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Resumo

As terapias convencionais para o tratamento de doencgas, em geral, apresentam efeitos colate-
rais adversos e eficiéncia limitada. Neste contexto, é necessario uma busca de aperfeicoamento
e por novas alternativas de tratamento. Em especial, com a resisténcia de microrganismos aos
medicamentos ja existentes no mercado atual, novos métodos precisam ser desenvolvidos para
contornar o decréscimo da eficiéncia dos antibiéticos. Em adicao, apesar do avanco no trata-
mento, o cancer ainda é uma das doencas que mais causam mortes no mundo. Uma candidata
com alto potencial de aplicagao tanto no tratamento de cancer e infecgoes microbianas € a tera-
pia fotodinamica. A terapia fotodinamica é uma terapia minimamente invasiva, o qual consiste
da associacao entre um fotossensibilizador, a luz com um comprimento de onda especifico e
o oxigénio molecular presente no meio, no qual a energia absorvida pelo fotossensibilizador é
transferida para o oxigénio gerando espécies reativas de oxigénio, as quais entrando em contato
com algum tipo de material biolégico, causard danos irreversiveis a eles. A técnica apresenta
uma boa seletividade, visto que a ag¢ao somente ocorre na regiao iluminada e que as espécies
reativas de oxigénio tem um raio de atuacao bastante pequeno. Em adicao, o tratamento é
livre de antibidticos e com baixos efeitos colaterais.

A incorporacao de nanoparticulas na terapia fotodinamica apresenta um grande potencial
no aperfeicoamento da nanomedicina atual, visto que podem ajudar na entrega do farmaco na
regiao desejada, além de poder ser o agente gerador de calor na terapia fototérmica e como
diagnostico devido sua luminescéncia. Neste trabalho, investigamos as nanoparticulas de gra-
feno (Graphene Quantum Dots - GQD’s) disponiveis comercialmente como potencial agente
teranodstico. Para investigarmos a propriedades e potencialidades do uso de GQD como agente
na terapia fotodinamica e fototérmica, serao utilizados métodos de espectroscopia de UV-VIS,
espectroscopia de luminescéncia e espectroscopia de lente térmica. Ademais, os GQD’s foram
incorporados em nanocarregadores de micelas poliméricas obtidas a partir de copolimeros tri-
blocos do tipo (EO),(PO),(EO), comercializados como Pluronic® e também em lipossomas.
Esses nanocarreadores sao usados para melhorar a farmacocinética, biodistribuicao e a fotoci-
totoxicidade dos fotossensibilizadores, além de permitirem a associacao de diferentes moléculas.
Em particular, também investigamos a associacao dos GQD’s com o fotossesibilizador eritrosina
decil-estér. Os resultados mostram o potencial do GQD associado ou nao a outro fotossensibi-
lizador como agente terandstico.

Palavras-chave: Nanoparticulas grafeno, terapia fotodinamica, oxigénio singleto, nanocar-
regadores, espectroscopia de lente térmica.



Abstract

Conventional therapies for the treatment of diseases, in general, have adverse effects and
limited effectiveness. In this context, a search for improvement and new treatment alternatives
is necessary. In particular, with the resistance of microorganisms to commercial drugs, new
advanced methods will be developed to circumvent the decreasing efficiency of antibiotics. In
addition, despite advances in treatment, cancer is still one of the fatal diseases in the world.
A candidate with high potential for application in both treatments is photodynamic therapy.
Photodynamic therapy is a minimally invasive therapy consisting of the association between
a photosensitizer, light with a wavelength, and the molecular oxygen present in the medium.
The energy absorbed by the photosensitizer is transferred to oxygen, generating reactive oxygen
species, as those coming into contact with some biological material will cause irreversible cellular
damage. The technique has good selectivity since the action only occurs in the illuminated
region and by the reactive oxygen species’ minimal range of activity. In addition, the treatment
is antibiotic-free and has low associated side effects.

Incorporating nanoparticles in photodynamic therapy has excellent potential for improving
current nanomedicine. They can help the drug delivery to the desired region and be the heat-
generating agent in photothermal therapy and as a diagnosis due to its luminescence. This
work investigates the Graphene Quantum Dots (GQD’s) commercially available as a potential
theranostic agent. This study uses UV-VIS spectroscopy, luminescence spectroscopy, and ther-
mal lens spectroscopy methods to explore the properties and the potentialities of using GQD as
an agent in photodynamic and photothermal therapy. Furthermore, the GQD’s incorporated
in micelle nanocarriers polymers obtained from triblock copolymers of the (EO)x(PO)y(EO)x
type sold as Pluronic® and also in liposomes. These nanocarriers improve the pharmacoki-
netics, biodistribution, and photocytotoxicity of photosensitizers and allow the association of
different molecules. In particular, we also investigated the association of GQD’s with the eryth-
rosine decyl ester photosensitizer. The results show the potential of GQD associated or not
with another photosensitizer as a therapeutic agent.

Keywords: Graphene quantum dots, photodynamic therapy, singlet oxygen, nanocarriers,
thermal lens spectroscopy.
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Capitulo 1

Introducao

A luz é considerada pela comunidade cientifica um dos principais elementos da natureza que
possibilitaram a existéncia de vida na Terra, desde as bactérias até os seres mais complexos do
reino animal. Com isso, os processos de sua interacao com a matéria estao sendo estudados
ha muito tempo e a cada dia que passa, sao descobertas novas ideias sobre este elemento da
natureza que é tao importante para nossa sobrevivéncia. Apds a luz interagir com qualquer
objeto que estiver em seu caminho, alguns processos fisicos e quimicos podem ocorrer, como
por exemplo: absorcao, reflexao, espalhamento e transferéncia de energia. Entretanto, somente
nos séculos XIX e XX se intensificaram os estudos com luz aplicados na area da satude, como
por exemplo, a terapia fotodinamica (TFD) [1].

As principais terapias convencionais que temos atualmente para o tratamento de doencas
patoldgicas sao a cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Por apresentarem efeitos colaterais ad-
versos e uma eficiéncia certamente limitada, outras terapias alternativas vém sendo estudadas
para o tratamento de doengas, entre elas, a terapia fotodinamica. A TFD consiste na aplicacao
de luz (com um comprimento de onda especifico) sobre um fotossensibilizador (FS), o qual ao
ser estimulado pela luz, induz uma consequéncia cruscial desta terapia que é a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), em especial o oxigénio singleto (05). O oxigénio singleto
é altamente reativo e ao entrar em contato com virus, bactérias, fungos e parasitas ocorre a
chamada Inativagao Fotodinamica de Microrganismos (IFDMO) ou Antimicrobial Photodyna-
mic Therapy (aPDT), resultando na destruigado dos microrganismos sem chances destes criarem
algum tipo de resisténcia a esta terapia [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Além disso, também se compro-
vou que a TFD é um excelente método para o tratamento de alguns tipos de cancer, como
por exemplo, o cancer de pele, pulméao, cérebro, colo de ttero, préstata e mama [8, 9, 10].
Para o cancer em estagio inicial, a TFD tem uma eficicia andloga a uma cirurgia. Em con-
trapartida, para estagios mais avancados de metastase e com descobertas tardias, a cirurgia
ou quimioterapia se mostram mais eficazes em relacado a TFD [7]. Em comparagao com as
terapias convencionais atuais, constou-se que a TFD pode apresentar, em alguns casos, maior
seletividade contra células tumorais, visto que alguns fotossensibilizadores tém uma preferéncia
em se concentrarem nas células danificadas pelo tumor [10, 11]. Para diminuir os possiveis efei-
tos nos tecidos sadios, busca-se novos tipos de FS isolados ou acloplados a nanocarregadores
que apresentem a maxima seletividade possivel. Ademais, notou-se que a TFD pode estimular
o sistema imunoldgico a ”trabalhar”contra as células tumorais, visto que a TFD induz uma
inflamacao na regiao tumoral onde os leucdcitos sao “convocados”para este tecido-alvo. Outra
forma que a TFD pode ajudar na erradicacao de um tumor é reduzindo a microvasculatura
da regiao tumoral, privando essas células de receber a quantidade adequada de nutrientes e
oxigénio para a sua sobrevivéncia [7, 12].

A utilizacao de nanoparticulas na TFD tem ganhado atencao, pois estes podem atuar junto
com o fotossensibilizador na producao de oxigénio singleto, bem como absorver energia e con-
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verté-la em calor, assim também associando uma terapia fototérmica induzida localmente. Em
seus experimentos, Moan et al. estudaram a cinética de fotodegradacao dos corantes e con-
clufram que a distancia difundida de oxigénio singleto estimada esta entre 10 — 20 nm e um
tempo de vida entre 10 — 40 ns, o que nos leva a concluir que precisamos de medicamentos
com mais especificidade que possam carregar o fotossensibilizador até o local desejado para
ocorrer um tratamento efetivo, uma vez que seu raio de atuacao e tempo de vida sao muito
pequenos [13]. A incorporagao de fotossensibilizadores em nanocarregadores também sao estu-
dos recentes na TFD, uma vez em que estes tém a finalidade de melhorar a biodistribuicao e
a farmacocinética da TFD [14, 15, 16, 17, 18]. No presente estudo, serdo realizadas cinéticas
de fotodegradacao de nanoparticulas de grafeno em PBS e também em solugoes micelares com
a presenca de outro fotossensibilizador. Para isso, sera utilizado diferentes comprimentos de
onda que serao responsaveis por excitar as nanoparticulas e, consequentemente, gerar oxigénio
singleto. As taxas de geracao de oxigénio singleto e de fotodegradacao serao encontradas a
partir da evolugao temporal das absorbancias nos picos de 380 nm e 490 nm, respectivamente.

1.1 Contexto historico da TFD

A TFD tem sido utilizada desde a época das civilizagoes romanas, gregas, chinesas, indianas
e egipcias, a aproximadamente 4.000 anos atras. Sem terem todo o conhecimento cientifico
que temos atualmente, os egipcios, por exemplo, faziam a ingestao de plantas (que continham
psoralenos, estes desconhecidos) e depois se expunham a luz solar, assim tratavam doencas
como o vitiligo! e cancer de pele [3, 6, 10, 19]. As civilizagdes antigas sempre faziam alguma
ligacao entre a luz solar e a sauide, levando-os sempre a adorar o Sol e os deuses do Sol. Dessa
forma, a helioterapia foi a tinica terapia possivel envolvendo luz até o final do século XIX [19].

A ideia de que a combinacao de luz e um certo composto quimico provocariam a morte celular
é recente na historia da ciéncia. Com a evolugao da tecnologia, por volta de 1900, esta técnica
comegou a ser estudada. O pesquisador alemao O. Raab demonstrou a morte de um protozoario
utilizando luz solar e o corante acridina. Em 1903, as pesquisas sobre a TFD resultaram
no Prémio Nobel de Medicina para o médico dinamarqueés Niels Finsen, o qual utilizou luz
solar para a cura da Lupus vulgaris, popularmente conhecida como tuberculose luposa, dando
inicio a fototerapia moderna. No mesmo ano do prémio Nobel de Finsen, Trappeiner fez a
combinacao de luz com o fotossensibilizador eosina para realizar um tratamento de cancer
de pele. Nesta pesquisa, ele visualizou a necessidade de se ter oxigénio no meio para se ter
uma eficicia na acao fotodinamica. Com isso, Trappeiner usou pela primeira vez o termo
“reagao fotodinamica”[10, 20]. Em 1911, W. Hausmann relatou os efeitos da combinagao de
hematoporfirina e luz em protozoarios e células sanguineas, descrevendo as reagoes que ocorriam
na pele dos camundongos quando era aplicado hematoporfirina e logo em seguida expostos a
luz. Em 1913, F. Meyer-Bertz se auto-injetou 200 mg de hematoporfirina para determinar se
as reacoes descritas por Hausmann seriam andlogas em humanos. Assim, Meyer-Bertz relatou
edema e dor nas areas iluminadas com luz. Mais tarde, em 1925, Policard observou que as
porfirinas causaram efeitos fototoxicos em tumores malignos de ratos e posteriormente, em
1942, Auler e Banzer injetaram hematoporfirinas em ratos que tinham tumores implantados e
observaram que as porfirinas se acumularam nos tecidos malignos [11].

Devido ao sucesso no uso de vacinas, sulfonamidas e de penicilina, em meados da Segunda
Guerra Mundial, as pesquisas sobre a TFD e as suas aplicagoes foram interrompidas. No
entanto, devido ao crescimento de infecgoes hospitalares e da criacao de resisténcia bacteriana
aos antibidticos, nos tultimos anos as pesquisas com a TFD voltaram a ser utilizadas como
uma terapia viavel para o tratamento doencas. A partir da década de 1950, os primeiros

Ltambém conhecido como leucoderma.
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formacos para a aplicagao na terapia fotodinamica comegaram a ser desenvolvidos? [6, 21]. Em
meados de 1970, Dougherty estudou a atividade fotodinamica de alguns corantes, em especial a
hematoporfirina. Ele concluiu que a hematoporfirina tem uma grande capacidade de destruir o
tecido onde o fotossensibilizador se encontra quando é ativado por luz [8]. Em 1976, Weishaupt
et al. aplicaram a hematoporfirina em células mamarias de camundongos e concluiram que o
oxigénio singleto é o responsavel pela toxicidade desse sistema [9]. Em 1976, J. F. Kelly e M.
E. Snell realizaram os primeiros estudos sobre os efeitos que a TFD causa em humanos com
cancer de bexiga, utilizando o fotossensibilizador hematoporfirina. Em 1984, J. S. McCaughan
utilizou a TFD para tratar pacientes com cancer no esofago [10].

Atualmente, sabemos que a TFD ¢é utilizada nao somente no combate ao cancer, mas também
de doencas virais, bacterianas, fungicas e parasitdarias. Além disso, ela também ¢é utilizada em
tratamentos odontologicos, dermatoldgicos, oftalmoldgicos e até mesmo no meio veterinario e na
agricultura, como por exemplo, para a desinfeccao de agua. Doencas respiratdrias, tais como a
pneumonia e a COVID-19, também podem ser eliminadas com a TFD. Com a sua caracteristica
multidisciplinar, a TFD dispoe de varios ramos da ciéncia como a fisica, biologia, medicina,
quimica, bioquimica e engenharia de materiais, que resultam em centenas de publicacoes que
contribuem cada vez mais para o avanco desta tecnologia.

ViRUS

BACTERIAS - ANTIBIOTICOS
FUNGOS ~ TFD
PARASITAS

CELULAS

Figura 1.1: Aplicacoes da TFD comparada com o alcance dos antibiéticos.

1.2 Procedimentos Clinicos e Fotossensibilizadores

Apés constatada a necessidade da utilizagao da TFD no paciente, o F'S podera ser solubilizado
em agua, soro fisiolégico ou em qualquer outro fluido liquido que tenha a funcao de solvente
tecnicamente apropriado para o tratamento. Assim, a solucao podera ser ingerida, injetada de
forma intra-venosa ou de uso topico pelo paciente. Apds o organismo do paciente conseguir
absorver o FS, uma fonte luminosa com comprimento de onda especifico iluminara a regiao
doente, como mostra a figura 1.2. Depois do local ser irradiado, observa-se que as células
desta regiao podem sofrer apoptose, necrose ou autofagia. Entretanto, nem sempre a doenga
serd erradicada de uma vez, sendo necessarias novas sessoes de TFD para conseguir uma alta
efetividade no tratamento.

2estes eram derivados de hematoporfirinicos.
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Figura 1.2: Procedimento clinico da TFD.

Algumas caracteristicas definem o mecanismo de a¢ao dos F'S utilizados na TFD. A presenca
de cargas nos FS levam a diferentes interagoes com as organelas das células. Por exemplo,
a interacao da luz com os corantes de carga negativa pode ocorrer na membrana nuclear de
algumas bactérias, enquanto que com os corantes de carga positiva pode ocorrer na mitocondria
das mesmas bactérias. Além disso, a concentragao da solucao que ird ser aplicada no paciente
depende do FS que estd sendo usado e também de qual doenca ele quer eliminar. O estagio em
que a doenca se encontra e o comprimento de onda que ira ser utilizado também sao variaveis
que devem ser levadas em consideracao para um tratamento efetivo. Além disso, o farmaco
utilizado na TFD precisa ter baixa citotoxicidade na auséncia da luz, ser fotodegradavel, possuir
fotossensibilidade nao prolongada, ser de facil eliminagao pelo organismo e possuir alta afinidade
com o tecido doente [2, 3, 4, 22]. Entretanto, a seletividade e a biodistribui¢ao do F'S varia muito
de um tipo para outro, pois é preciso levar em consideracao que eles podem ser hidrofilicos,
hidrofébicos ou anfifilicos, e também anidnicos, cationicos ou neutros [23].

FOTOSSENSIBILIZADOR NO
ESTADO SINGLETO

-'."rp
£, Rs4, o B
5 P;N

FLUORESCENCIA ..

ROS 10,
FOTOSSENSIBILIZADOR NO
ESTADO TRIPLETO
Z?\ FOSFORESCENCIA
LUZ\.\\ -
o MORTE CELULAR

FOTOSSENSIBILIZADOR NO
ESTADO FUNDAMENTAL

Figura 1.3: Diagrama de Jablonski. Figura adaptada de [5, 24, 25, 26, 27].

O diagrama de Jablonski, mostrado na figura 1.3, representa os processos fotofisicos que
ocorrem com o F'S ao interagir com a luz. Inicialmente, o F'S esta no chamado estado funda-
mental, onde ao ser atingido por um féton de comprimento de onda no qual ele absorva, passa
para o estado excitado, chamado de estado singleto. Neste estado, o F'S apresenta um tempo
de vida pequeno e acaba retornando para o estado fundamental, emitindo luz por fluorescéncia
ou decaindo de forma nao-radioativa por inversao interna de spin e indo para outro estado, cha-
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mado de estado tripleto. A transicao direta do estado tripleto para o estado fundamental é uma
transicao proibida por spin, e consequentemente o tempo de vida neste estado é muito superior
comparado com o tempo de vida do estado singleto. Uma vez no estado tripleto, o FS pode
interagir com as moléculas de oxigénio por dois caminhos diferentes. Para o primeiro caminho,
também chamado de mecanismo tipo I, o FS esta no estado tripleto e interage com substratos
organicos presentes no meio. Essa interagao gera radicais livres, os quais interagem com as
moléculas de oxigénio presentes no meio gerando espécies reativas de oxigénio conhecidas como
EROs, como por exemplo, radicais hidroxilas e anions superdxidos. Essas espécies reativas de
oxigenio podem induzir danos celulares. Ja para o segundo caminho, também chamado de me-
canismo tipo II, o F'S no estado tripleto transfere energia diretamente para o oxigénio no estado
fundamental, levando-o para o estado singleto, o qual é altamente oxidante e causa danos em
membranas, proteinas e acidos nucleicos, assim, induzindo a morte celular [4, 5, 25, 27].

Apesar de apresentarem um mesmo principio fotoquimico tanto para a morte celular quanto
para doencas microbianas, os FS apresentam diferengas em suas estruturas moleculares, como
vemos na figura 1.4, a qual nos mostra alguns dos FS utilizados na TFD. Como ja citado
anteriormente, estudos mostraram que a TFD induz respostas imunoestimuladoras no orga-
nismo, diferentemente das terapias convencionais como a quimioterapia e a radioterapia, que
sao terapias imunosupressoras. Neste contexto, a TFD induz uma inflamacao no tecido-alvo,
estimulando, assim, a producao de anticorpos, sendo os linfécitos T CD8+ os principais res-
ponséveis por este efeito [12].

(d) (e) (f)

Figura 1.4: Estruturas moleculares de (a) azul de metileno, (b) rosa de bengala, (c) eritrosina,
(d) eosina Y, (e) fluoresceina, (f) curcumina.

Na histéria dos FS utilizados na TFD, podemos dividi-los em trés geracoes. A primeira
geracao foi na década de 1970, onde eram utilizadas misturas complexas de porfirinas. Por
apresentarem uma baixa seletividade e uma baixa taxa de entrega, na década de 1980 novos
compostos como o ALA (dcido 5-aminolevulinico), clorinas e hipocrelinas foram desenvolvidos
para melhorar a TFD. Estes foram chamados de fotossensibilizadores de segunda geracao.
Infelizmente, ainda havia alguns fatores que dificultavam a utilizacao destes na TFD, como
a baixa fotoestabilidade e baixo desempenho quando diluidos em &dgua. Entretanto, houve
uma pequena melhora na seletividade, uma alta geragao de oxigénio singleto e uma ac¢ao mais
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profunda no tecido devido a absorcao deles serem entre 650 — 800 nm. Estes aspectos negativos
levaram ao desenvolvimento de FS da terceira geracao, baseados em sistemas que fazem o
carregamento de drogas até um local de destino. Com o desenvolvimento da nanomedicina,
varios tipos de nanomateriais ja foram testados e comprovados, mostrando melhora na eficiéncia
da TFD, como nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas a base de carbono, ouro e também
hidrogéis [14].

Apesar dos avancos nos estudos de F'S na TFD, ainda ha muito para se desvendar. Além
da alta taxa de producao de oxigénio singleto e de materiais que entregam os FS em locais
especificos, existe a possibilidade de se utilizar mais de um FS atuando simultaneamente para a
TFEFD. Como por exemplo, utilizar o azul de metileno e a eritrosina para um dado tratamento de
forma a controlarmos a profundidade da acao pela selecao do comprimento de onda. Entretanto,
poucos estudos foram feitos para investigar a aditividade efetiva de combinacaoes de F'S, ou seja,
se as producoes de oxigénio singleto sao de forma aditiva, visto que pode haver uma competicao
entre os FS, assim reduzindo a taxa de geragao de oxigénio singleto [28]. As pesquisas atuais
mostram que aproximadamente um terco de todos os ensaios clinicos recentes que envolvem
FS para a TFD sao FS de primeira geragao. Além disso, ha perspectivas de que em breve, os
estudos sobre a TFD irao se concentrarem em FS de terceira geragao [7].

Como ja citado anteriormente, a fonte luminosa utilizada deve ter um comprimento de onda
especifico, o qual varia de acordo com o espectro de absorcao do FS. Geralmente sao utilizados
fontes de luz de comprimento de onda na qual o F'S tem uma boa absorbancia e também fontes
de luz no qual tem maior rendimento quantico na geragao de oxigénio singleto para aquele
FS [3]. Entretanto, a penetragao da luz nos tecidos depende muito das propriedades dpticas
dos tecidos. Como grande parte do corpo humano é composto de dgua, isso afeta diretamente
na penetracao da luz nos tecidos, tendendo ter maior absorbancia em altos comprimentos de
onda. Por sua vez, a hemoglobina e a melanina presentes na pele por exemplo, absorvem luz
em comprimentos de onda menores, influenciando também na penetracao da luz na pele. Com
isso, demonstrou-se que hé uma regiao do espectro eletromagnético o qual tem maior poder de
penetragao nos tecidos da pele, que varia entre 600 — 1.300 nm [12, 29]. Esta regiao também é
conhecida como “janela terapéutica”. Para regioes mais profundas e internas, pode ser utilizado
lasers monocromaticos combinados ou LED com fibras épticas.

1.3 Oxigénio Singleto: o que é e como detecta-lo?

Sabemos que no nosso cotidiano que tudo em excesso faz mal, inclusive o oxigénio em concen-
tragoes muito maiores do que as presentes no ar que respiramos. Em excesso, este se torna um
vilao capaz de causar danos irreversiveis em plantas, bactérias aerdbicas e animais, com efeitos
distintos para cada ser vivo. Para haver um tratamento efetivo de TFD, é indispensavel que
o meio em que ird ocorrer a TFD tenha oxigénio. Consequentemente, a aplicacao de TFD em
tecidos hipéxicos (tecidos com baixa concentracao de oxigénio) prejudicam consideravelmente
a eficiéncia da TFD, principalmente em tumores sélidos [12]. Neste contexto, para podermos
diferenciar os estados fundamental e excitado do oxigénio molecular, primeiramente devemos
ter em mente que estes estados se referem a multiplicidade (M) do estado eletronico, descritas
pela teoria quantica. Em outras palavras, a multiplicidade seria o niimero total de configuracoes
possiveis dos spins dos elétrons. A multiplicidade é definida por: [30]

M=2S+1

no qual S é a soma dos spins dos elétrons em questao. O estado singleto apresenta uma confi-
guracao de spins antiparalelos (emparelhados), diferente do estado tripleto que apresenta uma
configuragao de spins paralelos (desemparelhados). De acordo com a Teoria Orbital Molecular
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(TOM), a molécula de oxigénio em seu estado fundamental estd no estado tripleto (30,), dife-
rentemente da grande maioria das moléculas organicas que estao no estado singleto. O primeiro
estado excitado para o oxigénio é o estado singleto (*O,). Para demonstrar essa afirmagao, con-
sideremos um atomo de oxigénio, contendo oito elétrons. Dessa forma, a distribuicao eletronica
do atomo de oxigénio serd dada por:

80 = 15%25%2p*

De acordo com a TOM, primeiramente deve ser considerado que os orbitais atomicos de-
vem ser combinados durante a ligacao quimica, dando origem a orbitais moleculares. Assim,
o numero de orbitais moleculares sera dado pela combinacao linear do nimero de orbitais
atomicos. Juntando dois orbitais atomicos, tem-se dois orbitais moleculares, sendo um de me-
nor energia chamado de ligante e outro de maior energia, chamado de antiligante. Para poder
realizar a distribuicao eletronica dos elétrons, os orbitais moleculares devem ser organizados
de forma crescente de energia, além de obedecer a regra de Hund, onde cada orbital abriga
somente dois elétrons de spins contrarios. Aplicando a TOM para os elétrons de valéncia da
molécula de oxigeénio, a uniao de dois orbitais 2s resulta em dois orbitais do tipo o, sendo um
ligante (095) e o outro antiligante (03,). Para a unidao dos outros seis orbitais atomicos 2p,
resultam em quatro orbitais do tipo 7, onde destes seis, dois serao orbitais ligantes® (ma,) e
dois serdo orbitais antiligantes (73,); além de ter ainda mais dois orbitais do tipo o, sendo um
ligante (02,) e o outro antiligante (03,) [30].

*
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Figura 1.5: Distribuicao eletronica dos doze elétrons de valéncia da molécula de oxigénio [30].

Na figura 1.5, mostramos a distribuicao eletronica dos doze elétrons de valéncia da molécula
de oxigénio [30]. Analisando esta distribuicao eletronica, nota-se que os dois elétrons desempa-
relhados ocupam orbitais antiligantes degenerados, de acordo com o Principio da Exclusao de
Pauli, possuindo a tendéncia de ter o mesmo spin e a multiplicidade méxima, resultando em
um estado tripleto de mais baixa energia.

As figuras 1.6 e 1.7 mostram dois dos trés possiveis estados excitados que o oxigénio mole-
cular pode apresentar?, representados por 'A, e ! Z;L A diferenca entre os estados excitados

A, el Z; é que o estado excitado ! Z; apresenta energia de 157 kJ/mol acima do estado
fundamental, diferente do estado excitado 'A,, que apresenta energia de 94 k.J/mol acima do
estado fundamental. Dessa forma, quando o fotossensibilizador se degrada e libera energia,
esta energia liberada pode ser transferida para estas moléculas de oxigénio no estado funda-
mental (estado tripleto) presentes no meio, levando-as para o estado excitado. Entretanto, o
oxigenio no estado 12; tem um tempo de vida muito pequeno, sendo convertido ao estado

'A, praticamente de forma instantanea, fazendo que o oxigénio no estado ! Z; nao seja reativo
(30, 31, 32].

3referentes aos eixos perpendiculares y e z.
40 terceiro estado é andlogo ao estado representado na figura 1.6, mas em coordenadas distintas da ligacio
*
de 73,
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Figura 1.6: Distribuigao eletronica do primeiro estado excitado do oxigénio molecular (*A,).
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Figura 1.7: Distribuigao eletronica do segundo estado excitado do oxigénio molecular (* Z;)

O oxigeénio singleto é encontrado em varios processos quimicos, fisicos, biolégicos, atmosfé-
ricos e terapéuticos. Reagoes fotoquimicas como a incidéncia de luz sobre um fotossensibilizador,
reacoes quimicas entre hipoclorito e perdxido de hidrogénio, ou até mesmo a decomposicao de
peroxido de hidrogénio, endoperdxidos naftalénicos, superéxido ozoneto de ion e trifenil fosfato
sao algumas das maneiras de se produzir oxigénio singleto [33]. Neste estado excitado, o oxigénio
apresenta o seu tempo de vida extremamente curto (da ordem dos nanosegundos, 1072 s), no
entanto suficientes para interagao localizada com meio biologico adjacente [13, 34].

Para conseguir detectar o oxigénio singleto presente em um meio, existem varias técnicas
espectroscopicas diretas e indiretas relatadas na literatura, como a espectrofotometria, emissao
no infravermelho, fluorescéncia e quimioluminescéncia [33, 34]. Para a detecgao direta via
emissao de infravermelho, é utilizado um equipamento capaz de realizar varreduras entre 800 —
2.700 nm e realizar cinéticas de emissao. Para a deteccao indireta via espectrofotometria
na regiao do visivel, sao utilizados alguns compostos quimicos em que, ao reagirem com o
oxigénio singleto, tém as suas absorbancias diminuidas, podendo monitora-los por meio de um
espectrofotometro UV-VIS. Os compostos quimicos mais utilizados para esta finalidade sao
(33, 34]:

e 9 10-anthracenediyl-bis(methylene) dimalonic acid (ABDA);

9,10-diphenylanthracene (DPA);

e 2 5-dimethyfuran derivatives;

e anthracene-9,10-diyldiethyl disulfate (EAS);
e anthracene-9,10-bisethanesulfonic acid (AES)
e anthracene-9,10-divinylsulfonate (AVS);

e 9,10-anthracenedipropionic acid (ADPA);

e 1,3-diphenylisobenzofuran;

e sodium 1,3-cyclohexadiene-1,4-diethanoate (CHDDE).

Neste trabalho, para monitoriar a quantidade de oxigénio singleto que é produzida pelo fotos-
sensibilizador, utilizaremos um composto conhecido como ABDA ou ADMA (9,10-anthracenediyl-
bis(methylene) dimalonic acid) [9, 18, 26, 33, 34], visto que este composto apresenta boa solu-
bilidade em solugao aquosa. O ABDA ¢é um derivado do andraceno, que ao entrar em contato
com o oxigénio singleto é convertido de forma irreversivel em seu endoperéxido, conforme mos-
traremos na figura 1.8 [35]. A degradagao direta do ABDA pelas fontes de luz utilizadas neste
trabalho foi insignificante, podendo assim, ser desprezada na estimativa da geragao de oxigénio
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singleto. Veremos na figura 1.9 que os picos do espectro de absorcao do ABDA diminuem com
o passar do tempo, uma vez que a degradacao do ABDA estd diretamente relacionada com a
quantidade de oxigénio singleto que é gerada pela fotoativacao do fotossensibilizador.

COOH COOH
3pS COOH COOH
/// CCO ——~ C5C
HoOC HOOC
"0 COOH COOH

Figura 1.8: Conversao da molécula de ABDA em seu endoperdxido através da oxidagao do
oxigénio singleto [35].
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Figura 1.9: Decaimentos dos picos de absor¢ao do ABDA.

1.4 Nanocarregadores

Como ja citado, o desenvolvimento de fotossensibilizadores da terceira geracao se baseia em
sistemas que fazem o carregamentos das drogas até um lugar pretendido. Os estudos da biome-
dicina e da nanomedicina vem sendo essenciais nas pesquisas destes compostos, uma vez que
as interagoes bioldgicas ocorrem nesta escala. Existem intimeros tipos de sistemas responsaveis
por fazerem estes carregamentos, como nanoparticulas inorganicas de ouro e silica, polimeros
biodegradaveis e naturais como a quitosana, alginato, derivados de proteinas e carboidratos,
além de estruturas micelares e vesiculas, cuja finalidade é melhorar a biodistribuicao do fotos-
sensibilizador, acumulagao seletiva, fotocitotoxicidade e a cinética da TFD [25]. Encapsulagao,
interacgoes hidrofébicas, adsorcao fisica e conjugacao covalente sao alguns métodos possiveis de
serem realizados para unificar fotossensibilizadores e carregadores.

De todas as nanoparticulas inorganicas utilizadas em nanomedicina, as constituidas de ouro
sao as mais utilizadas devido a sua entrega de fotossensibilizadores em tratamentos de cancer por
meio da adsorgao fisica [25] (que em alguns casos pode ocorrer eletrostaticamente). Além disso,
em alguns casos, essas nanoparticulas podem ainda gerar EROs sem um fotossensibilizador,
aumentando a eficiéncia da TFD e, ainda com algumas condic¢oes apropriadas, elas podem ser
utilizadas na terapia fototérmica (TFT), que consiste na producao de calor para eliminar as
células cancerigenas [25, 36]. Nanoparticulas derivadas de silica também sao utilizadas na TFD
por apresentarem uma boa biocompatibilidade e uma alta estabilidade coloidal nos produtos
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finais. Outra finalidade destes entregadores de silica é a possibilidade de poder incorporar
radionuclideos para ativar o fotossensibilizador, além de servir de revestimento para outras
nanoparticulas [25].

As nanoparticulas organicas, como as capsulas formadas a base de um polieletrdlito, sao
responsaveis pelo encapsulamento do fotossensibilizador seguindo a estratégia de camada por
camada, o qual possui algumas camadas alternadas de polieletrélitos com cargas opostas em
um ntcleo inorganico. Ja as micelas, ilustradas na figura 1.10, sdo nanoestruturas que pos-
suem moléculas anfifilicas, o qual possui um nucleo hidrofébico e uma coroa hidrofilica, além
de poderem possuir formatos unimicelares, esféricos, cilindricos e elipticos de tamanhos diversi-
ficados, entre 5 — 100 nm. Levando em consideragao que grande parte dos fotossensibilizadores
existentes no mercado sao hidrofébicos, as micelas sao fundamentais na aplicacao de nanocarre-
gadores. Uma desvantagem das micelas é ter grandes chances de ocorrer uma liberagao precoce
do fotossensibilizador em outros locais devido a sua facilidade de se ligar com os compostos [25].
Outro tipo de nanocarregador organico ¢ os lipossomas, que sao pequenas vesiculas constituidas
por uma bicamada lipidica que engloba um ntcleo interno aquoso, podendo carregar, simul-
taneamente, farmacos hidrofébicos e hidrofilicos. Eles sao destaque em biocompatibilidade e
biodegradabilidade, sendo um dos mais avancados nanocarregadores na atualidade. Além disso,
sabe-se que o pH do meio biolégico pode influenciar a liberacao das drogas no local alvo [37].

Figura 1.10: Ilustracao simplificada de uma micela englobando uma nanoparticula.

Neste trabalho, para fazermos algum tipo de comparagao entre uma solucao sem nanocar-
regador e uma solucao com nanocarregador, utilizou-se dois tipos de nanocarregadores: do tipo
Pluronicos® (EO),(PO),(EO),, mais especificamente no qual a = 100 e b = 70 e os lipossomas
obtidos a partir do fosfolipideo DPPC (1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina). Estas amostras
foram preparadas pela Prof. Dra. Camila Fabiano de Freitas do departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringd (UEM) e os detalhes das preparagoes destas serao trazidas
no proximo capitulo.

1.5 Graphene Quantum Dots - GQD’s

Nanoparticulas a base de carbono sao boas candidatas de utilizacao na TFD. Elas possuem
inumeras formas estruturais, como os nanotubos de carbono (carbon nanotubes - CNTs), na-
nopontos de carbono (carbon nanodots - C-dots), fulereno (Cg), 6xido de grafeno (graphene
ozide - GO) e os pontos quanticos de grafeno (graphene quantum dots - GQD’s). Recentemente,
descobriu-se que os GQD’s tém uma grande capacidade de gerar EROs quando irradiados com
uma luz de diferentes comprimentos de onda. Dessa forma, eles estao sendo considerados uma
ferramenta muito importante para serem utilizados na TFD. Os GQD’s sao nanoestruturas
semicondutoras de grafeno, alétropos do carbono com hibridizacdo sp? que apresentam um
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diametro menor que 10 nm. Sua estrutura é altamente compactada, andloga a favos de mel.
Eles apresentam fotoestabilidade, alta solubilidade em dgua, grande area de contato, biocompa-
tibilidade e estabilidade fisioldgica, caracteristicas cruciais que um fotossensibilizador utilizado
na TFD precisa ter, sendo inclusive melhores que alguns nanocompostos organicos [22, 38].
Além disso, os GQD’s sao aplicados em diversas areas ambientais, energéticas e biomédicas
por possuirem um grande efeito de fotoluminescéncia, o qual permite a sua utilizagao como
marcadores de bioimagem e biossensores. Além disso, herdam propriedades térmicas, elétricas
e mecanicas equivalentes ou superiores ao grafeno. Na area energética por exemplo, os GQD’s
podem ser utilizados em capacitores, pilhas e baterias de ion litio e também em células solares
por apresentarem uma ampla superficie de contato e uma alta condutividade. Na literatura,
também existem relatos que ja foram produzidos micro-supercapacitores utilizando os GQD’s
[39, 40]. Na area ambiental, os GQD’s sdo utilizados no tratamento de dgua, deteccdo de metais
pesados em dguas e também na sua dessalinizacao [40].

Figura 1.11: Imagem microscépica dos GQD’s disponivel em [41].

Por possuirem o efeito de fotoluminescéncia, os GQD’s tém capacidade de atuar como fontes
de energia para FS que absorvam o comprimento de onda emitido pelos GQD’s [38, 42, 43],
podendo potencializar a producao de oxigénio singleto. Desta forma, a unidao entre GQD e
FS ja conhecidos comercialmente pode ser aplicada para aumentar a velocidade de inativacao
fotodindmica de microrganismos e células [14, 22], e/ou ainda atuar com a terapia fototérmica,
uma vez em que estes sao excelentes condutores. Ademais, ha relatos na literatura que estas
nanoparticulas a base de carbono podem ainda atuar como nanocarregadores devido a sua
ampla superficie plana, auxiliando na entrega de drogas terapéuticas [14, 44, 45].

Alguns métodos de sintese de GQD envolvem matérias-primas de alto custo ou métodos
caros e de baixo rendimento, como é o caso da sintese quimica, ablacao a laser e a litografia
por feixe de elétrons, o que dificulta a producao em larga escala e o uso comercial. A sintese de
GQD utilizando fontes de carvao baratas reduz o custo de producao, permitindo que a industria
produza GQD em larga escala. A literatura nos mostra que algumas das propriedades fisicas dos
GQD’s, como a geracao de oxigénio singleto, absorcao, luminescéncia, toxicidade e o tamanho
das nanoparticulas sao dependentes do método de sintese ou a matéria-prima utilizada, o que
dificulta a comparagao dos estudos das aplicagoes do GQD [39, 46]. Por exemplo, para o
método de esfoliagao e desintegracao de flocos de grafite utilizado na referéncia [38], a absor¢ao
na regiao do visivel é praticamente nula, com uma alta absorcao préximo de 200 nm. Para
o método utilizando um laser pulsado [22], tem-se outro espectro de absor¢do, com um alto
pico de absor¢ao proximo de 200 nm e com uma absor¢ao na regiao do visivel levemente maior
do que o espectro da referéncia [38]. Ja para o método (este desconhecido) utilizado pela
fabricante Sigma Aldrich, teremos um espectro de absorcao totalmente diferente dos demais,
apresentando uma larga banda de absorcao na regiao 460 — 490 nm, como veremos no proximo
capitulo. Estas diferencas dificultam os avangos nos estudos sobre os GQD’s de modo geral, pois
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por mais que sejam denominados GQD’s por terem seu tamanho parecido, suas propriedades
se alteram consideravelmente [46].

Como vimos, existem varios métodos para se produzir os pontos quanticos de grafeno. A li-
teratura nos mostra que, basicamente, a sintese de GQD pode ser dividida de duas formas: “top-
down” e ‘bottom-up”. Na “top-down”, os GQD’s sao fragmentados a partir de folhas de grafeno
por métodos fisicos, quimicos ou eletroquimicos, enquanto na “bottom-up”, os GQD’s sao for-
mados a partir de materiais precursores, sendo formados e controlados por reacoes quimicas
[40]. Para os processos de “top-down”, temos o processo hidrotérmico, processo solvotérmico,
processo de litografia, técnicas de ultrassom, esfoliagao por técnica de “nanotomia”, esfoliacao
quimica e a esfoliacao assistida por microondas. J& para os processos de “bottom-up”, temos o
processo de pirdlise de precursores, sintese organica e decomposicao do fulereno.

Os estudos das aplicacoes de GQD em TFD mostram resultados promissores e ainda ha
muito para avancar. Uma das inumeras dificuldades que ainda precisam ser superadas seria
a produgao em massa, além de uma sintese que tenha um alto rendimento e com uma menor
quantidade possivel de impurezas [39]. Hui et al. [46], mostraram que o GQD obtido via
o fulereno reduz drasticamente a viabilidade da bactéria S. aureus, diferentemente do GQD
obtido via éxido de grafeno. Markovic et al. [47], mostraram que o GQD sob iluminacao de
luz azul é capaz de matar células de glioma humano (U251), além de conseguir ficil acesso
em células cancerigenas alvo quando sao fotoexcitados. Belekov et al. [22], mostraram que os
GQD’s associados com o azul de metileno destruiram colonias de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, além de mostrarem que os GQD’s nao foram toxicos para células humanas
cancerigenas e nao-cancerigenas. Nurunnabi et al. [44], mostraram que os GQD’s carboxilados
nao apresentaram nenhuma toxicidade e além disso, ficaram acumulados no figado, rim, baco e
tumor apds 24 h de injecao intravenosa em camundongos. Alguns desses resultados conflitantes
sao atribuidos as diferentes propriedade que o GQD pode apresentar dependendo do método
de sintese. Essas variacoes dificultam a reproducao e ampliacao de estudos feitos por diferentes
grupos de pesquisa.

1.6 Objetivos

A necessidade de se apresentar novas tecnologias para a terapia fotodinamica aumenta a cada
dia e ainda h& muito por vir. Entretanto, uma grande dificuldade apresentada atualmente ¢é
de que nem sempre os resultados in vitro e in vivo sao compativeis, o que a grande maioria
das vezes acaba atrasando o andar das pesquisas. Como vimos anteriormente, dependendo
do método de sintese dos GQD’s, suas propriedades também se alteram consideravelmente a
ponto de até nao obter um bom rendimento quantico na produgao de oxigénio singleto [18].
Dessa forma, utilizaremos o GQD disponivel comercialmente pela empresa Sigma Aldrich Inc.?
Sigma Aldrich: GQD (Sigma-Aldrich 900713 - aqua green luminescent Graphene Quantum
Dots), avaliando alguns aspectos de geragao de oxigénio singleto para determinar se o GQD
produzido por eles pode ser considerado um fotossensibilizador utilizado na TFD. As vantagens
da utilizagao de amostras comercialmente disponiveis sao a possibilidade de outros grupos
verificarem, melhorarem o estudo por funcionalizacao de GQD’s com FS em solugao micelar
e estender o estudo para aplicacao n vitro e in vivo. Para analisar esta geracao de oxigénio
singleto, faremos a fotoativagdo do GQD na presenga de ABDA, pela sua especificidade de
reacao com o oxigenio singleto. Para o estudo das cinéticas de fotodegradacao, utilizaremos um
espectrofotometro UV-VIS, analisando a taxa de fotodegradacao do ABDA utilizando diferentes
comprimentos de onda de excitagao.

A seguir, faremos uma descricao dos materiais e métodos utilizados. Na primeira parte do

Shttps://www.sigmaaldrich.com/BR,/pt
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trabalho, explorararemos o GQD em solugao tampao de PBS, verificando sua capacidade de
geracao de 'O, sob diferente comprimento de onda de excitacao, além de sua fluorescéncia,
fotoestabilidade e capacidade geracao de calor. Na segunda parte do trabalho, serd explorado
o acoplamento de GQD e o FS ERIDEC em micelas poliméricas e lipossomos. Os espectros
de absor¢ao mostram que as bandas de absor¢cao ERIDEC sao adicionadas ao espectro GQD
aumentando a banda de absor¢ao. Em adicao, a emissao do GQD é parcialmente absorvida
pela ERIDEC. Esta transferéncia de energia é favorecida pelo curto deslocamento de Stokes
entre o pico de absor¢ao da ERIDEC e o pico de emissao do GQD, apresentando uma grande
sobreposicao entre as duas bandas. A eficiéncia quimica de geracao de 'O, para este sistema
composto avaliada.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Preparacao das Amostras

2.1.1 Preparacao das Solucoes Estoque

A preparagao da solugao estoque de GQD em &dgua bidestilada (Mili-Q) foi obtida pesando
o GQD com uma balanca analitica (incerteza £+ 0,00001 g) e diluido para obtermos a solucao
de concentragao 0,125 mg/mL. Igualmente, foi preparada uma solucao estoque de GQD em
solugao salina tamponada com fosfato (do inglés “phosphate-buffered saline” ou PBS) com a
finalidade de manter o pH da solugdo constante, proximo de 7,4. Ambas as amostras foram
ultrassonificadas por vinte minutos. A solucao estoque de ABDA na concentracao de 2 nM foi
preparada pesando 1,64 mg de ABDA! e dissolvendo em 2 mL de dimetilsulféxido (DMSO,
Mallinckrodt). Em seguida, a amostra foi colocada em uma cuba de ultrassom de bancada por
dez minutos.

’ Composicao do PBS \ - ‘

NaCl 8¢
KCl 02g9
Nay POy 1,44 ¢
KH,PO, 0,24 g
Agua Mili-Q 1L

Tabela 2.1: Composicao do PBS utilizado na solucao estoque de GQD em PBS.

J& para a preparagao dos nanocarregadores realizados pela Prof. Dra. Camila Fabiano
de Freitas do Departamento de Quimica da UEM, foi preciso mais delhates e muito mais ri-
gor. A eritrosina decil-éster (ERIDEC) foi sintetizada se adaptando as metodologias descritas
na literatura [20, 48, 49]. A solucao estoque de ERIDEC (1,0.107® mol/L) foi preparada
em DMSO (Mallinckrodt), sendo padronizada periodicamente. O fosfolipidio 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) foi adquirido da Avant Polar Lipids. O Pluronic® F-127
(MM = 12.600 g/mol) e a biotina foram adquiridos da Sigma Aldrich. Para preparo das
micelas poliméricas, o surfactante foi primeiramente seco em dessecador sob vacuo. Os solven-
tes utilizados para a preparacao das solugoes e purificagao dos compostos foram de grau de
pureza P.A. e utilizados sem purificacao prévia. A agua utilizada foi bidestilada.

massa molar: 410,37 g/mol.
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2.1.2 Preparacao das Micelas Poliméricas e Incorporacao
dos Farmacos

As micelas copoliméricas de F-127 foram obtidas a partir da metodologia de dispersao sélida,
que consiste na solubilizagao do Pluronic® em um solvente com baixo ponto de ebuligao [50].
Utilizou-se 1% de surfactante em todas as formulagoes, o que corresponde a 7,94.10™* mol /L
de F-127. Primeiramente, o copolimero foi solubilizado em etanol. Em seguida, o solvente foi
evaporado em evaporador rotativo por 20 minutos, a 50 °C em balao de fundo redondo, obtendo-
se uma matriz sélida (filme fino). Apds esse processo, a fim eliminar possiveis residuos do
solvente, o sistema foi deixado em dessecador a pressao reduzida durante 24 h. Na sequéncia, foi
realizada a hidratacao da matriz sélida se aquecendo o sistema a 60 °C, sob agitacao (Banho do
tipo Dubnoff com agitacao MA-093, Marconi Ltda), até sua completa solubilizagao (2 k). Uma
parcela da amostra foi reservada para ser utilizada como o “branco” das amostras incorporadas
com ERIDEC e GQD em diferentes combinacoes. A incorporacao da ERIDEC foi realizada
a partir da adi¢do de diminutas aliquotas (5 pL/mL) da respectiva solu¢ao estoque para a
obtencao da concentracao final igual a 5.107% M. Com relacao ao GQD, utilizou-se uma
balanga analitica devidamente calibrada (incerteza 4+ 0,00001 g) para a pesagem do material
(0,125 mg/mL). Os sistemas obtidos sdo sumarizados na tabela 2.2 e o diametro hidrodinamico,
mensurado em DLS; é de aproximadamente 100 nm [51].

2.1.3 Preparacao dos Lipossomas Mistos e Incorporacao
dos Farmacos

Primeiramente, o copolimero F-127 foi covalentemente funcionalizado com biotina para a
obtengao do F-127 biotinilado (F-127B), seguindo procedimento sintético descrito na literatura
[52]. Para obtengao de lipossomas mistos de DPPC/F-127B também se utilizou a metodologia
de dispersao sélida [50]. Partindo dessa premissa, o DPPC (1,5.107 mol/L) foi solubilizado
em cloroférmio e o F-127B (7,5.107° mol/L) em metanol para a obtencio de uma mistura
final 4:1 (V/V). Posteriormente, o solvente foi removido em um evaporador rotativo a vicuo
por 20 min a 40 °C mantendo o baldao suspenso ao banho (evaporagao a seco), obtendo-se uma
matriz de filme fino sélido. Em seguida, a fim de garantir a eliminacao completa de residuos
do solvente, o sistema foi deixado em dessecador a pressao reduzida durante 24 h. Apds
esse periodo, o filme fino seco foi hidratado com tampao PBS (pH 7,4) mediante aquecimento
(40 - 45 °C) e sonicagdo em uma cuba de ultrassom de bancada (Cristéfoli Equipamentos de
Biosseguranga LTDA, com frequéncia de 42 kH z). O processo foi realizado por cerca de 15 min,
levando a formagcao das vesiculas lipossomais. Salientamos que nao foi necessario utilizar outros
métodos de uniformizagdo como extrusao, por exemplo. A incorporagao dos farmacos (ERIDEC
e GQD) foi realizada seguindo o mesmo protocolo definido anteriormente. Os sistemas obtidos
sao sumarizados na tabela 2.2.
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| AMOSTRA [ERIDEC | GQD |

F-127 “branco”
F-127/ERIDEC X
F-127/GQD X
F-127/ERIDEC/GQD X X
DPPC/F-127/ “branco”
DPPC/F-127/GQD X
DPPC/F-127/ERIDEC X
DPPC/F-127/ERIDEC/GQD X X

Tabela 2.2: Composi¢ao das formulagoes micelares de F-127, [ERIDEC| = 5.107% mol/L e
[GQD] = 0,125 mg/mL.

2.2 Fontes de Luz

As fontes de luz utilizadas para realizar as cinéticas de fotodegradacao das amostras eram
compostas por um suporte, que em seu interior era fixado um LED ligado a um controlador de
corrente e tensao. Esse conjunto era colocado a 3 ¢m de altura da superficie da amostra. No
suporte, também se colocou uma lente para focar o maximo de luz dentro da amostra.

Os comprimentos de onda dos LEDs que foram utilizados sao: azul (450 nm), ciano
(492 nm), verde (517 nm), ambar (596 nm), branco quente e um sistema customizado, o qual
continha o LED ciano e branco quente acoplados ao mesmo suporte, mas com controladores
de corrente e tensao independentes. Todos os sistemas de luz utilizadas neste trabalho foram
fornecidos pelo Departamento de Fisica da UEM e calibrados usando o espectrorradiometro
Gooch & Housego, Modelo OL 756, como mostra na figura 2.1.

Figura 2.1: Calibracao da irradiancia do LED branco quente utilizando o espectrorradiometro.

Levando em conta que os LED’s apresentam propriedades fisicas diferentes, como por exem-
plo eficiéncia luminosa e largura do espectro, para fazer uma comparacao das cinéticas de foto-
branqueamento é preciso que o nimero de fétons absorvidos por cada amostra sejam proximos.
O numero de fétons absorvidos nas cinéticas de fotobranqueamento é definida pela equacao
[53]:

1 t Af

Naps = P.(\)x(\, T)AdAdT, 2.1

s = o o [ BONO Adrar 2.1)
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no qual h é a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz, N4 é a constante de Avoga-
dro, t é o tempo de iluminagao, A; y é o comprimento de onda inicial e final respectivamente,
P.()\) é a poténcia espectral, ou seja, a irradiancia espectral integrada sobre a area iluminada,
P, = f I dA. O termo x(A,t) é chamado de atenuagao e é expresso matematicamente por:
x(\t) =1 — 10740 onde A(\,t) é a absorbancia dependente do tempo de iluminacio. A
figura 2.2 nos mostra os espectros de irradiancia de cada LED utilizado nas cinéticas.

... (a) Azul 450 nm T ’(;
0.3 4%, o Ciano492nm | 1 o3 S
, e, ooy Verde 517 nm =
'... * . Ambar 596 nm| T ©
024 1 e+ GQDemPBS | | o e
) ‘@
2
o1+ [\ Tl . T012
T Qo
.'"-n esen, <

0.0 , I hhinde -ﬁ-.u SenReeated )

0,05 (b) Branco Quente

Branco Quente + Ciano

0,04 1
0,03 1
002+
0,01 1 f
0,00 1
400 500 600

300

Espectro de Irradiancia (mW/cm?nm)

800
Comprimento de onda (nm)

Figura 2.2: As linhas continuas de (a) e (b) correspondem aos espectros de irradiancia dos
LED’s utilizados nas cinéticas. A linha pontilhada de (a) corresponde ao espectro de absorcao
do GQD em PBS com [GQD] = 0,125 mg/mL.

2.3 Espectrofotometro UV-VIS

Os espectros de absorcao das amostras e as suas cinéticas de fotodegradacao foram realizados
utilizando o espectrofotometro Varian Inc. Cary 50 UV-VIS, como mostra a figura 2.4. Este
equipamento se caracteriza por trabalhar com radiacao modulada, de forma que a luz externa
nao causa interferéncia nas andlises.

Seu funcionamento basicamente consiste em emitir um raio luz de uma fonte policromatica,
o qual sera colimado e depois atravessara uma grade de difracao para dissociar os espectros da
luz. Posteriormente, o feixe de luz ira passar por uma fenda, na qual ira ocorrer a selecao de um
dos comprimentos de onda que foram dissociados. Por fim, este feixe de luz monocromatico de
intensidade I ird atravessar a cubeta (que contém a amostra) e depois chegard no fotodetector
com uma intensidade /. O modelo matemético que este equipamento utiliza para calcular a
absorcao de luz pela cubeta é a Lei de Lambert-Beer, que estd demonstrada no apéndice A e
esquematizado na figura 2.3.
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Figura 2.3: Esquema simplificado de funcionamento de um espectrofotometro.

Figura 2.4: Espectrofotometro Varian Cary 50 UV-VIS.

Para realizar a medida de absorbancia de GQD em PBS, o controlador de temperatura do
espectrofotometro era, primeiramente, ligado e programado para permanecer em 25 °C. Apods
isto, a linha de base era feita com o PBS puro e depois 2 mL da solugao estoque de GQD em
PBS com concentracao 0,125 mg/mL eram adicionados na cubeta. A cubeta utilizada era de
quartzo, com 10 mm de espessura e duas faces polidas. Para as medidas de absorbancia das
demais amostras utilizadas neste trabalho, foram utilizados os mesmos procedimentos descritos,
com alteracoes somente na linha de base e da solucao estoque em questao.

Para realizar as cinéticas de fotodegradagao do GQD em PBS, 50 pL de ABDA da solugao
estoque foi adicionado a cubeta com 2 mlL da solugao de GQD em PBS na concentragao
0,125 mg/mL. Posteriormente, o suporte de fonte de luz foi colocado de maneira centralizada
acima da cubeta. Por fim, o computador foi programado no software do espectrofotometro
para realizar uma nova medida a cada minuto durante certo intervalo de tempo que a cinética
foi monitorada. Depois da primeira medida, o LED foi ligado com uma corrente elétrica pré
definida, como é possivel observar nas figuras 2.5 e 2.6. Os mesmos procedimentos foram
adotados para as demais amostras utilizadas neste trabalho.
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Figura 2.5: Conjunto utilizado para fotodegradar as amostras no interior do espectrofotometro.

Figura 2.6: Cubeta sendo irradiada com luz no interior do espectrofotometro.

2.4 Espectrofluorimetro

Uma outra técnica optica utilizada nos nossos estudos foi o espectrometro de fluorescéncia.
A fluoresceéncia é o processo de emissao de radiacao eletromagnética de uma substancia quando
ela é irradiada com uma luz de comprimento de onda expecifico, esquematizado na figura
2.8. Simplificadamente, as moléculas no estado fundamental antes de serem irradiadas sao
excitadas pela absorcao de fétons de comprimento de onda especifico. Entretanto, o tempo de
vida no estado excitado é muito curto? e logo as moléculas retornam para o estado fundamental
perdendo energia na forma de radiacao eletromagnética. Para medir os espectros de emissao de

2Podem ser da ordem dos micro/nano/pico segundos.
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fluorescéncia das amostras, foi utilizado o espectrometro de fluorescéncia Perkin Elmer, modelo
LS45, como mostra a figura 2.7.

|

Figura 2.7: Espectrometro de fluorescéncia Perkin Elmer, modelo LS45.
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Figura 2.8: Esquema simplificado de funcionamento de um espectrofluorimetro.

2.5 Espectroscopia de Lente Térmica

A espectroscopia de lente térmica utilizada neste trabalho consiste em um feixe duplo no
modo descasado usado para estimar o rendimento de calor gerado pelos GQD’s. Dois lasers
gaussianos TEMg continuos foram usados para gerar e monitorar o efeito de lente térmica (LT),
também conhecidos como laser de excitacao e de prova, respectivamente. Quando a luz laser
de excitacao ¢ absorvida, parte da energia é convertida em calor, consequentemente alterando
o indice de refragdo e culminando em um efeito de LT para o laser de prova. Como o calor
gerado ¢ dissipado seguindo a lei de difusao, o sinal de LT é dependente do tempo. A solucao

da equacao de difusao nos permite escrever expressao que descreve a variacao da intensidade
do sinal de LT como|[54]

| [y exp[(1+1iV)g —igp(g, t)]dg|?
| Jo exp[(14iV)gldg>
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sendo ¢(g,t) a diferenca de fase induzida na amostra e V' um parametro geométrico da mon-
tagem experimental. Em amostras em que ocorre a fotorreagao, a absorcao éptica da amostra
varia e, consequentemente, a producao de calor gerado e a mudanga de caminho 6ptico também
sao alterados. Entretanto, o tempo caracteristico do processo de fotorreacao nestas amostras,
quando excitadas em 532 mm, é muito maior que o tempo caracteristicos térmicos, de modo
que somente o processo térmico domina totalmente os transientes para a escala de tempo ob-
servado. No caso onde somente efeitos térmicos contribuem para o transiente, a mudanca de
fase induzida na amostra é dada por [54]:

—2mg
ch t 1 — ei—27/tc
=Pyt [ g 2.3

na qual t. = w3, /4D, m = wip/wi,, D ¢é a difusividade térmica, wq. ¢é o raio do laser de prova,
wip € o raio do laser de excitacao e P.,. a poténcia do laser de excitacao. A amplitude do sinal
de LT, e a fragao de calor gerada, esta diretamente relacionada com o 6y,

k\p dT’

no qual By é o coeficiente de absorcao 6ptico no comprimento de onda de excitagao, L o
comprimento da amostra, ¢ o rendimento de calor ou a quantidade de energia que é absorvida
e convertida em calor, k a condutividade térmica do material, Ap o comprimento de onda do
laser de prova e dn/dT a variagdo do indice de refracdo em funcao da temperatura. Mais
detalhes serao encontrados no apéncide C.

M1
LASER 532 nm .

[1  SHUTTER L2 L4

O, =

(2.4)

M2

L3

SENSOR

AMOSTRA

M4

OSCILOSCOPIO
M3

Figura 2.9: Montagem experimental da espectroscopia de lente térmica. L1, L2, L3 e L4 sao
lentes; M1, M2, M3, M4 e M5 sao espelhos. Os sensores sao fotodiodos.

SENSOR
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Na tabela a seguir, estao disponiveis os valores dos parametros geométricos obtidos experi-
mentalmente.

’ Parametro geométrico \ Modulo ‘

wop (pm) 69,2
woe (pm) 55,75
wip (pm) 319,05
m 32.75
v 145
Zy (cm) 8,7
Zs (cm) 426,5

Tabela 2.3: Parametros geométricos de LT.
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Capitulo 3

Nanoparticulas de Grafeno em PBS

Como comentado anteriormente, o método de sintese dos pontos quanticos de grafeno altera
significativamente o seu espectro de absor¢cao. Como nao se sabe qual é o método de sintese
utilizado pela empresa Sigma Aldrich, precisamos verificar primeiramente como é o espectro
de absor¢ao deste composto em agua pura e posteriormente em uma solucao tampao para
comparar com os espectros ja conhecidos na literatura. Nas figuras 3.1 e 3.2, vemos os espectros
de absor¢ao do GQD em funcao da concentracao, bem como os espectros de emissao quando
excitados com varios comprimentos de onda distintos. A partir dos espectros de absorcao,
definiu-se quais seriam os LED’s utilizados para realizar as cinéticas de fotodegradacao, podendo
assim, fazer uma comparacao do rendimento de geragao de oxigénio singleto. Desta forma,
podemos verificar qual LED seria o mais ideal para aplicar este GQD na terapia fotodinamica.
Uma observacao inicial é a larga banda de absorcao apresentanda na regiao de 460 — 490 nm, a
qual nao é vista na grande parte das amostras de GQD’s mencionadas na literatura. De alguma
forma isso mostra as particularidades que esta amostra apresenta, diferenciando-se da grande
parte dos GQD’s aplicados na TFD.

Primeiramente, para definir qual concentracao de GQD que seria mais viavel para realizar
os estudos, foram feitos alguns espectros de absorcao de GQD diluidos em agua Mili-Q, con-
forme veremos na figura 3.1. Observando a figura 3.1, podemos notar que a concentracao de
0,125 mg/mL seria a ideal em nossos estudos, por apresentar um pico de absorgao préximo de
0,5. Ap0s definirmos essa concentracao, a mesma foi utilizada na preparacao de amostras de
GQD em PBS e posteriormente com nanocarregadores de lipossomas e F-127 que veremos no
proximo capitulo. Essa concentragao foi utilizada nas cinéticas de fotoativacao do GQD nestes
compostos na presenca de ABDA, nas quais foi possivel fazer uma analise mais detalhada da
geracao de oxigénio singleto.

2,0

— 0,5 mg/mL ~ 5004 — hgxc= 350 nm
— 0,25 mg/mL © hexc= 410 nm
164 — 0,125 mg/mL 2 hexc= 430
- —0,0625 mg/mL o 400t exc™ 27nm
© ! ug — hexc™ 440 nm
5 —0,03125 mg/mL o
2 12+ K] haye= 450 nm
T £ 3001 exc
S w — hexc= 460 nm
C 087 3 200l —— hgxc= 490 nm
IS o —— hgxc=517nm
B S hexe= 532 nm
< 04+ 2 100t exc
n
LLJ e -
0,0 # # } 0+ — —— | =
300 400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 3.1: Espectros de absorcao do GQD  Figura 3.2: Espectros de emissao do GQD
em agua com diferentes concentracoes. em PBS em solugao de 0,125 mg/mL.
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Apos feita a andlise dos espectros de absorcao das amostras com diferentes concentracoes,
fez-se uma analise dos espectros de emissao excitando a amostra de GQD em PBS na concen-
tragao de 0,125 mg/mL com vérios comprimentos de onda, que sdo mostrados na figura 3.2.
Podemos observar que os picos de emissao do GQD em PBS estao entre 528 — 530 nm quando a
excitacao tem comprimento de onda menor que 490 nm. Ja quando a excitacao é em 517 nm, a
emissao tem o pico no comprimento de onda de 542 nm, e quando a excitacao é maior ou igual
a 532 nm, é visivel perceber que hé pouca (ou nenhuma) emissdo por fluorescéncia, como era
esperado. A maior eficiéncia de fluorescéncia ocorre quando a excitacao é em torno da banda
de absorcao do GQD, entre 460 — 490 nm.

Na figura 3.3 (a), vemos que os espectros de absorgao do ABDA e do GQD em PBS se
somam, mostrando que o ABDA néao interage com o GQD. Nas figuras 3.3 (b) e (c), sado
mostradas as cinéticas em diferentes condigoes, utilizando o LED branco quente como fonte de
excitagdo ou no escuro. Podemos ver nas figuras 3.3 (b) e (c¢) que o espectro do ABDA néao
sofre modificagdo no caso de ABDA puro na presenca de luz ou ABDA + GQD na auséncia
de luz, demonstrando que a geragao de oxigénio singleto é nula nessas condi¢oes. Os mesmos
resultados sao observados para todas as fontes de LED utilizadas nesta amostra. A figura 3.3
(d) mostra a cinética de fotoativagao de GQD na presenga de ABDA. A diminuigao da absorgao
6ptica na regiao em torno de 490 nm corresponde a fotodegradacao do GQD. O GQD nao é
completamente degradado e um perfil de absorcao de crescimento suave para a regiao do UV
¢ formado apds a degradacao das bandas em torno de 460 nm e 490 nm. Verificou-se que,
mesmo apoés essa degradacao parcial do GQD, a amostra continua fluorescendo, porém com
uma intensidade menor. A diminuicao da absorcao 6ptica na regiao em torno de 360 — 400 nm
estd relacionada a oxidacao do ABDA pelo oxigénio singleto, que converte o ABDA em seu
endoperoxido correspondente. A diminuicao dos picos de ABDA demonstra a producao efetiva
de 10, pela fotoativacao do GQD.

1,01 (a) GQD e ABDA (b) ABDA + LED branco quentet 1,0

08+ 108

0,61 ——GQD em PBS +0,6
~ o4l —— GQD em PBS + ABDA Toa _
@ I ©
3 02t Tempo 102 3
g 00 ' ' 00 .®
S 107 (c) GQD + ABDA SEM LED branco quents d) GQD + ABDA COM LED branco quentg 1.0 %

_Q <

S log €
g 2
< —0 6 2

Toa

Tempo Tempo _0 5

¢ { 0,0

400 500 600 700 800 4oo 5oo 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3: (a) Espectros de absor¢ao iniciais de GQD em PBS e GQD em PBS + ABDA; (b)
Cinética de absor¢do do ABDA + LED branco quente; (c¢) Cinética de absor¢gao do ABDA sem
o LED branco quente; (d) Cinética de absor¢ao do ABDA com o LED branco quente.

A seguir, mostraremos as cinéticas de fotoativagdo do GQD na presenga do ABDA para
diferentes fontes de ilumincao. As grandezas como a distancia do LED em relacao a amostra e
a concentracao de GQD foram fixadas de modo a minimizar as varidveis. Somente a corrente
elétrica dos LED foi ajustada para os diferentes comprimentos de ondas, de tal forma que
a irradiancia fosse proxima para cada LED utilizado nas cinéticas de fotodegradagao, como
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mostra a tabela 3.1.
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Figura 3.4: Cinéticas do espectro de absorcao do GQD em PBS com a presenca de ABDA para
diferentes fontes de iluminagao: (a) LED customizado, (b) LED branco quente, (¢) LED azul,
(d) LED ciano, (e) LED verde e (f) LED ambar.

A figura 3.4 mostra as cinéticas de degradacao do GQD em PBS na presenca de ABDA
com as diferentes fontes de iluminacao. Apenas observando a figura 3.4, é possivel notar
nitidamente que para o LED ambar nao houve producao de oxigénio singleto, diferentemente
do LED azul, que foi o LED que melhor se sobressaiu para a produgao de oxigénio singleto,
conseguindo degradar todo o ABDA até alcancar uma estabilidade no espectro de absorcao.
Como consequéncia, este produziu uma maior quantidade de oxigénio singleto. O LED ambar
estd quase fora das bandas de absorcao do GQD e apds a banda de emissao, o que resulta em
uma mudanca insignificante nas bandas ABDA, apesar da irradiancia usada ser alta o suficiente
para resultar em um nimero semelhante de fétons absorvidos em comparagao com as outras
fontes de LED.

A taxa de geracao de oxigénio singleto e a taxa de fotodegradacao do GQD pode ser analisada
de forma simples pela evolucao do espectro de absorcao em funcao do tempo nos comprimentos
de onda de 490 nm (pico do GQD) e 380 nm (pico do ABDA), como veremos na figuras 3.5 e
3.6. Estes mesmos gréaficos sao mostrados em escala mono-logaritmica nas figuras 3.7 e 3.8.
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Como observado, o decaimento da pico do GQD (490 nm) é bem descrito por um com-
portamento exponencial simples, sendo que a excitagao com o LED ciano (banda em 490 nm)
induz um processo de degradacao maior que os outros LEDs. O LED branco quente apresenta
o menor efeito de fotodegracao visto que maioria dos fétons absorvidos estao fora das bandas
460 nm e 490 nm. As taxas de degradacio (k“9P) obtidas pelo ajuste exponencial para todos
os LEDs sao apresentadas na Tabela 3.1. A taxa de degradacao do GQD também foi estimada
para cinética na auséncia do ABDA. Observamos um leve, mas nao significativo, aumento na
taxa de degradacao. Isso é esperado, pois varios processos contribuem para a degradacao dos
F'S, incluindo a interacao do 'Oy com FS no estado excitado. Porém, uma vez que o ABDA
consome uma pequena parcela de oxigénio singleto gerado pela fotoativacao do GQD, essa taxa
pode ser afetada pela quantidade de 'O, disponivel no meio.

Em rela¢ao ao decaimento do pico do ABDA (380 nm), observamos um comportamento
diferente. Inicialmente, a geracdao de 'O, é mais efetiva, porém a taxa comeca a diminuir com
o passar do tempo, indo para um decaimento exponencial simples (comportamento linear no
grafico em escala logaritmica) somente em tempo longo. O LED ciano apresenta uma taxa
de decaimento do ABDA inicial similar ao LED azul, porém visto que a degradagao do GQD
nesse comprimento de onda é maior, isso afeta de forma mais significa o nimero de fétons
absorvidos com o tempo de iluminacao e a geracao correspondente de 'O,. A excitacdo com
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o LED azul produziu uma degradagao maior na banda ABDA pelo tempo total de iluminacao
utilizado na cinética. Isso pode ser explicado pela menor fluorescéncia e degradacao das bandas
de GQD do que a fotoativacao do ciano. Pelo mesmo motivo, os LEDs verdes e customizado
também sao eficazes na geracao de 'O,. O LED branco quente apresenta a menor taxa de
geracao de oxigénio singleto e também a menor taxa de degradacao do GQD, o que implica
em um maior tempo de iluminacao para se obter a mesma quantidade de consumo de ABDA.
Apos a fotodegradacao da banda em torno de 460 — 490 nm, o espectro GQD é fotoestavel,
apresentando um perfil de absor¢ao de crescimento suave para a regiao do UV. Podemos obser-
var também que, apds as bandas do GQD serem totalmente degradadas, os picos ABDA ainda
estao diminuindo, mostrando a producao efetiva de oxigénio singleto mesmo apos este primeiro
estdgio, porém com uma taxa mais lenta. Na figura 3.9, mostramos o comportamento inicial
das curvas de decaimento do ABDA, cuja inclinagao representa de forma aproximada a taxa
de geragao de 'Oy, que vamos chamar de k{®P4. Os valores de k8P4 para todos os LEDs
sao mostrados na tabela 3.1. Essa taxa vai diminuindo conforme as bandas do GQD vao sendo
degradadas, atingindo uma estabilidade apds esse periodo e consequentemente, apresentando
um comportamento linear em tempos muito longos, como é observado na figura 3.8.
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Figura 3.9: Comportamento inicial da evolucao temporal da absorbancia do GQD em 380 nm.

Para determinarmos a taxa de geracao de 'O, apés a degradacao da banda do GQD, amos-
tras de GQD foram completamente degradadas por um periodo de seis horas. Apds feita a
degradacao do GQD, verificou-se como o GQD degradado responderia a uma nova cinética de
fotodegradagao na presenca de ABDA. Na figura 3.10, é mostrado a cinética para a iluminagao
utilizando o LED azul. No detalhe da figura, é mostrado a evolucao temporal do pico do ABDA
(380 nm) para a amostra antes e apds a degradagao. Como observado, temos uma diminuigao
na taxa de geracao de 'Os.
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Figura 3.10: Cinéticas de absorcao do GQD em PBS depois de degradado.

A figura 3.11 nos mostra evolu¢ao temporal do pico do ABDA para as cinéticas de fotoa-
tivacao para os diferentes LEDs nestas amostras degradadas. A inclinacao nos fornece a taxa
de geragao de 'O, para amostra degradada (k3PP4). Os valores de (k5'BP4) sdo mostrados na
Tabela 3.1. Note que o LED azul mostra uma efetividade maior do que os outros LEDs. Isso
pode ser explicado pelo fato de que apos a degradacao temos uma absorcao maior nesse compri-
mento de onda do que para os outros. A capacidade de geracao de 'O, para amostra totalmente
degradada nos mostra que o GQD tem um grande potencial de ser utilizado para geragao de
10, permanente, o qual tem potencial interesse na producao de superficies antimicrobianas.
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¢
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Figura 3.11: Comportamento da evolucao temporal da absorbancia do GQD em 380 nm para
a cinética em amostra degradada.

Em 2014, Arnaut et al. usaram a relacao entre a taxa de producao de oxigénio singleto e a
taxa de fotodegradacao para determinar as atividades fotodinamicas relativas de fotossensibili-
zadores contra varias células cancerosas [55]. No entanto, quando queremos comparar sistemas
de iluminacao diferentes, essa maneira de se obter a atividade fotodinamica nao é totalmente
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interessante, pois nao leva em conta o niimero de fétons efetivamente absorvidos. Uma maneira
alternativa de obter a eficiéncia quimica de geracao de oxigéncio singleto é dada pela razao da
taxa de producao de oxigénio singleto pelo nimero de fétons absorvidos!, equacao 2.1, ou seja,
[53]

Vi = k{*PPA /N ps

O resultado para cada LED é apresentado na tabela 3.1 para um tempo de 10 min de excitacao,
que corresponde aproximadamente a taxa de geracao de 'O, para amostra sem a degradacao da
banda do GQD. Observamos que, por essa metodologia, a excitacao em 450 nm apresenta um
eficiéncia superior em relagao aos demais LEDs. A menor eficiéncia quimica do LED branco
quente esta relacionada ao fato de a maior parte dos foétons absorvidos estarem em comprimentos
de onda maiores do que os da banda de emissao.

LED Trrad. NaBs NG, | k{BPA | pglBDA | }GQD - Yo
- mW/em? | 107% mol | 107 mol | 1072571 | 107°s7! | 107%s7! | mol~1s~! | mol=1s~!
BQ 5.5 3.3 3.0 10.7 1.3 1.1 32 4.2
Cust. 6.8 4.8 3.9 20.7 1.6 3.4 43 4.0
492 nm 4.8 6.0 3.5 35.9 1.3 5.6 60 3.8
450 nm 4.7 5.3 3.8 43.1 35.5 4.7 80 92.8
517 nm 6.4 5.9 3.0 33.8 1.1 4.0 57 3.7

Tabela 3.1: Irradiancia dos LEDs utilizados nas cinéticas de fotodegradacao, o numero de
fétons absorvidos Naps para t = 10 min, as taxas de geracao de de oxigénio singleto k8P4 e
as correspondentes eficiéncias quimica de geragao de oxigénio singleto ;.

Por fim, a técnica de lente térmica foi uma ferramenta déptica adicional para estimarmos
o calor gerado pelo GQD em PBS. Esta técnica é muito sensivel, capaz de analisar solucoes
com concentracoes da ordem de micromolares. No nosso caso, para a medida de lente térmica
do GQD em PBS, utilizou-se a concentragao de 2 pug/mL. Utilizando os modelos tedricos
para ajustar os resultados experimentais, é possivel encontrar alguns parametros essenciais da
lente térmica, como o tempo caracteristico, t., que é dependente da difusividade térmica (D)
do fluido em anadlise e o #;,, demonstrado na equacao 2.4, que é proporcional a quantidade
de energia que é convertida em calor. A partir do ajuste dos transientes, observamos que
DD ~ DPBS — (1, 5640,09).10~7 m?/s, visto que para concentracoes tao baixas é esperado
que a difusividade térmica da amostra nao varia de forma significativa. Para os valores de
0, para o PBS puro e para GQD em PBS, obtemos efiLQD = (1,42 £ 0,08) W= e 95585 =
(0,15 4 0,02) W~L. Entretanto, como a concentragio de GQD ¢é muito pequena, é possivel
assumir que as propriedades do GQD em PBS, como dn/dT e k, sdao muito préximas das
propriedades do PBS puro. Dessa forma,

GQD

ethQ N SGGQngGQD

9535 ~ 6PBS¢PBS
e

Considerando ¢B% = 1, os valores de HngD 055 e a razao dos coeficientes de absorgao
6ptica obtida dos espectros de absorcao, obtemos uma estimativa que aproximadamente 50%
da energia que é absorvida é convertida em calor. Entretanto, note que esta montagem ex-
perimental permitiu encontrar o calor gerado apenas para A.,. = 532 nm. Como verificado
anteriormente, a fluorescéncia varia com o comprimento de onda de excitacao, de forma que
a eficiéencia quantica de geracao de calor também devera depender da excitagao. Um estudo

LA rotina feita no software Wolfram Mathematica 7.0 para calcular o niimero de fotons absorvidos a partir
dos espectros das cinéticas é mostrada no apéndice B.

43



mais detalhado é necessario para obtermos ¢ para outros comprimentos de onda. Contudo, esse
resultado nos mostra o potencial do GQD para a aplicacao da TFD e da terapia tototérmica
(TFT) de forma conjunta.

1,00 @ (a) O P=200mW
ol O P=300mW
0,98 | O P =400 mW
O P =500 mW
0,96 |
0,94 |
S 092}
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Figura 3.12: Transientes de LT para (a) PBS puro e (b) GQD em PBS com concentragao de
2 png/mL. As linhas continuas sdo os respectivos ajustes utilizando modelo teérico.
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Capitulo 4

Nanoparticulas de Grafeno em
Nanocarregadores

Neste capitulo, investigaremos as propriedades dos GQD’s incorporados em nanocarrega-
dores, previamente descritos no capitulo 2, e associados com o fotossensibilizador ERIDEC.
Primeiramente, foram feitos os espectros de absor¢ao do GQD em nanocarregadores sem a
presenca do ABDA. Pode-se notar, por meio da figura 4.1, que com a mudanca de meio que
os GQD’s estao solubilizados, a sua absorbancia inicial apresenta um pequena variacao, espe-
cialmente na regiao em torno de 600 nm, na qual uma banda adicional é amplificada quando o
GQD esta solubilizado em F-127 ou lipossomas.

—— GQD em Lipossomas
— GQD em F-127

GQD em agua Mili-Q
——GQD em PBS

Espectro de Absorgéo (u.a.)

T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.1: Espectros de absorcao iniciais dos GQD’s em meios diferentes mas com a mesma
concentragao de 0,125 mg/mL.

Na anélise do GQD em PBS, explorou-se os efeitos dos diferentes comprimentos de onda de
excitacdo na geracao de 'O,. Neste capitulo, fixaremos a excitacao para o GQD em diferentes
meios. Utilizaremos apenas o LED customizado, cujo seu espectro de irradiancia é grande o
suficiente para atingir o maximo possivel das bandas de absorcao destas amostras.

Na figura 4.2, temos os espectros de absorcao da ERIDEC, GQD e GQD + ERIDEC
acoplados em nanocarregadores de lipossomas e F-127. E possivel observar que os espectros de
absorcao do GQD e da ERIDEC aproximadamente se somam no composto contendo ambos os
compostos.
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Figura 4.2: Espectros de absorcao de nanoparticulas de GQD e o FS ERIDEC em nanocarre-
gadores (a) Lipossomas e (b) F-127.

Na figura 4.3, temos os espectros de emissao da solucao de ERIDEC e GQD+ERIDEC
acoplados em nanocarregadores de lipossomas e F-127. Para verificarmos o efeito da ERIDEC
no espectro de emissao do GQD, a excitacao foi fixada em 462 nm, visto que a ERIDEC tem
uma absorcao aproximadamente nula nesta regiao. E possivel notar que, quando a ERIDEC
estd junto com o GQD, ocorre uma diminui¢ao da emissao do GQD, demonstrando que a
emissao de GQD é parcialmente absorvida pela ERIDEC, uma vez que a mudanca no espectro
de emissao para GQD + ERIDEC é como um espelho do espectro de absor¢ao ERIDEC. Esta
transferéncia de energia é favorecida pelo curto deslocamento de Stokes entre o pico de absorcao
de ERIDEC e o pico de emissao de GQD, apresentando uma grande sobreposicao entre as duas
bandas.
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Figura 4.3: Espectros de emissao de nanoparticulas de GQD e o FS ERIDEC em nanocarrega-
dores: (a) Lipossomas e (b) F-127. O comprimento de onda de excitagao foi de 462 nm.
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As figuras 4.4 e 4.5 mostram as cinéticas dos espectros de absorcao dos nanocarregadores
F-127 e lipossomas em presenca do ABDA, respectivamente. Analogamente ao que foi realizado
para o GQD em PBS, o espectrofotometro era programado para realizar uma nova medida a
cada um minuto, em um tempo total de seis horas. O decaimento dos picos do ABDA mostram
que os nanocarregadores nao impedem a geracao oxigénio singleto, que neste caso pode ter
contribuicao tanto das nanoparticulas quanto do F'S acoplado. Uma anélise visual das cinéticas
das figuras 4.4 e 4.5 mostram que a adicao da ERIDEC acelera o decaimento das bandas de
absorcao do ABDA, mostrando o incremento na geracao de 1O, quando comparada com o GQD
puro.

08T (a) F-127 + GQD + ABDA

l " l " |
(b) F-127 + ERIDEC + ABDA

Absorbancia (u.a.)

Tempo

t t } t } t } t
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.4: Cinéticas do espectro de absorcao em nanocarregadores F-127 utilizando o LED
customizado para a fotoexcitacgao.

(a) Lipossoma + GQD + ABDA

(b) Lipossoma + ERIDEC + ABDA

2

T ' T T T +
(c) Lipossoma + GQD + ERIDEC + ABDA
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Figura 4.5: Cinéticas do espectro de absor¢ao em nanocarregadores lipossomas utilizando o
LED customizado para a fotoexcitacao.
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De forma analoga ao método utilizado no capitulo anterior, para a possivel comparacao das
taxas de geracgao de oxigénio singleto, analisaremos o decaimento do pico do ABDA em 380 nm.
Inicialmente, fez-se uma analise da fotodegradacao apenas do respectivo nanocarregador puro
(branco) na presenga do ABDA. Na fotodegradagao da solugao de lipossomas pura, observou-se
que houve um certo ruido na medidas em comprimentos de onda menores que 400 nm. Uma
possivel explicacao para este efeito seria o aumento do espalhamento da luz pelos nanocar-
regadores, visto que isso ocorre somente quando o LED ¢ acionado. Em adicao, os picos do
ABDA apresentaram um leve decaimento. J& para as medidas com o F-127 puro, estas nao
apresentaram ruidos significativos nas cinéticas e o pico do ABDA ficou estavel.

A figura 4.6 mostra a comparacao do decaimento do pico do ABDA nos diferentes meios para
as cinéticas feitas utilizando o LED customizado. Em ambos os nanocarregadores é possivel
notar, a partir da andlise visual, que a taxa de geracao de oxigénio singleto dos GQD’s é
menor comparado ao da ERIDEC. Além disso, ao acoplar a ERIDEC e o GQD no mesmo
nanocarregador, ao invés de diminuir o tempo de fotodegradacao do pico do ABDA como
era esperado, uma vez que agora teriamos duas fontes de geracao de oxigénio singleto, ocorre
um leve aumento no tempo em relacao a fotodegradagao da ERIDEC pura para o caso dos
lipossomas e basicamente nenhuma variacao para o caso do F-127. Como as taxas de geracao
de 'O, sao distintas nos dois compostos, quando acoplados, o nimero de fétons atingindo a
amostra acaba sendo em parte compartilhado, de forma que no composto GQD + ERIDEC,
o numero efetivo de fétons que cada composto absorve acaba sendo menor do que na solucao
com apenas GQD ou ERIDEC. Outro efeito adicional que pode contribuir é o fato que um
composto pode atuar como supressor de estado excitado (“quencher”) do segundo composto,
diminuindo a transferéncia de energia para o oxigénio molecular da solucao.
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Figura 4.6: Comparagao do decaimento do pico do ABDA em diferentes meios em fungao do
tempo obtidos das cinéticas com o LED customizado.

A figura 4.7 mostra o mesmo grafico da figura 4.6, porém em escala mono-logaritmica.
Observamos que neste caso o comportamemento ¢ bem proximo a uma exponencial simples.
Esse comportamento pode ser entendido pelo fato da fotodegradacao dos GQD, e principalmente
da ERIDEC ser pequeno, de forma que nao afeta de modo substancial a taxa de geragao de
10,. Especialmente no caso do F-127, a ERIDEC praticamente nao apresenta degradacao ao
longo do periodo que foi monitorado. Isso pode estar relacionado com a posi¢ao em que o
FS fica quando incorporado nas micelas, o que pode diminuir os processos de fotodegradacao,
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especialmente a interacao FS-F'S no estado excitado.

1 100 T @ GQD em F-127
. ® ERIDEC em F-127
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Figura 4.7: Comparagao do decaimento do pico do ABDA em diferentes meios em fungao do
tempo obtidos das cinéticas com o LED customizado em grafico mono-log.

A tabela 4.1 mostra explicitamente os valores da taxa de geracao de O, obtidos pelo ajuste
exponencial. Neste caso nao fizemos o calculo do nimero de fétons absorvidos, pois o principal
objetivo era observamos a viabilidade do acoplamento dos GQD com outro FS.

| Amostra | kABPA (1071 s71) |
GQD em F-127 1,7
ERIDEC em F-127 12,9
GQD + ERIDEC em F-127 11,7
GQD em Lipossoma 4,6
ERIDEC em Lipossoma 12,1
GQD + ERIDEC em Lipossoma 9,6

Tabela 4.1: Taxas de geracio de de oxigénio singleto, k4BP4

de uma exponencial simples até t = 100 min.

, obtidos através do ajuste tedrico

Os resultados acima mostraram que a adicao do GQD+ERIDEC em nanocarregadores nao
levam a uma adividade na producao de 'O,. Por outro lado, a adicao ocorre nos espectros
de absorcao, o que pode favorecer a utilizacao de diferentes comprimentos de onda em uma
possivel aplicagao in vivo. Esta possibilidade permite um controle de profundidade da acao da
TFD devido as propriedades de absorcao do tecido biolégico. A diferenca de geracao de 1O,
em diferentes comprimentos de onda poderia ser compensado pelo tempo de exposicao, levando
a uma dosimetria equivalente. Aliado a isto, a acao da TFD em situacgoes reais depende da
localizacao do FS nas moléculas. Desta forma, o GQD e a ERIDEC podem ser entregues
pelos nanocarregadores e se localizarem em regioes diferentes das moléculas, de forma que
a efetividade do sistema precisa ser avaliada em estudos in wvitro e in vivo na presenca dos
respectivos meios biologicos de interesse. Resultados preliminares da adicao da ERIDEC e do
Azul de Metileno nestas mesmas nanoplataformas mostraram que, apesar de em solugao nao
termos a aditividade, quando aplicados em um estudo @n vitro os compostos contendo os dois
FS foram mais efetivo na destruicao das células estudada do que quando somente um FS estava
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presente, ou quando somente um dos FS era ativado pelo comprimento de onda especifico.
Isso poderia ser interessante para o tratamento de cancer de pele ou de cérebro. Neste tltimo
caso, a aplicagao da TFD ¢é feita em conjunto com a cirurgia usual. Como o volume retirado
do tumor tem que ser minimizado para evitar efeitos colaterais, muitas vezes acabam ficando
células malignas nas bordas da regiao apds a resseccao cirurgica, o que leva a uma reincidéncia
do tumor. Nesta situacao, se o FS utilizado for seletivos as células malignas, a TFD poderia
atuar na eliminacao destas células apds a retirada do tumor, controlando a profundidade pelo
comprimento de onda utilizado. Um estudo in vitro com células de gliobastoma ja esta sendo
planejado com o objetivo de ver a toxicidade e especificidade destes FS para as células sadias
e as células cancerigenas.
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Conclusao

Neste trabalho, realizou-se um estudo com nanoparticulas de grafeno - GQD disponivel co-
mercialmente para uma possivel aplicacao na terapia fotodinamica - TFD e na terapia fo-
totérmica - TFT. A intensao inicial em usar uma amostra disponivel comercialmente seria a
possibilidade de ampliacao de estudos in vitro e in vivo por diferentes grupos de pesquisa, visto
os GQD’s podem apresentar propriedades distintas dependendo do seu material precursor e
também do seu método de sintese.

A aplicacao de técnicas Opticas nos permitiu a andlise das propriedades destas amostras
de GQD em solucao simples ou acoplada com outro FS em nanocarregadores. Este estudo
é o primeiro passo para a definicdo de um protocolo no estudo in vitro e in vivo. A primeira
observagao € que essas amostras de GQD apresentam um banda de absor¢ao nao usual na regiao
460 — 490 nm, a qual nao é fotoestavel. Apds a degradagao desta banda, o espectro de absorgao
recupera a forma usual observada na literatura para nanoparticulas de grafeno, apresentando
um crescimento suave na absorcao na direcao da regiao UV. Apesar da geracao de 'O, diminuir
com a fotodegradacao do GQD, observamos uma producao efetiva de oxigénio singleto mesmo
apds esta primeira etapa, porém com um ritmo mais lento. O fato do GQD continuar gerando
oxigénio singleto de forma permanente, em uma larga faixa de comprimentos de onda, permite
a visualizacao de uma aplicacao deste composto incorporado em filmes finos na producao de
superficies antimicrobianas iluminadas por luz natural ou artificial.

A técnica de LT mostrou que o GQD é capaz de converter 50% da energia recebida em
calor quando excitado em 532 nm, mostrando seu grande potencial na terapia fototérmica
- TFT. Adicionalemente, a alta fluorescéncia proxima do comprimento de onda de 530 nm
mostra que as nanoparticulas de GQD tém a possibilidade de serem utilizadas para bioimagens
e biossensores fluorescentes, demonstrando o potencial terandstico deste composto.

O acoplamento de nanoparticulas de GQD com outros FS em nanocarregadores mostrou
que combinacao de fotossensibilizadores podem levar a um efeito de competicao pelos fétons
absorvidos pelos compostos, em adicao a um possivel efeito “quencher”, o que nao leva um
efeito aditivo direto na taxa de producao de oxigénio singleto. No entanto, a combinagao pode
aumentar as faixa de absorcao efetiva na geracao de 'O,, permitindo assim um controle de
profundidade mais efetivo para uma possivel aplicagao in vivo.

Este trabalho tinha inicialmente a intencao de estender o estudo para a fase adicional, a qual
seria a investigagao do potencial antimicrobiano do GQD na inativacao de fungos e bactérias.
Porém, devido a pandemia da COVID-19, o processo de producao deste composto pela empresa
Sigma-Aldrich Inc. foi afetado, e a entrega de novas amostras de GQD foi adiada. No entanto,
como perspectivas futuras temos a intencao de efetivar os estudos in wvitro, além de explorar
de forma mais efetiva o acoplamento do GQD com outros tipos de fotossensibilizadores. Um
outro ponto de interesse seria a incorporagao de GQD em filmes finos para recobrimento de
superficies. Esse tipo de superficie antimicrobiana tem alto interesse no controle de formacao de
biofilmes em ambientes hospitalares, nos quais a infeccao por microrganismos multiresistentes
tem levando a um crescimento na letalidade dos casos.
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Apeéendice A

Lei de Lambert-Beer

Uma parcela do feixe de luz com intensidade inicial I serda absorvida pela amostra. Essa
fragao de luz absorvida depende de alguns fatores, como: espessura da cubeta (1), a absorvidade
molar da substancia (€) e da concentragao da substancia (¢). Como a absorvidade molar é uma
constante, a relacao entre a quantidade de luz absorvida pela amostra e as grandezas citadas
acima pode ser encontrada por dois caminhos distintos:

e 12 caso: - quando o decréscimo infinitesimal da luz transmitida dI é devido ao aumento
infinitesimal da espessura (dl) da cubeta e a concentragao (C') da amostra se mantém
constante;

e 22 caso: - quando o decréscimo infinitesimal da luz transmitida dI é devido ao aumento
infinitesimal da concentragao (dC) da amostra e a espessura (I) da cubeta se mantém
constante;

Veremos que no fim, ambos terao o mesmo resultado. Para o 1° caso temos,
dl = —-1eCdl

Assim integrando em ambos os lados,

II l
d—:—/eCdl
IOI 0

I
lnTO = —Cl
ou
I=le* ! (A1)
J4 para o 2° caso temos,
dl = -1 el dC
Assim integrando em ambos os lados,
I c
dl
—_—/ e 1dC (A.2)
n 1 0
1
lnTO =eCl
ou
[=1Ipe <! (A.3)
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Para uma propagacao de distancia arbibraria z ao longo da amostra, teremos
I(2) = Ipe "2, (A.4)

na qual definimos o coeficiente de absorcao 6ptica f =€ C. A equacao (A.4) é conhecida como
Lei de Lambert-Beer.
Definindo a absorbancia como sendo
1

A= 1091070,

e utilizando a relacao dada pela equacao A.4, teremos

[0 eCl
A =logT = a0y
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Apeéendice B

Calculo do Numero de Fotons
Absorvidos do GQD em PBS

Nesta secao de apéndice, sera mostrada a rotina desenvolvida no software Mathematica 7.0
para calcular o nimero de fétons absorvidos pela amostra de GQD em PBS para o LED 450
nm e de maneira andloga, serd utilizada também para todos os LEDs utilizados nas demais
cinéticas de fotodegradacao.

B.1 LED 450 nm

Nimero de Fotons Absorvidos_Cinética 450 nm 100 mA_GQD in PBS

LED = Import["L‘ :\\Users\\angel\\OneDrive\\Area de Trabalho\\FISICA UEM\\MESTRADO IiSIL‘A\\EXPERIPENTAL\\45011:r._3crr._1DDrrA.dat"] H

cin = Import[" C:\\Users\\angel\\OneDrive\\Area de Trabalho\\FISICA UEM\\MESTRADO FISICA\\EXPERIMENTAL\\GID in PBS Blue 450nm 100mA.dat "] §
wavelength = Transpose[LED] [[1]]:

irr = Transpose[LED] [[2]] :

spec[i ] := Transpose[{Transpose[cin] [[1]], Transpose[cin] [[i+1]]}]|

Show[ListPlot[spec[1]], ListPlot[spec[359], PlotStyle + Red]]

L PR L PR
400 500 600 T00 200

Figura B.1: Rotina do software Mathematica para o calculo de nimero de fétons absorvidos
pelo GQD em PBS para o LED de 450 nm até um tempo ¢t = 150 min.
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Show [ListPlot[spec([150]], ListPlot[spec[330], PlotStyle » Red]]

40D 500 &0 T 200

» Calculo do produto P, = Po[1].y[1].1 (Aqui vamos considerar que a area da cubeta e 1 cm’e
a iluminagdo € uniforme, de modo que P.[1] = [Spectrallrr[A].d A

absi[i ] := Transpose[cin] [[1+1]]:

-absi[i] [[31]

attemnmancei[i ] := 'I'a.ble[l -10 ;» {3. 1, L&ngth[absi[i]]}];

Figura B.2: Rotina do software Mathematica para o calculo de nimero de fétons absorvidos
pelo GQD em PBS para o LED de 450 nm até um tempo t = 150 min.

ListPlot[{attenuancei[1]}]

Temos que produto B, [A] xes[A, T] A para cada espectro
Pabsi[i ] := wavelengthwattenuancei[i] wirr;

SpecPabs[i ] := Transpose[{wavelength, Pabsi[i]}]

Figura B.3: Rotina do software Mathematica para o calculo de nimero de fétons absorvidos
pelo GQD em PBS para o LED de 450 nm até um tempo t = 150 mun.
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Show [ListPlot [SpecPabs[1]], ListPlot [SpecPabs[359], PlotStyle -+ Red, Joined — True] , PlotRange - All]

005

003
002

[RON

400 500 S0 T BOD

Construindo a matriz com a poténcias absorvidas para cada especiro
matrixPAbsorved = Table[Pabsi[i], {i, 1, Length[Transpose[cin]] -1}]:

cinPAbsorved = Transpose[Join[ {wavelength}, matrixPAbsorved]]:

Agoravamos integrar sobre todo o espectro. Como o espacamento entre os comprimentos de onda Al=1,
a area do espectro absonvido € aproximadamente a soma das poténcias absorvidas para cada comprimento de onda.

IntegratePAbs = Table[Sum [k, {k, Pabsi[i]}], {i, 1, 359}]

Figura B.4: Rotina do software Mathematica para o calculo de nimero de fétons absorvidos
pelo GQD em PBS para o LED de 450 nm até um tempo ¢t = 150 min.

ListPlot[IntegratePAbs, PlotRange - All]
100 !
005 %
L= \
DE5

0.80

50 100 150 200 150 300 350

Para calcular o nimero de fitons absonidos vamos usar a equacio

1 e

A,
"B, [] xes[2, =] AdAdz
hel, <0 <y

Haps =

entretanto, vamos considerar o termo Pags para cada espectro da cinética e a integral do tempo faremos multiplicando cada elemento da

matriz acima por ;?:_ (discretizando a integral no tempo) e somar o resultado, sMabs = 8.35158 = 60 107° IntegratePAbs e somar a lista

Parat=150min

N, = Sum[x, {k, 8.35158 (60 10°°) Take[IntegratePibs, 151]}]

0.0000592701

Figura B.5: Rotina do software Mathematica para o calculo de nimero de fétons absorvidos
pelo GQD em PBS para o LED de 450 nm até um tempo t = 150 min.
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Apendice C

Espectroscopia de Lente Térmica

C.1 Contexto Historico

O efeito da Lente Térmica (LT) foi observado e descrito em 1964 por Gordon et al [56]
ao colocar uma cubeta que continha uma amostra liquida dentro de uma cavidade do laser
de He-Ne. Com isso, observou-se a variagao da intensidade do centro do feixe da ordem de
milisegundos quando uma amostra era colocada no caminho do feixe emitido pelo laser. Assim,
chegaram a conclusao de que, quando um feixe atravessa um material que possui uma absorcao
Optica finita, este gera calor na amostra, aumentando a sua temperatura. Consequentemente,
isto acaba influenciando no indice de refragao do material afetando o caminho éptico do feixe.

Gordon et al [56] propuseram um modelo tedrico para este efeito, usando aproximagoes
quadraticas, em que a variacao de temperatura induzida foi calculada fazendo a expansao em
série de poténcias de integrais do tipo exponenciais, com termos até segunda ordem da expansao
em relagao a coordenada radial r do feixe laser. Este modelo descreve bem o comportamento
de lente térmica, porém a variacao de temperatura e o indice de refracao nao sao parabdlicos.
Posteriormente, Sheldon et al [57] propuseram um novo modelo tedrico, levando em conta a
variacao de fase do feixe e nao adotaram o modelo parabédlico. Com isso, a teoria da difragao foi
usada para obter a mudanca na intensidade do feixe laser na aproximacao de campo distante.
Os modelos expostos anteriormente foram obtidos para casos que utilizam apenas um laser.
Posteriormente, foram desenvolvidos modelos utilizando dois feixes de comprimento de onda
diferentes, um para excitagao da amostra e o outro para prova. J. Shen et al [54], desenvolveram
um modelo de feixes descasados, no qual os dois feixes possuem diametros diferentes. A figura
a seguir mostra a ideia do arranjo experimental para o feixe de prova na técnica de LT de modo
descasado. O feixe de excitagao é colinear (quase colinear) e de didmetro menor, induzindo os
efeitos que serao monitorados pelo feixe de prova.

CUBETA

LEMNTE H SENSOR

LASERDE — — S
PROVA i S — .

I

Figura C.1: Arranjo experimental simplificado para a configuracao do feixe de prova na técnica
de LT de feixes descasados.

o7



Observe que a amostra é posicionada em 21, 21 + 25 ¢ a distancia do foco do laser de prova
até o fotodetector; enquanto que L é a espessura da cubeta, wip é 0 raio do feixe de prova
na amostra, wop é o raio da cintura do feixe de prova. Sobre esta configuragao experimental
representada na figura, é necessario fazer algumas observagoes:

e a amostra deve ser homogénea e obedecer a lei de Lambert-Beer!;

e a espessura da amostra deve obedecer a condi¢ao de que as secoes transversais dos feixes
sejam considerados constantes ao passarem pelo interior da amostra;

e as dimensoes da amostra sao grandes comparados com o wy,, evitando os efeitos de borda;

C.2 Propagacao do Feixe de Prova
A intensidade do feixe de prova [54, 56, 57, 58, 59, 60, 61] é dado, de modo que

I(t) = |Ups ()P, (C.1)

sendo Ups(t) o campo elétrico no plano de saida, o qual em coordenadas cilindricas é descrito
pela relacao

1+cos(20¢ )
Ups(t / / Upg(r,t)~—%¢ e Tlrdrd@ (C.2)
\22 —

em que Upg(r,t) é a amplitude no plano de entrada. Para simplificar a expressao anterior, sao
feitas algumas aproximagoes como:

e 7o >

e Para angulos pequenos, temos <H+S(2a)> ~ 1

o |z — 1|~z
e Expandindo o termo em exponencial, 2T |zp — 7| & 27(25 4 r?)%5 & 27 (2, + 222)

A dltima expressao é chamada de grau de aproximacao de Fresnel. Assim, com estas apro-
ximagoes, podemos reescrever (C.2) da seguite forma:

27
Ups(t A/ / Upg(r, t)e AZ2 rdrdd, (C.3)

sendo A uma constante. Além disso, considerando que Upg é composto por ondas esféricas de
raio de curvatura R, a amplitude complexa do campo elétrico no plano de entrada de um feixe
de modo TEMyq [59, 60, 62] é dado por

\/E —r? X 2
Upp(r,t) = LT (G) (5 (mat ). (C.4)

wp

Pp é a poténcia incidente, Rip é o raio de curvatura em z; e A\p é o comprimento de onda do
feixe de prova.

lrelacdo matemética entre a absorbancia de uma solucio e a sua concentracdo, quando atravessada por um
feixe de luz monocromatico colimado.
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Apos a interacao com a amostra, o feixe sente o efeito de Lente Térmica, adquirindo uma

fase extra em sua amplitude que pode ser expressa por:

Upg (7321,75)236< (*P31P+¢( 0)- wiz),

sendo
2Pp

B— —Te<>\;}i(2ﬂz1)> '
wp

Desta forma, a amplitude complexa do centro do feixe de prova é dada por:

p

Upg(?”, z1 + 29, t)

e< <APR“’+¢( )) >7’d7’d9

Integrando em 6, obtemos

1 27z o0 i TFT‘2 _ r2 7“{7«2
UP.S‘(T, 21 + 22, t) = 2mi 6_<17P2> / Be( Z(APR“D +¢(T’t)) “’%P)e( Ap22
0

)\ng

Agora, fazendo a mudanca de variaveis

2 2
g=— —dg=—5
1P 1P
e substituindo (C.9) em (C.8), temos
2
L “ip r _ 2
UPS<r7 zl + 22, C/ >\ + #2 >g+¢( 7t)> g) (Apzz
sendo )
- Bmwlp (12;;2)
)\PZQ ’
2
9 9 zl
= 1 Z
Wip = Wop ( + (Zcp) ) ;
12+ Zep?
Rip— z1°+ Zcp
z1
¢ 2
W,
7 — 0P
Cp )\P Y
na qual Z,, é a distancia confocal do feixe de prova. De (C.10), tem-se
Ups(z1 + 22, 1) C/ —i( 22 (1 (4 >2))9+¢(9’t)) dg.

Adotando um parametro V de forma

227rZ2 2 )\lﬂ?" ﬂ- <T
P2 e\ p
)\PZQ

(C.5)

(C.8)

(C.9)

(C.10)

(C.11)

(C.12)

(C.13)

(C.14)

(C.15)

(C.16)



e fazendo a substitui¢ao em (C.15), obtemos
Ups(z1 + 22,t) = C/ e~ (IHVige=ida:t) g, (C.17)
0

Para a obtencao da fase induzida pelo feixe laser, precisamos descrever o perfil de tem-
peratura induzido na amostra. A variacao da temperatura na amostra levarda a uma varigao
do indice de refracao e consequentemente a uma variacao do caminho éptico do feixe. A se-
guir, descreveremos como é a variacao da temperatura e a fase induzida em amostras sem/com
fotorreacao, respectivamente.

C.3 Modelo tedrico sem fotorreacao

C.3.1 Perfil de Temperatura

A propagacao do calor gerado pela absorcao do feixe laser de excitacao incidido em uma
amostra é descrita pela equagao de difusao de calor [63],

% — DV?T(r,2,t) = Q(r, 2), (C.18)

sendo
727"2

Q(r, z) = QuQ(2)e b , (C.19)
onde D a difusividade térmica dada por D = cﬁp, k a condutividade térmica, ¢ o calor especifico

e p é a densidade. Além disso, Qy = 25;—;@&), sendo P,,. a poténcia do laser de excitagao, ¢ é a
Oe

quantidade energia absorvida que é convertida em calor e [y é o coeficiente de absorcao 6ptico
no comprimento de onda do feixe de excitagao.

Para resolver a equacao (C.18), serd utilizado o método das transformadas integrais, que
consiste em resolver a equagao (C.18) em um outro espago diferente do espago das coordenadas
(r,z,t), resultando em uma solugdo mais simples. Depois, serd aplicada as transformadas
inversas para voltar ao espago (r, z,t). Em nosso caso, usaremos algumas aproximagoes validas
no ponto de vista experimental, como o caso em que o tamanho da amostra é muito grande
em comparacao com o raio do laser de excitagdo. Também nao consideraremos trocas de calor
entre a amostra e o meio externo, bem como a temperatura inicial da amostra é unifome.
Matematicamente, expressamos respectivamente os casos da forma:

T(c0,2,t) =0, (C.20)
or(r,0,t)
T(r,z,0)=0. (C.22)

Além disso, para simplificar as expressoes matematicas e facilitar suas solucgoes, ao invés de
serem usadas as coordenadas cartesianas, serao usadas coordenadas cilindricas. Assim, o lapla-
ciano que aparece na equagao (C.18) é dado por:

10T (r,z,t) [ OT(r, z,t) N 1 0°T(r, z,t) N 0?T(r, z,t)
f— /r' —
r  or or r2  0¢? 022
Levando em consideragdo que o nosso sistema tem uma simetria azimutal (em ¢), a equacao
(C.23) sera reescrita da forma:
10T (r,z,t) [ OT(r,z,t) 0T (r, 2, 1)
- r + .
or 0z

V2T =

(C.23)

V2T =

.24
T or (C24)
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Note que sera usada as transformadas integrais que sao adequadas as condigoes de contorno e
a simetria do sistema. Para o tempo, usaremos a transformada de Laplace. Para a condicao de
contorno z = 0, usaremos a transformada de Fourier Cosseno. Por fim, para a simetria radial,
usaremos a transformada de Hankel.

Primeiramente vamos lembrar que a transformada de Laplace é definida por:

f6) = LU} = [ foe i (C.25)
0
Aplicando a transformada de Laplace na equagao (C.18),

r {M — DVT(r, 2, t)} — L{Q(r )}

ot
e portanto,
sT(r,z,5) — DV?T(r,z,s) = Q. 2) (C.26)
s
Agora vamos lembrar que a transformada de Hankel de ordem n é definida por:
F(@) = Hul 500} = [ F0)Tufaryrar (©27)
0

onde J,, é a fungao de Bessel de ordem n. Aplicando a transformada de Hankel de ordem zero
na equagao (C.26),

Ho{sT(r,z,5) — DV*T(r,z,8)} = H, {Q(Z ?) } , (C.28)
portanto,
sT(a, z,8) + DT (a, 2, 5) = M (C.29)
com )
Qla) = e i,

4
Por fim, vamos lembrar da transformada de Fourier em cossenos, que é definida por:

FO) = FAf()) = % / " f(2)eos(Mz)dz (C30)

Aplicando a transformada de Fourier em cossenos na equagao (C.29),

F{sT(a, z,8) + Da*T (v, z,5)} = F. {M} , (C.31)
portanto,
sT(a, )\, 8) + Da*T(a, A, s) + DN*T(a, A, s) = M (C.32)
Reorganizando os termos e isolando T'(«, A, s) teremos,
T(a, ), 5) = — 2O (C.33)

s(s + D(a? + \?))

Veja que a equagao (C.33) estd no espaco Hankel-Fourier-Laplace. Para encontrarmos a solugao
do perfil de temperatura no espago das coordenadas (r, z,t), basta aplicar agora as transfor-
madas inversas de cada coordenada. Aplicando a transformada inversa de Laplace na equacao
(C.33), temos

QoQ()Q(N) <1 - e—Dt<a2+A2>>
D(a? + X% ~

T(a, A\ t) = (C.34)
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Observe que o termo
<1 _ e—Dt(a2+>\2)>

D(a? + \?) (C.35)
pode ser reescrito da forma
<1 _ e—Dt(oz2+)\2)> ‘
o —D(a?24+2\2)r
Dla? 1) _/0 e Pt (C.36)
Assim,
¢
T(c, A t) = / QoQ(a)Q(N)e P+ Mgz (C.37)
0
Agora, aplicando a transformada inversa de Hankel com
2
Qla) = geems™d,
4
temos,
t > oug 1,.2,,2 D(a2+)\2
T(Tﬂ\;t):/ / QoQ(N) 466_50“ “oe e~ POTHAIT 10 (ar)adadT (C.38)
0o Jo
ou seja,
7D)\2T7 2r2
t U.)2 46 8D7+w%€
T(r A\ t) = A) = d C.39
) = [ Qe R s (€39
introduzindo uma nova variavel t, = 2’% na equacao acima e simplificando-a, teremos?
t )\ 7w(2)e)\27' 6%7{7;8: C
T(r,A\t) = dte — | d 40
(T, ) ) /0 QOQ( )6 1—|—2T/tc T ( )

Por fim, para finalizarmos a resolucao do problema, basta aplicar a transformada inversa de
Fourier em cossenos na equacao considerando que a atenuagao obedecera a Lei de Lambert-Beer
dada por?:

Q(z) = e P* (CA41)

ou seja, a transformada de Fourier em cossenos para o termo de fonte é
2 B
\) = Fle P2 = \/j ) C.42
AN = FA T =2 (C12)

Assim, a equagao (C.40) serd

t \/5 B 7w(2) >\2T e%%
T(r,\t) = S ek — | d C.43
(r A1) /0 Qo 7rﬁ2—|—)\26 1+ 27/t. T ( )

Para conseguir inverter a transformada de Fourier em cossenos é necessario utilizar o teorema
da convolucao, dado por:

FHQNG} = £() () = o= [Tl =0 +al+alde (Cad

2t. é chamado de tempo caracteristico de formacio de lente térmica.
3Este modelo teérico também é conhecido como BLM, abreviacdo de “Beer Lambert Model”.
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em que g+ é a extensao par de g(z), f(z) = F. H{Q(\)} e g(z) = F.{G(\)}. Neste caso, as
fungoes Q(A) e G(\) que utilizaremos sao,

o =255 (.45)

—w(2)8/\2‘r

G(\) = e i (C.46)

cuja as transfomadas inversas de Fourier em cossenos de Q(\) e G(\) sao respectivamente

FHQWY = (C.47)

_ tCz2

2
e "Woe+/2t,
\/TWS,

Dessa forma o teorema da convolugao (C.44) fica da forma

FHGN)} = (C.48)

_te(z—0)? _te(zte)?
te(z-0)?

e \/2t. e T¥Ge \/2t,

1 < s |e
f(Z)*g(Z) = E/O eﬁ m

8 2
L ()

f(2)xg(z) =

X

Brws, — 22t ) Brwi, + 2zt
E —_— PE —_— C.49
% < ch ( 2&)06\/th te ch 2(4.)06\/th ( )

Onde Erfc é a funcao erro complementar?. Substituindo o resultado da equacao (C.49) na
equagao (C.43), teremos

‘ 8 2 727'2/(4(2)6
Tw oy e

R
i c -
2 /o 1+ 27/t.

Brwd, — 22t ) Brwd, + 2zt
x| B —_— ) ——=——— | |dr. (C.50
(orse(Fgra) +eomrre (PR 22 ar (30

o qual (C.50) é a solucao da equagao (C.18), que fica dependendo de uma integral numérica.

O modelo BLM é um modelo completo para a investigacao da variagao de temperatura em
uma amostra causada por um feixe laser gaussiano no modo TEMg,. Agora, vamos considerar
duas aproximacoes de casos limites: quando o coeficiente de absorcao éptico tende a ser nulo e
quando o coeficiente de absor¢ao éptico tende ao infinito.

TBLM(T, Z, t) =

e Modelo de Baixa Absorcao - LAM

O modelo LAM, abreviacao de “Low Absorption Model”, é uma aproximagcao utilizada
quando 8 — 0. Assim, a equagao (C.40) tera Q(z) = 1. Aplicando a transformada de Fourier
em cossenos da forma

Q) = F{1} = V2r6(N) (C.51)

iBrfe(z) =1— Erf(z)
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onde 0(A) é a funcao delta de Dirac. Assim, a equagao (C.40) sera

—27"2 w2
T(r \t) = tQ V2rs(\ —gere [ e TR i d C.52
t Ate .
(7”, ; ) /0 0 ™ ( )6 1 27—/tc T ( )

Dessa forma, aplicando a transformada inversa de Fourier em cossenos na equacao (C.52)

teremos a solugao
—2'r2/w(2)e
e 1+27/tc

t
T t) = —d C.53
e Modelo de Alta Absorgao - HAM

O modelo HAM, abreviagao de “High Absorption Model”, é uma aproximacao utilizada

[

quando 8 — oo. Assim, a equagao (C.40) terd Q(z) = %5(z) Aplicando a transformada de
Fourier em cossenos da forma

21

3 (C.54)

Q) = fc{%5(2)} -

Assim, a equagao (C.40) serd

)\ t / Q \/7 7(,02 227 67124?27{;;‘36 d (C 55)
T(r, fe :
0 1+27/t, ’

Dessa forma, aplicando a transformada inversa de Fourier em cossenos na equacao (C.55)

teremos a solucao
—2r2 /w
2 ftcz Trer/te
T(r,z,t) QO/ ¢ dr (C.56)
Twd, T T 1427/t

C.3.2 Diferenca de fase

A diferenca de fase induzida (®(r, 2, t)) no feixe de prova é devido ao gradiente de temperatura
causado pelo feixe de excitacao. Matematicamente a fase induzida pode ser escrita de forma
aproximada por [56, 58, 59, 64]:

2w _dn
) t)= —L—[T t)—T(0,z,t C.57
(r28) = S LG T, 2,8) = T(0,2,1) (.57
onde j—;ﬁ é a variacao do indice de refracao da amostra em funcao da temperatura e L é o

comprimento da amostra. Utilizando a solucao da temperatura do modelo BLM dada pela

equacio (C.50), lembrando que Qo = 2 5‘550 introduzindo duas novas varidveis m = (wi,/woe)*
Oe

e g = (r/wi,)?, substituindo-as na equag:ao (C.57) e a simplificando, teremos

2 —2mg
b [ 4o(oess) gie (12 o
CI)BLM(gvt) = Peacc_ € ¢ e 4 A /. X

2. J, 1+ 27/t,

Brwd, — 2zt ) Brwi, + 2zt
w ((Erfeo (2% — 22 By o e T 22N ) 0 (058
(rse (Pt ) eomrre (P ) ) an (039

com

¢BLdn
kX, dT°

ch == (C59)
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Da mesma forma, utilizando a solucao da temperatura do modelo LAM dada pela equacao
(C.53), a diferenca de fase para este modelo sera,

2m
Oy, t] — eTH2r/te
) =Py [ = g C.60

com 6y, dado pela equagao (C.59). Por fim, utilizando a solu¢do da temperatura do modelo
HAM dada pela equagao (C.56), a diferenga de fase para este modelo sera,

—2mg

O, 24/1. 7 R
o t)=Ppe——— | —=€ e | ——— | dT, C.61
w0, = Feee o o T e | (G.61)

com 6y, também dado pela equagao (C.59).

C.4 Modelo tedérico com fotorreacao

C.4.1 Perfil de Temperatura

Quando ocorre um processo de fotorreacao de uma amostra é preciso levar em consideragao o
gradiente de concentracao induzido pelo feixe de excitacao, além do grandiente de temperatura.
Assumindo, por exemplo, que ocorra uma reagao de primeira ordem [65, 66], ou seja,

Cr + hv — Cp. (C.62)

onde Cg é a concentracao dos reagentes , hv é a energia do féton incidente na amostra e Cp é a
concentracao dos produtos, a concentragao local do reagente é dada pela a equacgao de difusao
de massa,

2Po =22

OCk(r,1) ¢ b C(r1), (C.63)

ot

onde o D,, é o coeficiente de difusdao de massa e o € a secao de choque. A equacgao anterior ainda
nao possui uma solucao analitica conhecida. Em geral, a difusao de massa é muito mais lenta
em relacao a difusao térmica. Assumindo uma aproximacao que foi elaborada por Pedreira et al,
onde utilizamos uma média espacial para a concentracao dos reagentes, Cg(t) = < Cg(r,t) >,
conseguimos obter uma equacao simplificada para a taxa da concentracao:

— DmVQCR(r, t) = —

2
Twghv

dCr(t)
dt

= —krCr(t). (C.64)

Integrando em ambos os lados em relagao a t, temos que Cg(t) é dado por:
Cr(t) = Coe~Frt, (C.65)

Observe que esta solugdo é bem mais simples do que se espera para resolver a equagao (C.63),
que ¢é obtida com métodos nimericos. O coeficiente de absor¢ao éptica, no caso em que ocorre
foto-modificagao na regiao iluminada, é definido como

B(r,t) = egCr(r,t) + epCp(r,t) (C.66)
ou ainda c
Bt = | (1- 9582+ . (67
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na qual Sy = B(0) é o coeficiente de absorgao éptica do reagente, € = ep/eg é a razao entre a
absorvidade molar do produto e do reagente. Substituindo (C.65) em (C.67), obtemos

Bt)=Bo[(1—e)e ™" +¢]. (C.68)

Analogamente a equagao (C.18) utilizada para o modelo sem fotorreagao, utilizaremos a equagao
de difusao de temperatura da forma

oT(r,t)

o~ DVIT(r.t) = Q(r.1), (C.69)
Q(r,1) = Qoe - B(r, 1)1 (1), (C.70)
f(H) = (1— Ot - x)). (c.71)

Note que a atenuacao do feixe na direcao Z foi negligenciado, considerando que as amostras
fotossensiveis utilizadas no experimento apresentam baixa absor¢ao éptica. O termo f(t) =
1 — O(t — x), sendo O(t — x) a funcio de Heaviside®, representa o laser ligado/desligado
durante um intervalo de tempo x.

Utilizando o problema novamente em coordenadas cilindricas, aplicando os mesmos métodos
de transformadas integrais utilizadas para o modelo teérico sem fotorreacao e depois utilizando
as respectivas transformadas inversas, chegaremos na solucao da equacgao de difusao de tempe-
ratura,

27”2/0.136 27‘2/wge

t ) te (1)
T(r,t) = Qobo | (1 — e)e_th/ R (—:/ ot ar . (C.72)
0 0

2T 2T
(E + 1) (E + 1)

Veja que se nao ocorrer fotorreacao, ou seja, em que k7 seja nulo, a expressao é simplificada

da forma [3]

_ 27‘2/u3€
e (#+1)

T(r,t) = Qobo /Ot mdr (C.73)

C.4.2 Diferenca de Fase

Utilizando a expressao da diferenga de fase vista na equagao (C.57)e da expressao da tempe-
ratura (C.72), temos que

2T2/W(%e 27‘2/0.)36

o7 d t e (E0) te (#0)
O(r,t) = _WLd_;QOBO (1- e)e_tkT/ S R e/ a— (C.74)
0 0

Ap (3—7 + 1) (i—T + 1)

substituindo-os em (C.74) e fazendo algumas simplificagoes,

Sabendo que @y = 2Peact ) _ k

perwg,’ c_p7
temos que a diferenca de fase é da forma

2mg 2mg

0 t _(%—ZH) 0 ¢ _(%H)

B(g,1) = Prpo (1 — e)ethr / b€ g O / ¢
Le 0 (2—T + 1) te Jo <2_T>
te tetl

Sonde y é o tempo em que o laser de excitacdo ficou ligado. Assim, para t < , o feixe de excitacdo esta na
amostra e a funcao de Heaviside é nula. Para t > x, o feixe de excitagao é bloqueado pelo shutter e nao interage
com a amostra, consequentemente, a funcao de Heaviside é igual a 1 e o termo de fonte é removido da equacao.

dr (C.75)
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com
Apk dT

A expressao anterior nos permite ter uma descricao aproximada da evolucao do sinal de
lente térmica para casos em que temos fotorreacao de primeira ordem em amostras de baixa
absor¢ao dptica. Note que a equagao (C.75) se torna andloga a equagao (C.60) quando temos
o limite de k7 — 0. Uma andlise mais precisa, resolvendo a equagao diferencial que descreve
Cgr(r,t), por enquanto, somente é possivel de ser feita por uma andlise numérica.

th —

(C.76)
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