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RESUMO

SILVA, A. M. Complexos ruténio-ftalocianinas conjugados a superficie amino-
funcionalizada de nanoparticulas de conversao ascendente de 6xido de itrio
dopado com Er3* e Yb3*. Caracterizagdo quimica, fotoquimica e fotobioldgica.
2019. 136 p. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto. 2019.

Estudos em terapia fotodindmica (TFD) se baseiam na utilizagdo do oxigénio singleto
(10?) como espécie reativa, porém a caracteristica hipoxica de neoplasias de pequeno
porte constitui-se uma grande barreira para o sucesso da TFD como terapia efetiva
na fase clinica. Uma nova possibilidade é utilizar compostos que liberem
fotoquimicamente éxido nitrico (NO), molécula que possui caracteristicas singulares
que |he permitem uma interacdo diferente com sistemas bioldgicos e, ainda,
desencadear uma agao citotoxica através da reagdo com o anion superdxido (O%),
presente no meio biolodgico, formando outros radicais. Além da produgéo das espécies
reativas de oxigénio (ROS), a TFD também visa o tratamento localizado de
neoplasias, ativando compostos fotossensibilizadores por estimulos luminosos em
pequenas regides, por exemplo. Uma vez que a penetragao da radiagao responsavel
pela ativagdo destes compostos € baixa, a conjugacdo deles a particulas de
conversao ascendente possibilita a utilizacdo de radiagdo com maior poder de
penetragdo e posteriormente ativagdo do fotossensibilizador, que produz 02 e libera
NO. Para este trabalho, utilizaram-se como fotossensibilizadores ftalocianinas
[Ru(PC-R)] (KTC) e [Ru(NO)(PC-R)] (KTC(NO)), sendo (PC-R) ftalocianina
modificada pela terminagdo em acidos carboxilicos, ambas produtoras de oxigénio
singleto e a ultima também fonte de liberacdo de oOxido nitrico. O material para
conversao ascendente escolhido foi 6xido de itrio dopado com érbio e itérbio
(Y203:Er/Yb) em forma de particulas, recobertas com tetraetoxissilano (TEOS) e
funcionalizadas com (3-aminopropil)trietoxissilano (APTES). Propds-se a imobilizagédo
das ftalocianinas de ruténio na superficie das particulas de conversao ascendente
através de adsorgao ou de ligacdo covalente entre as terminagdes carboxilicas dos
complexos e o0s grupos amino resultantes da funcionalizagdo com APTES. A partir da
analise estrutural feita das particulas de conversdo ascendente, por difratometria de
Raios-X em po, verificou-se a fase cristalina do material apos tratamento térmico. A
espectroscopia de fotoluminescéncia mostrou a emissao em 660 nm do material apés
excitacdo em 980 nm, pelo fenbmeno de conversdo ascendente. Espectroscopia
vibracional na regiao do infravermelho confirma o recobrimento com TEOS e posterior
funcionalizagdo com APTES. As micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de
Transmissédo (MET) mostram a formacgéao de particulas independentes, bem como os
estagios de cristalizagao e recobrimento das mesmas. A modificagdo da superficie foi,
ainda, confirmada pela modificagdo do potencial zeta e do ponto de carga zero.
Espectroscopia eletronica na regidao do UV-visivel confirma a presencga de ftalocianina
de ruténio na superficie das particulas. Ensaios preliminares de viabilidade celular em
células de linhagens n&o tumorais, acompanhadas por microscopia oOptica,
demonstram toxicidade baixa e também uma tendéncia a aglomeragao do sistema
formado ao redor das células.

Palavras-chave: Ruténio-ftalocianina; oxigénio singleto; nanoparticula de conversao
ascendente.
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ABSTRACT

SILVA. A. M. Ruthenium-phthalocyanine complexes conjugated to amino-
functionalized surface of Er®* and Yb3* doped yttrium oxide upconverting
nanoparticles. Chemical, photochemical and photobiological characterization.
2019. 136 p. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Photodynamic therapy (PDT) studies are based on singlet oxygen ('Oz2) production as
reactive species, but the hypoxic characteristic of small size neoplasms are a big
barrier for the effectiveness of PDT in clinic tests. A new potentiality is to use
complexes that can photochemically release nitric oxide (NO), which owns remarkable
characteristics in biological environment and can cause a cytotoxic action through a
reaction with superoxide anion (O%), that can be found in biological medium, forming
other radicals. Besides the oxygen reactive species (ORS) production, PDT can also
be used to targeted treatment of neoplasms, once the activation of photossensitizers
(PS) is through luminous stimulus in a pontual way. Once the depth reached in tissue
by the light used in PDT is not large, the coupling of PS to upconverting nanoparticles
allows the use of higher penetration radiation, activating the PS in deeper regions,
producting singlet oxygen and releasing NO. In this work, the phototossensitizer were
the ruthenium phthalocyanines [Ru(PC-R)] (KTC) and [Ru(NO)(PC-R)]
(KTC(NO)),where (PC-R) is a carboxylic terminated phthalocyanine. Boht can produce
singlet oxygen and the last can also release nitric oxide. The upconverting material
was Er¥* and Yb3* doped yttrium oxide in nanoparticle shape, covered by tetraethyl
orthosilicate (TEOS) na functionalized by (3-aminopropyl)triethoxysilane) (APTES) in
order to obtain amino terminations over the surface. The complex immobilization in the
nanoparticle surface was proposed by adsorption and covalent bond between the
carboxylic complex termination and nanoparticle’s surfacce aminogroup. The
structural analysis was made by X-rays difratometry and showed the crystalline phase
of material after thermic treatment. The photoluminescence spectroscopy showed the
660nm light emission from nanoparticles after 980 nm irradiation (up conversion
phenomenon). Infrared vibrational spectroscopy corroborate TEOS overlay and
APTES functionalization. Micrographies obtained from electronic transmission
microscopy (ETM) showed independente particles as well as he crystallization,
coverage and functionalization steps. Zero charge point confirms the surface
modification. Preliminary celular viability assays, followed by optical microscopy
demonstrated the low toxicity in healthy cells and a propensy of the system to
accumulate around neoplasic cells.

Keywords: ruthenium-phthalocyanine; singlet oxygen; upconversion nanoparticle.
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1. Introdugao

A dissertacdo aqui apresentada vem em complemento ao trabalho desenvolvido
pelo grupo a partir dos anos 2000, quando o primeiro artigo relacionado a sistemas
liberadores de 6xido nitrico fora publicado (TOGNIOLO et al., 2001). Desde entao,
varios relatos cientificos foram desenvolvidos pela equipe do Prof. Dr. Roberto
Santana da Silva, envolvendo aspectos quimicos, cinéticos, fotoquimicos e
fotobiolégicos de compostos doadores de NO, tendo como base o ion metalico Ru (I1)
e (Ill). Embora avangos no que tange a ensaios pré-clinicos tenham sido observados,
ao longo deste periodo, a relagdo entre sistemas fotoinduzidos, com potencial
aplicacao clinica, carece ainda de melhor aprofundamento. Neste contexto, o trabalho

aqui apresentado visa colaborar.

Figura 1. Cronologia da linha de pesquisa de Bioatividade de Compostos de Coordenagéo,

supervisionado pelo Professor Dr. Roberto Santana da Silva.

|

L

—_—— - ‘:"[_'

| Quantum-dot / Ru-NO
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Fonte: autora.

Para tanto, o sistema constituido de Ruténio-Ftalocianinas/Oxido de itrio
dopado com terras raras foi desenvolvido em nosso trabalho e tem como ponto
fundamental a transferéncia de energia fotoinduzida, a partir da irradiagdo do 6xido

dopado com terras raras na regiao do infravermelho préximo, e deste para as
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ftalocianinas de ruténio, culminando na producéo de oxigénio singleto e, em um dos

casos, liberagcao de NO.

Por se tratar de um topico novo, mesmo em nivel cientifico mundial, a revisdo
bibliografica fora feita minuciosamente, tentando discutir o estado da arte.
Posteriormente, discutiu-se aspectos experimentais envolvendo as trés partes nas
quais a dissertacdo se fundamenta: complexos ruténio-ftalocianinas; Oxido de itrio
dopado com terras raras com superficie modificada; transferéncia de energia

fotoinduzida.

Aspectos tedricos e experimentais sao discutidos no intuito de qualificar o

sistema como promissor em relacéo a possivel aplicagao clinica.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Aspectos Gerais do Cancer

Cancer é o termo utilizado para designar um conjunto de doengas que se
caracterizam pelo crescimento exacerbado de células, podendo invadir tecidos
adjacentes ou até mesmo se espalhar por érgaos (WHO, 2018). Ainda de acordo com
a Organizagao Mundial da Saude (OMS), em 2018 a estimativa de mortes atribuidas
foi de 2,6 milhdes de pessoas em todo o0 mundo e as maiores incidéncias de novos
casos sao de cancer de mama e de prostata, respectivamente. Porém, o cancer com
a maior taxa de mortalidade é o cancer de pulmao, o qual pode ser agravado por
diversos fatores, tais como o tabagismo em paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos e a poluicédo, associada aos paises desenvolvidos, como mostra os
graficos do Global Observatory of Cancer (GCO), 6rgao que acompanha o quadro do
cancer no mundo pela International Agency for Research in Cancer (IARC), também
pertencente & OMS. (Figura 2). E interessante frisar que a mortalidade nzo é,
necessariamente, diretamente proporcional a incidéncia de cancer nos paises. Isso
ocorre, principalmente, devido aos diferentes estagios dos avangos nos tratamentos
disponiveis para a populacdo, bem como o nivel de desenvolvimento em que se
encontra o pais.

No Brasil, as estatisticas apresentadas pelo Instituto Nacional do Céancer
(INCA) apontam que, entre os homens, 68 mil novos casos de cancer de préstata
foram registrados, seguido por quase 19 mil novos casos de cancer de traqueia,
brénquio e pulmao. Entre as mulheres, quase 60 mil novos casos de cancer de mama
surgiram, seguido por 19 mil novos casos de cancer de colon e reto (INCA, 2019).

As neoplasias podem ser definidas como proliferagbes desorganizadas de
células que apresentam caracteristicas como taxa de divisdo alterada, capacidade
migratoria e adesiva a partir da membrana celular e metabolismo diferenciado das
demais células (MARKERT, 1968). As células neoplasicas possuem perfis de
expressdo de genes que diferem das células saudaveis, além de processos de
sinalizacao e diferenciagao celular especificos, expressao de determinadas proteinas
que favorecam o desenvolvimento de neoplasias e até mesmo mecanismos que
utilizam de células tronco para a geracao e rapida proliferagao de tecidos tumorais
(ZHANG et al., 1997).(REYA et al., 2001; DWIVEDI et al., 2019).
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Figura 2. Graficos de incidéncia e mortalidade mundiais de cancer, elencados por tipos de cancer
mais incidentes e suas respectivas taxas de mortalidade, incidéncia de novos casos de cancer por

pais e taxa de mortalidade por cancer por pais.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, both sexes, all ages
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Fonte: Global Cancer Observatory (GCO,). Disponivel em <
https://gco.iarc.fr/today/home>. Data de Acesso: 30 de margo de 2019.

2.2. Tratamentos classicos

Os tratamentos classicos utilizados no combate as neoplasias sao a
quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia (MURTHY et al., 2015; TIDY et al., 2016; LE
GRAZIE et al., 2017). A quimioterapia é um tratamento a base de farmacos citotdxicos
que atuam em diversas etapas do processo de divisdo celular, sendo o principal alvo
do tratamento as células neoplasicas, que possuem uma deficiéncia no controle da
proliferagdo, a qual ocorre de forma acelerada e descontrolada (ALMEIDA et al.,
2005). Entretanto, a quimioterapia também afeta células normais desencadeando uma
série de efeitos colaterais como diarreia, vdmito, uUlceras, boca seca e queda de
cabelo, além de consequéncias na saude psicolégica do paciente, como quadros de
ansiedade, delirios e mudangas de humor (KURKJIAN et al., 2017; LORUSSO et al.,
2017; GARCIA-CHIAS et al., 2019).
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A radioterapia induz morte celular por agcao de radiagdes ionizantes, que pode
ser eletromagnética, raios X ou gama, e particulada, particulas a e [, prétons e
néutrons. Sobre este método de tratamento, ainda s&o feitas diversas investigagbes
acerca de mecanismos de agcdo e modos de melhorar sua eficacia no tecido tumoral
(CHEN e KUO, 2017), incluindo o estudo de produgdo de espécies reativas de
oxigénio. Entretanto, o dano causado primeiramente a regido localizada do tumor se
estende ao periodo posterior ao tratamento, causando reacao inflamatéria local como
cistite, dermatite e retinite, pneumonia, fibrose pulmonar, hematuria e infertilidade
(BARKER et al., 2015). Estudos recentes também mostram que a resposta
imunossupressora do tecido a radioterapia relaciona-se com a recorréncia da doenca
se este for o unico tratamento utilizado para alguns tipos de cancer, como linfomas
(ZITVOGEL e KROEMER, 2015). Isto ocorre devido a resisténcia a radiacao de tipos
celulares determinantes para a sinalizacdo de células que agem na resposta
imunoldgica contra as células cancerosas (células de Langerhan, que estimulam a
producao dos linfocitos T).

A cirurgia € utilizada para a retirada de tecidos neoplasicos localizados, e ndo
€ indicada para casos de metastase. Esses tratamentos classicos sdo demorados e
causam desgaste e sofrimento ao paciente (SIBATA et al., 2000) (OCHSNER, 1997).
Para que a cirurgia seja uma opcgao de tratamento, uma série de fatores,
correspondentes ao tipo de cancer a ser tratado, envolvendo o tumor deve se
enquadrar em determinados critérios para que seja considerado elegivel ao
procedimento, como tamanho do tecido canceroso, idade do paciente, doencas
preexistentes e condigdes fisicas (SONGUN et al., 2010; GOLSHAN et al., 2015). O
tratamento cirurgico, apesar de ndo submeter o paciente aos efeitos colaterais da
radioterapia e quimioterapia, pode deixar sequelas permanentes, como disfuncao
urinaria (cancer de reto), perda de forma de membros superiores (cancer de mama e
pescocgo), dificuldades de mastigar e engolir e desfiguragdo do rosto (cancer de
cabecga e pescogo) e perda da fungéo sexual (FOWLER JR et al., 1995; ARNAUD et
al., 2004; LANGE et al., 2008; KAWECKI e KRAJEWSKI, 2014). Apesar de todas as
dificuldades causadas na qualidade de vida das pessoas submetidas a este
tratamento, para o cancer de mama, por exemplo, a mastectomia vem sendo utilizada
como forma de prevengao de reincidéncia de tumor na outra mama apds o tratamento
(TUTTLE et al., 2007).
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A tendéncia diante dos estudos das ultimas décadas € a busca por tratamentos
que melhorem a qualidade de vida dos pacientes e que tenham maior eficacia,
reduzindo o tempo de tratamento, os efeitos colaterais causados aos pacientes e

diminuindo o risco de reincidéncia da doenca.

2.3. Inovagodes no tratamento de cancer

A utilizagcdo de novas tecnologias para o tratamento de cancer possibilitou o
desenvolvimento de terapias mais confortaveis para os milhdes de pacientes que
sofrem com esta doenga.

A imunoterapia ja € utilizada como o eixo central de tratamento para diversos
tipos de cancer, como leucemia e cancer de mama. Proteinas com resposta
imunolodgica especifica ao tumor sdo utilizadas como terapia auxiliar a outros métodos
(DOUGAN e DRANOFF, 2009). A base da imunoterapia €& a chamada
imunomodulagdo, na qual as células do sistema imunolégico, em grande parte
linfécitos T, s&o utilizadas para causar uma resposta imunoldgica para as células
tumorais. Seus principais agentes sao os anticorpos monoclonais. Estes possuem a
capacidade de ativar ou inibir determinadas moléculas do sistema imunoldgico e,
através de avangos na engenharia genética, causarem respostas imunoldgicas
especificas ao tecido tumoral (WEINER et al., 2010). Eles podem causar cardiopatias,
hemorragias, complicagdes na regiao tumoral, hipertensao, alteragbes na tireoide e
um tipo de anemia autoimune (HANSEL et al., 2010).

Outras adversidades eram encontradas em relagdo a origem dos anticorpos,
num primeiro momento extraidos de ratos, e, posteriormente, ‘humanizados’. Apos
este procedimento houve o melhoramento da resposta imune e a reducao das reagdes
imunologicas contra anticorpos de outra espécie (Figura 3)(SINGH et al., 2018).
Atualmente, nos Estados Unidos mais de 20 anticorpos monoclonais ja s&o aprovados
no tratamento de tumores.

A caracteristica dos anticorpos monoclonais de se ligarem especificamente a
antigenos das células tumorais (KOHLER e MILSTEIN, 1975) traz a ideia central da
terapia-alvo, que pode interferir no tecido tumoral de diferentes formas, sempre
utilizando suas caracteristicas divergentes em relagcado aos tecidos saudaveis. Pré-
drogas que se ativam com a ligagao a moléculas especificas da célula tumoral séo

promissoras na busca da redugao dos efeitos colaterais da quimioterapia, pois podem
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agir sobre a regulagao de diversos processo celulares, tendo como principal alvo a
divisdo celular (PEREZ-HERRERO e FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Figura 3. Processo de ‘humanizagéo’ dos anticorpos monoclonais. O prefixo indica a origem do
anticorpo e o sufixo ‘mab’ significa Monoclonal AntiBodies. (a) o — retirado de rato; (b) / - retirado

de primata e xi — anticorpo quimérico; (c)zu — anticorpo humanizado; (d) u — anticorpo humano.
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Fonte: Adaptado de (SINGH et al., 2018).

Ainda é possivel projetar diferentes alvos, como a angiogénese, responsavel
pelo desenvolvimento da vascularizagdo do tecido tumoral e a vascularizagao ja
formada do tumor, responsavel pela nutricao do tumor (BELLOU et al., 2013; ZHAO e
ADJEI, 2015). Estas vias de crescimento tumoral podem ser combatidas com o
chamada quimioterapia “metronémica” (referente ao metrébnomo, ferramenta musical
que indica compasso, frequéncia), método que administra baixas doses de drogas
quimioterapicas de forma frequente (semanal e até diariamente). Este tipo de
administragcao permite que a droga aja especificamente na angiogénese e impede as
células epiteliais da vascularizagdo de se recuperarem, uma vez que 0 sangue do
paciente sempre contém uma pequena dose da droga, mas sem efeitos colaterais
significativos (MAITI, 2014).

O epigenoma, responsavel pela regulagdo da expressao de genes, também
pode ser utilizado como alvo. E possivel contornar mecanismos de resisténcia das
células cancerosas a partir de modificagdes na expressao dos genes que atribuem
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essa caracteristica ao tecido tumoral, identificado pelo epigenoma (JONES et al.,
2016). Outra opgao da terapia-alvo € a utilizagao do 6rgao atingido pelo cancer como
alvo para a terapia, uma vez que podem ter receptores especificos (BRANNON-
PEPPAS e BLANCHETTE, 2012).

Para cancer de mama e proéstata € possivel fazer uso da terapia hormonal, na
qual a manipulagdo de hormodnios andrégenos € responsavel pela redugdo do
crescimento tumoral (CAPPER et al., 2016). Para o cancer de prostata avangado, a
privacdo dos hormodnios testosterona e diidrotestosterona pode propiciar uma
sobrevida de até 4 anos, em associagao a outros métodos de tratamento (HARRIS et
al., 2009). Para o cancer de mama, progesterona pode ser utilizado como modulador
da atividade de receptores de estrogénio (Era), inibindo a proliferacdo do tecido
tumoral que possua células que sejam Era positivas (MOHAMMED et al., 2015).

A ativagao de quimioterapicos localmente na regidao do tumor € uma maneira
de reduzir os efeitos colaterais. Isto pode ser feito por funcionalizagdo de agentes
quimioterapicos para liberagdo ou ativagéo local (ZONG et al., 2015; POLAKOVA et
al., 2019), agentes quimioterapicos ativados por reagdes redox pela caracteristica
redutora do ambiente tumoral (ZHANG e SADLER, 2017) ou ativagao de compostos
fotossensiveis através de estimulos luminosos. A este ultimo mecanismo da-se o

nome de Terapia Fotodinamica.
2.4. Terapia Fotodinamica (TFD)

2.4.1. Histoérico da Terapia Fotodinamica

Os primeiros registros da utilizagdo de luz como tratamento foram feitos na
india, em 1400 a. C., com a utilizagdo de plantas para a cura do vitiligo através do uso
de sementes pretas. Posteriormente, descobriu-se que a origem da semente era a
planta Psoralea corylifolia, cuja utilizagdo causava a pigmentacéo das areas afetadas
pela doenca (FITZPATRICK e PATHAK, 1959). Estudos mostraram que a
pigmentagao era causada pelo composto fotoativo psoraleno (Figura 4(A)), utilizado
também para tratamento de psoriase quando associado a radiagao ultravioleta (ASIM
e AHMED, 2013). O psoraleno também pode ser utilizado na produgéo de vacinas e
tratamento de cancer, além de possuir a propriedade de interagir com o DNA
(HEARST, 1981).
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A luz e seu efeito terapéutico tornaram-se objetos de estudo cientifico no inicio
do século 20, mais de 3.000 anos apos os relatos indianos. Em Munique, Oscar Raab
observou notavel aumento na toxicidade da acridina em paramécio quando em
presenca de luz de forma acidental, apdés um raio ocorrer no decorrer de uma das
replicatas, a qual resultou na maior taxa de morte do protozoario e indicou que a luz
afetava a atividade do laranja de acridina (Figura 4(B)) (RAAB, 1900). Anos mais tarde,
o orientador de Raab, Herman Von Tappeiner, identificou que a presencga de oxigénio
era necessaria para que houvesse o processo de fotossensibilizacdo e nomeou de
‘terapia fotodinamica’ esta interacao entre luz, oxigénio e composto fotossensibilizador
(FS) (ACKROYD et al., 2001).

Figura 4. Estrutura dos primeiros compostos fotoativos conhecidos: (A) Psoraleno e (B)

laranja de acridina.
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Fonte: autora.

Nos anos 20, Policard observou fluorescéncia no tecido tumoral e o atribuiu ao
acumulo de porfirinas enddgenas neste tecido (POLICARD, 1924). Entre os anos 40
e 70, diversos foram os estudos demonstrando maneiras de utilizar porfirinas e
moléculas que pudessem ser ativadas por luz para a identificagdo de tumores (FIGGE
et al., 1948; RASSMUSSEN-TAXDAL et al., 1955; WINKELMAN, 1962; WINKELMAN,
1967). Concomitantemente, estudou-se a possibilidade da utilizagdo do tratamento de
tumores por compostos ativados por luz, como a hematoporfirina (LIPSON et al.,
1961).

Além da descoberta das diferentes propriedades dos promissores compostos
ativados por luz, também fez-se importante desvendar a causa de tamanha toxicidade
as células tumorais. Na década de 70, Weishaupt identificou o oxigénio singleto ('Oz2)
como a espécie tdxica ao tecido tumoral gerada apdés a irradiagdo dos
fotossensibilizadores, previamente incorporados e acumulados no tecido doente

(WEISHAUPT et al., 1976).
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Inicialmente, a descoberta da fluoresceina como fotossensibilizador deu
margem a estudos utilizando-a como geradora de oxigénio singleto, porém fatores
como baixo rendimento de 'Oz e baixa penetragdo no tecido se fizeram limitagbes para
sua utilizacdo (DOUGHERTY, 1974). Estas dificuldades foram resolvidas com o
estudo aprofundado da hematoporfirina previamente como fotossensibilizador,
separando suas fracdes fotossensiveis e purificando-as, até a aprovacao de sua
utilizac&o clinica nos Estados Unidos, sob o nome de Photofrin® (DOUGHERTY,
1996). Desde entdo, a pesquisa acerca de novos fotossensibilizadores, novas
propriedades e maior alcance no tratamento de diferentes doencas alavancou, unindo
diversas areas da ciéncia como Quimica, Ciéncias Farmacéuticas e Medicina. Além
disso, apresenta diferentes classes de moléculas como candidatos a
fotossensibilizadores, tais como complexos metalicos, clorinas, porfirinas,
ftalocianinas, produtos naturais, bem como uma grande contribuicdo da
nanotecnologia no desenvolvimento de sistemas que possibilitem maximo
aproveitamento das muitas vantagens da terapia fotodinamica (MACDONALD e
DOUGHERTY, 2001; ABRAHAMSE e HAMBLIN, 2016).

Desde a aprovacado do Photofrin® como fotossensibilizador, o conhecimento do
desenvolvimento da terapia fotodindmica se fez importante na busca de compostos
gue sanassem ou reduzissem consideravelmente as desvantagens desta técnica, que

apenas nos ultimos vinte anos passou a ser aproveitada clinicamente (Figura 5).

Figura 5. Histérico do desenvolvimento da Terapia Fotodinamica.
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Fonte: (MONRO et al., 2018).
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2.4.2. Mecanismos de agao

A Terapia Fotodindmica (TFD) se da pela interagdo entre um composto
fotossensivel, chamado fotossensibilizador, e a luz. Como resultado, observa-se a
ocorréncia de uma série de reagbes fotoquimicas e fotobiolégicas no ambiente
biolégico ao qual a terapia fora aplicada, em muitos casos causando danos
irreversiveis ao tecido submetido ao tratamento (DOUGHERTY et al., 1998).

O primeiro passo da terapia fotodindmica € a administracdo do farmaco
fotossensivel e ndo téxico ao paciente. E necessario que haja um periodo de
incubacgao para que o acumulo do composto no tecido tumoral seja satisfatorio para a
TFD, bem como maior do que em outros 6rgaos, como figado, pancreas, estbmago e
pulmdo (CASTANO et al., 2005). Em busca de aumentar a especificidade do
fotossensibilizador para o tecido tumoral e a eficiéncia da TFD, a administracdo do
farmaco diretamente no tumor € uma alternativa que possui bons resultados, quando
0 quadro € adequado (BARAN e FOSTER, 2016; AHN et al., 2017).

Posteriormente, a regido a ser tratada é submetida a uma dose de luz com
energia adequada para a ativagado do farmaco, na faixa de 600 a 850 nm, chamada
janela terapéutica (Figura 6). A partir da irradiagdo da molécula, a acédo da TFD
baseia-se nos mecanismos de absor¢ao e transferéncia de energia, resultando em
processos fotofisicos e fotoquimicos que culminam na toxicidade ao tecido (MROZ et
al., 2011).

Figura 6. Representagédo esquematica do tratamento por terapia fotodinamica.
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Fonte: Adaptado de (MROZ et al., 2011).
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Primeiramente, o fotossensibilizador (FS) encontra-se em seu estado
fundamental singleto (So), caracterizado pela presenga de dois elétrons de spin
opostos no orbital de menor energia. Ao absorver um féton com a energia adequada,
um dos elétrons sofre uma transi¢do para um orbital de energia maior, configuragao
chamada de estado excitado singleto (Sn), FS*. Para retornar ao seu estado de menor
energia (S1 > So; FS* 2 FS), o fotossensibilizador pode sofrer processos radiativos
de emissao de fluorescéncia ou conversao interna, processos de relaxagdo nao-
radiativos na qual a energia € dissipada na forma de calor. A fluorescéncia do
fotossensibilizador pode auxiliar na identificacdo e delimitacdo do tecido tumoral
(CARBINATTO et al., 2016).

Outra possibilidade é a ocorréncia do cruzamento intersistema. Neste processo
ocorre a inversédo do spin do elétron que esta no orbital de maior energia, passando
para o estado excitado tripleto (T1), o qual possui uma configuracdo de energia
discretamente menor que a do estado S1. Devido a esta diferenca energética, o tempo
de vida do estado T1 € maior do que o estado S1. Para retornar do estado T+1 pra o
estado So, o elétron deve sofrer uma nova inversao no spin e pode fazé-lo através da
emissao de fosforescéncia ou desencadeando reacgdes fotoquimicas que ocorrem por
mecanismos distintos, conhecidos como Mecanismo Tipo | e Mecanismo Tipo I,
representados pelo diagrama de Jablonski (Figura 7)(CASTANO et al., 2005).

No Mecanismo Tipo |, ocorre a transferéncia de elétrons entre o
fotossensibilizador em seu estado excitado (T1 ou S1) e substratos presentes no meio
bioldgico, formando ions radicais. Estes podem reagir com o oxigénio molecular
disponivel na regiao, resultado na produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Perdxido de hidrogénio (H202), o radical anion superoxido (O2™) e o radical hidroxila
(OH) s&o exemplos de ERO, que devido a sua alta reatividade e produgao constante
no ambiente celular podem oxidar diversas biomoléculas e causar danos a
mecanismos essenciais para a reproducao celular (DIXON e STOCKWELL, 2014).

No Mecanismo Tipo Il ocorre transferéncia de energia do fotossensibilizador
em seu estado T+ diretamente para o oxigénio molecular presente no tecido, o qual
possui o estado fundamental tripleto (2.02). O fotossensibilizador entdo retorna a S1 e
0 302 ¢é excitado, ocasionando a invers&do do spin de um elétron e sua transferéncia
para um orbital de maior energia, formando o oxigénio singleto, '02. Esta espécie é
citotoxica e extremamente reativa, podendo reagir com diversos substratos

disponiveis (DEROSA e CRUTCHLEY, 2002; AGOSTINIS et al., 2011).
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Figura 7. Diagrama de Jablonski.

A
P
SzE —
S, N
‘ ]"-—
Mecanismo Tipo |
S .g Biomoléculas
O
zg = [— N
o «Q@ «Q@ ~
5 7 2 ——— %
@ @ @ 2
= o S
< E ...g
(N8
. Mecanismo Tipo |l
—— 3
)
So - -~ -
Oxigénio

Fotossensibilizador

Fonte: Adaptado de (FERREIRA et al., 2017).

Uma vez que o Mecanismo Tipo | exige uma combinagao favoravel de uma
série de fatores (disponibilidade de substrato e de oxigénio, por exemplo), a geragao
de ERO’s é mais simples através do Mecanismo Tipo Il, cuja eficiéncia da produgéo
de '0O2 esta associada ao tempo de vida do estado T+1 e a concentragdo de oxigénio
molecular disponivel no tecido.

Além dos Mecanismos Tipo | e Il, estudos ainda indicam um terceiro

mecanismo, conhecido como Tipo | Modificado (do inglés, Modified Type | — MTO) ou
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Mecanismo Tipo Ill. Neste processo ocorre uma transferéncia de elétrons do
fotossensibilizador em seu estado T1 para biomoléculas e radicais disponiveis no
ambiente submetido ao tratamento (ZHU et al., 2007; KNOLL e TURRO, 2015).

A morte celular como consequéncia da terapia fotodinamica pode acontecer
por diferentes mecanismos, como apoptose, necrose e autofagismo. Cada mecanismo
€ desencadeado pela sinalizagado ou ativacao de determinados receptores e possui
diferentes etapas. A via de morte celular depende de fatores como o tipo de célula
tumoral e qual alvo celular que sofre alteragdo (sinalizagéo, inibicdo, destrui¢cao)
(WYLD et al., 2001; BUYTAERT et al., 2007; MROZ et al., 2011).

2.4.3. Espécies Reativas em Terapia Fotodinamica

Independente de qual mecanismo ocorra, a geragao de espécies reativas de
oxigénio é o principal objetivo da TFD. Em células cancerosas, os niveis de produgao
de ERO sao consideravelmente elevados em relacdo aos tecidos saudaveis, até
mesmo quando adjacentes ao tecido tumoral. A esta caracteristica credita-se o dano
extenso causado pelo cancer, pois ela auxilia no processo metastatico através da
danificacdo de inibidores de proteinas que facilitam a distribuicdo das células
cancerosas (TOYOKUNI et al., 1995).

A regulacédo da concentragado destas espécies reativas nas células relaciona-
se a expressao de proteinas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD).
Incluindo a reducéo da expressao desta enzima, dano ao DNA mitocondrial e defeitos
na cadeia respiratéria da mitocondria sdo mecanismos que causam o acumulo de
ERO nas células. Além destes, inflamacgdes crénicas também causam o aumento de
ERO e, consequentemente, favorecem o desenvolvimento de tumores. O acumulo
destas espécies causa respostas biolégicas, tais como: adaptagdo, na qual o
organismo utiliza de mecanismos para se defender ao estresse oxidativo e manter a
funcionalidade da célula; promocéo do crescimento celular através de sinalizagao por
mecanismos redox ou pela perda da funcao regulatéria da proteina p53 apods sua
oxidagao; dano no DNA e instabilidade genética causados pela alta reatividade de
espécies de oxigénio com o DNA mitocondrial e, possivelmente, DNA nucelar,
associada a baixa possibilidade de reparo nas células tumorais, causando um
acumulo de danos no DNA deste tecido; alteragdo na sensibilidade a drogas por
diversos mecanismos de inibicdo de receptores e hipersensibilizacdo das células;

dano e morte celular através de diversos mecanismos de oxidacdo. Este ultimo é
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explorado como o de maior potencial terapéutico e ocorre por mecanismos de
necrose, apoptose ou autofagismo. (PELICANO et al., 2004; MROZ et al., 2011).

Por outro lado, em tumores solidos ocorre a hipoxia, ou seja, baixas
concentragdes de oxigénio, fator que reduz a eficiéncia da terapia fotodindmica, uma
vez que prejudica a formagdo de ERO. A vascularizacdo do tecido tumoral é
desenvolvida de forma desorganizada, criando uma rede comprometida de vasos que
ndo sdo aptos a transportar 302 de maneira coesa pelo tecido rapidamente
desenvolvido, criando regides em que a concentragdo de oxigénio é extremamente
baixa e até mesmo regides de necrose em tumores soélidos (HOCKEL e VAUPEL,
2001; VAN STRATEN et al., 2017).

O desafio no aprimoramento desta técnica é atingir os dois objetivos: superar a
deficiéncia de oxigénio do tecido tumoral e produzir espécies radicalares em
quantidade superior a que a célula tumoral consiga manter sua funcionalidade. Utilizar
a caracteristica hipoxica do tecido tumoral € um caminho terapéutico no qual se
desenvolvem novos fotossensibilizadores que possuem a propriedade de se ativarem
ou serem especificos para ambientes de hipoxia (DENNY, 2010; WILSON e HAY,
2011; PHILLIPS, 2016). E possivel também modular a producéo de oxigénio utilizando
sistemas que associem fotossensibilizadores a complexos geradores de oxigénio a
partir da reagdo com perédxido de hidrogénio endégeno (ZHU et al., 2016).

Outras propostas visam a independéncia entre a eficiéncia da terapia
fotodindmica e a concentragdo de oxigénio no tecido. Assim, outros radicais séo
utilizados, como as espécies reativas de nitrogénio (ERN) que, assim como as ERO,
podem atuar como estimulante do desenvolvimento tumoral ou como agente toxico a
células cancerosas (WISEMAN e HALLIWELL, 1996; OHSHIMA, 2003). Dentre os
radicais de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO") e o radical dioxido de nitrogénio (NO2°),
destaca-se o radical 6xido nitrico (NO*), cujas caracteristicas impares permitem que

ele seja uma opgéo promissora no desenvolvimento da PDT.

24.31. Importancia biolégica do é6xido nitrico

O 6xido nitrico (NO) apresenta surpreendente onipresenca em seres vivos. E
a unica molécula endégena conhecida que reune as propriedades de
neurotransmissor, de mediador constitutivo e indutivel e de agente citotdxico. Ela
possui agdo na regulacdo da pressdo arterial, no sistema imunolégico e nas

atividades do cérebro, figado, pancreas, utero e pulmdes (CULOTTA e KOSHLAND
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JR, 1992);(WINK et al., 1998; RICHTER-ADDO et al., 2002)

A molécula de NO é a menor molécula classificada como mensageiro nos
processos biolégicos. Nessa fungdo o NO, ndo depende de transportadores
especificos nem de canais de passagem intracelulares. Ele difunde-se pela célula,
com a mesma facilidade em meio hidrofilico e em meio lipofilico. Sua acgao fisiolégica
depende muito mais de suas propriedades fisico-quimicas do que de sua conformagao
espacial.

Atribuem-se as agbes bioquimicas do oxido nitrico a diversidade de suas
espécies, ou seja, a espécie NO* (ion nitrosbnio), que é formada pela retirada do
elétron desemparelhado no orbital 1, e a espécie NO- (anion nitroxido), que é
formada pela adigdo de um elétron ao orbital. O anion nitréxido € isoeletrénico ao gas
oxigénio (O2) e pode existir no estado singleto, de maior energia ou no estado tripleto,
de menor energia. O ion nitrosénio € isoeletrdbnico ao mondxido de carbono (CO) e
reage rapidamente com agua e outros nucledfilos (WINK et al., 1993).

O NO também atua em carcinogénese, progressdo tumoral e na terapia do
cancer dependendo da variedade de condigdes no meio intracelular, como tipo de
célula alvo, concentracdo de NO e a presenga de outras espécies radicalares
(WELLER, 2003; CHIANG, et al., 2005). Ao mesmo tempo em que altas
concentragdes de NO promovem o efeito tumoricida (morte celular), mecanismos de
protecdo celular antiapoptose (efeito tumorogénico) mediado pelo NO vém sendo
estudados, mas ainda ndo foram totalmente elucidados (WINK et al., 2008). Sob
influéncia citotdxica do NO, dentre as hipoteses para elucidagdo dos mecanismos que
envolvem o processo de apoptose ocasionado pelo NO destacam-se: inducéo da
expressao de Bcl-2 que é um inibidor do processo de ativacdo das caspases,
inativacdo de enzimas que reparam o DNA e inducédo do fator de transcricdo p53
(CALS-GRIERSON e ORMEROD, 2004; LECHNER et al., 2005; SINGH e GUPTA,
2011).

Em 1998, GUPTA e colaboradores demonstraram a producéao de NO durante o
processo de fotossensibilizacdo de células com tumor utilizando-se uma ftalocianina
como sensibilizador. O mecanismo de formacao do NO durante a terapia fotodinamica
foi explicado com base no fato de que a TFD resulta em um aumento rapido e
significativo da atividade da isoforma da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS
ou NOS1), que é dependente do Ca?* presente nos tecidos cerebrais e neuronais

(GUPTA et al., 1998). Estas descobertas trouxeram interesse no estudo da quimica e
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bioquimica do NO levando ao desenvolvimento de novas drogas que possam agir em
diversas areas da medicina.

Devido a extrema instabilidade das moléculas de NO em meio biolégico e seu
curto tempo de meia vida (aproximadamente 5 segundos), torna-se dificil o estudo de
seus efeitos fisioldgicos. Assim, existe um grande interesse em compostos quimicos
que possam servir de pré-drogas para a liberagdo controlada do NO nos sistemas
bioldgicos. Esses compostos devem apresentar algumas propriedades caracteristicas
como ser de facil preparacdo em uma forma pura e estavel, de preferéncia
hidrossoluveis, gerar NO quantitativamente, e os produtos resultantes da saida do NO
devem ser compostos inertes e atoxicos, faciimente metabolizados pelo organismo
(SAUAIA et al., 2003; DA SILVA et al., 2015). Na projecdo de complexos que possam
carrear oxido nitrico a células-alvo, a liberagao deste pode ocorrer como resposta a
reagcdes redox com moléculas e espécies do meio biolégico, como o radical
superoxido, ou, ainda, como foto-liberacédo apds irradiagao em comprimentos de onda
com energia adequada (SORTINO, 2010; FRANCO et al., 2014; DE LIMA et al., 2017).

Aproveitando a resposta positiva do NO a estimulos luminosos, além de uma
ampla experiéncia na sintese de complexos que comportem e liberem esta molécula,
0 grupo de pesquisa do Prof. Dr. Roberto Santana da Silva, nos ultimos anos, utilizou
da associagao de oxido nitrico a moléculas fotossensibilizadoras e produtoras de
oxigénio singleto obtendo, dentre outros resultados, uma acgéo sinérgica entre as duas
espécies reativas (NEGRI, 2015; RAMOS, 2016; NEGRI et al., 2017; MARTINS, 2018;
MAXIMO e SILVA, 2018).

2.4.4. Fotossensibilizadores

Fotossensibilizador € o nome dado a substancias que possuem a propriedade
de causar sensibilidade a luz a outras substéncias que n&o possuem esta
caracteristica. Na terapia fotodindmica, o fotossensibilizador € o composto
responsavel por iniciar uma sucessao de processos (vide Iltem 2.4.2.) a partir da

interacdo dele com a luz, em um local determinado (tumor).

2441. Caracteristicas de um fotossensibilizador ideal

Um bom fotossensibilizador deve ser um composto puro, de preferéncia em sua

forma monomeérica, de facil fabricagdo e baixo custo, e estavel quando estocado
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(GOMES et al., 2018). Sua toxicidade no escuro deve ser nula e sua eliminagao de
tecidos saudaveis, rapida (SAAVEDRA et al., 2014) . A concentragdo e posterior
eliminacdo do fotossensibilizador nos tecidos n&o cancerosos se relaciona
diretamente com a especificidade com farmaco para com os tecidos tumorais a serem
tratados, realgando a importancia desta caracteristica.

A estabilidade do composto deve se manter durante o decorrer do tratamento.
A degradacao do farmaco pela terapia fotodinamica, ou seja, fotodegradacéao, pode
ocorrer por mecanismos mediados por oxigénio singleto, independente de oxigénio ou
ainda por outros mecanismos (WIDENGREN e RIGLER, 1996). Estudos mostram que,
mesmo que a fotodegradagao ocorra, a prépria agao da TFD causa a redugao do fluxo
sanguineo na regiao tumoral e adjacente, reduzindo a concentragdo de oxigénio no
tecido e, consequentemente, a taxa de fotodegradacdo (WANG et al., 2009). Apesar
de a estabilidade do fotossensibilizador ser elencada como critério de idealidade, este
processo pode auxiliar na inativagdo do farmaco em regides saudaveis proximas a
regido tratada, protegendo-as dos efeitos TFD (MANG et al., 1987).

A droga deve absorver luz entre 600 e 800 nm, uma vez que esta faixa do
espectro fornece energia suficiente para que o oxigénio em seu estado tripleto seja
excitado ao seu estado singleto (DETTY et al., 2004). A efetividade da terapia
fotodindmica também esta associada ao rendimento quéantico’ do fotossensibilizador,
pois € um dos fatores determinantes para a concentracdo de oxigénio singleto
produzido, e, consequentemente, para a toxicidade na regiao tratada (MACDONALD
e DOUGHERTY, 2001). Anteriormente acreditava-se que quanto maior o intervalo
entre a administracdo do farmaco e a aplicagao de luz (cerca de 4 dias), melhor a
eficiéncia da TFD e a eliminagéo do fotossensibilizador do organismo. Porém, dados
mostram que o dano causado pela TFD é maior quando este intervalo (do inglés, drug-
light interval, DLI) € menor, uma vez que o farmaco ainda esta presente na corrente
sanguinea e causa danos significativos a vascularizagao (CHEN et al., 2002).

Estas Uultimas caracteristicas sao facilmente encontradas nas porfirinas,
clorinas e bacterioclorinas, moléculas que possuem em comum a estrutura parental
do anel tetrapirrélico, se diferenciando pelo numero de elétrons n deslocalizados na

estrutura aromatica (Figura 8). Estes compostos foram amplamente estudados como

! Rendimento quantico de oxigénio singleto pode ser definido como o nimero de moléculas de 0 produzidas
por féton absorvido pelo fotossensibilizador.
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fotossensibilizadores e sdo utilizados como base para a confeccdo de novos
compostos candidatos a fotossensibilizadores, de modo a melhorar sua eficiéncia
(ABRAHAMSE e HAMBLIN, 2016; MAZZONE et al., 2016; CUl et al., 2019).

Figura 8. Estrutura dos fotossensibilizadores porfirina, clorina e bacterioclorina.

Porfirina Clorina Bacterioclorina
22 elétrons TT 20 elétrons T 18 elétrons TT

Fonte: Adaptado de (MACDONALD e DOUGHERTY, 2001).

2.4.4.2. Fotossensibilizadores utilizados em TFD

Os fotossensibilizadores possuem uma classificagado de acordo com a evolugao
no desOenvolvimento deste tipo de composto, sendo eles de 12, 22 ou 32 geragao. Os
fotossensibilizadores de 12 geragao sao os derivados de hematoporfirina (do inglés,
Hematoporphyrin derivative — HpD) que, apds intenso processo de purificagéao,
originaram o primeiro fotossensibilizador aprovado para uso clinico, o Photofrin®
(Figura 9) (DOUGHERTY, 1996). Além de ser uma mistura de oligbmeros, este
fotossensibilizador possui baixa absor¢éo na regido de 630 nm, na qual ha baixa
penetracdo na pele, baixa solubilidade em solventes polares e causam grande
fotossensibilidade devido ao alto acumulo na pele do paciente apds sua aplicacao, o
qual deve manter-se em abrigo do sol por até seis semanas apods o tratamento
(MACDONALD e DOUGHERTY, 2001; NAYAK, 2005).

Uma vez que o desenvolvimento de novos tratamento para o cancer, dentre
eles a terapia fotodindmica, busca melhorar tanto eficiéncia quanto a qualidade de
vida do paciente em tratamento, as melhorias necessarias ao Photofrin® estimularam

o desenvolvimento de novos compostos. Assim, surgiram os fotossensibilizadores de
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22 geragao (Figura 10), os quais sdo mais puros, absorvem luz em maiores
comprimentos de onda, permitindo maior penetracdo na pele, e causam menos
fotossensibilidade pacientes (O'CONNOR et al, 2009). Os principais
fotossensibilizadores de segunda geragédo s&o moléculas derivadas da porfirina, com
modificagcdes em sua periferia ou em seu centro, tais como metaloporfirinas,
purpurinas, clorinas, protoporfirinas, e ftalocianinas (ZHANG et al., 2018).
Fotossensibilizadores ndo derivados da porfirina ndo serdo abordados. Apesar da
gama de novos compostos estudados, apenas alguns deles foram aprovados para
uso clinico (GOMES et al., 2018).

Figura 9. (A) Estrutura do fotossensibilizador Photofrin®. (B) Embalagem comercial do

Photofrin®.

o B
NDC 58914-155-75
o—}
OTOFRIN®
(porfimer sodium)
i For Injection
75 Mg Single Use Vial
For Intravenous Use Only
Contains No Preservatives
(porfimer sodium) For dosage and administration,
For Injection see package insert
76 mg Single Use V@ Rx oNLY
'l For Intravenous Us e *
Contains No Preser"?' " =
For dosage and adm™* " ScANDIPHARM
insert
e www.axcanscandipharm.com
RX only
COOH COOH

Photofrin

Fonte: (A) Adaptado de (ABRAHAMSE e HAMBLIN, 2016). (B) disponivel em
<https://www.baptistjax.com/health-library/drug-images/photofrin> (Data de acesso:
04/06/2019).
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Figura 10. Distribuicao esquematica dos fotossensibilizadores derivados de porfirina.

Fotossensibilizadores Porfirinicos

Hematoporfirina E’Aeuloporﬁrinasj [ Porficenos JE Feoforbideos JE Purpurinas JL Clorinas JLProtoporﬁrinasJLF!ancianiuas J

Derivados de Photochlor Tookad Foscan Visudyne NPe6 Levulan
hematoporfirina

U
\j A
] v 4

Hexvix Benzvix

Fotossensibilizadores [ n——_—_————————
de 1° geragdo ah dis =
S Fotossensibilizadores de 22 geragao

Fonte: Adaptado de (O’'CONNOR et al., 2009).

Foscan® ([5,10,15,20-tetraquis(m-hidroxifenil)clorina]), uma clorina conhecida
também pelos nomes Temoporfin e mTHPC, é sintetizado a partir da redugao diimida
da [5,10,15,20-tetra(m-hidroxifenil)porfirina] (mTHPP) (BONNETT et al., 1989),
resultando em um composto com absorcdo maxima em 650 nm. Estudos clinicos
comprovaram sua eficacia no tratamento de cancer de pele, cancer gastrointestinal e
de es6fago, cancer no cérebro, prostata, pancreas, mama, dentro outras malignidades
ginecologicas e uroldgicas (SENGE e BRANDT, 2011). Os efeitos colaterais
observados para este fotossensibilizador sdo fotossensibilidade em até semanas
posteriores a administracdo do medicamento, de modo dependente a dose aplicada

e, em alguns casos, dor leve a moderada no local tratado (BETZ et al., 2008).
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Figura 11. Estrutura do fotossensibilizador de 22 geragdo Foscan®.

OH

OH

HO

Fonte: Adaptado de (SENGE e BRANDT, 2011).

A Verteporfina (Figura 12), de nome comercial Visudyne®, é uma mistura de
dois isbmeros. Com a estrutura parental da clorina, é utilizada parra tratamento
oftalmolégico de degeneragdo macular relacionada a idade, neovascularizagéo
coroidal secundaria e suspeita de histoplasmose ocular (PARODI et al., 2016). O
composto, que absorve luz entre 680 e 695 nm, causa a reducédo de vasos anormais,
que poderiam levar a cegueira (SCHMIDT-ERFURTH e HASAN, 2000).

Figura 12. (A) Estrutura dos isémeros da Verteporfina. (B) Visudyne®.

(A) CO,H CO;Me CO,Me CO,H

Fonte: (A)(GOMES et al., 2018). (B) Disponivel em
<https://www.theglobeandmail.com/globe-investor/valeant-buying-visudyne-
treatment-for-blindness-from-qlt/article4563025/>, (Data de acesso: 04/06/2019).
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A mono-L-aspartil-clorina €6 (Figura 13A) € um fotossensibilizador de segunda
geragao comercializado sob diversos nomes, como NPe6, Apoptosin, Laserphyrin
(aprovado no Japéo), Talaporfin sodium, LS11 e Litx (GOMES et al., 2018). Derivado
de clorina, apresenta picos de absor¢ao em 400 e 664 nm, sendo a ultima banda a de
absor¢ao maxima, em uma regido que favorece maior penetragéo da luz no tecido
(SPIKES e BOMMER, 1993; ALLISON et al., 2004). E indicada para tratamento de
cancer no figado, cérebro e pulméo, e o tempo entre a administracédo e a irradiagéo
do tecido € de 4 horas e a fotossensibilidade causada pelo composto de 2 a 3 semanas
(KASUYA et al., 2010; ALLISON et al., 2011; MIKI et al., 2012; MIKI et al., 2015).

Figura 13. (A) Estrutura da mono-L-aspartil clorina €6. (B) Estrutura da HPPH.

B
(A) o (B)

Me

Mew

COH

O

OH

Fonte: Adaptado de (GOMES et al., 2018).

A 2-(1-Hexiloxietil)-2-devinil piropheophorbide-a (Figura 13B), é conhecida
comercialmente como Photochlor®, tem seu maximo de absor¢do em 665 nm e
apresenta fotossensibilidade em até 1 semana apds sua administracdo, porém com
leve irritagao cuténea apenas (BELLNIER et al., 2006). Estudos clinicos apontam para
seu uso em tratamento de cancer de eséfago, pulm&o e carcinoma basocelular
(BELLNIER et al., 2003).
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Um derivado da bacterioclorofila-a, a padeliporfina, € uma bacterioclorina com
um centro metalico de paladio (Pdll) (Figura 14A). Com o come comercial de Tookad®
(Figura 14B), seu maximo de absor¢gdo em 763 nm, e sua fonte de irradiacéo é luz
xenon (KOUDINOVA et al., 2003). E indicado para tratamento de cancer de prostata
e as condi¢des adequadas de tratamento estdo sob estudo e os efeitos colaterais do
tratamento (dor ou dificuldade de urinar, retengdo urinaria, dor no perineo e
constipagao) foram associados aos procedimentos técnicos do estudo (AZZOUZI et
al., 2013).

Figura 14. (A) Estrutura da Padeliporfina. (B) Tookad®.

(A)
(B)

‘\ *'-.'::':;:.;.l-_-u!
TOOKAD® Solubde |

o=, o
HO ,&G OCHS

Fonte: (A) (GOMES et al., 2018). (B) Tookad® disponivel em

<https://www.newswise.com/articles/tookad-invented-at-the-weizmann-institute-of-

science-gains-european-approval-for-prostate-cancer>.

Levulan® é o nome comercial dado ao acido 5-aminolevulinico (ALA), um
aminoacido endogeno sintetizado na mitocondria a partir da glicina e da succinil-
Coenzima A. O metabdlito do ALA apds administragdo na célula tumoral é a
protoporfirina IX (PplX), considerada um fotossensibilizador endégeno (ISHIZUKA et
al., 2011). O espectro de absorgédo da PpIX mostra a absor¢ao maxima em 410 nm,
seguido por picos de menor absor¢édo em 510, 540, 80 e 635 nm, caracteristica que
permite irradiagdo de diversas fontes de luz (O'CONNOR et al., 2009). A principal

indicagéo de uso do Levulan® é para aplicagéo topica em tratamento de hidradenite
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supurativa, hiperplasia das glandulas sebaceas e acne moderada a severa (GOLD,
2009). Os principais efeitos colaterais observados apds a administragdo do ALA séo
neurotoxicidade e dor no local de aplicagao, sendo o primeiro causado, na verdade,
pela PplX e o segundo, uma consequéncia, ja que a interagdo dos nervos com a
porfirina ocorre apenas localmente (KRAMMER e PLAETZER, 2008).

Figura 15. (A) Estrutura do Acido 5-Aminolevulinico e da Protoporfirina-IX. (B) Levulan®.

(A) Acido 5-Aminolevulinico (B)

0
Ho [
“NCH,CCH,CH,COOH
Fi

C—CH
H 2

| CH;
COOH COOH

Protoporfirina IX

Fonte: adaptado de (ISHIZUKA et al., 2011). (B) Embalagem comercial do ALA,
Levulan® (GOLD, 2009).

Alquil-ésteres do ALA (Figura 16 A) também sao indicados para tratamento em
doencas relacionadas a pele e alguns tipos de cancer, podendo agir no diagndstico e
tratamento. Ativado em 630nm, o Metvix® (metil-5-aminolevulinato) (Figura 16 B) é
indicado para queratose actinica, carcinoma basocelular superficial e nodular
(MORTON, 2003). O hexil-ALA (Figura 16 C), de nome comercial Hexvix® , ¢ aprovado
para uso em diagndstico de cancer de bexiga e cancer cervical advindo de infecgao
por HPV, utilizando-se da chamada cistosocpia de luz azul (do inglés, blue-light
cystoscopy), uma vez que absorve na regido de 380 a 450 nm (HILLEMANNS et al.,
2015). Ainda em preparagao para o processo de aprovagio, o Benzvix®, Benzil-ALA,
€ indicado para tratamento de tumores gastrointestinais (KRAMMER e PLAETZER,
2008).
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Figura 16. (A) Estrutura dos fotossensibilizadores derivados do Acido 5-Aminolevilinico: Metil-

5-aminolevulinato, hexil-5-aminolevulinato e benzil-5-aminolevulinato. (B) Metvix®. (C)

Hexvix®.
(A) i
Q Metvix: R = CH;
H>N OR .
< Hexvix: R = CgH15
O
Benzvix: R = C4H5CH,
(8) _ P (©)

Metvix® 160mg/g Créme

--llu“-lullulluu

=

Hexvil
HEIXV""
Fonte: (A) Adaptado de (GOMES et al., 2018) (B) Adaptado de (GOLD, 2009)

(C) Disponivel em < https://www.hexvix.com/hexvix-blue-light-cystoscopy/> (Data de
acesso: 04/06/2019).

Além do derivados das estruturas classicas — porifirina, clorina e bacterioclorina
— desenvolvidos como fotossensibilizadores, nos ultimos anos o estudo acerca do
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores se estendeu a novas classes de
compostos, tendo como objetivo a redugdo dos efeitos colaterais e melhora na

eficiéncia da técnica.

2.5. Ftalocianinas

Primeiramente utilizadas como corantes, as ftalocianinas constituem uma
classe de moléculas que permite diversas modificacbes, tanto em sua estrutura
quanto em suas propriedades fotoquimicas e fotofisicas, caracteristica de grande

interesse para aplicagao em terapia fotodinamica.
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2.5.1. Histoérico

Em 1928, durante a producéao industrial de ftaloimida na fabrica de corantes
escocesa Messrs. Scottish Dyes, Ltda, a qual consiste na reagao entre anidrido ftalico
e amOnia em um recipiente de ferro, percebeu-se a presenca se um sélido azul intenso
insoluvel. Posteriormente, tal sdlido fora identificado como ftalocianina de ferro
(LINSTEAD, 1934). O pigmento azul foi comparado a outro, obtido em 1907 por Braun
e Tcherniac, apos o aquecimento de orto-cianobenzamida. Os sélidos apresentavam
a mesma cor azul intensa, mesma estabilidade e eram insoluveis, mas diferiam no
resultado da reagdo com acido sulfurico, pois o metal utilizado foi magnésio. A
formacéao de ftalocianina a partir da o-cianobenzamida se explica pela isomerizagao
desta em seu ponto de fusdo, formando a iminoftaloimidina, derivado do isoindol
(Figura 16) (BYRNE et al., 1934).

A série de estudos realizados por Linstead entre 1934 e 1937 foram
fundamentais para o conhecimento das caracteristicas desta nova molécula e,
também, pelo seu nome, devido ao seu precursor anidrido ftalico (ftalo) e pela sua cor
azul-esverdeada (ciano). Além disso, utilizando-se da técnica de difragdo de Raios-X,
foi elucidada a estrutura geométrica da base livre de ftalocianina como sendo planar
(LINSTEAD e ROBERTSON, 1936; LEVER, 1965).

Figura 17. Estrutura dos precursores das ftalocianinas de ferro e magnésio.

2 0
CN
—
@] NH NH
e NHE
5 NH o

Anidrido ftalico |saindol Iminoftalimidina o-Clanobenzamida

Fonte: autora.

Durante muitos anos, as ftalocianinas foram utilizadas como pigmentos em
escala industrial, na producgao de tintas para impressoras convencionais, impressoras
a laser e também na industria téxtil, podendo gerar pigmentos que variam do verde ao

azul, dependendo, principalmente, do metal ao qual ela esta coordenada (Figura 18)
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(GREGORY, 2012). No entanto, com o desenvolvimento de estudos acerca de suas
propriedades, outras aplicacdes viaveis as ftalocianinas foram descobertas, como
células fotovoltaicas, células solares, producdo de nanomateriais (nanotubos) e
eletrocatalise (SAUER et al., 1990; ARGUELLO et al., 2008; JUNG et al., 2010).

Figura 18. (A) Pigmento Phthalo Alpha Blue, metalada com Cu-ll. (B) Pigmento Phthalo
Green, ftalocianina metalada com Cu-Il e cloro (Cl) substituindo os hidrogénios (H) dos anéis

benzénicos.

Fonte: Disponivel em <http://www.kakdiyachemicals.com/color-pigments.htm>, data
de acesso: 09/06/2019.

2.5.2. Estrutura e propriedades

As ftalocianinas (PC’s) sdo constituidas por um policiclo aromatico formado por
quatro unidades isoindol?, as quais s&o ligadas por atomos de nitrogénio, chamadas
de pontes ‘aza’. Seus quatro nitrogénios centrais advindos das unidades pirrdlicas
possibilitam a coordenacao de um metal ao centro da molécula, criando umas vasta
gama de complexos viaveis, chamados metaloftalocianinas (MPc) (VAN LIER e
SPIKES, 2007).

A molécula de ftalocianina apresenta caracteristicas importantes como alta
estabilidade e propriedades quimicas e espectroscépicas de grande interesse para

fotossensibilizadores em Terapia Fotodindmica, que resultam em baixa toxicidade e

2 Isoindol: o insoindol é uma molécula constituida por um anel benzénico fundido a uma unidade de pirrol.

(0 O~ L

Anel

5 Pirrol Isoindol
benzénico
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boa absorc¢ao na janela terapéutica (DE LA TORRE et al., 2004). Sua estrutura planar,
devido as unidades isoindol e os nitrogénios das pontes ‘aza’, possui alta densidade
eletrénica, uma vez que conta com 18 elétrons = conjugados. Como consequéncia,
possui um espectro de absorgao particular, com uma banda entre 300 e 400 nm,
chamada banda B ou Soret, e uma intensa banda entre 600 e 700 nm (Amax ~ 670

m), chamada banda Q. Esta ultima é atribuida a transigdo permitida do orbital HOMO
para o orbital LUMO (z-7*) e possui alto coeficiente de extingdo molar (¢), fato que
colabora para a absorg¢do adequada na janela terapéutica (OUGH e STILLMAN, 1994;
SAKAMOTO e OHNO-OKUMURA, 2009). As metaloftalocianinas apresentam, ainda,
um ombro préximo a 600 nm (VAN LIER e SPIKES, 2007).

Figura 19. Estrutura da ftalocianina base livre (H2Pc) e da ftalocianina metalada (MPc).

N
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Fonte: autora

2.5.3. Ftalocianinas como fotossensibilizadores

As propriedades de absorcdo da ftalocianina a caracterizam como um bom
fotossensibilizador. Em seu espectro de absorg¢ao, apesar de absorver intensamente
na janela terapéutica, as ftalocianinas apresentam pouca ou nenhuma absor¢ao na
regiao de 400 a 600 nm, na qual a intensidade da luz solar € maior. Assim, a
fotossensibilidade na pele apos a administragdo do fotossensibilizador é reduzida (LI
et al.,, 2017). O rendimento quéntico das ftalocianina metaladas recebem pouca
influéncia dos ligantes substituidos, mas sao fortemente dependentes do centro
metalico utilizado. Metais com camadas d incompletas sdo suscetiveis a maior
cruzamento intersistema do estado excitado para o estado fundamental, resultando
em maior rendimento de estado tripleto, com tempos de vida de duracdo da ordem
de nanossegundos, enquanto metais com a camada d completa atingem tempos de
vida de tripletos da ordem de microssegundos (ALLEN et al., 2001; TEDESCO et al.,
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2003).

A baixa solubilidade das ftalocianinas € um dos maiores obstaculos em seu
estudo, solucionado a partir da adigao de grupos polares a periferia da molécula ou
grupos carregados em posigao axial no centro metalico (MOREIRA et al., 2008). Outra
dificuldade encontrada ao trabalhar com ftalocianinas é a agregagdo que as
moléculas sofrem, devido a sua estrutura planar associada ao seu extenso sistema =
conjugado. A formacédo de dimeros ou agregados maiores modifica propriedades
fotoquimicas e espectroscopicas, como deslocamento da banda Q e até mesmo
reducdo do tempo de vida no estado excitado, resultando em menor rendimento
quéntico e produgao de oxigénio singleto (ALLEN et al., 2001; MOREIRA et al., 2008).
A diminuic&do da taxa de agregagao pode ser alcangada pela substituicdo de ligante
na ftalocianina, de modo a causar um impedimento estérico de agregacgao ou pelo
centro metalico utilizado (LO et al., 2003; CLAESSENS et al., 2008). Tao importante
quanto o estudo sobre as propriedades das ftalocianinas, a utilizagao terapéutica dos

metais sera brevemente abordada.

2.6. Metais utilizados com fins terapéuticos

Na quimioterapia, um dos tratamentos classicos do cancer, complexos
metalicos ja sdo utilizados clinicamente. Com seu potencial descoberto em meados
da década de 60, a Platina (II) foi o primeiro metal a ser utilizado em complexos para
tratamento de cancer, com a cis-platina e seus derivados, carboplatina, oxaliplatina e
nedaplatina (Figura 20) (ALI et al., 2013). Nas ultimas décadas, no entanto, além do
desenvolvimento de novas técnicas de tratamento, novos metais também entraram
na area terapéutica. Geralmente os metais utilizados sdo do bloco ‘d’, que abrange
do grupo 3 ao grupo 12, tais como Zinco (l1), Ouro , Cobre, Iridio, Osmio, Molibdénio,
Rédio e Ruténio (NDAGI et al., 2017).

Figura 20. Complexos de Platina utilizados em quimioterapia.
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Adaptado de (ALl et al., 2013).

O metal de interesse para este trabalho € o Ruténio, localizado no grupo 8 e

5° periodo da tabela periddica, numa regido onde estdo os metais considerados do

‘grupo da platina® (Ru, Rh, Pd, Ag, Os, Ir, Pt e Au). Este metal possui trés

caracteristicas fundamentais para seu potencial terapéutico (ALLARDYCE e DYSON,

2001):

Taxa de troca de ligantes: esta caracteristica € fundamental para que o
complexo aplicado no tratamento possa interagir com espécies do meio
biolégico sem ser degradado, além de proporcionar interagdes que sejam
eficientes o bastante para que haja agao terapéutica;

Estados de oxidag&o acessiveis: os estados de oxidag&o Ru (ll), Ru (lll) e
Ru (IV) s&o todos acessiveis em ambiente fisiolégico na forma de
complexos hexacoordenados de geometria octaédrica, dentre os quais os
de Ru(lll) sdo os mais inertes. A disponibilidade destes estados de
oxidagao possibilita que complexos de ruténio sejam ativados por reagdes
redox pertinentes aos locais de interesse, aumentando a sua eficiéncia
terapéutica.

Semelhancga ao Ferro: o ruténio se localiza no mesmo grupo do ferro, porém
um periodo abaixo. Devido a proximidade de suas propriedades, o ruténio
pode se ligar as proteinas responsaveis pelo transporte do ferro, facilitando

assim seu transporte em meio bioldgico.
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O estudo acerca dos complexos de ruténio, suas propriedades e aplicacdes se
iniciaram concomitantemente aos estudos com platina (CLARKE e FORD, 1970;
MEYER e GODWIN, 1971), chegando a complexos que podem agir de diversas
maneiras em meio bioldgico e, mais ainda, podem ser carreadores de espécies
reativas, como o oxido nitrico e utilizados como fotossensibilizadores em terapia
fotodinadmica (FORD e LAVERMAN, 2005). Alguns destes complexos, designados ao
tratamento de cancer, ja estdo em fase clinica de estudo, como o NAMI-A, KP1019
e TLD-1433 (Figura 21) (ALESSIO et al, 2004; HARTINGER et al, 2008;
JAKUBASZEK et al., 2018).

Figura 21. Estrutura dos complexos de ruténio NAMI-A, KP1019 e TLD-1433.
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Fonte: (NDAGI et al., 2017) e (JAKUBASZEK et al., 2018).

2.7. Ftalocianinas e Terapia Fotodinamica

As ftalocianinas utilizadas na terapia fotodindmica atualmente sdo a Pc4 e o
Photosens®. A Pc4 ¢ uma ftalocianina coordenada ao silicio (Si) (Figura 21) que
absorve em 675 nm e passou pela Fase | de testes clinicos para tratamento de
queratose actinica, doengca de Bowen, cancer de pele e micoses fungoides
(ORMOND e FREEMAN, 2013). O Photosens® é uma mistura de ftalocianinas de
aluminio mono, di, tri e tetrasulfonada (Figura 22), com um cloro coordenado na
posicado axial do aluminio cujo maximo de absor¢céo se da em 676 nm. Na Russia,
este fotossensibilizador é utilizado para tratamento de estdbmago, pele, boca e mama.
Apesar dos bons resultados obtidos, apds sua administracdo, os pacientes
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apresentaram fotossensibilidade por varias semanas (ORMOND e FREEMAN, 2013;
CHILAKAMARTHI e GIRIBABU, 2017).

Figura 22. Estrutura dos fotossensibilizadores Photosens® e Pc4.

HO;S S0;H

Photosens

Fonte: (ORMOND e FREEMAN, 2013).

Apesar de ainda nao ter alcancado a fase dos testes clinicos, diversas
ftalocianinas de zinco ja demonstraram potencial como fotossensibilizador (LI et al.,
2017). Ftalocianinas de ruténio sao utilizadas em materiais para célula solar e também
como potenciais fotossensibilizadores (CLAESSENS et al., 2008; FERREIRA et al.,
2017). Além de potenciais fotossensibilizadores per se, as metaloftalocianinas
também sao utilizadas na tentativa de sobrepor uma das principais limitagdes da
terapia fotodinadmica: a penetracao da luz no tecido. Apesar de absorverem em uma
regido de consideravel penetracédo (600-700 nm), a irradiagdo do composto deve ser
feita localmente e o paciente sofre com a fotossensibilidade. Além disso, a redugao
da taxa de recorréncia também se faz um grande objetivos dos estudos em
andamento, principalmente porque estda vinculada a penetracdo de luz em
quantidade inadequada no tecido, culminando na erradicagdo parcial do tumor
dependendo da localizagao deste (VAN STRATEN et al., 2017).

Uma das alternativas sugeridas para sanar este problema é a imobilizagao de
fotossensibilizadores em nanoparticulas que absorvam em maiores comprimentos de
onda e emitam em menores comprimentos de onda, fenbmeno da luminescéncia
chamado conversao ascendente (do inglés, upconversion) (XIA et al., 2014; CALIXTO
et al., 2016).
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2.8. Materiais foténicos dopados com Terras raras

Materiais fotdbnicos dopados com terras raras constitui-se de material que
apresenta propriedades opticamente ativas quando irradiadas na regido do
visivel/infravermelho préximo. Aplicagdes diversas sao relacionadas no campo da
fotbnica, incluindo lasers e amplificadores de fibras 6ticas (MARTINS e ISOLANI,
2005). As caracteristicas fotofisicas, propriedades Ooticas destes sistemas e a
reconhecida atoxicidade de silicas mesoporosas, podem ser de interesse na quimica
medicinal, haja vista que estes materiais podem ser preparados em escala de
dimensdes nanométricas, o que possibilitaria 0 uso destes sistemas em diagndstico
por imagem. Devido a suas caracteristicas unicas como sondas luminescentes tais
como bandas finas de emissao e absorc¢éao, alto rendimento quantico, tempo de vida
da fluorescéncia e alta fotoestabilidade (GONCALVES, 2001), materiais dopados com

lantanideos sao promissores para utilizacdo em terapia fotodinamica.

2.8.1. Luminescéncia

Luminescéncia € um fenbmeno no qual se observa a emisséo de luz a partir
da matéria, sem que ela seja termicamente excitada (radiagdo de corpo negro). O
termo foi utilizado pela primeira vez pelo fisico alemao Eilhardt Wiedemann, em 1888,
em referéncia a palavra Lumen, do latim, que significa luz (VIRK, 2015). Existem
varios tipos de luminescéncia, diferenciadas pela forma com a qual a matéria é
excitada, tais como fotoluminescéncia (fétons), eletroluminescéncia (elétrons),
sonoluminescéncia (som), quimioluminescéncia (reagbes quimicas),
bioluminescéncia (emissao por seres vivos), triboluminescéncia (atrito), dentre outras.

Para os compostos organicos, como os fotossensibilizadores, utilizam-se os
termos fluorescéncia e fosforescéncia para o fendmeno de emissdo de luz apds a
absorcdo de um féton. A fluorescéncia ocorre quando o elétron decai do estado
excitado para o estado fundamental de mesma multiplicidade, ou seja, AS=0, através
de um processo radiativo, sendo a energia do féton emitido menor do que a energia
do féton absorvido (VALEUR, 2003) . A fosforescéncia é definida como uma transi¢cao
entre o estado excitado e o estado fundamental de diferentes multiplicidades, ou seja,
AS#0, através de um processo radiativo (BARYSHNIKOV et al., 2017). Uma vez que
a fluorescéncia advém de uma transigéo permitida pelas regras de selegado, possui

tempos de vida da ordem de 107 e 10° s, enquanto a fosforescéncia, que é
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caracterizada por uma transigdo proibida, possui tempo de vida entre 10* e 10’ s.
Para compostos inorganicos, utiliza-se apenas o termo luminescéncia para

fenbmenos de emissao de luz, caracterizados também pela excitagao dos elétrons do

material a um estado excitado, seguido pelo retorno ao estado fundamental, mais

estavel.

2.8.2. Terras raras

Os elementos conhecidos como terras raras sao aqueles de numero atdbmico
entre 57 e 71, chamados de lantanideos ou metais de transi¢ao interna, e incluem
ainda o itrio (Z=39) e o0 escandio (Z=21), localizados no grupo 3, principalmente nos
periodos 6 e 7. A configuracao eletrbnica dos elementos terras raras caracteriza-se
pelo semipreenchimento da subcamada 4" de acordo com [Xendnio] 4f ™154'6s?,
sendo n entre 1 e 7, ou pelo preenchimento da camada 4/ de acordo com [Xendnio]
41" 652, sendo n entre 8 e 14 (Figura 23) (HENDERSON, 1984).

Em relacdo as caracteristicas espectroscopicas dos ions terras raras, suas
bandas de emissdo e absorcao sao extremamente finas, uma vez que as transicoes
mais exploradas sao as intraconfiguracionasi /- 1. Isso ocorre devido a blindagem dos
orbitais 4f pelos elétrons 55 e 5p (MALTA, 1982). Devido as pequenas perturbagdes
advindas do campo ligante sofridas pelos elétron 4f, as transi¢gdes eletrénicas dos
elementos terras raras podem ser atribuidas com base no diagrama de niveis de
energia de Dieke (Figura 23) (DIEKE, 1968).
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Figura 23. Configuracdes eletrénicas dos elementos terras raras.

Atomic Atomic Symbol Configuration

No. weight 0 i +2 +3

57 138.9055 La [Xe]5d!6s? [Xe]5d? [Xe] 5d! [Xe]4f°
58 140.12  Ce [Xe]4f'5d'6s? [Xe]4f'5d'6s' [Xe]df? [Xe] 4f!
59 140.9077 Pr [Xe]4f6s [Xe]4f 65" [Xe] 4f° [Xe] 4f?
60 144.24 Nd [Xe] 4F*6s [Xe] 4f*6s’ [Xe]4f* [Xe] 4f°
61 (145) Pm [Xe]4f 65 [Xe]4f 65’ [Xe] 4f° [Xe] 4f*
62 150.4 Sm [Xe] 4f¢6s [Xe]4f*6s’ [Xe]4f* [Xe]4f*
63 151.96 Eu [Xe]4f76s? [Xe]4f76s! [Xe]4f” [Xe] 4f*
64 157.25 Gd [Xe]4f5d'6s* [Xe]4f'5d'6s' [Xel4f'5d' [Xe]4f’
65 158.9254 Tb [Xe]47°6s? [Xe]476s' [Xe)4f® [Xe]4f®
66 16250 Dy [Xe]4f'°6s?  [Xe]df'°6s'  [Xe]4f® [Xe]4f®
67 164.9304 Ho [Xe]df''6s?  [Xe]af''6s'  [Xe]d4f''  [Xe]df'
68 167.26  Er [Xe]4f'26s?  [Xe)4f'?6s'  [Xe]df'  [Xel4f™
69 168.9342 Tm [Xel4f'*6s?  [Xel4f6s'  [Xeld4f®  [Xel4f?
70 173.04  Yb [Xe]4f'*6s*  [Xe]4f'*6s'  [Xe]4f'*  [Xe]4f®
71 174.97 Lu [Xe]47'*5d'6s* [Xe]df'*6s®  [Xe]df'*6s' [Xe]df'*

[Xe] = configuration of xenon: 1s*2s* 2p®3s?3p*3d '*4s*4p®4d " °5s*5p°.
Fonte: (HENDERSON, 1984).

2.8.3. Conversao Ascendente de Energia (Upconversion)

A transferéncia de energia entre ions terras raras pode ocorrer entre dois ions
iguais ou entre dois ions diferentes. O ion que é excitado por um féton e transfere a
energia para o outro ion € chamado de ions sensibilizador, e 0 ion que que recebe
energia e emite luz € chamado de ion ativador. Geralmente, o foton emitido possui
menor energia do que o foton absorvido, de acordo com a ‘Lei de Stokes’.

No processo de conversao ascendente, ocorre a absorcdo de um foton de
menor energia (maior comprimento de onda) pelo ion sensibilizador e a emissao de
um foton de maior energia (menor comprimento de onda) pelo ion ativador, o que
caracteriza uma emissao anti-Stokes (ZHOU et al., 2014). Para este trabalho, o par
de ions terras raras escolhido foi Erbio e Itérbio (Er** e Yb®"), no qual ocorre a
absorgdo em 980 nm, na regido do infravermelho proximo, pelo ion Yb3*
(sensibilizador) e emissdo em 430 nm e 660 nm, na regido do verde e do vermelho,
pelo ion Er®* (ativador), sendo a primeira emissdo responsavel pela obtengéo de
imagens e a segunda, pela ativagdo do fotossensibilizador. O diagrama de

transferéncia de energia para este par de ions € mostrado na Figura 24.
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Figura 24. Diagrama de transferéncia de energia pelo processo de conversao ascendente do

ion Yb®* para ion Er®*. Espetro eletromagnético representando a absor¢ao e emissao do par

de ions lantanideos.
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Fonte: (ZHOU et al., 2014). Espectro eletromagnético adaptado de

https://www.123rf.com/photo 81668842 stock-vector-electromagnetic-spectrum-

diagram-.html|>. Data de acesso: 10/06/2019.

O processo de conversdo ascendente de energia pode ocorrer por dois
mecanismos (AUZEL e PELLE, 1996; JOUBERT, 1999; AUZEL, 2004; DE
MAYRINCK et al., 2015): Absor¢cdo no estado excitado (do inglés, Excited State
Absorption — ESA) e conversao ascendente por transferéncia de energia (do inglés,
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Energy Transfer Upconversion — ETU).

No mecanismo ESA, ha a absorcdo de um féton no estado fundamental
populando estado “l112 e, posteriormente, uma nova absorgdo ocorre, populando o
estado “F72. Ocorre entdo o decaimento ndo radiativo para os estados ?H112 € “4Sap
e posterior emissdo em 532 e 547 nm, correspondentes as transi¢coes 2H112—*l152 €
4S32—4l1512, respectivamente. Caso o decaimento néo radiativo ocorra para o estado
4Fg/2, a emissdo sera no vermelho, em 660 nm, devido a transigdo *Fa2—*l15/2..

No mecanismo ETU, ha duas possibilidades. Na primeira, ions Er3* populam o
estado 4112 e, por transferéncia de energia, um ion retorna ao estado fundamental
411512 € 0 outro é excitado ao estado “F72. Na segunda, os ions Yb3* vdo ao estado
2Fs2 e 0s ion s Er®* ao estado #l112. Ha entdo a transferéncia de energia dos ion Yb3*
para os ions Erd*, que vao ao estado “F7;2. A partir dai, em ambas as possibilidades
ocorre o decaimento nao radiativo dos ions Er®* aos estados H112 e 4S3j2, emitindo

no verde, e até o estado *Fg/2, emitindo no vermelho.

2.9. Nanoparticulas de 6xido de itrio

Para a utilizacdo do mecanismo de conversdo ascendente, ha o interesse em
um material que possua alta estabilidade quimica e baixa energia de fénon® como
matriz. Escolheu-se o oxido de itrio (Y203) como matriz para a formacéo das
nanoparticulas, sendo uma de suas caracteristicas mais interessantes a alta
solubilidade de ions terras raras, possibilitando a co-dopagem da matriz com ions terra
rara, Er®* e Yb3*, adicionando ao material a ocorréncia de conversao ascendente de
energia (ZHENG et al., 2006). Dentre diversas rotas de sintese para o 6xido de itrio,
a busca por controle da morfologia e do tamanho da particula formada traz opg¢des
como spray pirolise, combustdo, sintese hidrotérmica e, utilizada neste trabalho,
precipitacdo homogénea. (MISHRA et al., 2013; ENGLADE-FRANKLIN et al., 2014).

O recobrimento do Y203:Er/Yb com silica permite que a nanoparticula seja
funcionalizada com moléculas que auxiliam sua interagdo com moléculas biolégicas
ou outras espécies quimicas para diferentes aplicacdes. Além disso, a silica € um
material de baixo custo, opticamente transparente, ou seja, ndo interfere na absorg¢ao
ou emissao da nanoparticula e é estavel, formando as chamada particulas core@shell
(FENG et al., 2003).

3 Energia atribuida a vibrac3o da rede formada pelas liga¢des dos d&tomos constituintes do material.
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3. Hipotese

A hipotese deste trabalho baseia-se na associagdo de componentes de
diferentes areas (materiais fotbnicos, fotossensibilizadores e complexos de ruténio)
em prol da confeccdo de um sistema capaz de absorver radiagdo no infravermelho
proximo (980 nm). A irradiagdo neste comprimento de onda possui alta
penetrabilidade no tecido a qual pode transferir esta energia, por meio do mecanismo
de conversao ascendente, para o fotossensibilizador - ftalocianina de ruténio - que
absorve na regido do vermelho (660 nm). A ativagcédo do fotossensibilizador tera como
consequéncia a produgao de oxigénio singleto in situ, além de, no caso da ftalocianina
de ruténio com NO coordenado, a liberacdo de 6xido nitrico de forma concomitante
(Figura 25). Além de possibilitar o tratamento de forma local, poupando tecidos
saudaveis, este sistema transpbée uma das limitacbes da TFD em relacdo a
penetrabilidade da luz no tecido bioldgico (Figura 26), uma vez que, ainda que na
regidao do vermelho a penetrabilidade chegue a 10 mm, a radiagcdo na regido do

infravermelho préximo pode atingir 50 mm em alguns tecidos (STOLIK et al., 2000) .

Figura 25. llustragdo da hipotese do trabalho desenvolvido.

Fonte: autora.
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Figura 26. Representacdo da penetragdo da luz no tecido.
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Fonte: Disponivel em: <https://www.pacificplasticsurgerygroup.com/non-surgical-procedures-

san-francisco/led-light-therapy/>. Data de Acesso: 25/07/2019.

4. Objetivos

41. Objetivo Geral

Avaliar transferéncia de energia do sistema contendo ruténio-ftalocianinas
imobilizadas na superficie das particulas de conversao ascendente para a producao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), utilizando os complexos
K4[(NO)CI{PC-(COO")4}] (KTC(NO)) e K4[RuCI2{PC-(COO)4}] (KTC) (Figura 27) e
material para conversdo ascendente formado por 6xido de itrio recoberto com
tetraetoxissilano (TEOS) e funcionalizado com (3-aminopropil)trietoxissilano (APTES),
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.
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Figura 27. Estruturas das ftalocianinas utilizadas: (A) Ks4RuCl{PC-(COO-)4}] (KTC) e (B)
K4[(NO)CKPC-(COO-)4}] (KTC(NO)).
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Fonte: autora.
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4.2. Objetivos Especificos

a) Sintese de nanoparticulas de conversao ascendente de superficie
funcionalizada (NCAF), Y203:Er/lYbD@TEOS@APTES, e seus
precursores Y(OH)COs:Er/Yb, Y203:Er/Yb, Y203:Er/'Yb@TEQS;

b) Caracterizacdo do material obtido em A por espectroscopia de
fluorescéncia, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X em p6 (DR-X)
e microscopia eletronica de transmisséo (MET);

c) Imobilizagdo das ruténio-ftalocianinas na superficie por ligagcao
covalente ou adsor¢cao dos complexos a NCAF obtida, formando o
sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@RUPC-R;

d) Caracterizagdo do tipo de imobilizagdo por espectroscopia vibracional
na regiao do infravermelho (FTIR);

e) Estudo qualitativo de produgéo de 'O2e liberagédo de NO;

f) Estudo da viabilidade celular nas linhagens celulares tumoral
metastatica (B16F10 — Melanoma murino) e nao-tumoral (L929 —
Fibroblasto murino) quando submetidas ao tratamento com o sistema
Y203:Er'YD@TEOS@APTES@RUPC-R, avaliando a influéncia do
tempo de irradiacdgo em 980 nm e a concentragdo dos sistemas
testados, através do ensaio colorimétrico do sal [Brometo de 3-(4,5—
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] (MTT);

g) Obtencdo de imagens das células durante o estudo de viabilidade

celular pelo microscoépio 6ptico.

5. Materiais e Métodos

5.1. Materiais

Os reagentes utilizados para sintese e caracterizagdo da NCAF e do sistema
NCAF-RuPc séo listados na Tabela 1. Na Tabela 2 s&o listados os reagentes utilizados
para os ensaios de viabilidade celular. Na Tabela 3 estdo listados os materiais

utilizados para os ensaios de viabilidade celular e caracterizacao.
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Tabela 1. Reagente utilizados na sintese e caracterizagdo de NCAF e do sistema NCAF-

RuPc.

REAGENTE

PROCEDENCIA

1-etil-3-(3-dietilaminopropil)-carbodiimida (EDC)

3-Aminopropil Trietoxissilano (APTES)

4-Amino-5-metilanimo-2’,7’-difluoresceina acetato

(DAF-FM)

Alcool Etilico (Etanol)

Brometo de Potassio (KBr)
Dimetilformamida (DMF)
Dimetilsulféoxido (DMSO)

Hidréxido de Amoénio (NH4OH)
N-hidroxi-succinimida (NHS)

Nitrato de itrio hexahidratado (N3OgY.6H20)
Oxido de Erbio (Er203)

Oxido de Itérbio (Yb203)

Piridina

Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG)
Tetraetilortossilicato (TEOS)

Uréia (CHaN20)

Sigma-Aldrich®

Aldrich®

Invitrogen™

Synth®
Sigma®
Synth®
Synth®
Cinética®
Sigma-Aldrich®
Aldrich®
Aldrich®
Aldrich®
Aldrich®
Invitrogen™
Fluka

Cinética®
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Tabela 2. Reagentes utilizados para cultivo de células.

REAGENTE PROCEDENCIA
Meio de cultura RPMI 1640 com phenol red GIBCO®
Meio de cultura RPMI 1640 sem phenol red GIBCO®
Solugéo tampao fosfato-salino (PBS) P4417 Sigma®

Solucgao Tripsina-EDTA 10X, 0,5% tripsina, 0,2%
EDTA.

Solugédo antibidtico (100X) 10.000 unidades de
penicilina, 10 mg de estreptomicina, 25 ug de
anfotericina B por mL.

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazélio (MTT — Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide)

Soro fetal bovino (SFB)

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

GIBCO®

Tabela 3. Materiais utilizados para caracterizagao e ensaios de viabilidade celular.

MATERIAL

MODELO/MARCA

Célula capilar curva de policarbonato, com
eletrodos de Be/Cu banhados a ouro
(determinacgao de PCZ).

Placa para cultura celular de 96 pogos
Placa para cultura células de 6 pocos
Garrafas para cultura celular de 75 cm?

Sistema de filtragao a vacuo 0,22 ym

DTS 1070/Malvern®

KASVI K12-96

KASVI K12-006

KASVI K11-250

KASVI K15-1500
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Tabela 3. — Continuacéo.

Cémara de Neubauer Hirschmann
0,1-10 pL
Ponteiras tipo universal 0-200 pL CralPlast
200-1000 pL

5.2. Sintese das nanoparticulas de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES (NCAF)

As nanoparticulas de 6xido de itrio dopadas com érbio e itérbio (Y203:Er/Yb)
foram sintetizadas com a contribuigdo do grupo de pesquisa da Prof.?2 Dr.2 Rogéria
Rocha Gongalves, no Laboratério de Materiais Luminescentes Micro e
Nanoestruturados — Mater Lumen, do Departamento de Quimica da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP). A sintese e recobrimento das
nanoparticulas foram previamente desenvolvidas pelo Dr. Rafael Ramiro Pereira
durante seu projeto de doutorado e foram reproduzidas neste trabalho (PEREIRA,
2016).

Solugdes de Er(NOs)s e YbCIs foram obtidas dissolvendo os 6xidos das terras
raras em HNO3 e HCI e evaporando o excesso de acido de modo que o pH fosse 2 e
o volume final da solug&o estoque foi ajustado para que a concentracgdo final de terra
rara fosse proximo a 0,10 mol.L-'. Da mesma forma, obteve-se uma solugdo estoque
de Y(NOs3) 0,25 mol.L"

5.2.1. Sintese de hidrocarbonato de itrio dopado com terras raras

Para a sintese das nanoparticulas, o primeiro precursor a ser sintetizado é o
hidroxicarbonato de itrio co-dopado com Er®* e Yb%, Y(OH)COs:Er/Yb. A
concentragédo de Y3* no frasco reacional foi de 0,01 mol.L"" e a dopagem com ions
terra rara, em % molar, foi de 1,5% de Yb* e 0,5% de Er®*. A dimenséo das
nanoparticulas € influenciada pela concentracéo de ureia utilizada e, uma vez que fora
obtido resultados por volta de 150 nm de didmetro com a concentragdo de ureia a 2,0

mol.L-', esta foi a concentragdo escolhida para este trabalho, pois este diametro pode
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permitir a interagdo com a membrana celular em ensaios futuros. O volume final
utilizado no frasco reacional foi de 252 mL, e as quantidades dos reagentes descritas
acima, salvo a ureia, foram obtidas de acordo com diluicdo das solugdes estoque
adequadas para este volume.

Uma massa de 30,27 g de ureia foi dissolvida previamente, sob aquecimento
abaixo dos 70°C, em 100 mL de agua deionizada. Apds sua total dissolugao, todos os
reagentes foram adicionados ao frasco reacional, completou-se o volume para 252
mL com agua deionizada e este foi mantido sob aquecimento de 80°C por 2 horas,
sem agitagao. Apos este periodo, o sobrenadante foi retirado e o sélido branco obtido
foi transferido para tubos plasticos de fundo cbnico de 15 mL, nos quais foi lavado
com agua e posteriormente colocado para centrifugar a 3600 rpm por 15 minutos, em
uma centrifuga CentriBio (Modelo 80-2B). Este processo foi repetido por 3 vezes e o
solido foi, entdo, ressuspenso em etanol e colocado para secar em um cadinho de
ceramica a 60°C por 12 horas. A massa de Y(OH)COz:Er/Yb obtida para esta rota é
de cerca de 160 mg.

5.2.2. Obtencao de 6xido de itrio dopado com terras raras

Apds a secagem do Y(OH)COs:Er/Yb obtido, este foi tratado a 900°C por 2
horas, sob atmosfera comum. A rampa de aquecimento utilizada no forno foi de
5°C/min. O sdlido branco resultante deste procedimento é o Y203:Er/Yb. (PEREIRA,
2016). Apds a determinagao dos parametros de reagao, devido a quantidade que o
estudo demandava, a sintese foi feita em escala 10 vezes maior, utilizando frascos de
1 L, com as devidas adaptagdes em relagdo a quantidade de cada reagente a ser
utilizada. A massa final obtida de Y203:Er/Yb foi de 1695 mg.

5.2.3. Recobrimento das nanoparticulas de 6xido de itrio com silica

Para o recobrimento do oxido de itrio com silica, utilizou-se o
tetraetilortossilicato (TEOS) como alcoxido precursor da silica. Utilizou-se 1600 mg de
Y203:Er/Yb, os quais foram divididos em 5 frascos de 500 mL contendo 320 mg de
Y203:Er/Yb suspensos em 200 mL de etanol, mantidos em banho de ultrassom por 30
minutos. Apés este periodo, a cada frasco adicionou-se 21,25 mL de NH40OH 27%,
sob agitacao e, posteriormente, uma solugdo de 316,8 uyL de TEOS em 30 mL de

etanol foi gotejada de 5 em 5 mL. A reacdo ocorreu durante 1 hora, sob agitacéo e
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sem aquecimento. Ao término deste periodo, a suspenséo foi centrifugada a 4000 rpm
por 10 minutos e as particulas lavadas com agua destilada 4 vezes e ressupensas em
etanol para secagem em estufa a 70°C por 12 horas. (Pereira, 2016). O material aqui
formado é chamado Y203:Er/'Yb@TEOQOS, e a massa obtida foi de 1580 mg.

5.2.4. Funcionalizagao das nanoparticulas de 6xido de itrio com

amino grupos

A funcionalizagédo de Y203:Er/'Yb@TEOS foi feita com o objetivo de adicionar
um grupo funcional amino (-NH2) a superficie das nanoparticulas, visando facilitar a
imobilizagdo das ftalocianinas de ruténio com terminagdo em grupos carboxilicos

(COOH). Para tanto, utilizou-se o 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES).

Para a funcionalizacdo da particula com APTES, utilizou-se proporg¢des
molares de APTES:TEOS de 1:2 (RAHMAN et al, 2009). Da massa de
Y203:Er/'Yb@TEOS obtida, 1500 mg foram divididos em 3 baldes de 250 mL,
resultando em 500 mg suspensos em 100 mL de dimetilformamida (DMF), seca
previamente em peneira molecular. A suspensao foi colocada sob fluxo de argdnio por
15 minutos para que se obtivesse atmosfera inerte. Adicionou-se entdo, 277uL de
APTES e 277uL de piridina e a reagao foi mantida sob agitagao e aquecida a 90°C em
grafite por 24 horas. A suspenséo foi entdo centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e
o solido branco obtido foi lavado duas vezes com tolueno e duas vezes com etanol,
sendo ressupenso no ultimo e colocado para secar em estufa a 70°C por 12 horas.
Obteve-se o sélido Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES. (CIUFFI et al., 2000).

5.3. Caracterizacao das particulas de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES

5.3.1. Difratometria de Raios-X

Os difratogramas foram obtidos a partir de um difratdmetro Siemens-Bruker
D5005 com radiacdo de cobre ka, com A = 1,5418 A, monocromador de grafite com

passo de 0,02/s numa faixa de 26 entre 5 e 80°.
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5.3.2. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais foram obtidos em pastilhas de KBr previamente seco
em estufa a 300°C por 3 horas. A faixa de varredura foi de 340 a 4000 cm™', utilizando

um espectrofotdmetro Shimadzu IR Prestige-21, com resolugao de 1 cm™.

5.3.3. Espectroscopia de Fotoluminescéncia (conversao ascendente)

Os espectros de emissdo das particulas de conversdo ascendente foram
obtidos numa faixa de poténcia entre 50 e 450 mV, e excitagao fixada em 980 nm e
varredura de 500 a 700 nm. Os espectros foram obtidos no espectrofluorimetro
Fluorog SPEX F2121, utilizando lampada de xenénio EG & GFX, livre de Os,
fotomultiplicadora Hamamatsu R928 e monocromadores de excitagdo e de emissao
duplos, disponivel do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto (DQ — FFCLRP).

5.3.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As micrografias foram obtidas utilizando o microscopio eletrénico de
transmissao JOEL JEM-100CX Il 100Kv, disponivel na Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP). A analise do tamanho das nanoparticulas foi realizada

utilizando o programa ImageJ.

5.3.5. Determinagao do ponto de cara zero (PCZ) e potencial zeta

Foi feita uma suspensdo de 1,34 mg das nanoparticulas de
Y203:Er/'YD@TEOS@APTES em 55 mL de agua deionizada, de concentragéo 24,3
pMg/mL. Apds 1 hora no banho de ultrassom Unique UltraClear 1400, foi realizada uma
diluicdo seriada da suspensao obtida, adicionando-se 20mL desta a 20mL de agua
deionizada, sendo este processo repetido por 3 vezes. As concentracdes obtidas sao
mostradas na Tabela 4. O mesmo foi realizado com 2 mg das particulas de
Y203:Er/Yb e 2 mg de particulas Y203:Er/'Yb@TEOS.
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Tabela 4.Concentragdes obtidas para determinagao do potencial zeta e ponto de carga zero.

Concentragao (ug/mL)

oL YzO3ZEF/Yb@TEOS@
Diluigao Y203:Er/Yb Y203:Er/'Yb@TEOS
APTES
S1 36,36 36,36 24,30
S2 18,18 18,18 12,15
S3 9,10 9,10 6,07
S4 4,54 4,54 3,07

Para a determinagcdo do potencial zeta foram feitas novas diluigdes com as
suspensdes obtidas para que se pudesse otimizar as condi¢des e atingir os melhores
parametros para que fosse realizada a titulacido potenciométrica para determinacéao
do ponto de carga zero. Assim, utilizou-se uma solugao de KCI 0,0010 mol.L-! recém
preparada para otimizar a condutividade da suspensao. Apos diversos testes, as

melhores suspensdes obtidas foram:

e Y203:Er/Yb: 400 pL de S1 em 1600 pL de KCI 0,001 mol.L";
e Y203:Er/Yb@TEOS: 400 pL de S1 em 1600 pL de KCI 0,001 mol.L";
e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES: 400 L de S2 em 1600 pL de KCI 0,001 mol.L".

Assim, apos a obtencdo do potencial zeta, preparou-se 30 mL da diluicao étima
das amostras para a realizacdo da titulagdo potenciométrica. Ultilizou-se acido
cloridrico 0,10 mol.L-' e NaOH 0,25 mol.L-' e 0,10 mol.L-', sendo o pH inicial 2 e o
final 8 (BINI et al., 2012). Os valores e a titulagdo potenciométrica foram obtidos pelo
Zetasizer Nano-Z Malvern modelo ZEN2600, com laser He Ne de 4 mW em 632,8 nm.

As medidas de potencial zeta e a titulagdo potenciométrica para a determinacéao
do ponto de carga zero foram realizadas com o auxilio do grupo da Prof.2 Dr.? Priscyla
Daniely Marcato Gaspari, no Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica —
NanoBiolab, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP),

com a colaboracgao da aluna de doutorado Leticia Bueno.
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5.4. Sintese do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@RuPc-R

Para a sintese do sistema proposto, utilizou-se duas ftalocianinas de ruténio
tetrassubstituidas: K4[Ru(NO)CI{PC-(C0O0O)4}] (KTC(NO)) e Ks[RuCl2{PC-(COO")4}]
(KTC), além das nanoparticulas Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES em ambos os casos. As
ftalocianinas utilizadas foram sintetizadas por técnica de micro-ondas no Laboratorio
de Transformagdes Quimicas — L201, da Universidade Federal do ABC, com auxilio
do Prof. Dr. Anderson Orzari Ribeiro e do Dr. Francisco Batista Nascimento, para os
estudos de caracterizagdo quimica e biolégica desenvolvidas pela Dra. Loyanne Carla
Barbosa Ramos durante seu doutorado no grupo (RAMOS, 2016).

Quando utilizada a KTC, optou-se pela adsor¢ao do complexo na superficie das
nanoparticulas, uma vez que a ftalocianina utilizada n&o é soluvel em dimetilsulfoxido
(DMSOQO), solvente utilizado na reagdo de acoplamento por ligacdo covalente do
complexo de ruténio a nanoparticula, realizou-se a adsor¢gédo em agua deionizada. 100
mg de nanoparticulas foram suspensas em 30 mL de agua deionizada e, apos 15
minutos no banho de ultrassom, adicionou-se a esta suspensao uma solucao de 25
mg de KTC em 10 mL de agua deionizada. A mistura foi deixada sob agitacéo, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 24 horas. Apds este periodo, a
suspensao foi centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos e lavada com agua até que o
sobrenadante ficasse incolor. Entdo, as nanoparticulas resultantes foram lavadas com
etanol e colocadas no dessecador.

Quando utilizada a KTC-NO, 14 mg do complexo foram dissolvidas em 10 mL
de DMSO previamente seco em peneira molecular, e a solugcdo foi deixada por 5
minutos em banho de ultrassom para garantir total dissolugdo e posteriormente
colocada sob agitagdo, com adicdo de mesma proporgdo m/m em relacdo a
ftalocianina de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e de N-hidroxi-
succinimida (NHS) . Esta mistura foi mantida sob agitagédo por 2 horas a temperatura
ambiente. (XIA et al., 2014). Apds este periodo, adicionou-se uma suspensao de 100
mg de nanoparticulas em DMSO, deixadas em banho de ultrassom por 30 minutos, a
solucéo de ftalocianina, e a reacéo ocorreu por 24 horas a temperatura ambiente, sob
agitacado e ao abrigo da luz. Entdo, o meio reacional foi centrifugado e as particulas
resultantes foram lavadas com DMSO até que o sobrenadante ficasse incolor. Entéo,

elas foram lavadas com etanol e colocadas no dessecador, ao abrigo da luz.
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5.5. Caracterizagao do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@RuPc-R

5.5.1. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

Vide Item 5.3.2.

5.5.2. Determinagao do potencial zeta

Para as amostras Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC e
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO), a suspenséo inicial foi feita com 2 mg de
amostra em 60 mL de agua deionizada, e a diluicdo seriada foi feita da mesma
maneira descrita no item 5.3.5. As concentragdes obtidas sdo mostradas na Tabela 5.
Para o sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC, preparou-se uma solugdo de
500uL da suspensdo S3 em 1500 uL de KCI 0,001 mol.L -' (Csz = 2,08 pug/mL). Para
o sistema Y203:Er/Yb@TEOS@APTES@KTC(NO), preparou-se uma solugéo de 400
uL da suspensdo S1 em 1600uL de KCI 0,001 mol.L-' (Csz = 6,6 ug/mL). Estas
Solugdes sao as solugdes Zeta (SZ).

Tabela 5. Concentracdes obtidas para determinacao do potencial zeta.

Concentragao (ug/mL)

Y.05Er/'Yb@TEOS@APTES@ Y.05Er/Yb@TEOS@APTES@

Diluigao KTC KTC(NO)
S1 33,33 33,33
S2 16,67 16,67
S3 8,33 8,33
S4 4,17 4,17
Sz 2,08 6,60

5.5.3. Espectroscopia eletrénica na regiao do ultravioleta-visivel

Os espectros eletrdnicos de absorcdo foram obtidos no espectrofotdmetro
Agilent 8453, Na regido de 200 a 800 nm. Foram utilizados dois diferentes métodos
para a realizacao da analise.
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No primeiro, foi preparada uma emulsdo em nujol, a qual foi espalhada como
um filme sobre uma lamina de quartzo. No segundo, em estado sodlido, foram
preparadas pastilhas de KBr da mesma forma que para o FTIR. Estas também foram

afixadas na Ilamina de quartzo, com caminho 6ptico de 1 cm.

5.6. Identificagao de producgao de oxigénio singleto

Para a detecgao de producao do oxigénio singleto, utilizou-se a sonda Singlet
Oxygen Sensor Green (SOSG). Uma suspensdo de 2,41 mg do sistema
Y203:Er/'YD@TEOS@APTES@KTC em 500uL de DMSO seco foi preparada, ao
abrigo da luz. Adicionou-se 10 pL de uma solugcédo 4uM de SOSG a suspensao do
sistema, e a cubeta contendo a mistura foi irradiada a 940 nm por 1 hora e o espectro
de emissao foi obtido. Em seguida, deixou-se a suspenséo sob irradiagdo por mais
duas vezes no tempo de 30 minutos. O comprimento de onda de excitacdo no
fluorimetro foi de 488 nm, e os espectros de emissio de fluorescéncia foram obtidos

entre 500 e 700nm, com uma fenda de 5,5.

5.7. Identificacao de liberagao de NO

A anadlise da produgédo de NO por fluorescéncia foi avaliada para o sistema
Y203:Er'YbD@TEOS@APTES@KTC(NO) por meio do uso de DAF-2DA (4,5-
Diaminofluoresceinadiacetato). O objetivo principal deste ensaio ndo é quantificar o
NO liberado, mas sim identificar a presenca de NO na ftalocianina utilizada, uma vez
que o mesmo nao foi observado nos espectros de FTIR e sua quantificacido por
eletrodo sensivel é inviavel devido a natureza insoluvel do sistema formado com as
nanoparticulas. Para o ensaio, 1,70 mg de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO)
foi dissolvido em agua deionizada e a solugao foi colocada em banho de ultrassom
por 5 minutos. Adicionou-se 1uL de uma solucdo 5mM de DAF e a amostra foi
irradiada por 20 minutos em 377 nm, e os espectros de emissao de fluorescéncia

foram coletados entre 510 e 700 nm, com fenda de 5,5.
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5.8. Ensaio de viabilidade celular

5.8.1. Linhagens celulares

Para a realizac&o dos testes preliminares de viabilidade celular, foram utilizadas
as linhagens B16F10 (Mus musculus; melanoma murino); A549 (Adenocarcinoma de

pulmao humano; e L-929 (Fibroblasto Mus musculus).

5.8.2. Cultivo das células

Todas as linhagens foram cultivada em meio RPMI com ‘phenol red’. O meio
RPMI-1640 (23400-021; GIBCO® - Life Technologies) foi dissolvido em 0,9 L de agua
deionizada autoclavada, com adigao de 1,5 g de bicarbonato de sédio e teve seu pH
ajustado para 7,4. Entao, foi suplementado com 80mL de Soro Fetal Bovino (10%vV/v)
(GIBCO® - TermoFischer) e 10 mL da solugdo antibiodtica/antimicética (1%v/v) (A5955-
Sigma-Aldrich®), previamente descongelados em banho-maria Cientec CT 245-9, a
37°C e o volume foi completado para 1,0 L. O meio completo foi esterilizado por
filtracdo em sistema a vacuo de 0,22 ym (KASVI K15-1500). A solugdo de tampéo
fosfato foi preparada adicionando-se 4 pastilhas salinas (P4417, Sigma® - Life
Technologies) a 800mL de agua deionizada e autoclavada, sendo posteriormente

esterilizada por filtracdo a vacuo.

As células foram cultivadas em garrafas para cultura celular de 75 cm? no meio
preparado e mantidas a 37°C, 5,0% (v/v) de CO2 em atmosfera umida, em estufa
(Serie Il 3110 Water Jacketed - Thermo Scientific), com troca de meio em média a

cada 2 dias.

5.8.3. Determinagao do numero de células para os ensaios de
viabilidade celular

Ao atingir aproximadamente 90 % de confluéncia nas garrafas de cultura, as
células foram soltas da parede da garrafa apds a retirada do meio, adicionando a
solugdo de Tripsina/EDTA (59418C, Sigma Aldrich®), entdo as garrafas foram
mantidas na estufa por 5 minutos e apds esse periodo avaliou-se com auxilio do
microscopio se as mesmas encontravam-se de fato soltas, sendo possivel observar
turvacdo do meio referente ao desprendimento das células que se encontravam
aderidas. A suspensao celular obtida foi recolhida, adicionou-se 5 mL de meio de
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cultivo RPMI1640 completo e as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1000
rom em centrifuga KC4 Kindly. Apds esse processo o sobrenadante foi descartado,
um novo meio adicionado e as células suspensas novamente.

As células foram contadas em microscépio invertido, com o auxilio da camara
de Neubauer. Apds a contagem, calculou-se a densidade celular da amostra através
da Equacéo 1.

) . Y.n2de células 4 L
% células viaveis = 2 x 10* X Fator de Diluicdo (1)

5.8.4. Avaliacao da viabilidade celular pelo método MTT

ApOs a determinagao do numero de células viaveis, estas foram aplicadas em
placas de 96 pogos (KASVI K-12-096), com concentragdo de 0,75 x 10-° células/pocgo,
e estas placas foram mantidas em estufa por 24 horas para adesdo. Apos este
periodo, o meio RPMI foi retirado e adicionou-se o tratamento seguindo o método de
diluicdo seriada. Foram preparadas suspensdes para tratamento contendo a NCAF
livre e O sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO), em concentragdes obtidas
por diluicao seriada a partir de 20pg/mL em um volume inicial total de 100uL, obtendo-
se os valores de 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 ug/mL, repetindo as 3 primeiras ou as 3
ultimas concentragbes nas colunas restantes (Figura 28). Nos pogos das
extremidades nao foi adicionado tratamento. Apds 4 horas de incubac&o, o meio com
o tratamento foi retirado, os pog¢os foram lavados com PBS e adicionou-se meio RPMI
sem vermelho fenol. Entdo, as placas foram irradiadas a 940 nm por LED durante 20
minutos e colocadas novamente na estufa por 20 horas. Para cada placa, a irradiacao
ocorreu em apenas 3 dos 6 pocos com o tratamento de mesma concentracdo. A
irradiagéo foi realizada com irradiador de LED (Light Emitting Diode), sendo os LED’s

distribuidos na forma da placa de 96 pocos.
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Figura 28. llustragdo da aplicagao do tratamento nas placas de 96
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Figura 29. Irradiador de LED em 940 nm utilizado para irradiagédo

Fonte: autora.
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Passado este periodo, o meio foi retirado e adicionou-se 90uL do RPMI sem
vermelho fenol e 10uL de uma solugao do sal [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio)] (MTT; C = 5 mg/1,0mL de PBS) e as placas foram mantidas em
estufa por 3 horas. (MOSMANN, 1983). Em seguida, este conteudo foi removido e
adicionou-se 100uL de DMSO para total solubilizacdo do sal formado e, apés 1 hora,
foi feita a leitura das placas em leitor de Elisa (Biotek — Sinergy HT). Todos os
procedimentos de manipulagéo das células foi realizado em bancada de fluxo laminar
(Pachane Pa 300Eco). Para o calculo da porcentagem de células viaveis utilizou-se a
Equacdo 2, sabendo que trata-se de controle as células que passaram por
procedimento idéntico ao descrito acima mas sem a adicao do sistema ou da particula

livre, adicionando-se apenas o0 meio quando neste caso.

) o absorbéncia do tratado
% de células viaveis = — X 100 (2)
absorbancia do controle

5.8.5. Avaliacao da localizagao celular por microscopia 6ptica

A obtencdo de imagens das células apdés o tratamento com o sistema
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) e com NCAF foi realizada utilizando o
microscopio Nikon Eclipse Ti (TI-FL). A concentragao de células em cada pogo foi de
2 x 10 células/mL, sendo que em cada pogo sdo aplicados 6 mL da suspenséo de
células. As placas foram incubadas por 24 horas para adesao das células. Apos este
periodo, aplicou-se 1,9 mL de meio RPMI sem ‘phenol red’ e 100 uL da solucéo
estoque de 200pg/mL da suspenséo de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) e da
suspensdao de NCAF. Apds 4 horas de incubagdo, o meio de todos os pocos foi
retirado e, nos pogos restante, adicionou-se a mesma quantidade descrita
anteriormente. Imediatamente apds esta aplicacdo, o meio de todos os pocos foi
retirado e estes foram lavados com PBS 3 vezes, para que se retirasse toda a
suspensao contendo nanoparticulas que nao estivessem aderidas as células. A
disposigao de aplicagao do tratamento € mostrada na Figura 30.
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Figura 30. Esquema de aplicacao do tratamento para obtengao de imagens.
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6. Resultados e discussao

6.1. Sintese de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES

O produto obtido pelo procedimento de sintese descrito no item 5.2 |,
demonstrada na Figura 31, foi um sélido levemente amarelado. Para que houvesse
quantidade suficiente para realizar todos os testes e reagdes de conjugagao com os

complexos de ruténio, apés a ampliagado da escala de sintese foi obtida uma massa
final de 1,430 g.

Figura 31. Esquema da sequéncia de sintese de NCAF.

Y(NOz)+ .
Er(NOz): +YbCl: |~ »| Y(OH)COsEr/Yb _— Y203ErYb

Y20:Er/ Yb@TEOS@

<+«— | Y20:E0/Yb@TEOS
APTES

Fonte: autora.
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A sintese das nanoparticulas de 6xido de itrio dopadas com érbio e itérbio foram
preparadas pelo método de precipitagdo homogénea, com auxilio da decomposi¢ao
térmica da ureia ,que ocorre a 80°C, para que haja precipitagédo, conforme mostra as
equacdes abaixo (SOHN et al., 2004).

e Decomposicao da ureia

(NH,),CO=<== NH *+OCN (D
OCN + H,O=—= CO3> +NH,* @
CO3% + HyO==—= HCO; +OH  ©
HCOz + HO=—= H,CO3+OH 4

H,CO3 === CO, + H,0 (5)

e Precipitacado
Y3* + OH + CO3% + 3/, H,O === Y(OH)CO3.3/,H,0 (6)
e Reacao global
Y3* + 3/5 (NH5),CO + 5 H,O +— Y(OH)CO03.3/,H,0 + NH,* + 1/,CO, (7
A técnica de recobrimento utilizada foi o método de Stober (GREEN et al.,
2003), no qual a formacdo da cobertura de silica se da através da hidrdlise e
condensacao de precursores alcoxidos como, por exemplo, o tetraetilortossilicato ou
tetraetoxissilano (TEOS) (Figura 32). Neste processo, sao formados grupos silandis
e, apos a condensacao, a formacao da rede de silica (CHATTERJEE et al., 2008;

WANG et al.,, 2014). As reacgdes de hidrélise do TEOS em meio basico e de
condensagao do monémero hidrolisado sdo mostradas nas equacdes quimicas 8 e 9.

Si(OR)s + H20 — (OR)3Si(OH) + ROH (8)

(RO)3Si(OH) + H20 — SiO2 |+ 3 ROH (9)
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Figura 32. Estrutura do TEOS.
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Fonte: autora.

Uma das vias utilizadas para a imobilizagdo da RuPc na superficie da NCAF
tinha como objetivo fazé-la através de uma ligagdo covalente. Uma vez que a
ftalocianina utilizada possui termina¢gdes em grupos carboxilicos, utilizou-se grupos
amino para funcionalizar a superficie das nanoparticulas, com (3-
aminopropril)trietoxissilano (APTES). A piridina foi utilizada para basificar o meio e
ativar os grupos silandis que reagem com o APTES. Para cada 3 grupos silanol, 1
APTES é ancorado na superficie da nanoparticula, conforme ilustrado na Figura 33
(MUNGUIA-CORTES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 33. Esquema de funcionalizagao da superficie de NCAF com APTES.

(A) OH
Eos '-:’%HH 277 uLAPTES | i
—_— P HN=(HyCly—Si—0OH + HO
NH.OH
4 OH PIRIDINA 1|-| HO
S0,
(B) + _3H,0
l:l:l CH
o
| “NH 5]

He. D

Fonte: (A) Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2017). (B) Autora.
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6.2. Caracterizagao de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES

6.2.1. Difratometria de Raios-X

A técnica de difragdo de Raios-X em poé consiste na passagem de um feixe de
raios-X monocromatico de comprimento de onda de 154 pm (uma vez que utilizou-se
radiacdo de cobre) pela amostra, enquanto o detector € movido em diferentes
dire¢des, medindo a intensidade de difracdo do material em diferentes angulos. Os
picos de difragdo formam um padrao, ou difratograma, caracteristico para o material
constituinte da amostra, podendo ser comparado com uma base de dados. Nesta
analise, é possivel extrair informagdes acerca da estrutura do material obtido, como a

efetividade do tratamento térmico e a cela unitaria da rede cristalina do material.

O hidroxicarbonato de itrio ndo foi submetido a esta analise, porém esta
descrito na literatura que quando utilizado como precursor Y(NO3)s em solugao acida,
as nanoparticulas de Y(OH)COs possui fase cristalina ortorrémbica (PEREIRA, 2016).
O perfil dos picos nos difratogramas obtidos para as amostras Y.Os:Er/Yb,
Y203:Er/Yb@TEOS e Y 03:Er/Yb@TEOS@APTES indicam que o material sintetizado e
tratado termicamente a 900°C possui caracteristica cristalina, pois sao estreitos e bem
definidos, e esta caracteristica foi mantida ao longo dos processos de recobrimento e
funcionalizagdo. N&o se nota diferenga significativas nos picos dos difratogramas para
as particulas tratadas, recobertas ou funcionalizadas, como observado na Figura 35,
devido ao carater amorfo do material utilizado para recobrimento (TEOS) e
funcionalizagcdo (APTES) das nanoparticulas. Apesar de formarem uma camada sobre
as nanoparticulas cristalinas, a quantidade de material amorfo em relagcdo a
quantidade de material cristalino € muito pequena, fato que contribui para que o
possivel ruido causado pelo recobrimento das nanoparticulas seja insignificante em

relagao aos picos bem definidos do 6xido de itrio cristalino.
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Figura 35. Difratogramas de Raios-X das particulas de Y20s:Er/Yb, Y203:Er/'Yb@TEOS e
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES comparados com o padrao da base de dados (JCPDS 01-074-

0553).
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Fonte: autora.

A partir do difratogramas, foi possivel concluir que o tratamento térmico do
hidroxicarbonato de itrio resulta na cristalizacdo em fase cubica do oxido de itrio
cubico sendo seu grupo espacial la-3 com parametro de rede de 10.604 A, uma vez
que a comparagao com o difratograma padréao da fase cubica (JCPDS 01-074-0553)
e o da amostra sintetizada possuem picos nas mesmas regides caracteristicas. A cela
unitaria da fase cubica é mostrada na Figura 36. Nesta configuragao, o Y,O3 possui 32
ions Y3* de nimero de coordenacgdo 6 em dois sitios de simetria: 24 em simetria C2 e
8 em simetria Se (Figura 36) (DE MAYRINCK et al., 2015).
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Figura 36. Representacao da cela unitaria da fase cubica e das simetrias C, e Sg do Y20s.

Fonte: adaptado de (DE MAYRINCK et al., 2015).

6.2.2. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR obtidos para as amostras de Y(OH)COs:Er/YDb,
Y203:Er/Yb, Y203:Er/'YD@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES sdo mostrados na
Figura 37. A radiagao na regido do infravermelho provoca diferentes vibragbes nas
moléculas, caracteristicas dos grupos funcionais, o que permite observar
caracteristicas de composigéo e estrutura quimica e compara-las com o objetivo da
rota de sintese realizada. Assim, esta técnica se torna fundamental para o
acompanhamento da modificagao tanto da estrutura cristalina da nanoparticula, uma
vez que ha mudanga em sua composi¢cao quimica para tanto, quanto da modificagcao

da superficie da mesma.
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Figura 37. Espectros de FTIR obtidos para (A) Y(OH)COs:Er/Yb; (B) Y20s3:Er/Yb; (C)
Y203:Erf'Yb@TEQS; (D) Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.
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Fonte: autora.

No espectro do Y(OH)COs:Er/'Yb (A) observa-se bandas alargadas
caracteristicas de modos vibracionais de grupos hidroxi. Apesar de aparecerem em
torno de 3600 cm', as bandas de estiramento da ligagdo O-H podem sofrer
deslocamento de até 200 cm™' quando estdo em estruturas de hidroxicarbonato
(CARO et al., 1972). A deformagdo do grupo OH aparece em uma regiao na qual
também estdo as bandas caracteristicas de diferentes modos vibracionais do CO3?
(ZHANG et al., 2009b; LIN et al., 2014). As bandas do carbonato s&o atribuidas a
diferentes modos vibracionais deste grupo, quando ligados ao metal por apenas um
dos atomos de oxigénio, conforme mostrado na Figura 38. As atribuigdes das bandas
do Y(OH)COs:Er/Yb sdo mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6. Proposta de atribuigdo das bandas ao espectro vibracional do Y(OH)COs:Er/Yb
(ZHANG et al., 2009a).

Grupo Modos vibracionais e respectivas bandas (cm)
funcional v1 v2 v3 v4 v(OH) e}
1143 895 1443 743
COs?*
(1093-869) (845) (1446-1558)  (765-684)
OH 3400 1560

() — Valores encontrados na literatura de referéncia. .

Figura 38. Modos vibracionais do carbonato.
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Fonte: (SEIFERTH et al., 1999).

No espectro do oxido de itrio (B), observa-se a redugao das bandas em 3400
cm™, 1560 cm’ e 1443 cm’' como resultado do tratamento térmico do
Y(OH)COz3:Er/Yb. Este, realizado a 900°C propiciaria, a principio, a saida dos grupos
-OH, bem como dos grupos carbonato na forma de CO2. Na regido entre 450 e 600
cm™' sdo observadas bandas atribuidas aos osciladores YO, atribuidas ao oxido
formado (DAVOLOQOS et al., 2003).

A termogravimetria do hidroxicarbonato de itrio (Figura 39) mostra a evolugéao
deste material durante o tratamento térmico até a formagdo do material final desta
etapa, Y20s: Er/Yb. Nesta analise, observou-se uma perda de 41,77% da massa inicial
da amostra. Observa-se que o primeiro platd de redugdo de massa de 20,87% ocorre
com maior evidéncia por volta de 100°C, o que indica saida dos grupos -OH em forma
de agua. O platé posterior, em 600°C, mostra uma nova redugéo de 20,97% de massa,
temperatura em que ocorre a saida do CO2. Na temperatura de 900°, utilizada para o
tratamento, observa-se que a massa da amostra ja esta estavel, indicando a possivel
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conversao do hidroxicarbonato a 6xido de itrio. A literatura reporta que a porcentagem
de massa que indica a saida dos grupos OH e COs% é cerca de 34%, de acordo com
equacgdes quimicas tedricas propostas (10 e 11). Uma vez que a amostra n&o fora
conservada em dessecador, acredita-se que possa ter absorvido agua da atmosfera.

Portanto, a termogravimetria corrobora os resultados obtidos pelo espectro vibracional
(KHACHATOURIAN et al., 2015).

Figura 39. Termogravimetria da amostra de Y(OH)COs:Er/Yb. Em verde observa-se a variagéo

da massa com o aumento da temperatura e, em azul, o fluxo de calor durante a analise.

120 10

F0.5
1004 |

20.87%
(2.151ma)

0.0

£ 80 3
: p
097% 05 ¢
L2.1E~1n‘g]_
60|
Residue: [ -10
58.18% |
{5.994mg)|
A —— T T T T T A T an T e s
0 200 400 600 800 1000 1200
Fonte: autora.
2Y(OH)COs3(s) — Y202C03(s) + H20(g) + CO2(g) (10)
Y202C03(s) — Y203(s) + CO2(g) (11)

Na obtencéo das nanoparticulas core-shell compostas por Y203:Er/'Yb@TEOS
(C), observou-se alteragdes no espectro vibracional consistentes com a modificagéo
da superficie com grupos silandis, decorrentes dos recobrimento com TEOS (Tabela
7) (FRANCISCO e GUSHIKEM, 2002; CANNAS et al., 2010).
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Tabela 7. Proposta de atribuicdo de bandas ao espectro vibracional do Y2O3:Er/Yb@TEOS
(RAHMAN et al., 2009).

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm-')

V(Si-CH2) v(Si-OH) V(S-0-Si) 5(Si-0-Si)
7
73003000 3000-3500 (3450) 800 (795)
-3000 (2970 1250 — 1084
(2970) 1084 (1100) 465 (460)
1394 (1384) (1200-110)
957 (957)

1090 (1090)

Para a amostra funcionalizada Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES (D), nota-se o
aparecimento de uma banda em 1658 cm', atribuida a vibragdes angulares da amina
alifatica N-H. A banda fracamente observada em 2930 cm' ¢ atribuida a estiramentos
Si-CHz, grupo presente tanto no APTES quanto no TEOS, porém a banda é observada
quando ambos estdo juntos, em silica modificada, por exemplo. A banda larga na
regido de 3400 cm™' é atribuida a uma sobreposicdo da banda de estiramentos de
grupos silandis a banda de vibragéo de ligagbes C-H e N-H (RAHMAN et al., 2009).

As atribuicbes sdo mostradas na Tabela 8.

Tabela 8. Proposta de atribuicio de bandas ao espectro vibracional do
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES (RAHMAN et al., 2009; BINI et al., 2012).

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm')

Grupo
funcional
v(N-H) v(Si-NHz)
1658 (1616)
APTES 2930 (2850-2950)
3400 (3400)

Na literatura é reportada a sintese de nanoparticulas obtidas utilizando TEOS
e APTES como matriz, podendo, ainda, utilizar-se de terras raras para que as
propriedades fotdnicas deste material sejam manipuladas (RAHMAN et al., 2009;
LECHEVALLIER et al., 2012). Nestes casos, as bandas correspondentes aos modos
vibracionais do APTES sdo mais pronunciadas uma vez que o APTES é parte

constituinte da matriz e sua proporcdo molar sera maior em relagao ao TEOS, por
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exemplo, do que a proporcao utilizada no trabalho aqui desenvolvido. No espectro
obtido para a amostra de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES (Figura 37), observa-se
mudangas sutis nas regides caracteristicas para atribuicdo ao grupamento amino,
pois, além da propor¢ado molar ser menor observa-se, no esquema da Figura 33, que
para cada grupo amino sdo necessarios 3 grupos Si-O, que € um excelente oscilador

ativo no infravermelho.

6.2.3. Espectroscopia de Fotoluminescéncia (Conversao Ascendente)

A Figura 40 mostra o espectro de emissao obtido para a amostra Y203:Er/YD,
no qual as transigoes 2H112 — *l152, 4S3;2 — 4l152 € *Fo2 — #1452 s@o atribuidas aos
maximos em 538 nm, 547 nm (regidao do verde) e 660 nm (regido do vermelho),
respectivamente. E importante ressaltar que a emissdo no vermelho da particula
sintetizada ocorre no mesmo comprimento de onda da absor¢do das ftalocianinas
utilizadas neste trabalho, fato que contribui para a expectativa da ocorréncia de
transferéncia de energia entre a nanoparticula e a ftalocianina, resultando na ativagao

do fotossensibilizador (Figura 41).

Figura 40. Espectro de emissdo por conversdo ascendente da amostra Y203:Er/Yb com

excitagao fixada em 980 nm, variando a poténcia do /aser de 50 a 400 mW.

~~ | Y,0,:ErlYb

£

-

<

1 )

= 3

) 21

© boj o

S Le

m -

- &

a

I=

- T T T ; T T T T
500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: autora.

91



Dissertacdo de Mestrado| Alexia Marques Silva

Figura 41. Sobreposi¢cao dos espectros de emissao do Y203:Er/Yb (Aex. = 980 nm) e de

absorg¢ao da ftalocianina de ruténio.
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Fonte: autora.

O perfil de emissao para Y203:Er/Yb e Y203:Er/YbD@TEOS foi 0 mesmo, sem
deslocamento ou surgimento de novas bandas, como mostra a Figura 42, apenas
ocorrendo uma diminuicdo na intensidade da emissdo, devido ao fato de o
recobrimento com material amorfo suprimir a luminescéncia do 6xido de itrio cristalino.

A caracteristica da cor observada na emissdo das nanoparticulas é
representada pelo diagrama de cromaticidade (Figura 43), que mostra a tendéncia de
emissao de acordo com um diagrama de cores, a partir dos espectros de emisséo da
amostra. As amostras apresentaram a mesma tendéncia de emitir uma cor laranjada,

devido a emissao no vermelho e no verde simultaneamente.

92



Dissertacdo de Mestrado| Alexia Marques Silva

Figura 42. Comparacao entre os espectros de emissdo das amostras (A) Y. Os:Er/Yb, (B)
Y20::Er'Yb@TEQOS e (C) Y203:Er/'YbD@TEOS@APTES, com excitagao em 980 nm e poténcia
do laser a 450 mW.
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Fonte: autora.

Figura 43. Diagramas de cromaticidade das amostras (A) Y203:Er/Yb, (B) Y203:Er/'YbD@TEOS
e (C) Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.

Fonte: autora.
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A relacao entre o processo de conversao ascendente por absorcédo sequencial
de fotons e a poténcia do /aser de bombeio pode revelar por qual mecanismo este
processo acontece, o qual pode ser por conversao ascendente por transferéncia de
energia (do inglés, Energy-Transfer Upconversion, ETU) ou absorgdo no estado
excitado (do inglés, Excited State Absorption, ESA), os quais ja foram explicados no
item 2.8.3. Para tanto, esta relacao é feita utilizando a propor¢ao encontrada entre a
intensidade de luminescéncia da amostra (l) e a poténcia do laser de bombeio (P),
sendo n o numero de fétons envolvidos no processo de conversao ascendente, como
de acordo com a relagao mostrada em (12) (POLLNAU et al., 2000).

I < P" (12)

A partir desta relacao, n pode ser obtido graficamente pelo coeficiente angular da equacgéo da
reta do grafico log-log da area dos picos de emisséo () em funcdo da poténcia do laser de
bombeio (P) (Figura 44). O valor de n foi determinado para todas as amostras de
nanoparticulas sintetizadas (Y203:Er/Yb, Y203:Er/Yb@TEOS e Y 03:Er/'Yb@TEOS@APTES)

na regido do verde e do vermelho, e seus valores estdo na Tabela 9.

Figura 44. Curvas do log da area dos picos em fungao do log da poténcia utilizada da amostra
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.
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Fonte: autora.
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Tabela 9. Valores de n determinados segundo a Lei de Poténcia.

Regiao Amostra N
Y203:Er/Yb 1,83
Verde Y203:Er/'Yb@TEOS 1,85
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES 1,91
Y203:Er/Yb 2,04
Vermelho Y203:Er/'Yb@TEOS 2,06
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES 2,14

O coeficiente angular préximo a 2 para todas as amostras demonstra que o
processo ocorrido envolve a absorgao de 2 fotons. O recobrimento e funcionalizacéo
da nanoparticula com TEOS e APTES, respectivamente, ndo causaram nenhuma
modificagdo na conversao ascendente de energia, uma vez que esta ocorre entre os
ions terras raras que se encontram na matriz da nanoparticula, que nao foi modificada.

Os espectros de emissdo das nanoparticulas de 6xido de itrio dopadas com
érbio e itérbio apresentam caracteristicas de ambos os processos de conversao
ascendente, ETU e ESA, o que nos permite concluir que ambos contribuem para que

haja absorgéo e emissao de fotons.

A luminescéncia do par de ions terras raras Er®* e Yb3" se da por um
mecanismo anti-Stokes assistido por fonons (Figura 45). Apds a irradiagcédo em 980
nm, o ion Yb3*, ion sensibilizador, é excitado de seu estado fundamental 2F7;2 a seu
estado excitado ?Fs2. Entdo, ocorre a transferéncia de energia do estado excitado do
Yb3* para o Er®*, ion ativador, o qual é excitado de seu estado fundamental #l152 para
seu estado excitado “l11/2 e, posteriormente, para um estado excitado acima, *F7p,
através de uma transferéncia de energia subsequente. Por decaimentos n&o
radiativos assistidos por fonon, os estados 2H112, 4S32 e “Fgr2 sdo populados e seu
decaimento radiativo resulta nas emissdes em 530 nm, 550 nm e em 670 nm,
respectivamente, sendo esta ultima a regido de interesse para este trabalho, como ja
mostrado na Figura 41 (GOLDNER e PELLE, 1993; DA SILVA et al., 2000).
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Figura 45. Esquema simplificado do processo de conversao ascendente para o par de ions
terra rara érbio (Er**) e Itérbio (Yb®"). As setas solida representam absorgdo e emissido de

fétons; as setas duplas, transferéncia de energia e as setas pequenas, processos assistidos

por fénon.
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Fonte: Adaptado de (DA SILVA et al., 2000)

6.2.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MET) permite que se observe as
modificagdes morfoldgicas ocorridas apos as etapas subsequentes de sintese das
nanoparticulas de Y20s3:Er/Yb, Y203:Er/'Yb@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES
(Figura 46).

Na micrografia da amostra Y(OH)COs:Er/Yb, Figura 46 (a), confirma-se a
formacgao de particulas esféricas e ndo agregadas, fator importante para o sucesso
das etapas posteriores. Apos o tratamento térmico a 900°C, nota-se, na micrografia
da amostra Y203:Er/Yb, Figura 46 (b), a formacao de regides cristalinas nas particulas.
A cristalinidade da matriz € uma caracteristica que permite que o material tenha uma
boa emissdo de luminescéncia em regides determinadas, ja que o material amorfo
possui um perfil de emissdo de bandas alargadas. Na micrografia apresentada na
Figura 46 (c), referente as particulas ja recobertas com TEOS, Y203:Er/'Yb@TEQOS, e
na Figura 46 (d), referente as particulas funcionalizadas com APTES,

Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES, observa-se a formagcdo de uma camada nas
96



Dissertacdo de Mestrado| Alexia Marques Silva

extremidades das particulas, que nao possui a mesma aparéncia do material cristalino
no centro da particula. De fato, ndo ha diferengas significativas entre as micrografias
(c) e (d). A partir das micrografias, foi possivel, ainda, fazer uma estimativa da
distribuicdo de tamanhos das particulas, distribuidos de forma homogénea entre 150
e 250 nm (Figura 47).

Figura 46. Micrografias das amostras (a) Y(OH)COS:Er/Yb, (b) Y203:Er/Yb, (c)
Y203:Er/Yb@TEOS e (d) Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.

Fonte: autora
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Figura 47. Histograma da distribuicAio de tamanhos das nanoparticulas de
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.
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Fonte: autora.

6.2.5. Determinacao do ponto de carga zero e potencial zeta

Os valores de potencial zeta e potencial de carga zero (PCZ) obtidos para as
amostras Y20s3:Er/Yb, Y203:Er/'Yb@TEOS e Y203Er/'Yb@TEOS@APTES sao
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Potencial zeta e pH de carga zero para as amostras Y203:Er/Yb,
Y203:Er/'Yb@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.

Potencial Zeta Condutividade

Amostra pHpcz
(mV) (mS)
Y203:Er/Yb 4,23 0,120 4,35
Y203:Er/'Yb@TEOS -21,5 0,121 3,88
Y203:Er'YbD@TEOS@APTES -8,02 0,129 3,87

Uma vez que o potencial zeta demonstra a energia da interagdo entre as
superficies das nanoparticulas, o valor positivo indica maior tendéncia a agregacgéao,

enquanto os valores negativos indicam que as nanoparticulas encontram-se
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desagregadas e propicias para modificagdes em sua superficie. Sendo assim, as
nanoparticulas de Y20s3:Er/Yb, que ndo possuem modificagcdo alguma em sua
superficie, possuem a maior tendéncia a agregagdo. As nanoparticulas de
Y203:Er/'YbD@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES, por sua vez, apresentam valores
de potencial zeta negativos, o que demonstra que a modificacdo da superficie
colabora para que a interagao entre nanoparticulas seja reduzida. Assim, além de
utilizada para ancorar moléculas a superficie de NCAF, a funcionalizagéo da superficie
também pode ser utilizada como ferramenta para a obtencdo de nanoparticulas

isoladas umas das outras.

Ao analisar os valores obtidos para as amostras de Y203:Er/Yb@TEOS e
Y203:Er'YD@TEOS@APTES, observa-se que a nanoparticula funcionalizada com
grupos amino obteve um valor maior de potencial zeta em relagdo a nanoparticula
recoberta apenas com silica. Este valor de zeta indica que as particulas ja
funcionalizadas apresentam maior agregacdo, atribuida a potencializagdo da
interac&o pela ocorréncia de ligagdes de hidrogénio pela inser¢do do grupo amino.

A Figura 48 mostra as curvas obtidas pela titulagdo potenciométrica das
amostras para obten¢do do ponto de carga zero, ou seja, pH em que a carga da
superficie da nanoparticula é zero. Os valores de PCZ para as amostras Y203:Er/Yb,
Y203:Er'YD@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES apresentam um  perfil
decrescente, e corrobora com a tendéncia observada na literatura, de que a
modificagdo da superficie por amino grupos é confirmada com a redugédo do pH em
que se encontra o PCZ em relagdo a amostra anterior, sem funcionalizagcéo (BINI et
al., 2012; PEREIRA, 2016).
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Figura 48. Titulagdo potenciométrica para obtengcéo dos potenciais de carga zero das amostras
Y203:Er/Yb, Y203:Er/'Yb@TEOS e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES.
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Fonte: autora.

6.3. Sintese do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@RuPc

Foram realizadas duas rotas para que se chegasse ao sistema
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@RuPc. A primeira delas, utilizando a ftalocianina KTC,
foi realizada sob condigdes que favoreceriam a adsorg¢ao da ruténio ftalocianina na
superficie da NCAF, uma vez que a KTC n&o € soluvel em agua. A segunda rota foi
feita sob condi¢cdes que favoreceriam a ligagdo covalente entre a ruténio ftalocianina
KTC(NO), pois, além de ser soluvel em agua assim como os catalisadores da reagao

(NHS e EDC), imaginou-se que seria necessario uma transferéncia de energia mais
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efetiva entre a NCAF e KTC(NO) para que houvesse, além de produgado de oxigénio

singleto, liberagao de NO.

Na Figura 49 ¢é possivel observar a diferenga de cor entre o
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES, o sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) e o
sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC.

Figura 49. Sdlidos obtidos apds imobilizacdo dos complexos RuPC-R a superficie de NCAF.

Fonte: autora.

6.4. Caracterizagcao do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@RuPc

6.4.1. Espectroscopia Vibracional na Regidao do Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC séo
mostrados na Figura 50.
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Figura 50. Espectro de FTIR de (A) Y20s:Er/'Yb@TEOS@APTES, (B) KTC e (C)
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@KTC.
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Fonte: autora.

Ao espectro vibracional de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES a atribuigao foi feita
no item 6.2.2, Tabela 8. Em (B) é mostrado o espectro vibracional da KTC, e em (C)
€ mostrado o espectro vibracional do sistema Y203:Er/'YbD@TEOS@APTES@KTC. A
atribuicdo das bandas vibracionais da KTC é mostrada na Tabela 11, e a atribuigdo
do sistema Y203:Er/'YbD@TEOS@APTES@ KTC, na Tabela 12.

Tabela 11. Proposta de atribuigdo de bandas ao espectro vibracional da RuPc KTC (RAMOS,
2016).

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm™)

v(C=C)
V(N-H) v(C-H) v(C=0) (anel visoindol v pirrol & (C-H)
aromatico)
3000-3500 3000-3500 1657 e 1698 1565sh) 1400 1384 1058
(3327-3474) (3158) (1658 e 1700) (1560) (1402) (1378) (1056)
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Na regido de 3000-3500 cm™' observa-se uma banda alargada, atribuida a
sobreposi¢ao das bandas vibracionais referentes aos grupos N-H e C-H. Na regido de
1440 a 1370 cm™, a intensa banda observada ¢é atribuida a sobreposi¢cdo das bandas
de estiramento do grupo isoindol e do grupo pirrol (RAMOS, 2016).

Tabela 12. Proposta de atribuicdo de bandas ao espectro vibracional do sistema
Y20::Erf'Yb@TEOS@APTES@ KTC.

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm™)

\Y \Y \Y
v(N-H v (Si-NH v(Si-OH v(C=0 6 (C-H
( ) ( 2 ( ) (Si-O-Si) ( ) isoindol  pirrol ( )
3000-3500 3000-
3000-3500 2930 (3400) 3500
1079 1565 1405 1390
(3327-3474) (2850- 1222 (1100) (3450)
(1080) (1560)  (1402)  (1378)
1658 (1616) 2950) 956 (950) 1058
(1056)

Na regido de 1650 cm', observa-se alargamento da banda atribuida ao
estiramento dos grupos N-H do APTES, causado pela contribuigdo do estiramento do
grupo C=0 dos acidos carboxilicos terminais da KTC. Em 1405 e 1390 cm™' observa-
se bandas referentes ao estiramento dos grupos isoindol e pirrol, respectivamente,
ambos presentes apenas na KTC. Ainda se observa a banda alargada na regido de
3000-3500 cm™ devido & sobreposicdo do estiramento caracteristicos de bons
osciladores, N-H, C-H e O-H. O estiramento dos grupamentos hidroxilas aparecem
pois a ligagcao do APTES n&o acontece, obrigatoriamente, em todos os grupos Si-OH,

que sao excelentes osciladores no infravermelho.

As bandas referentes a ruténio ftalocianina, apesar de discretas, corroboram
a hipétese de que a KTC foi adsorvida a superficie de NCAF, uma vez que nao se
encontram bandas caracteristicas da formagéo de ligagdo amida entre amino grupos
da NCAF e os acidos carboxilicos terminais da KTC.

A Figura 51 mostra os espectros vibracionais do sistema
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO).
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Figura 51. Espectro de FTIR de (A) Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES, (B) KTC(NO) e (C)
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO).
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Fonte: autora.

A atribuigdo das bandas para os espectros da ruténio-ftalocianina KTC(NO) e
para sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) sao feitas na Tabela 13 e na

Tabela 14, respectivamente.

Tabela 13. Proposta de atribuicdo de bandas ao espectro vibracional da ruténio ftalocianina
KTC(NO) (RAMOS, 2016).

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm™)
v(N-H) v(NO) v(C=0) v isoindol v pirrol

3000-3500 (3055-3313) 1884 1701 (1706)

1489 (1497) 1382 (1378)
1658 (1616) (1887) 1612 (1616)
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Em relagcdo a KTC, a ruténio-ftalocianina KTC(NO) apresenta uma banda

significativa em 1884 cm-', referente ao estiramento do grupo N-O.

Tabela 14. Proposta de atribuicdo de bandas vibracionais ao espectro vibracional do sistema
Y203:Er/'YD@TEOS@APTES@KTC(NO).

Modos vibracionais e respectivas bandas (cm™)

\Y \Y \Y
v(N-H) v (Si-NHy) v(Si-OH) _ o _ 8 (C-H)
(Si-O-Si) isoindol  pirrol

3000-3500 3000-3500
3000-3500 2931
(3400) 1081 1405 1390 (3450)
(3327-3474) (2850-
1210 (1100) (1080) (1402)  (1378) 1058
1655 (1616) 2950)
951 (950) (1036)

No espectro vibracional do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO)
sdo observadas, principalmente, as bandas atribuidas as nanoparticulas. Na regiao
em que se encontram as bandas caracteristicas do estiramento do isoindol e do pirrol,
de 1390 a 1400 cm', observa-se um discreto alargamento da pequena banda ja
presente no espectro de NCAF. A fraca banda em 2931 cm™', atribuida ao estiramento
do grupo Si-NHz2, ainda é observada, porém, devido a proporgao KTC(NO)/NCAF, néo
€ possivel afirmar se houve ou nao ligagao covalente, uma vez que ndo se observa
bandas atribuidas a ligagdo amidica que se formaria neste caso. A falta de bandas
caracteristicas da KTC(NO) é atribuida a intensidade das bandas dos osciladores Si-
OH e Si-O-Si, que séo excelentes osciladores no infravermelho, somado a quantidade
de ruténio-ftalocianina em relagcdo a quantidade de silica na superficie da
nanoparticula, que favorece o resultado obtido. A cor da nanoparticula apds ser
submetida a rota reacional para imobilizagdo da KTC(NO) por ligagao covalente indica
a imobilizagdo da KTC(NO) a superficie das NCAF, ainda que néo se saiba por qual

mecanismo.

6.4.2. Determinagao do potencial zeta

ApOs os testes para determinagéo do potencial zeta descritos no item 6.2.5., os

valores para o potencial zeta obtidos sdo mostrados na Tabela 15.
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Tabela 15. Valores obtidos para © potencial zeta dos sistemas
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO).

Sistema Potencial Zeta (mV)
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC 21,3
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) -6,38

A diferenga no valor do zeta para os sistemas com diferentes ftalocianinas pode
indicar diferentes comportamentos em solu¢gdo de acordo com as caracteristicas de
cada ftalocianina. O valor positivo indica que o0 @ sistema
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC possui maior tendéncia a se agregar quando em
solugdo, enquanto as interagdes entre as nanoparticulas com KTC(NO) em sua
superficie sdo minimizadas. Uma vez que a diferengca entre os dois sistemas é a
substituicdo de um cloro por um NO como ligante axial da ftalocianina imobilizada
(Figura 52), a diferenca, ainda que sutil, na eletronegatividade dos ligantes pode ter
causado diferenca densidade de carga da superficie do sistema, resultando na

diferenca significativa de potencial zeta (PRIMO et al., 2008).

Figura 52. Estruturas propostas para as Ruténio-ftalocianinas imobilizadas em NCAF:
Estruturas tridimensionais (A) KTC(NO) e (B) KTC e diagramas de superficie (C) KTC(NO) e
(D) KTC.

106



Dissertacdo de Mestrado| Alexia Marques Silva

Fonte: autora.

6.4.3. Espectroscopia eletrénica na regiao do ultravioleta-visivel

Os espectros obtido em nujol demonstram, qualitativamente, que ha a presenca
dos complexos ruténio-ftalocianina na superficie da nanoparticula (Figura 53). Ainda
que, nos espectros em que a KTC esta imobilizada em NCAF, a intensidade relativa
das bandas seja menor, observa-se o mesmo padrao, sem deslocamentos. Assim,
corroborando com os resultados obtidos com a técnica de FTIR e com a proposta de
sintese do sistema, nos quais propde-se a imobilizacdo da KTC por adsorcdo a
nanoparticula.

Para a ftalocianina com o grupo nitrosilo, a analise por espectroscopia
eletrénica de absorcao foi realizada utilizando pastilhas de KBr como dispersante do
sistema Y203.Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) e da KTC(NO) (Figura 54). No
espectro eletronico do sistema RuPc-NCAF é possivel observar uma leve banda na
regidao de 707 nm, enquanto no espectro eletrbnico da KTC(NO) esta banda se
apresenta em 717 nm, caracterizando um deslocamento hipsocrémico. Esta banda,
conhecida como banda Q, é atribuida a transigao eletrénica do orbital HOMO (do
inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) para o orbital LUMO (do inglés, Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), 1 — n*. O ombro atribuido & coordenagéo do NO na
posicao axial do ruténio hexacoordenado se observa na mesma propor¢éo do ruido
da linha de base, causado pela analise feita em estado sélido. Ainda nao foi possivel

concluir a forma pela qual a ftalocianina foi imobilizada na superficie da nanoparticula,
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ainda que se acredite que esta tenha sido feita por adsorcdo, por ndo se observar
novas bandas ou modificagdes significativas nas bandas de absor¢gdo do complexo de

ruténio.

Figura 53. Espectros de absorgao eletrbnica obtidos em suspensao em nujol. (A)
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES; (B) KTC; (C) Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC.
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Fonte: autora.
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Figura 54. Espectros de absorgdo eletrbnica obtidos em pastihas de KBr. (A)
Y203:ErfYb@TEOS@APTES@KTC(NO); (B) KTC(NO).
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Fonte: autora.

6.5. Determinacéo indireta da producio de 02

O ensaio qualitativo de produgao de oxigénio pela ruténio-ftalocianina KTC foi
realizado de forma indireta, utilizando a sonda Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG).
A molécula de SOSG tem sua fluorescéncia suprimida por uma transferéncia
eletrénica intramolecular. Porém, a reagédo com o oxigénio singleto tem como produto
0 SOSG na forma de endoperoxido (SOSG-EP), no qual a transferéncia eletrénica é
impedida apdés a quebra da conjugagdo no grupo antraceno para a ligagdo com a
molécula de oxigénio (Figura 55), fazendo com que a molécula formada seja
fortemente fluorescente (GOLLMER et al., 2011).
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Figura 55. Esquema da reacao entre a sonda SOSG e o oxigénio singleto para formacao do
SOSG-EP.
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Fonte: adaptado de (GOLLMER et al., 2011).

A irradiagdo da suspensdo contendo o sistema e a sonda foi realizada com a
mesma placa de irradiagao utilizada nos ensaios bioldgicos, composta por 96 LED’s
que emitem em 940 nm, afim de compreender se a energia utilizada na irradiagédo em
ensaios bioldgicos seria suficiente para que ndo houvesse prejuizo na produgéo de
02.

O ensaio qualitativo de producéo de oxigénio singleto mostrou que a produgao
de oxigénio singleto pelo sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC ocorre de
forma linear em relacdo ao tempo de irradiacdo da suspensao, quando observado o
crescimento da banda de luminescéncia da sonda SOSG, com maximo em 532 nm
(Figura 56). A florescéncia em to € atribuida a sonda antes de reagir com o oxigénio

singleto.
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Figura 56. Espectro de fluorescéncia da sonda SOSG-EP apoés irradiagdo do sistema
conjugado Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC em 940 nm.
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A produgdo de oxigénio singleto pela ruténio-ftalocianina KTC livre fora
observada apés irradiagao em 660 nm, comprimento de onda no qual esta localizado
0 maximo de absorgdo da ftalocianina (RAMOS, 2016). Assim, a detecgdo da
producao de oxigénio singleto apos irradiagéo do sistema
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC confirma a transferéncia de energia da NCAF
para a ftalocianina imobilizada em sua superficie, mesmo que por adsorgao, principal

objetivo deste trabalho.

6.6. Deteccao da liberagao de 6xido nitrico por método indireto

A deteccdo da liberacdo de 6xido nitrico foi realizado para que se pudesse
confirmar que a ruténio-ftalocianina KTC(NO) se manteve coordenada ao ruténio apos
a rota de imobilizagdo da mesma na superficie de NCAF, dada a caracteristica labil
do ligante. Assim, utilizou-se a irradiagdo no comprimento de onda no qual ocorre a
liberacdo de oOxido nitrico, 377 nm em maior proporgao, face se tratar de TCML

(Transicdo de Carga Metal-Ligante) dn Ru(ll) — n* (NO*).
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Para a confirmacdo da liberagcdo do NO, utilizou-se o método indireto de
fluorescéncia pela sonda DAF-2 DA (4,5-Diaminofluoresceina diacetato), uma sonda
permeavel a membrana celular, que ao adentrar o citoplasma das células € hidrolisada
por esterases, liberando o DAF-2 (4,5-Diaminofluoresceina), que em pH fisiolégico
(7,4), nao apresenta fluorescéncia. Contudo quando na presenga de NO esse
composto é convertido a DAF-2T (triazolofluoresceina), que é fluorescente, como

mostrado no esquema da Figura 57.

Figura 57. Processo de identificagdo de NO pela sonda DAF-2 DA.
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Fonte: (Ramos, 2016).

Na Figura 58 é possivel observar o surgimento de uma banda de emiss&o em
525 nm, caracteristica da espécie DAF-2 T, confirmando que a ruténio-ftalocianina

ainda possui 0 0xido nitrico coordenado ao ruténio central.
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Figura 58. Espectro de emissao de fluorescéncia da sonda DAF-2 DA (A) antes da irradiacao
do sistema Y203 Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) a 377 nm e (B) apds a irradiacdo do
sistema Y,03:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) a 377 nm
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6.7. Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados com carater
preliminar, com o objetivo de testar o método de aplicagdo de um tratamento em
suspensao as células, bem como o andamento do ensaio em relagao a resisténcia
das células as nanoparticulas. Além disso, realizou-se uma breve comparac¢ao, ainda
que qualitativa, sobre os resultados obtidos para linhagens nao tumorais e tumorais,
e suas respectivas respostas ao tratamento sob irradiacdo em 940 nm ou sem
irradiagdo. Para todos os ensaios, a dose de irradiagéo de 3,97 J/cm? foi calculada de
acordo com a equacéo 13, na qual | representa a irradidncia em J/s.cm? e t o tempo
de irradiagdo em segundos, considerando que a irradiancia total da placa € 3,31

mJ/cmZ.
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Dose=1xt (13)

Figura 59. Ensaio preliminar do efeito citotéxico em células L1929 para
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES e Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) em diferentes

concentragoes, apos 4 horas de incubagao, na auséncia e presenga de estimulo luminoso.
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Figura 60. Ensaio preliminar do efeito citotoxico em células B16F10 para Y:03:Er/'Yb@TEOS@APTES e
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) em diferentes concentragbes, apds 4 horas de incubagéo, na

auséncia e presenca de estimulo luminoso
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Na Figura 59 sao apresentados os resultados preliminares de viabilidade
celular para a linhagem nao tumoral, L929 — fibroblasto murino. Para o tratamento
contendo apenas a nanoparticula Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES, observa-se aumento
na viabilidade celular principalmente para a concentragao de 20ug/mL. Este pode ser
um indicativo que, em maiores concentragdes, a presenga da nanoparticula ja é
suficiente para causar morte, mas nao impede a recuperacao da célula. Quando
aplicado o tratamento contendo o sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO),
nao se observa alteragdes significativas na viabilidade celular dos ensaios em
auséncia e presenca de irradiagao, salvo na concentragdo de 10 ug/mL, na qual se

nota reducao de 72% para 62%.

Na Figura 60 s&o apresentados os resultados preliminares de viabilidade
celular para a linhagem tumoral, B16F10 — melanoma murino. Para o tratamento
apenas com a nanoparticula de Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES, a concentragao na qual
se observou redugao de viabilidade celular significativa foi a concentragéo de 5 pg/mL,
que teve uma reducio de 87% para 72% apds a irradiacdo em 940 nm. Para o
tratamento com o sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO), para as
concentragdes de 10 a 5 pg/mL observou-se uma redugao de até 5% na viabilidade

celular.

Comparando-se os resultados nas linhagens tumoral e nao-tumoral,
principalmente quando tratadas com o] sistema
Y203:Er/lYD@TEOS@APTES@KTC(NO), observa-se uma redugdo da viabilidade
celular foi até 20% maior para a linhagem tumoral, principalmente nas concentragdes
entre 20 e 5 uyg/mL. Em concentracbes menores, o efeito citotdxico do tratamento néo
foi observado e, por vezes, mostrou-se proliferativo. A partir destes resultados, é
possivel desenvolver o estudo citotdxico do sistema sintetizado, do qual se espera
que o efeito seja maior em linhagens tumorais. Além disso, ao compara-lo com
estudos contendo também o sistema Y203:Er/Yb@TEOS@APTES@KTC, espera-se
gue seja observada diferencas referentes ao tipo de espécie reativa liberada no meio

celular, sendo elas apenas 'Oz ou, além desta, NO.
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6.8. Avaliagao da localizagao celular por microscopia éptica

A idealizacao do sistema discutido nesta dissertagcdo vem ao encontro de uma
aplicagao clinica atual, que busca a integragéao entre a imagem e a terapia. O termo
‘terandstico’ é a visao geral desta aplicagao. Considerando-se as varias possibilidades
encontradas com o desenvolvimento destas nanoparticulas, a imagem nos parece ser
suigeneris desta feita, valendo-se de analise de imagem por confocal, foi possivel
detectar aspectos relacionados a sublocalizagéo celular das nanoparticulas (Figura
61).

Figura 61. Imagens obtidas durante o ensaio de viabilidade celular para (A) controle, (B)
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES apés 4 horas de incubacdo, lavado com PBS, (C)
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) apdés 4 horas de incubagao, lavado com PBS e (D)
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) aplicado imediatamente.

- | -

Fonte: autora.
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Na imagem do controle, ndo foi aplicado nenhum tipo de tratamento. Nas
imagens B e C observa-se a concentragdo do material aplicado ao redor das células,
mas sem adentra-las, aparentemente. Uma vez que os pocgos foram lavados duas
vezes com PBS, acredita-se que as particulas, tanto livres quanto com a ruténio-
ftalocianina, tenham se imobilizado na superficie da célula, por um mecanismo ainda

nao elucidado.

E notavel a diferenca na disposicéo das particulas quando as imagens B e C
sdo comparadas a imagem D, na qual a aplicagdo do tratamento com o sistema
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) fora feita imediatamente antes a obtencgéo
das imagens. Nesta, observa-se que n&o ha acumulo de material ao redor das células

e que as particulas estao dispersas no meio de maneira uniforme.

A partir destes resultados €& possivel direcionar estudos acerca da
sublocalizagéo celular dos tratamentos utilizados, com enfoque nos tipos de proteinas

de membrana que possibilitariam esta ancoragem.

7. Dificuldades encontradas

7.1. Quantificagcao de grupos amino na superficie da nanoparticula.

A quantificagado de grupos amino se baseia no chamado Teste de Kaiser, na
qual ocorre a reagao entre a ninidrina e 0os grupos amino presentes, resultando em

um produto roxo, chamado Purpura de Ruhemann.(Figura 62).

Figura 62. Reacgéao de identificagdo de grupos amino pelo método de Kaiser.
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Fonte: adaptado de (POLI et al., 2014).
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Foi feita uma curva analitica utilizando APTES e ninidrina (Sigma-Aldrich,
99%). Foi feita uma solugao estoque de ninidrina de concentragéo 2.10°3 mol.L-' e uma
solugéo estoque de APTES de concentragéo 1.10-3 mol.L-". Em tubos falcon de 15 mL
colocou-se 1 mL da solugado estoque de ninidrina, obtendo-se uma concentragao de
0,33 mol.L"', volumes da solugdo de APTES de modo a obter uma faixa de
concentragdes entre 10* e 102 mol.L"' e completou-se o volume para 6 mL com
etanol. Para a amostra Y203:Er/'YbD@TEOS@APTES, adicionou-se ao tubo falcon 1
mL da solugéo estoque de ninidrina, 2,5 mg da amostra, completou-se o volume para
6 mL com etanol e a suspensao foi colocada em banho de ultrassom por 15 minutos.
Os tubos foram colocados em banho-maria a 65°C por 1 hora e apds este periodo as
solugdes foram analisadas por espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta-
visivel (Amax = 586 nm)(POLI et al., 2014).

Apos o procedimento descrito acima, muitas amostras tiveram seus volumes
acertados para 6 mL novamente para que se realizasse as leituras em 586 nm sem
que houvesse erro experimental causado pela evaporagdo do etanol durante o
aquecimento. Ainda assim, os espectros obtidos ndo mostraram uma relagao linear
entre a concentragcao de APTES utilizado nas amostras para a construcido da curva
analitica e a absorbancia destas no comprimento de onda indicado. Atribui-se este
fato a utilizacdo do APTES como padrao para construgcédo da curva analitica, uma vez
que a literatura reporta o teste de Kaiser com aminas lineares, como hexilamina, e o
APTES apresenta outros grupos em sua estrutura, que também poderiam reagir com

a ninidrina, formando subprodutos e prejudicando o resultado.

Posteriormente, repetiu-se o teste com butilamina. Porém, apds o aquecimento,
obteve-se uma solugdo amarelada, sem absor¢ao na regidao desejada. O resultado
inesperado foi atribuido a natureza da butilamina, pois uma vez que todos os reagente
utilizados foram os mesmo da tentativa anterior. Assim, acredita-se que a butilammina

estivesse contaminada.

7.2. Estudo da producgao de oxigénio singleto

Para a identificagdo da produgdo de oxigénio singleto realizou-se um
experimento com a sonda 1,3 — difenilisobenzofurano (DPBF), o qual possui uma
banda de absor¢do em 417 nm. O DPBF reage com o oxigénio singleto (Figura 63)

gerado pela ftalocianina, levando a diminuigdo de sua banda caracteristica.
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Figura 63. Representacao dos compostos oriundos da reacao da sonda DPBF com o oxigénio

singleto.
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Fonte: adaptado de (CAINE et al., 2002).

Em uma solugao contendo 2,5 mg do sistema
Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC, adicionou-se 10 uL de uma solugao estoque de
DPBF (8,00 mM), com espectros realizados antes e apds a adi¢do da sonda. Entao,
a suspensao foi irradiada em 940 nm por 30 segundos, 1 minuto, 5 minutos e 10
minutos, com um espectro ao final de cada tempo de irradiagdo, sem que houvesse

observacao de reducao da banda em 417 nm.

Uma vez que a ftalocianina imobilizada na superficie da nanoparticula se
encontra em quantidade muito pequena, o fator limitante deste experimento se
encontra na sensibilidade da técnica para detecgdo de oxigénio singleto. Por isso,
optou-se pela utilizagdo da sonda SOSG, mais sensivel, a partir da qual se obteve um

resultado satisfatério, que corroborou com o objetivo proposto pelo trabalho.

7.3. Quantificagao de NO

Um dos equipamentos utilizados para quantificacdo da liberagdo de o6xido
nitrico € o sensor seletivo para NO amiNO-700 (Innovative Instruments), com
sensibilidade na faixa de 150 a 250 pA/nM a 20 mM. Este equipamento € capaz de
quantificar o NO liberado através da alteragcédo na corrente que passa pelo sensor, e €
ideal para quantificacbes realizadas em solugdo. Para o sistema
Y203:Er'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO) obtém-se uma suspensao, o que dificulta a
estabilizagdo da linha de base da corrente. Para que se pudesse confirmar a presenca
de NO no sistema, uma vez que sua banda caracteristica ndo foi observada no
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espectro vibracional, utilizou-se o método indireto de fluorescéncia com a sonda DAF-
2 DA, geralmente utilizado para obtencao de imagens em meio celular por microscopia

confocal.

7.4. Espectroscopia vibracional de espalhamento RAMAN

Uma vez que nao foi possivel observar bandas importantes para caracterizacéo
do sistema Y203:Er/'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO), esta dificuldade foi atribuida ao
fato de a silica e os grupamentos amino serem excelentes osciladores no
infravermelho. Buscando contornar este empecilho e utilizar uma técnica de extrema
importancia para caracterizagao do sistema sintetizado, foram realizadas analises por
FT-RAMAN no Laboratério Multiusuarios no Instituto de Quimica da Unesp de
Araraquara, com o auxilio do técnico Alberto Alécio. A analise foi realizada com
espectrometro Raman RAMII (Bruker), que tem como fonte de excitagao laser de 1064
nm, detector de Germanio e faixa de leitura de 1500 a 4000 cm™', com resolucédo de
0,07 cm™

A matriz da nanoparticula, por ser dopada com Er3* e Yb3* é excitada na mesma
regido, e as bandas observadas na analise s&o atribuidas a fluorescéncia da matriz,
que, devido a sua intensidade, acabam por tornar as bandas de interesse, que
deveriam ser observadas na regido de 600 cm, reduzidas a escala de ruido

novamente.
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Figura 64. Espectro vibracional de espalhamento Raman obtido para as amostra (A)
Y203:Er/'Yb@TEOS, (B) Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES e (©)
Y203:Erf'Yb@TEOS@APTES@KTC(NO).
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Fonte: autora.

8. Consideragoes Finais e Perspectivas futuras

No ambito de provar o conceito de transferéncia de energia de materiais
fotbnicos para o fotossensibilizador afim de produzir oxigénio singleto e liberar éxido
nitrico, o sistema desenvolvido obteve sucesso, haja vista a produ¢cdo de oxigénio
singleto apds a irradiagdo em 940 nm, considerando que a Unica espécie produtora
de oxigénio singleto no sistema € a ftalocianina de ruténio, que absorve em 660 nm.
Além disso, o fato de ensaios preliminares em meio celular demonstrarem uma
tendéncia do sistema a se acumular ao redor das células, principalmente das células
tumorais, indica que é possivel trabalhar em propriedades estruturais com o intuito de

aumentar a especificidade do material e, assim, do tratamento.

Futuramente, melhorias no sistema, como a diminuigdo do tamanho da
particula, poderao facilitar a caracterizacao da forma pela qual as ftalocianinas estao
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imobilizadas na superficie das nanoparticulas, pois assim se modifica a proporcao de
ruténio ftalocianina em relagdo a nanoparticula, principalmente em se tratando da
silica, excelente oscilador no infravermelho, que constitui-se a principal técnica de
caracterizacdo do sistema NCAF-RuPc formado. Além disso, métodos de
quantificagdo direta de rendimento quéantico de oxigénio singleto, como medidas de
fosforescéncia serdo de extrema importancia para estudar a eficiéncia e potencial

terapéutico do novo sistema obtido (MARI et al., 2017).
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