 500 uL) e centrifugando a 15.000 xg por 10 minutos a 8°C. A
guantidade de lavagens depende do espectro observado no perfil A280 do
espectrofotdmetro. Ao finalizar as lavagens, com o auxilio de uma pipeta, coletar
o concentrado dentro do filtro Vivaspin. Este volume coletado deve ser
transferido para um microtubo esterilizado e devidamente armazenado formando
o Cetuximabe (CX).

A reacao e os calculos devem seguir as seguintes razées molares: 1 CX:
3200 Sulfo-NHS: 1300 EDC: 120 +-a-Acido Lipdico. Sua sintese é semelhante a
do ligante ce6, sendo assim, deve-se preparar uma solucéo de *-a-Acido Lipdico

de concentracdo 1,6 mg.mL* contendo 50% metanol e 50% PBS 10 m mol.L?,
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pH 6,2 como solvente. 40,7 mg de sulfo-NHS foi solubilizado em 1 mL de PBS
10 mmol.L* pH 6,2; formando a solugdo sulfo-NHS. 14,4 mg de EDC solubilizado
em 900 pL de PBS 10 m mol.Lt pH 6,2, formando a solucdo EDC. Apods
homogeneizar as trés solucdes, mistura-las em um frasco ambar previamente
lavado com agua régia e deixa-los agitando a 200 rpm por 30 minutos a 12°C
(figura 31).

Figura 31: Esquematizacéo da reagdo de carbodiimida inicial para formagdo do NHS-éster

+* Producdo do NHS-Ester

NaOH 425 uL
Metanol 425 uL

N
T 058
%)J‘

EDC (14,4 mg)
10mM PBS pH 6,2 (900 pL)

Sulfo-NHS (40,7 mg)
10mM PBS pH 6.2 (1000 uL) , Agitagdo por 30 mim

| l Temperatura de 12°C

NHS-Ester

Fonte: O autor

Para a formacao da ligacdo que caracterizara o ligante, deve-se diluir o
CX purificado a uma concentragéo de 0,1 mg.mL* em PBS 10 mmol.L* pH 7,4.
Um volume de 3.400 pL desta solucdo foram vertidas em frasco &mbar, contendo
o intermediario estavel. Deixar agitando a 200 rpm por 2 horas a 12°C. Quando
o0 periodo de agitacdo finalizar, deve-se ajustar seu pH para acima de 9,
garantindo assim que a reagao cesse. Para assegurar que todo CX reagiu e que
a reacdo cessou de fato, foi necessério deixar a formulagéo agitando por mais

30 minutos. Assim, finalizando a reagéo de carbodiimida (figura 32).
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Figura 32: Esquematizacéo da reacdo de carbodiimida para formacéo do ligante CX
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Fonte: O autor

Com o auxilio de um filtro de centrifuga Vivaspin 30Kda, a solucéo final foi
filtrada e, posteriormente lavada com agua ultrapura. Adicionando 500 pL da
solucéo final no filtro de centrifuga e centrifugando a 15.000 xg por 10 minutos a
8°C, realizou-se a separacao dos reagentes e de possiveis contaminantes na
amostra. Este processo deve ser repetido até que todo o liquido seja filtrado da
solucéo final, para entéo iniciar o processo de lavagem. Onde permanece 0 uso
do filtro de centrifuga, porém com a adicdo de 500 uL de agua ultrapura.
Centrifugando a 15.000 xg por 10 minutos a 8°C. Este processo foi repetido duas
vezes. Apos a lavagem, o volume da solugéo filtrada e lavada deve ser coletado,

analisado e armazenado (figura 33).
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Figura 33: Esquematizacéo da purificacdo do ligante CX
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Fonte: O autor

4.3 NANOSSONDA

Com os ligantes CX e ce6, deve-se realizar o recobrimento em AuNPs. O
calculo para recobrir de forma mais eficiente os ligantes ao redor da area
superficial das AuNPs é necessario inicialmente considerar que diferentes
variaveis apresentam caracteristicas puramente empiricas ou teodricas. Estas
variaveis sdo mutaveis de acordo com o experimento e, portanto, a percentagem
de recobrimento descrita € uma forma arbitraria de demonstrar que 50%
possuem moléculas do ligante CX e 50% possuem moléculas do ligante ce6.

Para o calculo, deve-se obter o valor da concentracdo de AuNPs que
estdo presentes na sintese. Navarro e Werts (113) desenvolveram uma férmula
gue possibilita encontrar o valor de absortividade molar da AuNPs, descrita pela

equacao 9.

Equacao 9: Absortividade molar da AUNPs por meio da aproximacgéo de Navarro

£=4,7.104. (D)33



sendo ¢, a absortividade molar; D, o DH da AuNP e 4,7.10* o valor da eficiéncia
do coeficiente de extincdo das AuNPs e 3,3 é o fator geométrico para esferas.
Este valor foi entdo utilizado na equacao 10, sendo esta a lei de Lambert-Beer.

Equacéo 10: Lei de Lambert-Beer

A
C=__
.1l

sendo C a concentracdo, A a absorbancia descrita no UV-vis, [ sendo o caminho
optico de 1 cm e ¢ sendo a absortividade molar descoberta pela Eqg. 9. Para a
continuagdo dos calculos foi necessario transformar a concentragéo de mol.L™?
para particulas.Lt. Essa transformacdo tem a finalidade de ajustar a
dimensionalidade (equacéo 11).

Equacdo 11: Trasformacéao da dimensionalidade para particulas.L!

1 mol _ 6,022.1023 particulas
C(lambert Beer)mol.L~1 X

X = Y (particulas. L™1)

Entdo para demonstrar quantas particulas de ce6 sao necessarias para
cobrir a concentracao descoberta em Y (concentracdo de particula de ouro) é
necessario inicialmente saber quanto de ce6 consegue cobrir uma Unica
particula com diametro definido. Portanto, utilizando o valor do DH da
nanoparticula de ouro (equacéo 12).

Equacdo 12: Quantidade necessaria de ceb para recobrir uma particula de diametro d

. d?

Ce6(Au) = —0 -

Esta formula descreve quanto de ce6 é necessaria para cobrir uma

particula de didmetro d. Ao descobrir esse valor, basta multiplicar os valores de
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concentragdo (particulas.L!) e da Ce6(Au). Assim é obtido o valor de quanto de
ce6 foi necesséria para cobrir essa concentracao de particulas de ouro, porém
seu valor estara ainda em particulas.L?, para mudar sua dimensionalidade foi
necessario dividir o valor obtido por 6,022.1023. Assim transformando em mol.L"
! (equacdo 13). Dimenséo de concentracdo necessaria para a continuacéo dos

calculos.

Equacao 13: Concentracao necessaria para o recobrimento das AuNPs

Ce6(Aur) =Y (particulas.L-1) .Ce6(Au)

Ce6(Aur) = valor total de recobrimento de clorina

c Ce6(Aur)
R =6,022.1053

Cr entdo € a concentracdo do recobrimento, a concentracao que precisa
ser alcancada para que todo o ligante recubra a nanoparticula. Neste caso o
ligante esta sendo comparado a ce6 ja que é o Unico composto responsavel
pelos picos no UV-vis, sendo assim os célculos todos tem ela como base. E
necessario encontrar a concentracao de ce6 que esta no ligante sintetizado. Para

tal h4 uma equacdo da reta descrita na equacao 14.

Equacéo 14: Equacao da reta para definir a concentragéo do ligante diluido

C = —0,01011 + 0,01203 . X (Absorbancia)

O ligante sintetizado normalmente apresenta uma concentragdo muito
alta, portanto é necessario dilui-lo a uma concentracdo de 0,05 mg.mL, pois
nesta concentragdo havera uma melhor interacdo com a nanoparticula devido a
proporcionalidade existente entre os reagentes, facilitando sua adsorcéo
quimica. Apos medir o ligante diluido no espectrofotdbmetro, utilizar seu valor de
absorbancia no comprimento de onda de 660-670 nm. Este valor de absorbancia

substitui o0 X da formula acima e assim descobrindo a concentracdo real do
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ligante diluido. Com o valor da concentracao real (C), devemos transforma-la em

mol.L? ja que sua concentracdo estda em g.Lt. Portanto, dividir o valor pela
massa molar do composto (ce6) (equacao 15).

Equacao 15: Transformagédo da dimensionalidade da concentragédo para mol.L!

Cg.L_l

Z (mol. L~1) = 596,67 g. mol-1

Utilizando a formula de diluicao para descobrir o volume a ser utilizado conforme
equacéao 16:

Equacéo 16: Férmula da diluicdo

Cl.V1= Cz.Vz

onde C: € a concentracdo calculada para o recobrimento Cr e V1 € 0
volume de 1 L ja que a concentracdo do recobrimento estad em mol.L2. C2 sendo,
a concentragdo da ce6 no ligante em mol.Lt (Z) e por fim V2 € o volume

necessario para recobrir 1 L de nanoparticula na concentracdo Ci. Sendo
descrito pela equagéo 17:

Equacéo 17: Férmula para descobrir o volume necessério para recobrir 1L de AuNPs

CR.1L=Z.V2

V2 € o volume de recobrimento em 1 L, € necessario entéo dividir por 1000 para

encontrar o volume em 1 mL. E por fim multiplicar por 3 para ter um excesso de
ligante (equacéo 18).

Equacgéo 18: Calculo final para obter o valor de volume para recobrir 1 mL de AuUNPs
Va2

1000~ V2 (mL)
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Vo, (mL) .3 (excesso) = Vg

Sendo Vr 0 volume necesséario para cobrir 1 mL de AuNPs na
concentracdo descrita. Para tal foi criado um programa na qual é capaz de
realizar os calculos e estabelecer o valor de VrF em microlitros necessarios para

a pipetagem final. Seu codigo fonte esta descrito em anexo.

4.4 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.4.1 Andlise de Espectroscopia no UV-Visivel

As amostras foram caracterizadas por espectrofotometria no UV-Visivel em um
espectrofotometro DeNovix DS-11, com resolucdo espectral de 1 nm e caminho
Optico auto-ajustavel entre 0,02 - 0,5 mm. A amostra fica presa pela sua tensao
superficial entre a janela de safira (inferior) e fibra de quartzo (superior), logo sem
a necessidade do uso de cubeta. Em todas as leituras, 2 yL das amostras foram
medidos em modo de transmitancia e, os resultados foram plotados com o auxilio

do programa OriginPro verséo 8.5.1.

4.4.2 Analise de emisséao de fluorescéncia

A andlise de emissédo de fluorescéncia foi realizada para monitorar as
caracteristicas fotofisicas do FS ce6, por meio de um leitor de microplaca modelo
VANTAstar da marca BMG Labtech, com monocromadores de filtro variavel
linear de excitagdo e emissdo. Nos parametros do monocromador foi utilizado
uma excitacdo em 380-420 nm e uma faixa de 482 nm até 734 nm com resolucao
de 1 nm para o espectro de emissao de fluorescéncia. Um volume de 200 yL de
amostra foi adicionado a uma placa de 96 pocos da marca greiner F-botton, para
medir a emisséo de fluorescéncia, o ganho da fotomultiplicadora foi de 1000,

sendo em torno de 200 varreduras por analise realizada.
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4.4.3 Analise de DLS

A anadlise de DLS foi realizada para determinar o DH e a estabilidade
eletrostatica das solucdes coloidais, por meio do equipamento ZetaSizer nano —
ZS90 da Malvern. No equipamento foi definido o tempo de equilibrio de 120
segundos, com temperatura de 23°C. Um volume de 500 pyL de amostra foi
adicionado a cubeta de poliestireno (modelo ZEN0118, Sarstedt), para verificar
a distribuicdo de tamanho das particulas, com seu angulo de deteccéo de 90°,
sendo realizado 3 medidas, com um numero de corridas determinadas
automaticamente pelo equipamento de acordo com os parametros pré-definidos
com tempo de ~30 segundos. A andlise do Potencial Zeta determinou a
estabilidade eletrostatica e a carga superficial das solucfes coloidais, quando
um diferencial de potencial elétrico foi aplicado. As solucdes coloidais foram
adicionadas as cubetas capilares com eletrodos de ouro (modelo DTS1070,
Malvern). O modelo matemético definido foi de Smoluchowski, uma média de
trés analises por amostragem foi realizada para a obtencdo dos resultados e,
com o auxilio do programa OriginPro verséao 8.5.1, os dados exportados foram

plotados.

4.4.4 Anélise de FTIR

Os ligantes, o CX, a ce6 e as nanossondas foram caracterizados por meio
dos modos vibracionais das ligag6es quimicas. A analise de FTIR foi realizada
em um espectrofotometro FTIR da Perkin-ElImer (modelo Spectrum 400),
acoplado com o acessorio de refletancia total atenuada com cristal de diamante,
localizado na Central de Laboratérios Multiusuarios (IP&D/UNIVAP). Os
espectros foram obtidos na faixa espectral de 4000-450 cm, com resolucgéo
espectral de 4 cm™, sendo a média de 64 varreduras/ponto. O background foi
feito com o cristal limpo em atmosfera ambiente. As amostras foram pipetadas e
secas no pedestal do equipamento para melhor obtencdo das absor¢bes nos
espectros, com auxilio de um jato de ar seco sem CO2 gerado por um gerador

de gases (ParKer).
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4.4.5 Ensaio do tempo de internalizacédo das NB

A analise foi realizada para determinar a intensidade de emissdo das NB
que permaneceram internalizadas na célula tumoral por meio do leitor de
microplaca modelo VANTAstar da marca BMG Labtech. A linhagem utilizada foi
de cancer de mama (MDA-MB-468), e o protocolo de andlise foi utilizando o
método de fluorescéncia, modo endpoint em 660 nm, Otica bottom (feixe
incidente por baixo da amostra) e com ganho da fotomultipliadora de 1000 em
uma placa de 96 pogos, cada pogo continha 1x10° células aderidas. Esta andlise
foi realizada em triplicatas independentes, sendo que cada experimento foi
realizado em quintuplicata, os tempos experimentais de internalizacdo foram
realizados em 5 h, 4 h, 3 h, 2 h, 1,5 h, 1 h e 30 min. Para determinacédo da

estatistica e plotagem dos gréaficos no programa OriginPro verséo 8.5.1.

4.4.6 Ensaio de citotoxicidade das NB e TFD

A viabilidade celular da linhagem MDA-MB-468 foram determinadas pelas
metodologias: colorimétrica com azul de tiazolil Brometo de tetrazoélio (MTT) da
Sigma Aldrich, M2128; e método de excluséo utilizando o corante azul de tripan
(TB) da Sigma Aldrich, T6146. A metodologia colorimétrica com MTT avaliou a
atividade mitocondrial, que foi obtida por meio da reducéo do sal tetrazolium (cor
amarelada) pela mitocondria e, consequentemente, formando cristais de
formazan, de cor violacea, com absor¢cdo em 570 nm. A leitura da absorcdo
caracteristica do formazan foi realizada em triplicatas independentes, sendo que
cada experimento foi realizado em quintuplicata pelo leitor de microplaca modelo
VANTAstar da marca BMG Labtech. O valor da atividade mitocondrial foi

determinado pela Equacéo 19.

Equacao 19: Calculo da atividade mitocondrial em porcentagem para ensaio de MTT
ABSamostra
Atividade Mitocondrial (%) = X 100
ABScontrole
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O método de exclusdo do corante azul de Tripan avaliou a viabilidade
celular, com coloracdo em azul das células inviaveis e translicidas as células
viaveis. Por meio do microscépio invertido NIB-100 (Bel Equipamentos
Analiticos) foram obtidas 5 imagens pelo programa Future WinJoe verséo 1.0.7.9
de cada poco, totalizando 220. A contagem celular foi realizada no programa

ImageJ, versao 1.48, e calculadas por meio da Equacgéao 20.

Equacao 20: Calculo da viabilidade celular em porcentagem para ensaio de TB

Numero de células coradas

Celular (%) — 100
elular (%) = N oro de células totais

Para a ensaio de TFD, a suspensdo de 1x10° células.mL? (MDA-MB-468) foi
aplicada em placas de 96 pocos contendo meio de cultura completo. Apés 24 h
de adesdo celular, o meio foi substituido pelas NB. As células foram mantidas
em contato com a substancia por 1 h, sob condi¢ées de cultivo. Decorrido o
tempo de internalizacdo, o meio contendo a substancia foi removido, 0s pocos
foram lavados com PBS e foi adicionado um novo meio de cultura completo para
a irradiacédo utilizando o LED Irrad-Led5 660 (Biopdi) do Laborat6rio de Terapia
Fotodinamica (IP&D/UNIVAP), no comprimento de onda de 660 nm, com
potencia de 36,8 mW/cmz2. Sendo irradiada por 16 min e 40 seg obtendo uma
energia equivalente a 36,8 J. A placa foi posicionada a 1,5 cm de distancia da

fonte de irradiacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a caracterizacdo da formulacéo, os resultados foram divididos em
secdes, cada uma delas referente a uma parte da sintese, sendo elas: carreador

(AuNP), ligantes carbodiimida e nanossondas.

51 CARREADOR: NANOPARTICULA DE OURO

A distribuicdo de tamanho hidrodindmico e o Pdl das AuNPS sao
apresentados na figura 34. De acordo com a literatura, o tamanho médio de
20,45 nm e o Pdl de 0,306 estdo na faixa esperada para a sintese de
nanoparticulas via reducéo de citrato, usando o método de Turkevich adaptado
(61). O PdIl normalmente apresenta valores mais elevados, devido a nucleagéo
desuniforme durante a reacao e, pelo tamanho nanométrico, leves variacbes
podem causar desvios no Pdl. Sendo assim, este valor corresponde a uma
formulacdo monomodal e a uma distribuicdo uniforme dentro dos parametros de
uma AuNP. Por apresentar uma distribuicdo monomodal, foi utilizado o valor de
z-average do equipamento zetasizer para determinar o didmetro hidrodinadmico

médio, portanto este valor ndo corresponde ao centro da gaussiana da figura 34.

Figura 34: Distribui¢c@o do didmetro hidrodindmico das AuNP
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Fonte: O autor
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O potencial zeta das AuNPs foi analisado no equipamento zetasizer e o valor
encontrado foi de -39,5 mV, sendo negativo devido aos ions do citrato de sddio
em sua superficie. Este valor estd dentro dos parédmetros de estabilidade
eletrostatica esperada por uma nanoparticula de ouro (114).

Para caracterizar sua absorcao no UV-visivel, foi necessario analisar seu
pico de absor¢do maximo na regido de ressonancia. Seu valor de absorbancia
foi de 4,2065 e o comprimento de onda referente a frequéncia da RPS foi de 523
nm. Este valor condiz com o comprimento de onda esperado por uma
nanoparticula de ouro (115). Vale ressaltar que o fato do espectro iniciar em
aproximadamente 5,5 de absorbancia ocorre porque as Vvarias transicfes
eletrbnicas internas dos elétrons no orbital d e espalhamento que ocorrem em
cada atomo de ouro envolvido na nanoparticula contribuem para esta regido do
ultravioleta, mostrando um grafico inicialmente largo com seu pico de RPS e

depois decaindo até zero (figura 35) (116,117).

Figura 35: Espectro de absorg&o na regido do UV-visivel da AUNP

Nanoparticula de ouro

6 -
54
o
o N
w0
© 4
2
.© 1
e 34
<«
£
2 ]
3
S 2
1
ol : : : : \

T T T T T
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor

72



5.2 LIGANTES CARBODIIMIDA

Os ligantes serdo divididos em duas categorias diferentes: o ligante ce6
que foi sintetizado tendo como reagente a cisteamina; e o ligante CX que teve
como reagente o acido alfa lipdico. Ambos tiveram suas sinteses baseadas
na reacdo de carbodiimida. Suas caracterizacfes envolvem suas absorcfes
no UV-visivel, suas vibragcdes no infravermelho e suas emissbes de

fluorescéncia para os componentes fotossensiveis.

5.2.1 Ligante ce6

Inicialmente serdo abordadas as caracterizagOes referentes ao FS
utilizado na reacdo para sintetizar o ligante ce6. A determinagdo de suas
absorcdes caracteristicas no UV-visivel sdo demonstradas na figura 36 que
evidencia a existéncia de bandas importantes de um derivado de porfirina livre
(sem a presenca de um metal central), a banda de soret em 402 nm (banda de
maior pico de absorcao) e as bandas Q em 503 nm, 534 nm, 604 nm e 658 nm

(bandas de menor absorcao) (118).

Figura 36: Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel da ce6

Clorina E6 |

45 - |

40 -

402

35 4

30

25

20

Absorbancia (u.a)

15

658

10

8
5+ <
{0 o
©

1534

I L I ¥ I I ¥ I
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor

73



A caracterizacdo da banda de emissao de fluorescéncia evidencia a
permanéncia de suas caracteristicas. A regido de comprimentos de onda
absorvidos para providenciar a emissédo de energia, em forma de fluorescéncia,
foi da banda de soret em 402 nm. Seu espectro da intensidade de emisséao,
representado pela figura 37, possui valor maximo em 660 nm. Este valor de
emissdo estd de acordo com um FS adequado para TFD, pois o oxigénio
molecular absorve ondas eletromagnéticas que estdo nos comprimentos de onda

préximos a 690 nm (119).

Figura 37: Espectro de emissédo na regidao do UV-visivel da ce6
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Seu espectro de FTIR (figura 38) evidencia bandas referentes a
integridade do anel como: 1027 cm, 1133 cm?, 1165 cm™ e 1240 cm™. Estas
vibragbes sdo as contribuicdes das duplas conjugadas para a absor¢cdo no UV-
visivel, sendo importante que permanecam inalteradas durante o processo de
sintese do ligante. As bandas de maior intensidade séo referentes aos acidos

carboxilicos, sendo elas: 1328 cm™,1406 cm™ e 1656 cm™. Para uma efetiva
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formacdo do ligante da ce6 é necessario evidenciar o desaparecimento de
bandas referentes ao &cido carboxilico e o aparecimento de bandas referentes
a amida secundaria, fora a permanéncia das bandas dos quatro anéis da
molécula (120-123).

Figura 38: Espectro de FTIR da molécula ce6
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Fonte: O autor

A tabela 1 apresenta o numero de onda, o tipo de vibracdo e sua
intensidade para cada atribuicdo referente a vibracéo especifica daquela ligacéo
(120-123). Cada denominagdo da estrutura da ce6 citada na tabela esta
evidenciada na figura 39.
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Figura 39: Estrutura da ce6 com as denominagdes utilizadas na tabela 1

HO HO

Ponte|Superior

Lol

Ponte Lateral Ponte Lateral

Ponte Inferior

Fonte: O autor

Tabela 1: Atribuicdes de bandas do espectro FTIR da molécula Ce6 (Mohsenian et al. 2019;
Yeu et al. 2021; Pavia et al. 2001; Gladkova et al. 2020) (continua)

NUmero de Tipo de

onda (cm) vibragao Intensidade

Atribuicoes

C-C-Nnoanel Il 675 - w

C-C=C das pontes laterais 805 - w

C=C-C das pontes laterais 881 DFP w

C-C=C da ponte superior 914 - w

C-H de carbono trissubstituido 988 - w

C-C-H do grupo etil do anel Il 1.066 - m

C-N dos anéis (I, 11, 111) 1.133 - w

C-C=C da ponte inferior 1.190 - w
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Tabela 1: Atribuicbes de bandas do espectro FTIR da molécula Ce6 (Mohsenian et al.
2019; Yeu et al. 2021; Pavia et al. 2001; Gladkova et al. 2020) (concluséo)

Atribuicbes Numero de Tipo de Intensidade
onda (cm?) vibracéo

C-O prdéximo ao anel 1l 1.328 - s
C-N-C do anel | 1.389 - w
O-H em &cidos carboxilicos 1.406 BP s
Deformacéo dos grupos CH3 1.444 - S
C=C dos anéis superiores 1.536 - w
C=C-C das pontes laterais e a superior 1.571 - S
C=C-C da ponte inferior 1.598 - m
C=0 de &cidos carboxilicos 1.656 - m
N-H dos anéis (I e 111) 2.934 E w

B - Deformacédo angular; BP — deformacédo angular no plano; E - Estiramento; EFP - Estiramento fora do plano; DFP
- Deformacgéo fora do plano; W - intensidade fraca; M-intensidade média; s - intensidade forte.

Fonte: O autor

Apos a realizacdo da reacdo de carbodiimida, é obtido o ligante ce6
(Figura 40). As suas bandas de absor¢cédo no UV-visivel sdo idénticas as bandas
da molécula ce6 (apenas com leves deslocamentos), iSSo ocorre porque as
ligacdes que ocasionam esta absorcao sao duplas conjugadas da area central
da molécula (figura 40). Os terminais que sofrem a reacao foram ligados a uma
molécula que ndo possui nenhuma absorcdo no UV-visivel, portanto,
permanecendo inalterados no espectro. Assim, ndo houve nenhuma alteracdo
fotofisica ou fotoquimica da molécula apds a reacédo, logo conclui-se que suas
estruturas principais de absorcdo ndo sofreram alteragbes (124). A figura 41

apresenta os espectros normalizados de absorcéo do ligante e da ce6.
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Figura 40: Estrutura molecular do ligante ce6 com cores indicativas
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Fonte: O autor

Figura 41: Espectro normalizado de absor¢éo na regido do UV-visivel da clorina E6 e do ligante
ce6
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Fonte: O autor
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Seus espectros de intensidade de emisséo de fluorescéncia (figura 42)
também sdo iguais justamente por suas propriedades fotofisicas permanecerem
inalteradas. Deslocamentos (shifts) de até 4 nm podem significar uma alteracéo
no solvente utilizado ou no comprimento de onda absorvido para o processo de
emissao. Como o solvente utilizado foi 50% de NaOH e 50% de Metanol. Seu
deslocamento é apenas um reflexo da absor¢do de uma banda com um valor
diferente de 400 nm. Por relacao direta ao Stokes Shift, pode-se afirmar que foi
uma absorcdo em 404 nm para obter um valor de 664 nm de emissdo de

fluorescéncia (125).

Figura 42:; Espectro normalizado de emisséo de fluorescéncia na regido do UV-visivel

da clorina E6 e do linker clorina e6
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Fonte: O autor

As bandas de absorgéo no infravermelho do espectro da figura 43 estao
listadas de forma ordenada na tabela 2 (120-123, 126). E possivel observar a
permanéncia das bandas relacionadas a absor¢cdo no UV-visivel, que
correspondem aos 4 anéis da molécula original da ce6. O desaparecimento das
bandas em 601 cm, 1328 cm™,1406 cm™ e 1656 cm, que correspondiam a
vibracdes do grupo funcional de acidos carboxilicos, evidenciam a ligacdo

formada entre o ligante (alpha acido lipoico) e o FS (ce6), formando uma amida
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secundaria com uma vibracdo em 1715 cm (120-123, 126).

Figura 43: Espectro de FTIR do ligante clorina e6
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Fonte: O autor

Tabela 2: Atribuicdes de bandas do espectro FTIR do ligante Ce6 (Mohsenian et al. 2019; Yeu et al.

2021; Pavia et al. 2001; Gladkova et al. 2020; Castilho et al) 2017) (continua)
Atribuicéo Nume(l(;?nqli onda Tipo de vibracéo Intensidade

C=C-N no anel Il 732 - w

C=CH; do anel | 895 EFP w

C=C do anel Il 958 - w

C-C-H dos anéis (1, 11, 111, 1V) 1029 - w

C-N do anel I 1121 - m
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Tabela 2: Atribuicbes de bandas do espectro FTIR do ligante Ce6 (Mohsenian et al. 2019; Yeu et al.

2021; Pavia et al. 2001; Gladkova et al. 2020; Castilho et al) 2017) (concluséo)
Atribuicéo Numero de onda Tipo de Intensidade
(cm™) vibracdo
C-N do anel IV 1165 - w
C-C=C da ponte inferior 1194 - w
C-N dos anéis | 1222 - w
C-N-H dos anéis (I e I11) 1240 - w
C=N dos anéis (Il e IV) 1304 - w
O-C=0do anel IV 1347 - w
C-Ndoanel (1 ell) 1377 - S
Deformacéo dos grupos CHs 1437 BP S
C-C=C das pontes laterais 1505 - w
C-C-H das pontes 1544 - S
C=C-C das pontes laterais e a superior 1576 - w
C=C-C da ponte inferior 1601 - S
C=0 de amidas secundarias 1715 - m

B - Deformagdo angular; BP - deformagdo angular no plano; EFP - Estiramento fora do plano; W - intensidade fraca; M-
intensidade média; s - intensidade forte.

Fonte: O autor

5.2.2 Ligante CX

Inicialmente serdo abordadas as caracterizagdes referentes ao erbitux e
sua purificacéo e posteriormente ao ligante CX. Com o espectro de absorcao no
UV-visivel e suas vibracdes no infravermelho, foi possivel assegurar a
veracidade da purificacdo do CX. Na figura 44 temos o0 espectro de absorcéo na
regido de 220 nm a 320 nm do medicamento antes do processo de purificagao.
Apresenta duas bandas, uma em 228 nm e outra em 279 nm (127). A banda de
228 nm é referente as ligagcbes peptidicas, que sdo importantes para determinar
a estrutura da proteina. Por isso, a banda pode ter mudancas significativas, caso
haja uma desnaturacéo da proteina e consequentemente do anticorpo como um
todo (128). Enquanto, a banda em 279 nm esta associada a presenca dos anéis
de aminoéacidos presentes no anticorpo, como triptofano, tirosina e fenilalanina
(129). Para validar a auséncia de contaminantes bioldgicos significativos nesta
formulacéo, sua razéo 260/280 é de 0,54 (130).



Figura 44: Espectro de absorcao na regido do UV-visivel utilizando o perifl A280 do
Cetuximabe e seus sobrenadantes
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Fonte: O autor

As bandas espectrais do FTIR de um polimero composto de aminoacidos
sdo geralmente interpretadas em termos das vibracbes de uma unidade de
repeticdo estrutural. A cadeia de polipeptideos e proteinas da origem a nove
bandas caracteristicas de absorcdo no infravermelho, que sdo denominadas
amida A, B e I-VII (131). . A tabela 3 apresenta o numero de onda, o tipo de
vibragcdo e sua intensidade para cada atribuicdo referente as vibracOes
especificas tanto dos excipientes quanto do anticorpo. Seus excipientes tém uma
variedade de grupos funcionais, dando origem a vibracfes de alcenos, alcoois,
acidos carboxilicos e ésteres, que podem ser observadas no espectro da figura
45
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Tabela 3: AtribuicBes de bandas do espectro FTIR do Erbitux (Kong et al., 2007; Krimm et al.
1986; Gremlich, 2001; Schrader, 1995; Wartewig, 2003; Ji et al. 2020; Stuart 2004)

Referéncias Banda
Atribuicdo das bandas identificada (cm~ Tipode vibracdo Intensidade
Literatura 1)

Amida B 3100 3136 E w

Amida Il 1480—-1575 1593 B m

Amida IV 625-767 668 B w

Amida VI 537-606 588 DFP w

O-H de acido carboxilico 1825-1575 1406 B m

C-O de alcoois primarios 1075-100 1035 E S

C-H de alcenos dissubistituidos 730-665 727 W w

B — Deformagdo angular; E — Estiramento; DFP - Deformagdo fora do plano; W —intensidade fraca; M-intensidade média; s —

intensidade forte.

Fonte: O autor
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Figura 45: Espectro de FTIR do medicamento erbitux
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Fonte: O autor

Os excipientes contidos no medicamento foram separados e analisados
por meio de seu espectro no FTIR (figura 46) e absorcdo no UV-visivel. Os
alcenos dissubstituidos, o alcool primario e o éster séo referentes a molécula de
polisorbato 80, o acido carboxilico é pertencente a duas moléculas: glicina e
acido citrico. Por fim, o &lcool terciario € alusivo ao acido citrico. A tabela 4
evidencia as principais vibracdes para posteriormente correlacionar com a sua

remocao no final do processo de purificagcao.



Figura 46: Espectro de FTIR dos excipientes do medicamento erbitux
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Tabela 4: Atribuicdes das bandas do espectro FTIR dos excipientes do Erbitux (Kong et al.,
2007; Krimm et al. 1986; Gremlich, 2001; Schrader, 1995; Wartewig, 2003; Ji et al. 2020; Stuart

2004)
Banda
Atribuicgéo identificada (cm~  Tipo de vibragéo Intensidade
Y
C=C de alceno dissubstituido 1628 E m
O-H de &cido carboxilico 1406 B m
C-O de alcoois terciarios 1102 E m
C-O de alcoois primarios 1035 E S
C=C de alcenos dissubstituidos 974 B
C-H de alcenos dissubistituidos 727 -

B - Deformagdo angular; E - Estiramento; W - intensidade fraca; M-intensidade média

Fonte: O autor

Comparando os resultados dos espectros de FTIR (figura 47) do Erbitux,

dos seus excipientes e do Cetuximabe, é possivel construir uma tabela (tabela



5) que considera o surgimento das bandas em cada um dos espectros,
considerando um desvio de = 4 cm™ para cada nimero de onda. E importante
notar que a amida VII ndo pode ser detectada pelo equipamento e que a vibracao
em 974 cm, devido a sua baixa intensidade, s6 é visivel quando os excipientes
sdo analisados sem a interferéncia das vibragdes do CX. Por meio desta analise,
pode-se concluir que as bandas dos excipientes estdo ausentes no espectro do
Cetuximabe, enquanto as bandas caracteristicas dos anticorpos permanecem.

Tabela 5: Comparacao dos espectros do Erbitux®, excipientes e Cetuximabe

Ndamero de onda
Erbitux® Excipientes Cetuximabe
(cm™) (£ 4cm?)

3136 (Amida B)

1628 X X

1406 X X

1102 X X

974 X

668 (Amida IV)

Fonte: O autor
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Figura 47: Espectros de FTIR do medicamento erbitux, excipientes do erbitux e do erbitux
puificado

Erbitux Medicamento
) Erbitux Excipientes
6,5 - —— Cetuximabe

6,0 -
5,5
5,0 -
4,5-
4,0 -
3,5-
3,0 -
2.5

S

1,5
1,0 4

05 j——/\,\,\
0,0 -

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (Cm™)
Fonte: O autor

O perfil A280 do espectro de absorcdo do Cetuximabe apresenta duas
bandas, uma em 229 nm e outra em 279 nm (figura 48). A permanéncia da banda
229 nm demonstra uma permanéncia na sua estrutura e auséncia de
desnaturacdo do CX no processo de purificacdo. A banda 279 nm permanece a
mesma, pois 0s anéis das moléculas triptofano, tirosina e fenilalanina continuam
inalterados. Para demonstrar que ndo houve contaminag¢fes bioldgicas

posteriores, sua razao 260/280 se manteve de 0,53 (130).
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Figura 48: Espectro de absorcao na regido do UV-visivel utilizando o perifl A280 do
Cetuximabe e seus sobrenadantes
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Fonte: O autor

No processo de centrifugacdo e lavagem do erbitux, é formado um
sobrenadante que € removido para assegurar sua purificacdo. Este
sobrenadante possui a mesma banda de maior absor¢cdo que 0s excipientes
provenientes da formulacdo do medicamento (figura 49). Estes excipientes sé&o
uma formulagcdo com as devidas proporcdes de cada componente descrito na
bula do medicamento (com excecdo do anticorpo). Obtendo assim uma
purificacdo efetiva, mantendo apenas o CX com suas caracteristicas fotofisicas

inalteradas.
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Figura 49: Espectros de absorcao na regido do UV-visivel dos excipientes e os sobrenadantes
do cetuximabe.
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Fonte: O autor

Para o ligante CX, temos absor¢cdes em 239 nm (figura 50 — a) referentes
aos componentes essenciais da reacao de carbodiimida, sendo eles o sulfo NHS
e 0 EDC. A molécula de alfa acido lipéico possui um anel heterociclico de cinco
membros que contém dois atomos de enxofre vizinhos, e portanto, adquire a
capacidade de absorver em 334 nm (130). Para demonstrar a permanéncia das
caracteristicas fotofisicas do anticorpo (figura 50 — b), assim como sua estrutura,
temos suas absor¢cfes em 229 nm e 272 nm. A auséncia das bandas de 239 no
ligante CX é evidente j& que sua absorcdo sofreu um redshift de 10 nm, e o
desaparecimento total da banda do alfa acido lipdico indica que o anel foi aberto
para poder realizar sua ligacdo com o CX, perdendo assim sua capacidade de
absorcédo na faixa do UV-visivel. Importante ressaltar que a banda de 279 nm é

a evidéncia de que houve a adi¢cdo do CX em sua conformacéo original.



Figura 50: Espectro de absorcao na regido do UV-visivel utilizando o perifl A280 do linker
cetuximabe e seus sobrenadantes (a) e do linker cetuximabe e seus reagentes (b)
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Fonte: O autor

Comparando os resultados dos espectros de FTIR (figura 51) do
Cetuximabe, alfa acido lipdico e ligante CX, é possivel construir a tabela 6, na
qual indica suas vibracfes correlacionadas com os componentes da formulacao,
como as vibracées em 3402 cm? (Amida A), 3236 cm™ (Amida B), 1689 cm
(Amida 1), 1513 cm (Amida Il), 1401 cm (Amida Ill) e 1238 cm™ (Amida IIl)
referentes ao Cetuximabe. O surgimento de trés bandas na faixa de 3000 cm™ a
2800 cm™ relacionadas as vibragées CH e CH2 do alfa &cido lipdico e CHsz do
Cetuximabe. Essas trés bandas podem ser observadas no Cetuximabe, porém
numa intensidade muito menor. Quando unido com o alfa &cido lipdico, ha um
aumento significativo na intensidade destas bandas. Em 1724 cm™ ha uma
vibrag&do correspondente ao ligante ce6, sendo correlacionada ao estiramento
C=0 em amidas secundarias da ligacdo formada entre o acido lipéico e o
Cetuximabe. Esta vibracdo estd também no espectro do alfa acido lipéico, mas

correlacionada ao C=0 de acidos carboxilicos.
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Tabela 6: Atribuicdes de bandas do espectro FTIR do ligante CX (Kong et al., 2007; Krimm et
al. 1986; Gremlich, 2001; Schrader, 1995; Wartewig, 2003; Ji et al. 2020; Stuart 2004)

Referéncias Banda Tipo de

Literatura  identificada (cm™)  vibragéo Intensidade

Atribuicgéo

N-H do ion NHs+ em aminoéacidos (Amida 3100

B) 3236 EA m

C-H no grupo CH; 2940-2915 2944 EA w

C=0 em amida secundaria 1715 1724 E S

NH em amidas secundarias (Amida I1) 1480-1575 1513 B w

C-N em amida primaria (Amida II) 1420-1400 1401 E m

N-H em amidas (Amida IlI) 12501350 1238 B m

B - Deformagédo angular; BP - deformagdo angular no plano; E - Estiramento; EA - Estiramento assimétrico; T -
Twisting; W - intensidade fraca; M-intensidade média; s - intensidade forte.

Fonte: O autor



Figura 51: Espectros de FTIR do Cetuximabe, do alfa &cido lipoico e do ligante CX
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Fonte: O autor

5.3 NANOSSONDAS

As NS foram caracterizadas utilizando analises da sua absorcdo no UV-
visivel e no infravermelho; da sua emisséo de fluorescéncia; de seu DH e de sua
estabilidade eletrostatica. As caracteristicas de cada absor¢do no UV-visivel das
NS ceb6 ja sdo bem discutidas e conhecidas. Apresentando bandas em 400 nm
(banda de soret), 525 nm (banda da NPs) e 659 nm (banda Q) (126). Ao adicionar
0 CX na formulagdo contendo as NS ce6 (formando a NS bifuncionais nao
lavada), ndo é possivel observar mudancas significativas porque as transicdes
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eletrbnicas, que ocorrem em cada atomo de ouro envolvido na nanoparticula
contribuem na regido do ultravioleta, mostrando um grafico largo demais no inicio
do espectro de forma que as absorcdes do CX séo sobrepostas. As bandas da
ce6, por outro lado, ndo sofrem este efeito pois a absortividade da molécula
fotossensivel é consideravelmente alta, tornando suas bandas evidentes. Em
659 nm ha um deslocamento de 3 nm (redshift) e um leve aumento de sua
intensidade, demonstrando que o anticorpo ndo esta afetando na absorcdo que
foi utilizada no processo da TFD (figura 52).

Figura 52: Espectro normalizado de absorgéo na regiao do UV-visivel das nanossondas
bifucnional, bifuncional lavada e clorina e6
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Fonte: O autor

Apés a lavagem, a NS bifuncional apresenta um espectro de absor¢céo
mais atenuado nas bandas de soret e banda Q (figura 53) e um aumento na
absorcao referente as AuNPs. Essas mudancas sdo coerentes, tendo em vista
gue o objetivo da lavagem é retirar as moléculas que nao reagiramou que nao
conseguiram se ligar a nanoparticula, dessa forma restando apenas as AuNPs

funcionalizadas.
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Figura 53: Espectro normalizado de absorgdo na regido do UV-visivel das nanossondas
bifucnional, bifuncional lavada e clorina e6
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Fonte: O autor

Seu espectro de emissao de fluorescéncia teve um leve blueshift depois
de ter sido funcionalizada com o CX, indo de 661 nm para 659 nm. Sendo este
deslocamento pouco significativo, jA que esta dentro do erro de 2 nm esperado
por uma andlise de emissdo de fluorescéncia (figura 54). O motivo de tal
deslocamento pode ter sido por conta da diminuicdo de energia concedida ao
FS, fazendo com que seu comprimento de onda de emissdo diminua. Desta
forma, demonstrando que a formulagao final, mesmo com o CX funcionalizado,
ainda tera sua emissao na faixa necessaria para o oxigénio tripleto absorver e

se converter para oxigénio singleto.
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Figura 54: Espectro normalizado de emisséo de fluorescéncia na regido do UV-visivel das
nanossondas bifuncional e clorina e6
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Fonte: O autor

Os resultados de Size demonstram um aumento do DH comparado com
a NS ce6 (figura 55) indicando uma funcionalizagdo do CX no entorno da
particula. Obtendo valores de 29,24 nm paraa NS.C e de 37,84 nm para a NS.B.
Seu Pdl teve valores de 0,231 para a NS bifuncional e 0,219 para a NS clorina
e6 (figura 55) significando uma maior homogeneidade do sistema. A intensidade
nao tem ligacao direta ao DH da particula, ela apresenta o numero de floculagcbes
ao longo do tempo, seu valor pode ser maior mesmo estando em tamanhos
menores, 0 que vai definir é a quantidade de particulas espalhando a luz naquele

DH especifico obedecendo a equacéo de Stokes-Einstein.
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Figura 55: Distribuicdo do didmetro hidrodindmico das nanossondas clorina e6 e nanossonda
bifuncional
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Fonte: O autor

O potencial zeta da NS bifuncional foi de -40,7 mV e o da NS ce6 foi de -
42,5 mV. A leve diminuicdo em seu potencial zeta € uma indicacao de particulas
de diferentes cargas aderindo na superficie, fazendo o potencial diminuir um
pouco. Como a superficie é negativa e o CX possui o seu terminal amina, no qual
€ positivo, pode ocorrer uma leve diminuicdo no potencial zeta. Mesmo com
essas alteracdes, a particula ainda permanece estavel eletrostaticamente e
estéricamente. Sua estabilidade estérica se mantém por conta da ce6 estar em
maior quantidade na superficie da particula impedindo que ocorra uma
desestabilizacdo quando o CX, que possui um tamanho muito maior, seja

adsorvido.

Ao comparar os espectros de FTIR de amostras de NS ce6 e NS
bifuncional (figura 56), podemos observar a permanéncia das vibragbes dos
anéis da ce6, bem como a permanéncia das amidas associadas ao CX. Além

disso, em 1734 cm?, aparece uma vibragdo C=0 de amidas secundarias, que
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corresponde com a ligacéo formada durante a reacao de carbodiimida, indicando
que n&o houve quebra ou formacéo adicional de ligagdes durante o processo de
recobrimento das AuNPs.

Tabela 7: Bandas caracteristicas do espectro de FTIR referente a nanossonda bifuncional

Referéncias  gandaidentificada ~ T11P°9¢  |ntensidad

Atribuicéo vibragéo e

. -1
Literatura (cm™)

N-H do ion NHs+ em aminoacidos 3100

(Amida B) 3236 EA w

C=0 em amidas secundarias (Amida I) 1600-1690 1675 E m

CN em amidas (Amida II) 1480—1575 1489 E w

C-C-N em aminas 1100-1230 1219 B w

C-C-H do grupo etil do anel I 1063 1056 - w

O-C-N em amidas (Amida 1V) 625-767 766 B w

B - Deformagéo angular; BFP - deformagdo angular fora do plano; E - Estiramento; EA - Estiramento assimétrico; W -
intensidade fraca; M-intensidade média; s - intensidade forte.

Fonte: O autor



Figura 56: Espectros de FTIR da nanossonda bifuncional e da nanossonda ce6
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Na analise de internalizacdo da NB na linhagem celular MDA-MB-468, foi
utilizado o método estatistico de ANOVA com teste de Tukey com a finalidade
de determinar o grupo de maior significancia dentre os tempos (30 mim, 1 h, 1:30
mim, 2h, 3h, 4h, 5h). O teste demonstrou que a diferenca das médias e o valor
de p indicaram que o grupo de maior significancia foi o de 1 h, evidenciando uma
maior internalizacdo das NB. Portanto, apés 1 hora de incubacdo, ha maior
namero de NB internalizadas na célula tumoral. Este resultado é bastante
satisfatério, uma vez que estudos anteriores do grupo mostraram que as
nanossondas funcionalizadas com EGF levam o dobro do tempo para atingir
resultado semelhante (132). Na figura 57, é possivel observar inicialmente um
aumento da internalizacdo das NB até seu pico maximo em 1h, ap0s este periodo
h& uma diminuicdo em virtude da eliminacdo das NB pelas células, e voltando a

aumentar de forma mais atenuada até o periodo de 5h.
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Figura 57: Tempo de internalizagdo da NB na linhagem celular MDA-MB-468
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Os testes de citotoxicidade das NB na linhagem celular MDA-MB-468 foram
realizados por meio do ensaio de exclusdo pelo azul de tripan e da avaliacdo da
atividade mitocondrial utilizando o ensaio do MTT (figura 58). Segundo a norma
ISO 10993-5:2009 (133), a viabilidade celular pode ser avaliada com base na
atividade metabdlica, sendo considerado potencialmente citotoxico um material
gue reduza a viabilidade celular para valores inferiores a 70%. A analise baseada
no indicador colorimétrico MTT permite determinar a concentragdo minima
necessaria para causar a morte celular, quantificando a atividade da
desidrogenase associada aos produtos da reagcao do NADH ou NADPH. Esse
processo resulta na conversdo do composto MTT para cristais de formazan nas
células metabolicamente ativas (134). Sendo a intensidade de absorcao deste

cristal o parédmetro analisado para determinar as mortes celulares.
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No ensaio de exclusdo pelo azul de tripan é avaliado a viabilidade celular com

base na integridade da membrana plasmatica. O corante azul de tripan

impermeével as células viaveis, sendo excluido do citoplasma devido

é

a

integridade da membrana celular. No entanto, células danificadas ou mortas

apresentam perda da seletividade da membrana, permitindo a penetracdo do

corante e resultando em coloracdo azulada no citoplasma. Ambas as

metodologias indicaram que as NB ndo apresentam citotoxicidade significativa

nas concentragoes testadas, que variaram de 0,08 uM a 8,57 uM. As NB

contendo TFT demonstraram efeito citotoxico na linhagem celular MDA-MB-468,

conforme evidenciado pelos ensaios de exclusdo pelo azul de tripan e pela

atividade mitocondrial medida pelo ensaio do MTT. Os resultados indicam uma

reducado na viabilidade celular proporcional ao aumento da concentracao de ce6

presente nas NB.



6 CONCLUSAO

As AuNPs foram sintetizadas com sucesso pelo método de reducao
quimica por citrato. Sua estabilidade eletrostatica foi analisada por meio do seu
potencial zeta caracterizando uma nanoparticula estavel. Seu diametro
hidrodindmico analisado pelo DLS foi de 20,45 nm sendo este um valor coerente
e esperado pela literatura. Sua banda de RPS foi observada em 520 nm,
proporcionando assim uma esfera estavel. A modificacdo da estrutura da
molécula ce6 e do anticorpo CX formando os ligantes foram realizadas com
sucesso por meio da reacdo de carbodiimida, sendo a ligacdo amida formada
caracterizada pela vibracdo 1734 cm, seu espectro de absorcdo se manteve
constante evidenciando a permanéncia das caracteristicas fotofisicas e a ce6
modificada obteve um espectro de emisséo de fluorescéncia correspondente a
uma molécula de ce6 sem modificacdo. A NB obteve resultados promissores,
demonstrando um leve aumento em seu DH, sua estabilidade eletrostatica e
estérica, assim como seu FTIR com todas as ligagcbes necessarias para
evidenciar a formacéo da amida e de suas ligacdes, e seu espectro no UV-visivel
evidenciando a permanéncia do potencial terapéutico, ou seja, mantendo suas
caracteristicas fotofisicas. Outro ponto bastante importante é a reducdo do
tempo de internalizacéo, que permite fazer a terapia em menor tempos apos a
aplicacdo das NB. Os ensaios citotoxicoldégicos demonstraram um declinio da
viabilidade celular. A maior concentracdo obteve um valor abaixo de 6% em
ambas as metodologias, caracterizando uma efetividade da NB em promover a

morte celular.
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