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Resumo

O objetivo desta dissertacdo consiste no desenvolvimento de um sistema fotoativo de
microcapsulas de polieletrolitos com propriedades 6ticas e estruturais melhoradas, que possibilitam a
sua aplicagdo em sistemas de entrega de compostos ativos, bioimagem e/ou terapia fotodindmica em
tecidos tumorais. Construiram-se sistemas hibridos constituidos por um fotossensibilizador, a porfirina
TMPyP (5,10,15,20-tetraquis(4-N-metil-piridinio)) e por nanobastonetes de ouro cujo objetivo é

promover o aumento de fluorescéncia do fotossensibilizador através de efeitos plasménicos.

A caracterizacdo das propriedades 6ticas, fotodinadmicas e estruturais dos sistemas hibridos foi
avaliada por espetroscopia de absorcdo UV-Vis e microscopia eletrénica de varrimento (SEM). O
principal alvo de estudo destes sistemas prendeu-se com a intensificacdo de fluorescéncia originada
pela modificagdo na posicao relativa das particulas de ouro e da porfirina. A adsorgdo das camadas de
polieletrélitos foi seguida por medi¢do do potencial zeta. Através da técnica de FLIM, registaram-se

fendmenos de intensificacéo de fluorescéncia com valores entre 104 e 105.

Avaliou-se também a producdo de oxigénio singuleto por parte da TMPyP, através da
degradacédo do 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF). Num dos ensaios a porfirina encontrava-se situada
no ndcleo das microcapsulas e noutros fez-se a adsor¢do da porfirina depois de se revestir o ndcleo
com uma bicamada de polieletrélitos, tendo-se chegado a concluséo de que a quantidade de oxigénio

singuleto formada é maior neste Ultimo.

Realizaram-se ensaios de citotoxicidade utilizando células HelLa, em que num deles as
amostras foram irradiadas. Utilizou-se a resazurina como indicador da viabilidade das células, podendo-

se inferir que a morte celular € mais efetiva na placa irradiada.

Palavras-Chave: Microcapsulas, Porfirina, Polieletrélitos, Nanobastonetes de Ouro, Oxigénio

Singuleto, Citotoxicidade.
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Abstract

The aim of this work is the development of a photoactive polyelectrolyte microcapsule system
with improved optical and structural properties that enables its application in drug delivery systems,
bioimaging and photodynamic therapy of tumor tissues. The hybrid systems were constituted by a
porphyrin photosensitizer, TMPyP (5,10,15,20-tetrakis(4-N-methylpyridinium) porphyrin and gold

nanorods that promotes fluorescence increase of the photosensitizer through plasmonic effects.

The characterization of the optical, photodynamic and structural properties of the systems was
followed by UV-Vis absorption spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM). The main target
in the study of these systems is related with fluorescence intensification caused by modifications in
relative position of gold nanorods and porphyrin. The adsorption of oppositely charged polyelectrolytes
was followed by zeta potential measurements. Using FLIM technique, the values of the fluorescence
intensification events were about 104 and 10°.

The production of singlet oxygen was studied by UV-Vis spectroscopy based on 1,3-
diphenylisobenzofuran (DPBF) degradation. Singlet oxygen formation was the result of the irradiation
of the systems containing porphyrin in the core or in the shell. and we can say that the amount of singlet
oxygen formed is greater in the latter.

Two cytotoxicity assays were carried out using HelLa cells. In one of the assays, the plate
containing the compounds studied before was irradiated. Resazurin was used as an indicator of cell
viability, and it can be inferred that cell death is more effective in the irradiated plate.

Keywords: Microcapsules, Porphyrin, Polyelectrolytes, Gold Nanorods, Singlet Oxygen, Cytotoxicity.
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1. Introducéao

Segundo um estudo feito pela Organizacdo Mundial de Saude, em 2019 o cancro foi uma das
principais causas de morte a nivel mundial, situando-se numa posi¢éo dianteira relativamente a outras
doengas, como € o caso dos acidentes vasculares cerebrais e doengas coronarias. No ano de 2020
registou-se o aparecimento de cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancro, dos quais resultaram
a morte de 10 milhdes de pessoas. De entre o valor total de casos, os tipos de cancro mais vezes
registados foram o cancro da mama feminino (11,7%), do pulméo (11,4%), colorretal (10,0%), da
préstata (7,3%) e do estbmago (5,6%) [1].

Segundo a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancro (IARC, do inglés International
Agency for Research on Cancer), prevé-se que o nimero de casos de cancro no ano de 2040 seja de
28,4 milhdes, o que corresponde a um aumento de quase 50% face a 2020. Contudo, a andlise destas
previsbes deve ser feita de um modo cauteloso uma vez que este estudo se baseou em informacdes
recolhidas em anos anteriores e, por isso, hdo teve em conta o impacto resultante da pandemia de
COVID-19. Embora o impacto do virus SARS-CoV-2 varie consoante a zona do globo e com os
mecanismos de saude acionados por cada pais no tratamento da pandemia, é esperada uma descida
no nimero de casos de cancro diagnosticados de forma precoce pois grande parte dos meios de salude
destinam-se atualmente ao combate da pandemia. Neste sentido, esta falha na detecdo de novos casos
faz aumentar o diagnéstico de casos de cancro tardios, 0 que em Ultima instancia faz aumentar a

mortalidade [1].

O diagnéstico e consequente tratamento do cancro torna-se algo dificil de detetar, na medida
em que existem muitas semelhancas entre as células tumorais e as células saudaveis. As técnicas
mais utilizadas atualmente, das quais se destacam o0s raio-X, tomografia computorizada (TC),
mamografia, ressonancia magnética (MRI) e ultrassons apresentam uma baixa sensibilidade na
diferenciagdo entre células benignas e células tumorais malignas. A detecdo atempada do cancro
aumenta a probabilidade de sucesso no tratamento do mesmo, bem como previne o aparecimento de
metéstases, que consiste na disseminacéo de células cancerigenas através da corrente sanguinea e
sistema linfatico até outra zona do corpo ou 6rgaos, dando-se origem ao aparecimento de um tumor

secundario [2].

No que diz respeito ao tratamento do cancro, os métodos aos quais se recorre com maior
frequéncia nos dias de hoje sdo bastante agressivos para o ser humano pois apresentam varios efeitos
secundarios e uma série de consequéncias nocivas. De entre esses métodos, destacam-se: cirurgia —
envolve a remocao do tecido tumoral que se encontra em estado inicial numa determinada zona do
corpo do paciente e, como tal, ndo é aplicavel no tratamento de metastases [3]; quimioterapia — consiste
na administracdo intravenosa de medicamentos que provocam ndo sO a destruicdo das células
cancerigenas, mas também outras células saudéveis adjacentes. Embora os efeitos secundarios

sentidos por cada paciente variem consoante o tipo de cancro e a dose de farmaco administrada, ha a



salientar a perda de cabelo, fadiga, nduseas e vémitos [4]; radioterapia — recorre a radiacao ionizante

(raios — X ou raios gama) que impede o crescimento e proliferacdo das células cancerigenas [5].

1.2 - Terapia Fotodinamica e Bio-imagem

Os efeitos nocivos dos métodos tradicionais de tratamento do cancro advertem para a grande
urgéncia que existe no desenvolvimento e melhoramento de procedimentos que previnam o aumento
de mortalidade da mesma. Assim sendo, a terapia fotodinAmica emerge como um dos possiveis
métodos de tratamento e detecdo do cancro, mas também de outro tipo de doencas cardiovasculares
e dermatoldgicas. A terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy — PDT) é um tipo de tratamento
médico em que reacdes fotoquimicas desencadeadas por um fotossensibilizador (Photosensitizers —
PS) excitado por uma fonte de luz adequada tem como consequéncia a inducéo de atividade citotdxica
em células cancerigenas [6].

A introducgéo dos fotossensibilizadores no paciente € feita por injecdo intravenosa e 0 sucesso
na chegada destes compostos aos tecidos danificados depende de uma série de fatores,
nomeadamente: distribuicdo de cargas, hidrofilicidade, lipofilicidade e estrutura tridimensional. Um
fotossensibilizador movimenta-se de forma fluida ao longo da corrente sanguinea auxiliado por
proteinas (hidrofilicidade) sendo que, quanto maior for a sua lipofilicidade, maior a probabilidade destes
compostos se acumularem e atingirem as células cancerigenas [6][7]. Depois do PS atingir os tecidos
danificados, este é irradiado com a ajuda de um laser ou de uma fonte luz incandescente que emite
radiacdo num determinado comprimento de onda 6timo. Este comprimento de onda 6timo € funcéo do
tipo de PS que se esta a utilizar e do tipo e profundidade de tumor a tratar sendo que, comprimentos
de onda na regido do vermelho e infravermelho penetram de forma mais eficaz os tecidos do que
comprimentos de onda em torno do azul [8].

A absorc¢éo de luz por parte do fotossensibilizador faz com que esta molécula passe do estado
fundamental (*Po) para um estado excitado singleto (*P1) de energia superior. Por se tratar de um estado
instavel, o fotossensibilizador pode decair diretamente para o estado fundamental, dissipando essa
energia sob a forma de calor ou por emissédo de fluorescéncia. Neste caso, se a emisséo for expressiva,
entdo o fotossensibilizador pode desempenhar o papel de fluoréforo na detecé@o das células tumorais
(bio-imagem). Em alternativa ao decaimento direto para o estado fundamental pode ocorrer um
cruzamento intersistemas em que a molécula passa de um estado singleto excitado para um estado
tripleto (3P1) excitado, cujo tempo de vida é superior [7][9][10]. A partir deste estado tripleto excitado
(®P1) a molécula pode decair para o estado fundamental por emissdo de fosforescéncia, ou através da
reacdo com outras moléculas presentes no meio, segundo dois tipos diferentes de mecanismos. No
caso das reac¢bes do tipo I, que ocorrem mais frequentemente em condicBes de hipdxia, verifica-se
uma troca de protdes e eletrGes entre o 3P1 e outras moléculas organicas existentes, dando-se origem
a espécies extremamente reativas como o perdxido de hidrogénio, radicais e compostos idnicos
instaveis. Relativamente as reacdes do tipo Il, na presenca de grandes quantidades de oxigénio, o 3P1
reage diretamente com a molécula de oxigénio (302) que transita para um estado de oxigénio singuleto

(*O2) extremamente reativo e com grande citotoxicidade [7][10].
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Figura 1 — Diagrama de Perrin-Jablonski simplificado com representacéo dos varios estados eletronicos
envolvidos na relaxacéo de um fotossensibilizador apés absorcao de radiagéo [10].

Os produtos resultantes destes dois tipos de mecanismos diferentes designam-se por espécies
reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species — ROS) e desempenham um papel fulcral na eliminagéo
das células tumorais. Estes tipos de compostos sdo também produzidos pelo corpo humano em casos
de faléncia bioldgica, podendo ser induzidos através de praticas de vida pouco saudaveis como é o
caso do tabagismo e alcoolismo aliados a um estilo de vida sedentario. Embora o organismo tenha
mecanismos de combate contra este tipo de compostos, o aumento de concentracdo destas espécies

pode conduzir a situagdes de stress oxidativo que originam modificagdes ao nivel do DNA [11].
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Figura 2 — Reacgdes Fotoquimicas e consequente produgdo de Espécies Reativas de Oxigénio [10].

Numa perspetiva bioldgica, salienta-se o facto dos fotossensibilizadores apresentarem
diferentes afinidades entre os varios organitos celulares existentes, interferindo preferencialmente no

funcionamento da membrana plasmatica, mitocdndrias, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmético. A
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producédo de oxigénio singuleto cujo tempo de vida é extremamente curto e o raio de atuagcdo menor
do que o tamanho de grande parte dos organitos celulares, aliada a irradiacéo localizada nos tecidos
tumorais, confere uma grande especificidade a esta técnica que varia consoante a dose de PDT
utilizada e a localizagdo do PS no interior da célula. Assim sendo, a conjugacdo destes fatores
mencionados anteriormente faz desencadear uma série de processos diferentes que tém como

resultado a morte celular [7][8].

Em situacbes onde se verifica a destruicdo de alguns organitos celulares, com especial
destaque para as mitocondrias, a célula aciona um mecanismo de apoptose, isto €, a prépria célula
destroi-se a si mesmo abdicando da sua integridade. Se os danos na célula forem de uma gravidade
extrema e, como tal, impecam a ativacdo do mecanismo de apoptose, os tecidos acabam por morrer e
perder todas as suas propriedades — necrose. Por Ultimo, em situacdes em que a carga de PDT néo é
tdo elevada, verifica-se a existéncia de mecanismos de autofagia em que os lisossomas degradam os
outros componentes celulares que foram danificados. A PDT é ainda responsével pela danificacdo dos
vasos sanguineos que envolvem o tumor, o que faz com que a circulagdo sanguinea seja deficitaria e,
consequentemente, o crescimento do tumor fica comprometido devido & escassez de nutrientes e

oxigeénio [7].

A eficicia da PDT foi sendo testada e aprovada ao longo do tempo, tendo sempre apresentado
resultados positivos mesmo quando conjugada com outros tratamentos, como a quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Ainda assim, devido a sua natureza localizada, esta técnica ndo é eficaz no
tratamento de metastases, muitos pacientes sentem dores durante o tratamento e sédo impedidos de
estar em contacto com a luz solar uma vez que, face a administracdo do PS, a pele apresenta uma
fotossensibilidade elevada. Apesar destas contrariedades, o investimento em novos centros de PDT, a
contratacdo de pessoal especializado e o estudo de novas substancias que possam atuar como
fotossensibilizadores conjugadas com determinadas fontes de luz cujas caracteristicas variam de caso
para caso tém vindo a contribuir para o melhoramento da PDT, que se prevé que seja uma técnica
ainda mais utilizada no tratamento oncoldgico futuro [7][12]. Ao longo deste trabalho experimental,
realizou-se o estudo de um sistema supramolecular envolvendo um fotossensibilizador (porfirina)
acoplado a nanoparticulas de ouro num sistema de transporte em microcapsulas de polieletrélitos,
tendo-se investigado de que modo esse acoplamento pode potenciar as propriedades do

fotossensibilizador [8][10].

1.3 — Fotossensibilizadores

Ao longo do tempo, os fotossensibilizadores usados nas areas da quimica medicinal foram
mudando consoante o tipo de tratamento necessario e 0os novos desenvolvimentos que foram surgindo
nessas areas. Contudo, de forma a desempenhar a sua fungéo convenientemente, existem um conjunto
de propriedades e caracteristicas estruturais que estes compostos devem possuir. A um
fotossensibilizador (PS) efetivo exige-se que seja um composto quimicamente puro, estavel, facil de

armazenar e que a sua producdo nao acarrete grandes custos monetarios. Para além disso, apos a



injecdo intravenosa, o PS deve ter um tempo de vida no organismo suficiente que Ihe permita alcancar
as células alvo e apresentar um rendimento elevado no processo de formacdo do oxigénio singuleto
(*Oz2). Outra propriedade vantajosa que alguns compostos permitem, sera utilizar a janela espetral entre
0s 600 e os 800 nm, pois nesta gama de comprimentos de onda a radiacdo penetra nos tecidos de
forma mais eficaz. Neste sentido, sdo usados compostos como as porfirinas, clorinas, bacterioclorinas
e ftalocianinas para desempenhar a fungéo de fotossensibilizadores. No entanto, para comprimentos
de onda muito superiores a 800 nm a energia fornecida ndo é suficientemente forte para se obter um
rendimento elevado de espécies reativas de oxigénio, fulcrais para a existéncia da atividade citotéxica.
Por ultimo, para efeitos de bio-imagem podera ainda haver vantagem em que os fotossensibilizadores

sejam luminescentes [8][9].
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Figura 3 - Estrutura Molecular de alguns Fotossensibilizadores [13].

Fazendo-se uma analise numa perspetiva histérica do desenvolvimento de
fotossensibilizadores, o precursor de todas as porfirinas utilizadas nos dias que correm foi a
hematoporfirina (Hp) que foi pela primeira vez utilizada no século XIX. O facto de se tratar de uma
mistura de compostos bastante heterogénea obrigava a utilizagdo de grandes dosagens de modo a
aumentar a seletividade pretendida no tratamento de células tumorais. Posteriormente, a
hematoporfirina (Hp) deu origem a hematoporfirina derivada (HpD) que tem como principal vantagem
uma maior seletividade para os tecidos tumorais e como principal desvantagem a permanéncia nos
tecidos entre 4 a 6 semanas, trazendo a tona o problema da fotossensibilidade prolongada da pele.
Anos mais tarde, surge o porfimero sédico (Photofrin ®) que, embora se trate de um composto numa
fase mais adiantada de purificagdo do que 0s seus antecessores, continua sendo uma mistura de uma
grande quantidade de compostos e, como tal, todos os problemas associados a seletividade, dosagem,

absorc¢édo de radiacé@o e penetragdo nos tecidos biolégicos subsistem [6][7].

Face a todas estas limitagBes, houve a necessidade de se desenvolverem PS de segunda
geracao com maior pureza, reprodutibilidade e mais capazes de se acumularem nas células tumorais,
0 que faz com que a dosagem a utilizar seja menor, passando a fotossensibilidade da pele de semanas
para dias. A principal alteracdo a salientar da primeira para a segunda geracéo de fotossensibilizadores
esta relacionada com a estrutura molecular das porfirinas e compostos derivados das porfirinas, isto €,
as posicdes meso das estruturas tetrapirrélicas encontram-se substituidas e/ou os nicleos dos anéis
pirrélicos sédo funcionalizados via coordenacdo de ides metélicos. Estas alteracBes estruturais
modificam uma série de propriedades, tais como: a estabilidade do préprio composto, a sua

anfifilicidade, solubilidade em agua, seletividade, distribuigdo intracelular e comprimento de onda de



absorcao, sendo este Gltimo um parametro preponderante para o tratamento do cancro em tecidos mais
profundos [7][9].

De toda uma panodplia de PS de segunda geracao, destacam-se o acido aminolevulinico (ALA)
que, por ser instavel em solucdo aquosa e apresentar baixa lipofilicidade, sé pode ser usado no
tratamento de doencas superficiais como é o caso das queratoses actinicas hipertroficas e o
metilaminolevulinato (MAL) que advém do ALA e apresenta uma maior lipofilicidade, o que confere uma
maior penetracéo nos tecidos celulares, estando disponivel sob a forma de creme, sendo usado um
pouco por todo o0 mundo no tratamento da doen¢a de Bowen e outros carcinomas na zona da face e

couro cabeludo [14].

Embora os PS de segunda geracdo tenham colmatado algumas das lacunas que se verificavam
nos primeiros fotossensibilizadores, existiu a necessidade de se criar uma nova geracao de PS que
conjuga os PS de segunda geracgdo juntamente com transportadores proteicos, hidratos de carbono,
anticorpos, lipossomas e nanoparticulas. Esta abordagem permitiu aumentar ainda mais a solubilidade
e a seletividade para os tecidos tumorais em detrimento dos tecidos saudaveis, ao mesmo tempo que
se diminuiu a dose a utilizar e os efeitos secundérios do tratamento. Olhando mais em detalhe para as
nanoparticulas, dado que se trata de um dos componentes chave nos resultados obtidos ao longo deste
trabalho, chega-se a conclusdo de que estas nanoparticulas aumentam a capacidade dos PS
alcancarem as células cancerigenas devido ao efeito de retencdo e permeabilidade aprimorada
(Enhanced Permeability and Retention Effect — EDRE) que diz que compostos com um determinado
tamanho tém mais tendéncia a acumular-se em células tumorais do que em células saudaveis. Para
além disso, as nanoparticulas também podem atuar como agentes solubilizantes caso a solubilidade

do PS na corrente sanguinea ndo seja tdo elevada [7][15].

1.3.1 — TMPyP — Caracterizagao e Potencialidades de Aplicacéo

A porfirina escolhida para a realizacdo deste trabalho foi a porfirina tetra-catiénica 5,10,15,20-
tetraquis (4-N-metil piridinio), TMPyP, constituida por quatro grupos substituintes piridinio em posi¢des
meso (Figura 4), que fazem aumentar a solubilidade do composto. A banda Soret da porfirina TMPyP
localiza-se na regido do azul, a cerca de 424 nm e as quatro bandas Q situam-se na regido do verde e
vermelho do espetro eletromagnético, mais concretamente nos comprimentos de onda de 518, 554,
585 e 630 nm [16]. As outras propriedades relevantes da TMPyP que a tornam um agente
fotossensibilizador promissor em PDT sé&o: elevado rendimento na produgédo de oxigénio singuleto apés
fotoativacdo (® =0,7) e dois picos de emissdo de fluorescéncia facilmente detetaveis na regido do
vermelho entre os 649-655 nm e os 715-720 nm, que ndo interferem com a observacédo do pico de
fosforescéncia do oxigénio singuleto a 1270 nm e possibilitam o estudo da localizagao intracelular da
porfirina TMPyP [17].



Figura 4 — Estrutura Molecular da porfirina TMPyP [16].

Tal como ja foi referido anteriormente, o recurso a PDT induz uma série de mecanismos de
morte celular (apoptose, necrose e autofagia) que variam consoante o tipo de PS utilizado, a sua
concentracdo e atuagdo a nivel intracelular. Relativamente a TMPyP, esta acumula-se
preferencialmente nos lisossomas e no complexo de Golgi, dois organitos em que a quantidade de
oxigénio disponivel é bastante elevada, o que permite a obtencdo de um elevado rendimento de
producéo de oxigénio singuleto. Apds o processo de endocitose, caso a concentragao da porfirina seja
bastante elevada ou ocorra um processo de fotoativagcdo, a quantidade de ROS formada provoca a
rutura dos lisossomas e a TMPyP desloca-se para o nicleo da célula, ligando-se as cadeias aniénicas
do DNA devido & sua natureza catiénica [16]. Para além disto, Cenklova et al. corroboraram os
resultados obtidos por Juarranz et al. relacionados com a alteracdo da dindmica do citoesqueleto,
demonstrando que a TMPYP induz a desorganiza¢do e despolimerizagdo dos microtibulos através da

sua ligacao a tubulina, o que em Ultima instancia provoca a morte celular [16].

Relativamente aos tratamentos in vivo, ainda ndo tdo estudados como os tratamentos in vitro,
Villanueva et al. concluiram que a TMPyP se acumulava preferencialmente em tecidos cancerigenas
em detrimento de outros tecidos saudaveis, que apresentavam uma concentracdo muito baixa da
porfirina, 1 hora apds a inje¢do intravenosa numa ratazana com um fibrossarcoma [16].

O tremendo potencial da porfirina TMPyP no tratamento do cancro levou a conjugacédo deste
composto ndo s6 com agentes de quimioterapia como, por exemplo, a doxorrubicina, mas também com
outros fotossensibilizadores, como é evidenciado por Villanueva et al que ao juntar a TMPyP com a
zinco(ll)-ftalocianina no interior de um lipossoma, chegou a conclusao de que juncdo destes dois
compostos é mais letal no combate as células HelLa (adenocarcinoma humano) e MCF-7
(adenocarcinoma em células mamarias humanas) do que a utilizacdo de cada um dos compostos

separadamente [16].

Outro papel muito importante da porfirina TMPyP prende-se com a sua atuagéo no processo

de libertacdo controlada de farmacos. A incorporacdo da porfirina juntamente com outros compostos



biologicamente ativos no interior de nanoparticulas permite uma chegada mais eficiente e eficaz até as
células tumorais. Apos fotoativacao, a quantidade de ROS produzida por parte da TMPyP é bastante
elevada, o que conduz a degradacao da estrutura da nanoparticula e consequente libertagdo espacada

do farmaco para o interior das células [16].

1.4 - Sistemas de Entrega de Compostos Ativos e Vantagens das

Microcapsulas de Polieletrdlitos face aos demais

O avanco na biomedicina, nomeadamente no tratamento do cancro e técnicas de bio-imagem,
trouxe consigo uma maior exigéncia relativamente ao transporte e armazenamento de compostos
ativos que séo introduzidos em organismos vivos. Muitos dos compostos utilizados como farmacos sao
pouco sollveis em agua e instaveis no interior do corpo humano, pois podem reagir com outros
compostos e degradam-se caso ocorram variagdes no pH do meio ou outros fatores externos como,
por exemplo, a irradia¢éo. Assim sendo, 0s sistemas de transporte destes compostos, bem como a sua
libertag&o controlada em torno das células alvo s&o determinantes no sucesso e eficicia do tratamento,
dos quais se destacam os lipossomas, fulerenos, nanotubos de carbono e microcapsulas de
polieletrdlitos [18][19].

As microcépsulas de polieletrolitos séo construidas através da adsor¢do sequencial de varias
camadas de polieletrélitos de carga oposta (Layer by Layer — LBL), em torno de uma particula molde,
alternadamente, que é posteriormente dissolvida e lavada de modo a removerem-se todos os produtos
restantes da mesma (Figura 5). A escolha dos componentes a utilizar, quer na particula molde quer no
revestimento, deve ser feita tendo em conta a sua biocompatibilidade com o corpo humano, degradacéo
no interior do organismo e possivel existéncia de efeitos secundarios resultantes da administra¢éo das

cépsulas.

A obtencdo de uma camada de polieletrélitos com uma espessura especifica € feita através da
imersdo do substrato sélido (particula molde), alternadamente, em duas solu¢des poliméricas com
cargas positiva e negativa. De salientar ainda que o processo de adsorcdo LBL é fortemente
influenciado pelo pH e forga i6nica das solu¢des, devido as variacdes conformacionais dos polimeros
envolvidos, como resultado da presenca de sais que blindam as repulsdes eletronicas entre as cadeias

poliméricas [20].
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Figura 5 — Formacé&o de microcépsula de polieletrélitos de cargas opostas através do processo de LBL, seguida
de funcionalizagdo da mesma com nanoparticulas de ouro e posterior dissolu¢éo da particula molde [20].

Alguns dos principais componentes utilizados na construgdo dos revestimentos das
microcapsulas sao de origem natural, como é o caso de alguns polissacarideos, do alginato de sédio e
do quitosano, o que favorece a sua movimentacdo e biocompatibilidade no interior do organismo.
Contudo, para obten¢é@o de uma microcapsula mais resistente as diferentes condi¢gées do meio, recorre-
se muitas das vezes a utilizacéo de polimeros sintéticos, nomeadamente o poliestirenosulfonato (PSS)
e o hidrocloreto de polialilamina (PAH) [21]. Estes revestimentos sdo, na grande maioria das vezes,
funcionalizados, isto é, as camadas externas das microcipsulas possuem uma série de grupos
funcionais (lipidos, proteinas, anticorpos, hidratos de carbono e nanoparticulas) que aumentam a
seletividade das capsulas para as células tumorais, pois estes facilitam a sua identificacdo, captura e
internalizacéo celular. De notar ainda que muitos destes compostos ativos desempenham um papel no
interior da célula, uma vez que tendo em conta as suas caracteristicas e estrutura molecular, atuam
preferencialmente em determinadas zonas da célula, bem como em organitos especificos [21]. Lin et
al. utilizaram microcapsulas de polieletrélitos funcionalizadas com galactose, provando que o facto da
galactose ser reconhecida pelos recetores exclusivos das células do parénquima hepético, faz com que

estas se acumulem nessa zona permitindo a liberta¢géo do composto indicado para o tratamento [20].

No que diz respeito a particula molde, ao longo dos anos foram utilizados uma série de
diferentes compostos, de modo a obter-se as microcdpsulas, entre os quais: particulas coloidais de
melamina formaldeido (MF), particulas de poliestireno, particulas de silica, particulas inorganicas
(manganés e carbonato de calcio), polimeros de acido lactico [22-24]. Do ponto de vista bioldgico, o
uso de materiais biocompativeis nas particulas molde constitui uma grande vantagem, visto que apds
o processo de dissolugdo, pequenos resquicios das particulas ficam retidas dentro da microcapsula.
Assim sendo, recorre-se com mais frequéncia as particulas de polimeros de &cido lactico (poliacido
latico (PLA), polilatico-co-acido glicolico (PLGA)) e carbonato de célcio, com especial énfase para estas
Gltimas que por serem mais atrativas do ponto de vista da biocompatibilidade, biodegradacéo e
econdmico serdo muito utilizadas ao longo deste trabalho. A juntar a tudo isto, a sintese de particulas
de carbonato de célcio pode ser feita sob condi¢cdes experimentais pouco rigidas e de facil execucdo
sendo que, a sua dissolucao praticamente completa sob condi¢cdes de pH neutras permite salvaguardar

as propriedades essenciais das moléculas encapsuladas no interior da microcapsula [20].



O encapsulamento do farmaco pode ocorrer em simultdneo com a formacdo da microcapsula
ou depois desta ja estar concluida. A introducdo da molécula pés-encapsulamento é feita através da
alteracdo da permeabilidade do revestimento, o que é conseguido devido essencialmente a
modificacdes no pH, temperatura e polaridade do solvente. Por outro lado, no método de pré-
encapsulamento as moléculas precipitam no substrato poroso constituinte da particula molde. Em
ambas as situacdes, moléculas de alto peso molecular ficam retidas no interior da microcapsula devido
as interacdes electroestaticas com as camadas de polieletrélitos, enquanto os compostos de mais baixo

peso molecular se difundem pelas paredes da microcapsula.

Posto isto, pode-se afirmar que as microcdpsulas de polieletrdlitos destacam-se
comparativamente a outros sistemas de entrega de compostos ativos uma vez que a sua sintese nao
requer condicBes experimentais extremas, nem o uso de aparelhos tecnolégicos extremamente
dispendiosos. Para além disso, existe uma grande diversidade de substratos que servem como molde
para a construcdo das camadas de polieletrélitos, que variam desde a ordem de grandeza do
nandémetro, até ao micrémetro. Uma outra propriedade bastante importante deste sistema de transporte
prende-se com a grande capacidade de carga e libertacdo doseada do contelido no seu interior, dado
que as microcpsulas podem ser construidas de maneira a responderem a estimulos externos que
promovem essa mesma libertagdo. Essas microcapsulas podem ser funcionalizadas com compostos
moleculares de praticamente todos os tipos, a0 mesmo tempo que preserva e protege as propriedades
fisicas e quimicas das moléculas transportadas no seu interior sendo que, a presenca de moléculas
fluorescentes ou de nanoparticulas permite observar a tendéncia das microcapsulas em ligar-se a
células tumorais e a respetiva medicdo em tempo real deste fendmeno. Nota ainda para o facto de
mesmo apos a entrada no interior das células, as microcdpsulas atuarem em diferentes zonas da
mesma, em funcdo dos seus grupos funcionais que influenciam a afinidade com que as capsulas se
ligam aos recetores de determinado organito [20].

1.5 — Nanoparticulas de Ouro

O uso de nanoparticulas de ouro tem ganho espago nos tratamentos do cancro pois estas
estruturas séo faceis de sintetizar, biocompativeis, resistentes a degradacao e apresentam uma razao
area/volume extremamente elevada o que permite funcionalizar a sua superficie com biomoléculas para
desempenharem diversas func¢des [25]. A juntar a todas estas propriedades mencionadas em cima
emergem propriedades O6ticas com grande interesse resultantes do confinamento eletrénico nas
nanoparticulas, e que podem ser exploradas para as técnicas de bio-imagem e/ou detecdo de células
tumorais [26].

Estas propriedades oOticas resultam, em geral, do fenémeno de Ressonéancia de Plasméo de
Superficie Localizado (Localized Surface Plasmon Ressonance — LSPR) que consiste numa oscilagédo
coletiva e coerente dos eletrdes livres do metal, excitada pelo campo elétrico da luz e confinada pela
superficie da nanoparticula. Esta oscilacdo de eletr6es em torno dos ndcleos positivos da rede metélica

provoca uma polarizagao da superficie que induz um campo elétrico aumentado na sua vizinhanga. A
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interacdo luz-matéria, através do fendmeno de LSPR, esta na origem de diversos efeitos que tém vindo
a ser explorados nas aplicacdes de nanoparticulas metalicas, entre os quais: efeito de nanoantena
Otica em terapia fototérmica (PTT) e em reagfes fotoquimicas assistidas por plasméo [25][26]. A
frequéncia ética associada ao fenémeno de LSPR, ou seja, o comprimento de onda ao qual se observa
a banda plasménica devido a forte absorgédo e/ou difusao da luz, varia consoante a densidade no metal,
e também com o tamanho ou forma das nanoparticulas. Esta caracteristica permite, dentro de um

intervalo alargado, ajustar a resposta 6tica destas particulas a uma determinada gama espetral [25].

No caso de particulas de forma anisotropica, como por exemplo os nanobastonetes, o
comprimento de onda de ressonancia da oscilacao plasménica longitudinal é proporcional a razao entre
0 comprimento e largura da particula (“aspect ratio”). Nos nanobastonetes de ouro (AuNR) torna-se
possivel ajustar a sua resposta Gtica, isto é, a frequéncia de LSPR, na gama do vermelho a
infravermelho préximo através do controlo da forma da particula pelo método de sintese. Sendo assim,
estas particulas séo particularmente interessantes para aplicacdes biolégicas, na medida em que as

suas propriedades 6ticas podem ser ajustadas em torno da regido do NIR (Figura 6).

Figura 6 — Nanobastonetes (AuNR) com diferentes razdes comprimento/largura [25].

A sintese de nanobastonetes de ouro (AuNR) pode ser realizada segundo duas abordagens
diferentes: bottom-up ou top-down. No que diz respeito a abordagem bottom-up, os AuNR sao
produzidos através da reducdo de sais de ouro em solu¢des aquosas e do seu posterior crescimento,
através de métodos quimicos, eletroquimicos ou de técnicas de reducéo fotoquimica, destacando-se
como o mais utilizado o seed mediated growth method. Este método consiste, numa primeira fase, na
preparacdo das sementes através da reducgdo do acido cloroaurico com borohidreto numa solugéo
aquosa de CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio). De seguida, esta solu¢éo preparada junta-se a outra
solucgédo designada por solucdo de crescimento, que resulta da reducdo dos ides Au3* a Au* com acido
ascorbico numa solucdo aquosa de CTAB. A juncdo das sementes com a solugdo de crescimento
catalisa a reducéo dos i6es complexos de Au* para obtencdo dos nanobastonetes. Embora a utilizacéo
de métodos bottom-up promova a formagdo de nanobastonetes de ouro com dimens&es uniformes,
dentro de uma certa disperséo de tamanhos, existe alguma dificuldade em reproduzir a mesma forma
e tamanho dos AuNR de lote para lote, mesmo quando se segue um procedimento semelhante, o que
afeta as suas propriedades 6ticas. Em alternativa, existem métodos top-down que permitem obter
AuNR com uma geometria e tamanho controlados, assim como os arranjos entre as particulas, sendo
resultado de uma conjugacao de processos fisicos de fotolitografia e deposicdo de ouro. Ainda assim,

o facto dos métodos top-down serem bastante demorados e dispendiosos faz com que sejam
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impraticaveis a nivel industrial [26]. A cristalinidade das nanoparticulas obtidas por metdédos de sintese

coloidal também é superior aquela obtida por métodos top-down.

A forma dos nanobastonetes de ouro faz com que no espetro de absor¢cédo UV-VIS se observem
duas bandas de ressonéncia de plasmao de superficie (SPR). Uma deles consiste numa banda forte
na regido do vermelho ou NIR (600-900 nm) que corresponde ao movimento oscilatorio dos eletrées
ao longo do eixo longitudinal (anteriormente mencionado), enquanto a outra corresponde a banda
transversal, cuja intensidade é mais fraca e se situa na regido do visivel (520-550 nm), sendo
praticamente insensivel a variagdes no tamanho dos AuNR (Figura 7) [25].

transverse mode longitudinal mode
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1 1 2k 1 1
400 500 600 700 800 900 1000

wavelength 2/ nm

Figura 7 — Espetro de Absorcéo UV-VIS de um AuNR para uma determinada razdo comprimento/largura [27].

Para além destas propriedades oOticas de especial interesse, os nanobastonetes de ouro
também séo capazes de transportar compostos biologicamente ativos, ou fotoativos como é o caso dos
fluoréforos. A producdo de AuNR é feita maioritariamente tendo por base solugfes aquosas de CTAB.
As moléculas de CTAB sao extremamente citotoxicas e ao libertarem-se das nanoparticulas por
desorcao, sdo prejudiciais ao organismo pois induzem a destruicdo das membranas celulares. Posto
isto, grande parte das vezes os AuNR sdo revestidos por camadas externas que melhorem a sua
biocompatibilidade, como por exemplo, poli(etileno glicol), silica ou cadeia de oligonucledtidos. Embora
menos frequentemente, os AuNRs também ja foram incorporados em microcapsulas de polieletrélito,
por exemplo, Chen et al. incorporaram AuNR e um composto para o tratamento do cancro numa
capsula de polieletrolitos e mostraram que o controlo e libertagdo do farmaco pode ser controlado
através da incidéncia de um feixe de luz. A absorcdo da luz e consequente aquecimento dos
nanobastonetes provoca alteracfes na integridade da capsula e consequente libertagdo do material
transportado [26]. Por outro lado, Shao et al. incorporaram AuNR num sistema de microcapsulas de
polieletrélito que, ao ser irradiado na zona do infravermelho préximo, origina a formacéo de bolhas de
vapor capazes de danificar células tumorais [28].

No entanto, as nanoparticulas de ouro podem desempenhar outros papeis para além de
sistemas de transporte e entrega de farmacos, tal como referidos anteriormente. A forte interagcdo com
a luz, nomeadamente a grande capacidade de absorcéo e disperséo de luz, e ainda a concentracdo
local de campos eletromagnéticos, séo propriedades das nanoparticulas de ouro que permitem explora-
las como nanoantenas 6ticas para manipular a emissao de fluoréforos organicos. A excitagédo do LSPR

das nanoparticulas origina fortes campos eletromagnéticos confinados, que aumentam a probabilidade
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de absorcao de luz por parte de um fluoréforo que se encontre na proximidade e, consequentemente,
aumenta também o ndimero de fotdes emitidos por fluorescéncia [26]. Por outro lado, as taxas de
decaimento radiativo e ndo radiativo também podem ser aceleradas pela vizinhanga da nanoparticula
através da interagcdo com os modos plasmonicos da mesma. Embora o efeito global destas interagcfes
no rendimento radiativo do fluoréforo seja mais complexo de analisar, e envolva uma dependéncia néo
trivial com a distancia entre o fluor6foro e metal, existem situacdes em que se pode verificar um
aumento efetivo da emisséo por esta via. O pardmetro que permite avaliar o aumento da intensidade
de fluorescéncia de um sistema designa-se por fator de intensificagao (§) e define-se como o racio entre
0 numero de fotdes detetados com e sem efeito de nanoantena o6tica [29]. O fator () pode por sua vez
ser fatorizado no produto de um termo que contabiliza 0 aumento da taxa de excitacdo, por outro que
traduz um rendimento quéntico relativo de fluorescéncia com e sem efeito antena. Contudo, tal como
foi referido, as nanoparticulas metalicas também podem promover o decaimento ndo radiativo por
transferéncia de energia ressonante, e um aumento muito acentuado na eficiéncia deste processo pode

significar a supressao da fluorescéncia por parte do fluoréforo [30].

2 Teécnicas Experimentais
2.1 — Absorcdo UV-VIS

A absorcédo de um feixe de luz num determinado meio e a um dado comprimento de onda, A,

caracteriza-se pela absorvancia A(A) ou transmitancia T(A), segundo as equagoes (1) e (2):

0
A\ = Iog:—j‘\ = -log T(A) (1)
|
m:l—g (2)
A

onde I e I, representam a intensidade da luz (ou n.° de fotdes) que incidem e abandonam o meio de

absorcdo em estudo, respetivamente.

A lei de Beer-Lambert relaciona a absorvancia com a concentracéo de espécies que absorvem
e 0 percurso 6tico do meio através da equacéo (3):

IO

AQ) = logﬁ= eMlc  (3)

em que e(A) representa o coeficiente de absor¢cao molar (L.molt.cm™), c representa a concentragao
das espécies absorventes (mol.L't) e | consiste na espessura do meio absorvente (cm) ou percurso

6tico.

Contudo, a equacéo (3) s6 é valida para solucdes diluidas e luz monocromatica e, como tal,

para absorcdo de luz num intervalo de comprimentos de onda, ou quando as interacfes fisicas e
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quimicas entre as espécies que absorvem sdo muito acentuadas, ndo se pode fazer uma aplicacédo

direta desta férmula [31].

Para o estudo do espetro de absorcao das solucdes utilizadas ao longo deste trabalho, de modo
a contabilizar as perdas de transmisséo por refracdo ou reflexdo e outros fenédmenos, utilizou-se um
espetrofotémetro de feixe duplo que mede a absorvancia da solucéo através da diferenca entre a

absorvancia total da amostra+célula e a absorvancia apenas da célula com o solvente (branco).

A absorvancia da amostra+célula é dada pela equacéo (4):

Ig
Agrr(D) = 10g75 €

em que I representa a intensidade do feixe de luz que incide na célula (diferente daquela depois de
atravessar as paredes da célula) e I representa a intensidade do feixe de luz que sai da célula
(diferente daquela imediatamente antes da parede de saida da célula). Seguindo-se um raciocinio
anélogo, caso se substitua a solugdo pelo solvente e sendo a intensidade do feixe de luz que sai da

célula, Iy, obtém-se a equacéo (5):
Ig
A =log7 (%)
R
A absorvancia efectiva da solu¢éo pode ser determinada pela equagéo (6):
Ir
A = A7) -Ar(D) = 10g75 (6)

2.2 - Fluorescéncia

O fendmeno de luminescéncia de uma determinada espécie quimica consiste na emissdo de
luz por parte desta Gltima, ap6s absor¢éo de radiacdo que excita a molécula para um estado de energia
eletrénica acima do estado fundamental, e compreende dois fendmenos distintos: fluorescéncia e

fosforescéncia [32].

A absorcao de luz por parte de uma molécula traduz-se numa alteracdo nos seus estados
eletrénicos, vibracionais e rotacionais, sendo que a quantidade de luz absorvida, ou seja, a
probabilidade desta transicdo entre estados de energia, é proporcional ao valor do coeficiente de
absorcado molar (¢). Apds o fendmeno de excitacdo da molécula, esta eventualmente decai para o
estado fundamental, mas nem sempre por um processos radiativo de fluorescéncia ou fosforescéncia,

isto é, existe uma certa probabilidade de ocorrerem transicbes ndo radiativas (conversao interna,

cruzamento intersistemas e relaxacéo vibracional) [32].

A relaxacéo vibracional consiste numa transicdo entre um estado vibracional mais energético
e um estado vibracional de menor energia, do mesmo estado eletrénico, como resultado da colisdo
entre as moléculas de fluoréforo e/ou de solvente. Por sua vez, a conversao interna consiste nhuma
transicao nédo radiativa entre dois estados eletronicos diferentes com a mesma multiplicidade de spin.

Tal como ja foi dito anteriormente, a perda de energia associada aos fendmenos de relaxacéo
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vibracional e de converséo interna, faz com que os fotdes emitidos pela molécula, aquando do processo
de decaimento radiativo, tenham uma energia menor do que os fotdes absorvidos no processo de
excitacéo. Esta diferenca reflete-se num desvio entre os comprimentos de onda do maximo do espectro

de absorcéo e emissdo que se designa por desvio de Stokes [32].

Embora as transi¢gbes entre estados excitados eletrénicos com diferentes multiplicidades de
spin sejam proibidas, gragas ao acoplamento spin-orbita, a transicio entre estados singleto excitados
e estados tripleto torna-se possivel em grande parte dos fluoréforos. Este processo designa-se por
cruzamento intersistemas sendo favorecido quando o nivel vibracional de menor energia do primeiro
estado excitado é isoenergético com um nivel vibracional do estado tripleto [32]. O decaimento a partir
de um estado excitado tripleto para o estado fundamental, em geral singuleto, por ser processo proibido
ocorre mais lentamente (fosforescéncia — gama temporal dos microssegundos) do que o decaimento

radiativo de um estado excitado singuleto (fluorescéncia — gama temporal dos nanossegundos) [32].

O rendimento quéntico de fluorescéncia (®;) define-se como a fracdo de espécies excitadas
que retornam ao estado fundamental com emisséo de fotdes e pode ser calculado através do quociente
entre a taxa de decaimento radiativo (k,) e a taxa de decaimento néo radiativo (k,.), na qual se inclui

a taxa de conversao interna (k;.) e a taxa de cruzamento intersistemas (k;.) [32].

K,

D=
7 ko 4k,,

)

kynr = kic + Kisc ®

O tempo-de-vida da molécula no estado excitado define-se como o tempo médio que a
molécula permanece no estado excitado e depende das constantes cinéticas de decaimento radiativo
e ndo-radiativo, tal como indicado na equacgédo (9). Através desta defini¢cdo, o rendimento quéntico de
fluorescéncia pode ser expresso como o produto entre o tempo-de-vida e a constante cinética de
decaimento radiativo (equacéo (10)):

1
k. +ky,

@)

=

dp=1.k (10

Aintensidade de fluorescéncia (Ir), obtida através da equacgéo (11), € proporcional & populagéo
do estado excitado do fluoréforo, a intensidade de luz absorvida I,(1z) ao comprimento de onda de
excitacdo, Az, € a funcéo de distribuicdo de probabilidade, F,(15), para a transicéo eletrénica entre os
niveis vibracionais do primeiro estado excitado (Si1) e o estado fundamental (So) através de um
parametro experimental k. O parametro k varia consoante as caracteristicas do espetrofluorimetro
utilizado, mais concretamente o angulo em que é feita a recolha da luz, diferenca de potencial do

fotomultiplicador e largura dos monocromadores [32].

Iy = kFA(A)IA(AE) (11)
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De ressalvar ainda que devido a esta dependéncia instrumental, na grande maioria das vezes,
0 espetro de emissdo de fluorescéncia é tracado com base em unidades arbitrarias pois o valor

numeérico da intensidade de fluorescéncia ndo tem significado.

2.3 — Potencial Zeta

7

O potencial zeta, também chamado de potencial eletrocinético, € um parametro bastante
importante no estudo das interacdes electroestaticas em solugdes coloidais e dispersao de particulas,
fornecendo informacg6es importantes acerca da estabilidade das dispersdes. Quando uma particula se
encontra dispersa numa solugéo, verifica-se a formacéo de uma dupla camada elétrica (Electrical
Double Layer - EDL) através do fendmeno de adsorcdo sendo que, a camada interna, designada por
camada de Stern, é constituida por ides de carga contraria a da particula dispersa, enquanto que a
camada mais exterior, também chamada de camada difusa, € uma camada dinamica formada por ibes
de ambas as cargas e que sofre alteragfes tendo em conta a concentracao da solu¢éo, for¢a idnica e
pH [33].

Ao aplicar-se um campo elétrico através de um par de elétrodos em contacto com a amostra
em estudo, consegue-se proceder a separacao de cargas existentes na camada difusa, uma vez que
as mesmas se movem em dire¢do ao elétrodo de carga oposta (técnica de eletroforese). No interior da
camada difusa, por entre as particulas em movimento e 0 meio dispersante existe um plano hipotético,
designado por plano de deslizamento/cisalhamento, cujo potencial elétrico corresponde ao potencial
zeta. Entende-se como potencial elétrico de superficie, o trabalho requerido para trazer uma carga

unitéria positiva do infinito para essa superficie, sem qualquer aceleragdo [33].

Slippingplane (;)
Particle surface
(Wo) Stern layer

Figura 8 - Representagdo da dupla camada elétrica e plano de deslizamento/cisalhamento, no interior da camada
difusa [33].

A velocidade de migracao das particulas carregadas em dire¢édo aos elétrodos designa-se por
mobilidade eletroforética e vem expressa na equacao (12), em que V significa a velocidade da particula

(um/s) e E a forca do campo elétrico aplicado (V/cm).

_v 12
ﬂE—E (12)
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O valor do potencial zeta, ¢, € obtido de forma indireta recorrendo-se a equacdo de Henry,

equacao (13):

_ 25808f (ka)

- (13)

E

em que ¢, corresponde a constante dielétrica, €, corresponde a permissividade do vacuo, f(ka) é a

funcdo de Henry e n trata-se da viscosidade da solucdo a temperatura de medicao.

O parametro correspondente a funcao de Henry pode tomar valores fixos consoante o tamanho
das particulas, a espessura da EDL formada e concentracdo da dispersdo. Assim sendo, para
particulas de elevadas dimens@es (raio superior a 1 um) e cuja EDL seja muito inferior a este ultimo
valor, f(ka) toma o valor de 1,5. Para particulas de pequenas dimensdes (raio inferior a 100 nm) em
que a espessura da EDL é muito superior ao raio da particula, o valor de f(ka) é aproximadamente

igual a unidade [33].

2.4 — Microscopia Eletronica de Varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento (Scanning Electron Microscopy — SEM) é uma das
técnicas instrumentais mais versateis para o estudo e andlise da morfologia, estrutura cristalina e

composicao quimica de uma amostra [34].

Nesta técnica laboratorial, de forma a obter-se uma imagem de grande resolugéo, faz-se passar
um feixe de eletrdes ao longo da superficie da amostra de uma forma sistematica, produzindo-se uma
série de sinais eletrénicos resultantes da interacdo entre os eletrdes bombardeados e as espécies,
sendo posteriormente tratados e exibidos num tubo de raios catddicos. As interacdes verificadas entre
o feixe de eletrbes e as espécies em estudo podem ser divididas em dois tipos diferentes: interacdes

elasticas e interagfes inelasticas [34].

As interacdes elasticas caracterizam-se pela deflexdo dos eletrdes incidentes segundo uma
grande amplitude, provocada pelos nicleos dos atomos da amostra ou por outros eletr6es da camada
mais externa e cuja energia € semelhante. Embora a energia despendida nestas interacfes seja
desprezavel, os eletrbes que sdo dispersos segundo angulos superiores a 90° designam-se por
Backscattered Electrons (BSE), sendo bastante importantes para a obtencdo de imagens da amostra
com grande resolucdo. Por seu turno, as interacdes inelasticas resultam de grandes interacdes
conjuntas entre os eletrdes incidentes e todos os atomos e eletrbes da amostra, cuja transferéncia de
energia seja apreciavel. A quantidade de energia em jogo depende da forca da ligacdo dos eletrdes
aos atomos da amostra e se estes sdo excitados individualmente ou coletivamente. Neste sentido, a
ionizagdo dos atomos da amostra leva ao surgimento de eletrbes secundarios (SE) resultantes da
excitacdo dos atomos da amostra. De notar ainda que o volume e profundidade da penetracdo é tanto
maior, quanto mais energético for o feixe de luz e tanto menor, quanto maior for o nUmero atomico dos
componentes da amostra uma vez que atomos com maior nimero atomico tém mais particulas capazes

de impedir a penetracao [34].
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Os eletrdes secundarios possuem baixa energia e sao atraidos por um detetor, funcionando
como agentes de contraste topografico para visualizacdo da textura e rugosidade da superficie,
enquanto os BSE para além de fornecerem informacéo topografica, a analise destes eletrdes recolhida
no detetor possibilita determinar a composi¢do quimica e estrutura cristalina da amostra. Contudo, a
recolha de informacéo referente a composigdo quimica de uma amostra é obtida recorrendo-se
principalmente a um sistema de andlise de espetroscopia por difracéo de raios X (Energy Dispersive
X-ray Spectroscopy — EDS), que permite identificar materiais e estimar a concentracao relativa dos
mesmos na superficie da amostra. Estes raios-X sao emitidos por parte dos atomos ionizados que, ao
perderem um eletrdo das suas camadas mais internas, faz com que outro eletrdo presente numa
camada mais superficial tome o seu lugar de modo a restabelecer-se o equilibrio de cargas. Para além
da emisséo destes raios-X, o0 excesso de energia caracteristico e resultante deste processo pode ser
transportado por eletrdes de Auger, fornecendo informacfes acerca da composicdo quimica da
superficie da amostra. Caso a amostra seja fina o suficiente (£ 1 um), parte dos eletrdes podem ser
transmitidos através da amostra e juntamente com a técnica de espetroscopia por difracao de raios X,
obter-se uma andlise mais pormenorizada dos elementos da amostra, e qual a sua distribuicdo ao longo

da mesma [34].

2.5 — Microscopia Confocal de Fluorescéncia

A microscopia confocal de fluorescéncia (Confocal Fluorescence Microscopy - CFM) permite
obter imagens tridimensionais através do varrimento de imagens a diferentes profundidades
(tomografia) com elevada resolugédo através da rejeicdo de sinais ou ruido vindo de fora do plano
focal[35].

Numa primeira fase, o feixe de luz laser é refletida num espelho dicroico e posteriormente
focado através de uma objetiva do microscépio para um determinado ponto da amostra. Apos a
absorcao de luz por parte do fluoréforo, verifica-se a emisséo de fluorescéncia por parte do mesmo em
qualquer dire¢cdo a comprimentos de onda superiores ao de excitagdo. Parte dessa fluorescéncia é
captada pela objetiva e depois passa através de um pinhole, que esta colocado num plano que conjuga
o plano focal da objetiva do microscopio e o ponto de excitagdo do laser definido pelo pinhole de

excitacdo, em direcéo ao detetor [35].
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Figura 9 - Componentes de um Microscépio Confocal de Fluorescéncia [36].

De salientar ainda que a utilizagcao desta técnica analisa um ponto especifico da amostra de
cada vez e, como tal, para se estudar a amostra na sua totalidade existem duas solu¢fes distintas. A
primeira delas consiste em manter parado o laser que emite o feixe de luz, fazendo passar a amostra
pelo ponto de excitagdo. A outra abordagem, muito mais eficaz e utilizado a nivel laboratorial, consiste

em fazer percorrer o laser ao longo de toda a amostra que permanece imovel [35].

Num microscopio confocal de fluorescéncia, as resolu¢des axiais e laterais sdo limitadas pela
difracdo de luz, podendo as mesmas ser calculadas com recurso as equagbes (14) e (15),
respetivamente:

_L4.An
Roxial = NAYE (14)

0,4.1
Rigterat = W (15)

onde A corresponde ao comprimento de onda de emisséo, n corresponde ao indice de refracdo do meio

e NA simboliza a abertura numérica da objetiva [36].

2.6 — Microscopia de Tempos de Vida de Fluorescéncia

Nos Ultimos anos o uso da fluorescéncia permitiu o desenvolvimento de novas técnicas no
ambito da medicina (caracterizac@o de tecidos), da biologia (estudo de interacdes entre moléculas,
mudancas conformacionais e do ambiente celular) e da ciéncia dos materiais (caracterizacdo e
avaliacéo de propriedades de materiais). Para que tal fosse possivel, em muito contribuiu a técnica de
Microscopia de Tempos de Vida de Fluorescéncia (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy — FLIM)
que faz uso das diferencas do tempo-de-vida do estado excitado de fluor6foros como mecanismo de

contraste para a criagdo de imagens [37].

O tempo-de-vida de fluorescéncia define-se como o tempo médio que uma molécula demora,
apos absorcédo de radiacdo, a regressar ao estado fundamental proveniente, em regra geral, do primeiro

estado singuleto excitado. Este tempo-de-vida é uma propriedade intrinseca dos fluor6foros e, como
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tal, é insensivel a mudancas na focagem do microscépio, na intensidade da fonte de emissédo e no
caminho 6tico, bem como no que diz respeito a fotodegradacao e variacdes na concentracdo e
espessura da amostra. Por outro lado, face a componente néo radiativa do decaimento, o tempo-de-
vida de fluorescéncia é sensivel a variagbes no microambiente em que se encontra o fluoréforo e, por
isso, 0 mesmo sofre modificagbes dependendo da temperatura, pH, concentracdo de oxigénio,
polaridade, concentracdo de ides em solucdo e existéncia de colisbes e agregados moleculares.[39]
Assim sendo, esta técnica ndo s6 possibilita a aquisicdo dos parametros fisicos e quimicos de um
determinado microambiente, como também serve para discriminar diferentes fracbes do mesmo
fluor6foro em interacdo com o microambiente [39].

A técnica de FLIM pode ser usada tendo por base dois modos diferentes, um deles no dominio
do tempo e outro no dominio da frequéncia. O modo de frequéncia (FD) é mais adequado para
avaliacdo de decaimentos multiexponenciais, sendo o modo do tempo (TD) aquele que vai ser usado
neste trabalho de dissertagéo [38].

I Optical waveform

Detector signal: Time
Period 1

Period 2 A

Period 3

Period 4 A
Period 5 A

Period 6

Period 7

Period 8

Period 9 A

Period 10

Period N A

Result after
collecting many
photons

Mermory location  se——)

Figura 10 — Single-Photon Timing — SPT [38].

No dominio temporal considera-se que a emisséo de fluorescéncia é proporcional ao nimero
de moléculas existentes no estado excitado, e o estudo do decaimento e tempos de vida de
fluorescéncia é feito com recurso a técnica de Tempo de Fot&o Unico (Single-Photon Timing — SPT)
em que se assume que a probabilidade de dete¢do de um fotdo num intervalo de tempo t apos a
excitacao é proporcional a intensidade de fluorescéncia nesse tempo t. Neste sentido, mede-se o tempo
entre a excitagdo da amostra com a ajuda de um laser pulsado e dete¢ao do primeiro fotdo numa série
de intervalos de tempo At. De uma forma repetida, a amostra é excitada por um laser pulsado, € num
histograma representa-se 0 numero de eventos para uma diferenca de tempos entre a excitagédo e a
emissao, ou seja, o numero de fotdes detetados nesse intervalo de tempo, o0 que permite reconstruir o

perfil de decaimento de fluorescéncia.
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3 Seccao Experimental

3.1. Materiais

Poliestirenosulfonato de sodio [PSS (MM=75000 g/mol, 18% %m/v)] e hidrocloreto de
polialilamina [PAH (MM=~50000 g/mol) ou (MM=17500 g/mol)] da Sigma Aldrich. Cloreto de Sédio [NaCl
(MM=58,44 g/mol, >=99,5%)] da Fisher Chemical. Microparticulas de poliestireno [PS, 1,04 um,
SD=0,035 um, 10% w/v, d=1,05 g/cm3] da microparticles GmbH Forschungs- und
Entwicklungslaboratorium. Hidréxido de Sédio [NaOH (MM=40000 g/mol)] e acido cloridrico [HCI (7 %)]
da Sigma Aldrich para ajuste do pH. Porfirina 5,10,15,20-tetraquis(1-metilpiridinio-4-il) porfirina [TMPyP
(MM=1363,6 g/mol)] da Sigma Chemicals. Nanobastonetes de ouro estabilizados por CTAB, da
Nanopartz: (a) - diametro=25 nm, comprimento=71nm, largura/altura=2,8, numero de produto A12-25-
650-CTAB-DIH-1-25, lote 12G72-10253 (Atspr=516 nm e ALspr=659 nm); (B) - didmetro=25 nm,
comprimento=57nm, largura/altura=2,3, nimero de produto A12-25-600-CTAB-DIH-1-25, lote 12G70-
10253 (Atspr=523 nm e ALspr=614 nm). 10% FBS DMEM (NaHCOs, piruvato de sédio e antibiéticos e

antimicoticos, ajustado para um pH=7,3). Solu¢éo de resazurina (0,1 mg/mL).

3.2. Procedimentos

3.2.1. Preparacgdo das microcapsulas de CaCOs e PS por adsorcédo de PAH e PSS

Para obtencao dos nucleos de CaCOs promove-se uma reacdo de precipitacdo dos ibes célcio
(Ca?*) e carbonato (COz?%), sendo que para isso se misturam simultaneamente 100 pL de uma solugdo
de CaClz (0,33 M) e 100 yL de uma solugéo de Na-COs (0,33M) contendo PSS (88 pM). A solucéo
permanece sobre agitacéo vigorosa durante 30s e, de seguida, deixa-se em repouso durante 15 min.
Posteriormente procede-se a 3 ciclos de lavagem/centrifugacao (3000 rpm, 5 minutos) e os ndcleos de
CaCOs sdo em seguida dispersos numa solucao aquosa de PSS (1 mL, Cpss=3 mg/mL, 0,5M NaCl,
pH=6,5), deixando-se a adsorver durante 15 minutos sob forte agitacdo. Procedeu-se novamente a 3
ciclos de lavagem/centrifugacéo com o intuito de remover o excesso de polieletrélito existente. Posto
isto, os nicleos foram dispersos numa solucdo de PAH (1 mL, Cpav=3 mg/mL, 0,5M NacCl, pH=6,5),
repetindo-se o procedimento descrito em cima para a adsor¢do da camada de PSS, com excec¢éo do

tempo de adsor¢cédo que em vez de ser de 15 minutos durou cerca de 1 hora.

Para a preparacdo de microcdpsulas de polieletrdlito tendo como base microparticulas
comerciais de PS, retiraram-se 50 pL (8,09x10° particulas) da solugdo aquosa e adicionou-se 5 mL do
polieletrélito positivo PAH (Ceav=3 mg/mL, 0,5M NaCl, pH=6,5). Estes ndcleos foram mantidos sob
agitacdo constante a temperatura ambiente e ao fim de 15 minutos a mistura foi centrifugada (6000
rpm, 10 minutos ou 20 minutos, caso ndo se tenha verificado a deposi¢ao dos nicleos revestidos). Este
procedimento experimental foi repetido para adsorcéo do polieletrélito de carga negativa, adicionando-
se 10 mL de PSS (Cpss=3 mg/mL, 0,5M NacCl, pH=6,5). Para a construcao do escudo de polieletrdlitos
por metodologias de Layer-by-layer, foram feitas adsor¢cdes sucessivas de polieletrdlito positivo e
negativo, de acordo com o procedimento descrito anteriormente. O nimero e a disposi¢cdo das camadas

de polieletrolito adsorvido variou de acordo com a arquitetura do sistema (Figura 11).
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3.2.2. Incorporacao da TMPyP nas microcapsulas
No caso das microcépsulas de CaCOs, a porfirina TMPyP é introduzida no nudcleo através de
um processo de co-precipitacdo, que ocorre ao mesmo tempo que se formam os nucleos de CaCOs.
Adiciona-se 50 uL de uma solugéo de porfirina TMPyP (C=2,3x10-°> M) aquando da adi¢do das solu¢des

de CaClz e Na2COs descritas na sec¢do anterior.

Relativamente as microcapsulas constituidas pelo nicleos de poliestireno, uma vez preparado
o escudo de polieletrélito, procedeu-se a adsorgdo da porfirina tetracationica TMPyP (C=4.6x10% M) a
camada de polieletrélito negativo PSS. Para tal, adicionou-se uma solu¢éo de adsorcao preparada para
um volume total de 500 yL (100 uL de porfirina TMPyP (C=2,3x10° M) + 400 yL H20) e adicionada
diretamente as microcapsulas, deixando-se a adsorver durante 1h. Apés esse periodo, procedeu-se a
duas etapas de centrifugacéo/lavagem com agua destilada (2 mL, 6000 rpm, 10 minutos) de modo a
remover parte da porfirina que nao foi adsorvida. Os sobrenadantes bem como as aguas de lavagem

foram recolhidas de forma a proceder ao calculo da fracéo de porfirina adsorvida.

3.2.3. Incorporagéo dos nanobastonetes de ouro (AuNR) nas microcapsulas
Os nanobastonetes de ouro (AuNR) foram incorporados nas microcapsulas de forma idéntica
as camadas de polieletrdlitos, ou seja, através de uma reagdo de adsorcdo. Estas nanoparticulas
encontram-se dispersas numa solugdo de CTAB que atua como agente estabilizador e confere uma
carga positiva a nanoparticula de ouro. Neste sentido, para que se verifique o processo de adsor¢cédo
dos nanobastonetes de ouro a Ultima camada de polieletrélitos da microcapsulas, cuja carga é positiva,
revestiram-se os AUNR com uma camada de um polieletrélito negativo (PSS). Optou-se por utilizar o

PSS no revestimento dos AuNR por ser o polieletrélito usado na construgédo das microcpsulas.

Primeiramente, retirou-se 1 mL de AuNR (OD=1) da solu¢cdo mée que foi centrifugada (6000
rpm, 15 minutos). De seguida, o pellet foi disperso numa solu¢édo aquosa de PSS (1 mL, 1,7 mg/mL, 1
mM NaCl) e submetido a agitacdo intensa durante 1h. Posto isto, seguiram-se 3 etapas de
centrifugacao/lavagem com agua destilada (5000 rpm, 10 minutos) com o intuito de se obter os

nanobastonetes funcionalizados.

Para adsorcdo dos AuNR funcionalizados as microcapsulas de poliestireno previamente
revestidas com uma camada de PAH, centrifugou-se cerca de 2,5 mL de céapsulas (4,045x10°
particulas), que foram ressuspendidas no volume residual apés recolha do sobrenadante. Esse volume
residual foi adicionado a 250 pL (2,5x10%° particulas) dos AuNR funcionalizados, deixando-se sob
agitacdo intensa e a temperatura ambiente cerca de 1h. A recuperacéo das cdpsulas com AuNR foi
feita depois submetido o sistema a um ciclo de centrifugacao/lavagem com agua destilada (6000 rpm,

10 minutos).

3.2.4. Crescimento de células HelLa para uso em ensaios de citotoxicidade
As células HelLa foram cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% FBS
(fetal bovine serum) e uma mistura de antibiéticos e antimicoéticos, a 37°C e numa atmosfera contendo
5% de CO2. Para preparar o ensaio de citotoxicidade, a cultura de células foi lavada 1 vez com uma

solugéo de PBS (phosphate buffer saline), tendo-se posteriormente adicionado tripsina e colocado a
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placa numa incubadora a 37°C durante 2-3 minutos de forma a destacar as células do fundo da placa.
Adicionou-se 5 mL de meio de cultura para interromper essa reacao e transferiram-se as células para
um falcon. Centrifugou-se a suspenséao celular durante 3 minutos a 1000 rpm, retirou-se o sobrenadante
e ressuspendeu-se o pellet em 8 mL de meio DMEM completo. Desta suspenséo adicionou-se a cada
poco de uma placa de 96 pocos o volume correspondente a 1,5x104 células, ajustando-se o volume
final para 170 yL com DMEM completo. As placas ficaram a incubar 24 horas a 37°C e 5% COz, antes
do inicio do ensaio.

3.3. Métodos

Os espetros de absorgédo UV-Vis foram adquiridos num espetrofotdmetro de UV/VIS Lambda
35 da PerkinElmer e a emissédo de fluorescéncia quantificada num espetrofluorimetro Fluorolog FL-

1040 Horiba Jobin Yvon com lampada de xénon de 450 W.

O pH das soluces de polieletrélitos foi medido num sensor de pH Denver Instrumental Model
15 e o elétrodo de pH Mettler Toledo AG 30281915 Rev A, a 25°C.

As medicdes do potencial zeta foram feitas com recurso ao equipamento Zetasizer Nano ZS
da Malvern Instruments Ltd.

As imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) foram obtidas pelo microscépio de

varrimento Hitachi S2400 com resolug&o de 25kV.

As imagens de microscopia confocal de fluorescéncia, os decaimentos observados e os
respetivos tempos de vida foram obtidos com recurso ao microscopio confocal de fluorescéncia
resolvida no tempo MicroTime 200 da PicoQuant GmbH e analisados no software SymPhoTime versao
5.3.2.2. Para analise dos sistemas em estudo, utilizou-se um laser de diodo pulsado a 635 nm e com
uma taxa de repeticdo de 20 MHz. A amostra foi colocada perpendicularmente ao percurso da luz de
excitacéo e a fluorescéncia recolhida e enviada através de um espelho dicroico, um filtro de emisséo e
um pinhole (50 pym). O filtro passa-banda utilizado foi o 695 AF55, centrado em 695 nm e com uma
janela de transmisséo de 55 nm. A fluorescéncia dos sistemas foi medida por dois detetores SPAD
(SPAD 1 e 2) da Perkin-ElImer com contagem de fotdo Gnico e o sinal processado pelo TimeHarp 200
TC-SPC PCboard da PicoQuant no modo de operagdo time-tagged time resolved (TTTR). O
microscopio invertido Olympus IX 71 acoplado com uma objetiva de imersdo 60 x Olympus UPlanSApo

permitiu obtencéo de imagens de fluorescéncia.
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados numa camara de biosseguranca de nivel 2.

A absorvancia a comprimentos de onda definidos foi medida com o aparelho Tecan Infinite 200

Pro.
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4 Resultados e Discussao

7

O principal objetivo desta dissertagdo é a construgdo de um sistema fotoativo dual com
potencialidades de aplicacdo em terapia fotodinamica/ fotodiagndéstico de células tumorais. Com base
neste objetivo, procedeu-se a conjugacéo de um fotossensibilizador tetrapirrélico com baixo rendimento
quantico de fluorescéncia (porfirina) com nanoantenas o6ticas (nhanobastonetes de ouro) num Unico
sistema de entrega (microcapsulas de polieletrélito). Estas microcapsulas sdo constituidas por um
nacleo (microparticulas de poliestireno) revestidos por camadas de polieletrélito as quais sao
adsorvidas as duas entidades. Foram consideradas diferentes arquiteturas (hibridos | a IV) que diferem
entre si na posicao relativa da porfirina (hibridos | a 11l) ou no tamanho da nanoparticula de ouro (hibrido
IV). Posteriormente realizaram-se ensaios biolégicos com o intuito de avaliar a citotoxicidade destes
hibridos.

De acordo com a literatura, a intensificacdo da fluorescéncia do fotossensibilizador por parte
da nanoparticula metalica est4 associada a existéncia de hotspots, isto €, zonas em que existe um
campo elétrico muito intenso e onde as taxas de excitacdo sdo aumentadas devido & maior absor¢éo
de luz por parte da molécula. Porém, caso a distancia entre o fluoréforo e a nanoparticula metalica seja
muito curta, verifica-se a ocorréncia do fenédmeno inverso, isto é, uma supressao da fluorescéncia
devido a transferéncia de energia ndo radiativa para o plasméao de superficie da nanoparticula [40].
Posto isto, convém evitar distancias muito curtas entre o fluoréforo e a nanoparticula, e para o efeito
definiu-se uma distancia entre os 2 e os 3 nm correspondente a adsorcdo de uma bicamada de

polieletrélitos (PAH/PSS), que foi mantida constante ao longo do vérios sistemas [23].

Para além disso, na observacéo de fendmenos de intensificacdo exige-se a sobreposi¢do dos
espetros de absor¢cdo e emissdo do fluoréforo com o plasmao de ressonéncia da nanoparticula
metalica[40]. Essa intensificacdo atinge o valor maximo quando o Amax do plasméo se encontra
ligeiramente desviado para menores comprimentos de onda face ao Amax de emissao do fluoréforo [42].
Neste sentido, e como ja foi mencionado anteriormente na seccdo 1.3.1., a porfirina TMPyP foi
escolhida para ser implementada neste sistema, uma vez que preenche os requisitos mencionados no
paragrafo anterior em que se espera que ocorram fenémenos de intensificagdo. O seu espetro de
absorcdo em agua apresenta varias bandas na zona do visivel: a banda Soret a 424 nm e quatro
bandas Q situadas entre os 500-700 nm. O espetro de emissdo apresenta uma banda mal resolvida
entre os 600 e 800 nm [16]. Relativamente aos nanobastonetes de ouro de 25 nm de diametro, os
mesmos apresentam duas bandas no espetro de absor¢cdo a A=516 e A=659 nm, correspondentes ao

plasméo transversal e longitudinal, respetivamente.

Na Figura 11-(A) estdo representadas as estruturas das microcapsulas dopadas com porfirina,
que serviram de base para o estudo da producédo de oxigénio singuleto por parte da TMPyP, tendo-se
preparado também os respetivos controlos. As estruturas dos sistemas hibridos que conjugam as
microcapsulas de polieletrolitos juntamente com a porfirina e os nanobastonetes de ouro estédo
esquematizados na Figura 11-(B) e diferem entre si no nimero de camadas de polieletrélitos adsorvidas
e na posicéao relativa da porfirina e nanobastonetes de ouro sendo que, prepararam-se ainda sistemas

de controlo contendo apenas um dos componentes individualmente.
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Para mais facil compreensao e leitura do documento, adotou-se a nomenclatura que vem

expressa nas tabelas de 1 a 4 em que se explicita a constituicdo de cada um dos sistemas estudados.

0@0

[CaCO3PSSTMPYP| [CaCO3PSSTMPYPIPSS_PAH
[CaCOPSSIPSS_PAH_PSS_TMPyP

(Sistema 1)

’\ 1005 CaCO3 WM PSS co-pracipitado ‘ TMPYP co-pre pss,’.,;g J

PS_PAH_PSS_PAH_PSS_TMPyP_[AUNR_PSS_PAH]

PAH TMPyP Adsorvida

PS_PAH_PSS_PAH_PSS_PAH ; WNR_PSS] PAH_PSS_TMPyP

(Hibrido | PS_PAH_PSS_PAH_PSS_PAH_PSS_TMPyP_PSS_PAH_{AUNR_PSS| PS_PAH_PSS_PAH_PSS_TMPyP_PSS_PAH_[AUNR_PSS)

(Hibrido ) (Hibrido IV)

Nocloos PS PAH O PSS meo O AUNR_PSS_PAH AuNR_PSS O AUNR_PSS (600 nm)

Figura 11 - Representacdo Esquemética das Arquiteturas dos Sistemas Estudados constituidos por ndcleos de
CaCoOs (A) ou de PS (B).

Tabela 1 - Descri¢do da Arquitetura dos Sistema Estudados com nicleos de CaCOs (A).

Estrutura Base: [Core] (PSS_PAH)m_X
Sistema |: Core = CaCO3PSSTMPyP; m=0; X=0
Sistema Il: Core = CaCO3PSSTMPyP; m=1; X=0
Sistema lll: Core = CaCO3PSS; m=1; X=PSS_TMPyP

Tabela 2 - Descri¢do da Arquitetura dos Sistemas de Controlo Estudados com nucleos de CaCOs (A).

Estrutura Base: [Core]_(PSS_PAH)m
Controlo I: Core = CaCO3PSS; m=0
Controlo II: Core = CaCO3PSS; m=1

Tabela 3 - Descri¢é@o da Arquitetura dos Sistemas Hibridos Estudados com nucleos de PS (B).

Estrutura Base: [Core] (PAH_PSS)m_X_ (PAH_PSS)n_(PSS_PAH)r_Y
Hibrido I: Core = PS; m=2; X=TMPyP; n=0; r=0; Y=[AuNR_PSS_PAH], LSPR(AuUNR)=650 nm
Hibrido II: Core = PS; m=3; X=TMPyP; n=0; r=1; Y=[AuNR_PSS], LSPR(AuNR)=650 nm
Hibrido Ill: Core = PS; m=2; X=PAH_[AuNR_PSS]; n=1; r=0; Y=TMPyP
Hibrido IV: Core = PS; m=2; X=TMPyP; n=0; r=1; Y=[AuNR_PSS], LSPR(AuNR)=600 nm
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Tabela 4 - Descrigdo da Arquitetura dos Sistemas de Controlo Estudados com nucleos de PS (B).

Estrutura Base: [Core] (PAH_PSS)m_X_ (PAH_PSS)n_(PSS_PAH)r
Controlo Ill: Core = PS; m=2; X=TMPyP; n=0; r=1
Controlo IV: Core = PS; m=2; X=PAH_[AuNR_PSS], n=0; r=0 LSPR(AuNR)=650 nm
Controlo V: Core = PS; m=2; X=PAH_[AuNR_PSS]; n=1; r=0, LSPR(AuNR)=650 nm

A avaliacdo da eficacia de funcionamento dos hibridos estudados ao longo desta dissertacdo
exige um estudo aprofundado da eficiéncia de adsorcao de cada um dos componentes, bem como das
propriedades 6éticas dos constituintes individualmente e em conjunto num sistema. Assim sendo, a
otimizacdo das condicbes experimentais para concecdo destes sistemas foi uma parte bastante
importante e morosa deste trabalho, sendo a mesma discutida mais adiante neste documento (secc¢tes
4.1 e 4.2) onde se procede a caracterizacdo fotofisica, espetroscépica, morfolégica e bioldégica dos
sistemas. De forma a relacionar as arquiteturas dos sistemas, com especial énfase na posicdo da
porfirina na estrutura da microcapsula, com o possivel efeito fotodindmico, procedeu-se também ao

estudo da producéo de oxigénio singuleto dos sistemas explicitados nas tabelas 1 e 2.

4.1. Preparacao de Microcapsulas de Polieletrélitos com nudcleos
de carbonato de célcio (CaCO3) e revestimento com Polieletrolitos (PSS
e PAH)

Numa fase inicial desta dissertagdo, tentou-se otimizar as condi¢cdes experimentais de
preparacao das microcapsulas néo funcionalizadas ([CaCOsPSS](PSS_PAH)n), em que n representa o
namero de bicamadas de polieletrélito presentes no escudo de polieletrélitos. Idealmente, estas

microcapsulas deverdo ser uniformes em tamanho e forma, estaveis e biocompativeis [24].

O procedimento usado na preparagdo das particulas de CaCOs foi 0 descrito num trabalho de
dissertacéo anterior, otimizado por este grupo de trabalho, e envolve a reacdo de precipitacéo de ibes
célcio (Ca?*) e carbonato (CO3?%), presentes em solugdes de cloreto de calcio e carbonato de sddio,
respetivamente, e na presenca de um polieletrélito forte (PSS). O desenrolar desta reag¢éo ocorre sob
forte agitacéo, a velocidade constante, com o objetivo de promover a formacao da estrutura polimdrfica
da vaterite, que incorpora varios tipos de substéncias na sua matriz e as liberta mediante altera¢des do
meio [23]. De notar ainda que a prepara¢cédo destes mesmas microcépsulas foi feita na presenca de um
polieletrélito (PSS) que, segundo a literatura, promove uma maior estabilidade e tem um papel
fundamental no controlo do tamanho e forma das capsulas por complexacdo dos seus grupos
sulfonatos com os ides calcio em solucéo [42]. Na auséncia de PSS, ao fim de 24h, se os nucleos de
vaterite ndo forem revestidos por polieletrélitos evoluem para a sua forma mais estavel (calcite),

tornando a amostra mais polidispersa.

Apo6s a preparacdo dos nicleos de CaCOs procedeu-se ao revestimento das microparticulas

por adsorcéo de camadas consecutivas de polieletrélitos de carga oposta (PSS e PAH). A adsor¢éo de
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cada uma das camadas de polieletrélito é feita tendo por base as interacdes eletrostaticas que se
estabelecem entre os polieletrélitos e, como tal, fatores como a concentracdo de polieletrélitos,

temperatura, pH de adsorcéo e forca ionica influenciam sobremaneira a eficiéncia da adsorcgao.

Em primeiro lugar, preparou-se uma solucdo de PSS (MM = 75000 g/mol, 3 mg/mL, 0,5 M NacCl
a pH=6,5) e uma solu¢do de PAH (MM = 17500 g/mol, 13 mg/mL, 0,5M NaCl a pH=6,5). Nestas
condicbes experimentais, a adsorcdo das camadas de polieletrélitos foi eficiente visto que, apés a
primeira adsorgédo do polieletrélito de carga negativa (PSS), o valor lido para o potencial zeta era cerca
de -40 mV, enquanto que no fim da adsorgéo do polieletrélito de carga positiva (PAH), observou-se a
reversdo do potencial zeta do sistema para o valor superior de +38 mV. Estes valores estédo de acordo
com os resultados existentes na literatura em que o valor de potencial zeta apds adsor¢cdo de uma
camada de PSS e PAH é cerca de -42 mV e +50 mV, respetivamente [43]. Na observacdo microscopica

das microcapsulas ja revestidas observa-se que estas permanecem monodispersas e homogéneas.

Ao contrario do esperado, para o mesmo valor de intensidade, as microcapsulas revestidas
com o PAH de baixo peso molecular (Figura 12-B) apresentam um sinal de fluorescéncia significativo,
provavelmente devido a presenc¢a de uma impureza fluorescente no polieletrélito PAH adsorvido. Posto
isto, numa tentativa de eliminar este problema, substituiu-se o frasco de PAH. Em preparactes
posteriores foi usado um novo PAH, com peso molecular superior (MM = 50000 g/mol) e livre desta

contaminag&o.
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Figura 12 - Imagem de FLIM (80x80 um) que compara a fluorescéncia dos nicleos de CaCOzs (A) com os
nucleos revestidos por uma bicamada de polieletrélitos (PSS_PAH) (B) (Aexc = 635 nm, | = 1000 u.a.).

De seguida, procedeu-se a preparacao de novas capsulas em que a concentragdo da solucéo

de PAH utilizada € inferior a descrita em cima e igual a da solucéo de PSS (3 mg/mL).

A figura 13 mostra algumas imagens obtidas por FLIM das microparticulas de CaCOz3 obtidas
segundo o procedimento descrito. Nesta imagem é possivel distinguir estruturas micrométricas,
esféricas e ndo emissivas nas condi¢cdes experimentais usadas posteriormente para a caracterizagao

dos sistemas.
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Figura 13 - Imagens de FLIM para vérias intensidades do laser e ampliacdes de nicleos de CaCOs3 (Aexc = 635 nm,
I =100-92000 u.a.).

Apéds adsorcdo da primeira camada de polieletrélito PSS seguida de centrifugacao e respetivas
lavagens, é possivel observar a formagéo de um pellet branco de facil separa¢do do sobrenadante. As
imagens de FLIM obtidas nesta fase do processo mostram a formacao de capsulas homogéneas e bem
individualizadas, como esperado (Figura 14).
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Figura 14 - Imagens de FLIM para o sistema de CaCOs_PSS (I = 100-92 000 u.a.), salientando-se o baixo grau
de agregacéo do sistema. Nota: Estes sistemas néo séo fluorescentes a | = 1000 u.a. (intensidade usada para a
andlise dos sistemas hibridos - sec¢éo 4.4)

No entanto, a adsor¢do da primeira camada de PAH (MM = 50000 g/mol), nas mesmas
condicBes experimentais que as descritas para o PAH (MM = 17500 g/mol), provoca um elevado grau
de agregacao das microcapsulas (Figura 15) que impossibilita a continuagéo da construcéo vertical do
sistema polimérico. As tentativas de desagregacao por recurso a vortex e ultrassons mostraram-se
insuficientes.
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Figura 15 - Imagens de FLIM obtidas para o sistema de CaCOs_PSS_PAH (I = 92 000 u.a.), salientando o
elevado grau de agregacgdo do sistema. Nota: Estes sistemas ndo séo fluorescentes a | = 1000 u.a. (intensidade
usada para a analise dos sistemas hibridos - seccédo 4.4)

A forca idnica é um fator primordial no processo de layer-by-layer, pois intervém nas interacfes
eletrostaticas existentes. No caso da for¢a i6nica ser demasiado baixa, as cadeias de polieletrélitos
tornam-se menos flexiveis e, por isso, a cobertura da superficie das microcdpsulas € menos eficiente.
Valores elevados de for¢a i6nica poderdo levar ao cancelamento de fendmenos de repulséo por efeito
de blindagem, contribuindo para um maior grau de agregacéo [44]. Neste sentido, tentou-se otimizar a
obtencdo de um sistema homogéneo e monodisperso, efetuando-se uma série de alteracdes ao
procedimento experimental, de onde se destacam as lavagens com soluc¢des de NaCl 1 mM e 0,05 M

em vez de agua destilada, no entanto, ndo se observou a melhoria pretendida.

Posteriormente, realizou-se a mesma experiéncia utilizando uma solucdo de adsor¢cédo de PAH
com o valor de pH igual ao da solugéo de adsor¢éo de PSS (pH=6,5), que resultou num menor grau de
agregacdo devido a maior estabilidade dos ndcleos de carbonato de célcio. Para valores de pH mais
baixos, verifica-se a destruigédo gradual dos nuicleos de CaCOz e libertacdo de CO2 (CaCOs + 2H*—Ca?*

+ H20 + CO2). No entanto, também neste caso o rendimento final foi baixo.

Com o objectivo de aumentar a quantidade de capsulas disponiveis no fim do processo, fez-se
em seguida um scale-up do sistema aumentando 5 vezes a quantidade de cada um dos reagentes
envolvidos. Porém, logo apés a adicdo de PAH a solucao adquire um aspeto floculado, indicativo de

agregacao.

Apesar do baixo rendimento obtido, o procedimento anteriormente descrito (pequena escala e
PAH (MM = 50000 g/mol) a pH 6,5) foi usado para a preparacédo de capsulas dopadas com porfirina.
Considerando a potencial aplicacdo em terapia fotodinamica ou em fotodiagnéstico, nesta fase inicial
do trabalho era importante perceber de que forma o encapsulamento da porfirina ou a sua localizacao
na estrutura da microcépsula influenciam o seu possivel efeito citotoxico. Assim, prepararam-se
microcépsulas de duas formas diferentes: com porfirina co-precipitada no nucleo (Figura 11(A)-

Sistemas | e Il) e adsorvida a Gltima camada de polieletrélito PSS (Figura 11(A)-Sistema lll) - Sec¢éo
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4.1.1. Na seccdo 4.1.2 avaliou-se espectroscopicamente a eficiéncia das microcapsulas na producéo

de oxigénio singuleto.

4.1.1. Preparacdo Experimental dos varios sistemas envolvidos no estudo da
producao do oxigénio singuleto (Sistemas I, 1l e 1l1)

Para preparagéo dos nucleos de CaCOs prepararam-se duas solucdes de CaClz (0,33 M) e de
Na2COs (0,33 M), esta ultima contendo PSS (4 g/L). Adicionou-se igual volume destas solugées e, no
caso dos sistemas que contém porfirina (0,3 mM) no nucleo, a mesma foi incorporada através de uma
reacao de co-precipitacdo em que o volume de TMPYP adicionado foi metade do das solucdes referidas
em cima. A mistura foi agitada vigorosamente durante 30 segundos e, de seguida, deixada em repouso
durante 15 minutos. Posteriormente, 0s nucleos de carbonato de célcio foram purificados através de 3

ciclos de centrifugagéo/lavagem com H20 destilada (3000 rpm, 5 minutos).

A uma parte destes nucleos de CaCOs, adsorveram-se duas camadas de polieletrélitos.
Primeiramente, as microcapsulas foram dispersas em 1 mL de uma solu¢é@o de PSS (Cpss=3 mg/mL,
0,5M NacCl, pH=6,5), deixando-se a adsorver durante 15 minutos de agitacdo. O excesso de PSS foi
removido em trés ciclos de lavagem/centrifugag&o (3000 rpm, 5 minutos) com H20 destilada, entre os
guais as microcapsulas foram sujeitas a agitagcdo vortex e ultrassons. Finda a adsor¢édo da primeira
camada de polieletrdlito, as capsulas foram dispersas em 1 mL de uma solugdo de PAH (Cpan=3 mg/mL,
0,5M NaCl, pH=6,5). Depois de 1 hora de agitacdo, procedeu-se aos processos de
lavagem/centrifugacdo habituais, recorrendo-se a uma solugado aquosa de NaCl (0,05 M). Apéds a
lavagem com a solugdo do sal, esperou-se 4 min de modo a deixar assentar algumas microcapsulas
que ainda pudessem estar em suspensdo. De forma a reverter completamente o valor da carga da
Gltima camada, medido por potencial zeta, procedeu-se a uma segunda adsorcdo de PAH, de acordo

com o procedimento descrito anteriormente.

Nos sistemas com a porfirina na parte mais superficial da microcipsula, as microcapsulas
constituidas pelo nacleo de carbonato de célcio e revestidas com a camada de polieletrdlitos, voltaram
a ser dispersas numa solugdo aquosa de PSS idéntica a referida no paragrafo anterior, seguindo-se o
habitual processo de lavagem/centrifugacéo ja descrito em cima. Posto isto, promoveu-se a adsor¢ao
da porfirina a dltima camada de PSS. Apos 45 minutos de forte agitacdo, efetuaram-se 3 ciclos de

lavagem/centrifugacdo com o intuito de retirar parte da porfirina que néo foi adsorvida.

4.1.2. Estudo da Producéo de Oxigénio Singuleto pela TMPyP por via Indireta
A avaliacdo do desempenho da TMPyP como agente fotossensibilizador tem por base a

capacidade desta molécula em gerar oxigénio singuleto, uma espécie bastante reativa e citotoxica.
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Figura 16 - Reacéo de Cicloadigdo sofrida pelo DPBF na presenca do oxigénio Singuleto (*O2) [45].

A produgéo de 'O:2 pelos sistemas microcapsula-porfirina foi avaliada qualitativamente através
da monitorizacdo da fotodecomposicao do 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF). O DPBF apresenta um
maximo de absorgdo para A=416 nm e na presenca de 'O:2 sofre facilmente rea¢Ges de cicloadi¢ao
dando origem a endoperdxidos instaveis que se decomp6em de forma irreversivel em compostos do
tipo 1,2-dibenzoilbenzeno (Figura 16) [45].

O solvente escolhido para o desenrolar da reacéo foi a dimetilformamida (DMF) visto que quer
o DPBF, quer a porfirina séo solluveis neste solvente. Para além disso, a dimetilformamida n&o altera
as caracteristicas morfolégicas e estruturais das microcapsulas. A concentracdo de DPBF utilizada ao
longo de todas as experiéncias foi 25 pM e a sua degradacao foi monitorizada com recurso as técnicas
de espetroscopia de absorcao UV-Vis, medida ao comprimento de onda maximo de absorcao.

A formacgéo de oxigénio singuleto por parte da porfirina € promovida através da irradiacdo da
mesma com recurso a uma lampada de luz branca que incide sobre a amostra, agitada a uma
velocidade constante e na presenca de oxigénio (célula aberta), e cuja montagem experimental é

mostrada na Figura 17:
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Figura 17 - Esquema da Montagem Experimental usada nas experiéncias associadas ao estudo da produgédo do
oxigénio singuleto (*02).

As distancias entre o inicio da lampada e o filtro e o inicio da lampada e o centro da célula de
quartzo permaneceram inalteradas de modo que a poténcia de irradiagdo fosse constante (=6,50
mW/cm?). A irradiacdo da amostra foi acompanhada ao longo do tempo, em intervalos de 1 e/ou 5 min,
entre 15 e/fou 40 min. A colocacdo de um filtro cut-off na montagem experimental prende-se com a
fotossensibilidade do DPBF que se degrada caso seja exposto a radiagdo com comprimentos de onda
correspondentes a zona do azul. Neste sentido, somente a radiagdo cujo comprimento de onda seja
superior a 550 nm atinge a amostra, garantindo-se assim que a degradacédo do DPBF se deve apenas

a reagao com o oxigénio singuleto gerado pelo fotossensibilizador (TMPyP).

33



4.1.2.1. Estudo dos Sistemas de Controlo 1 e Il

O estudo da producédo de oxigénio singuleto foi iniciado pela avaliacdo dos sistemas de controlo
(Nucleos de CaCOs-Controlo | e nucleos de CaCOs revestidos por uma bicamada de polieletrélitos
PSS_PAH-Controlo Il), assim como pela avaliagdo da decomposi¢cdo do DPBF na auséncia de
fotossensibilizador (Figura 18). Tal como reportado na literatura [46], a estabilidade do DPBF nas
condi¢bes experimentais usadas e na auséncia de um agente gerador de oxigénio singuleto é bastante

elevada (apenas 2% de degradacao que podem ser atribuidos a alguma fotodegradacao).
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Figura 18 - Oxidacao do DPBF em funcdo do tempo de irradiacdo para os sistemas de Controlo | e Il.

No caso dos Controlos | e I, a diminuigdo da absorvancia a 416 nm é ligeiramente superior ao
caso anterior (10%). Uma vez que estes sistemas ndo contém porfirina, o aumento da degradagéo do
DPBF, ainda que pouco expressivo, ndo era esperado. Dada a natureza porosa do nlcleo e da
bicamada de polieletrolito, a adsor¢cdo de uma pequena fracao de DPBF a sua superficie podera estar

na origem da diminuicdo da absorvancia observada.

4.1.2.2. Estudo dos Sistemas |, Il e Il

Apds o estudo dos sistemas de controlo, efetua-se a mesma experiéncia nos sistemas
contendo porfirina (Sistemas | a Ill), com concentragdo em microcapsulas igual a 2,87 pM. O
encapsulamento de porfirina foi efetuado de acordo com os procedimento descritos anteriormente,
usando solucBes de adsor¢cdo com uma concentracdo em TMPyP de 0,3 mM. A concentracdo da
porfirina encapsulada (calculada pela diferenca entre a absor¢cdo medida no maximo da banda Soret
dos sobrenadantes antes e apds adsorcao) variou com a arquitetura dos sistemas: Sistema | (3 pM)>
Sistema lll (1,2 uM)>Sistema Il (0,08 pM).

Na Figura 19 séo apresentados os resultados obtidos neste estudo. A cor e o tipo de marcador
identificam a experiéncia: para a mesma cor, o0 marcador delineado designa a % de degradacdo do
DPBF na presenca do sistema (I a lll) e o marcador preenchido representa a mesma grandeza medida

na presenca de solu¢des de TMPyP de concentragdo igual & encapsulada nos respetivos sistemas.
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Figura 19 - Oxidacao do DPBF em funcao do tempo de irradiacdo para os Sistema |, Il e lll e TMPyP em DMF.

No sistema constituido pela TMPyP co-precipitada no ntcleo ndo escudado por camadas de
polieletrdlito (Sistema | — vermelho no grafico), chega-se a concluséo de que ao fim de 30 minutos de
irradiacdo 13% do DPBF inicial sofreu oxida¢do. Por sua vez, para a solu¢cdo de TMPyP de igual
concentracdo (3 puM), 70% do DPBF inicial ja tinha sido degradado apds apenas 15 minutos de
irradiacéo.

Para o sistema em que a TMPyP esta localizada na camada superficial da microcapsula
(Sistema Il — preto no grafico), a quantidade de DPBF degradada ao fim de 30 minutos de irradia¢@o
(34%) é superior relativamente ao Sistema | em que a porfirina estd co-precipitada no nacleo (13%).
Esta diferenga observada ndo deverd ser relacionada com a concentragdo de porfirina adsorvida, uma
vez que esta é superior para o Sistema | (3 yM vs. 1.2 yM). Tendo em consideracgédo as diferencas na
arquitetura dos dois sistemas € possivel que esteja a ocorrer alguma lixiviagdo da porfirina e que esta
seja favorecida pela sua localizagédo a superficie (Sistema Ill). Por dltimo, o sistema Il é o sistema
menos eficiente na producgdo de oxigénio singuleto. De acordo com Skovsen et al., tendo por base o
valor do coeficiente de difusdo do O2 em agua (D = 2x10° cm?/s), para um tempo médio de vida de 6
Js, 0 oxigénio singuleto é capaz de se difundir até uma distancia de cerca de 268 nm [47], pelo que, a
espessura da bicamada de polieletrélito (2-3 nm) [39] ndo devera ser impeditiva da sua difusdo. No

entanto, é também de salientar que este é o sistema com menor concentragdo de porfirina (0,08 pm).

Em jeito de conclusdo, pode-se inferir que a localizacdo da porfirina na estrutura da
microcapsula tem um efeito expressivo na sua capacidade de gerar oxigénio singuleto e podera ser
determinante para a sua aplicagdo. O sistema mais eficiente foi o sistema em que a porfirina foi
adsorvida na dltima camada de polieletrélito (Sistema l1ll). Verificou-se ainda que todos os sistemas
preparados (I a lll) séo geradores de oxigénio singuleto menos eficientes que a respetiva porfirina nao

encapsulada.
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De modo a avaliar-se a fotoestabilidade da porfirina, tracaram-se os espetros de emissao da
TMPyP em DMF juntamente com o DPBF para os comprimentos de onda de excitacdo de 600 nm e
440 nm. Para ambos os comprimentos de onda os espetros de emissdo mostram uma resolucao
vibracional, sendo visiveis duas bandas vibracionais a aproximadamente 650 nm e 720 nm (Figura 20),
que séo resultado da capacidade de estabilizacdo das cargas positivas da TMPyP por parte da DMF
[47].
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Figura 20 - Espetros de Emissdo da TMPyP (3 yM) em DMF (Aexc = 600 nm € Aexc = 440 nm).

O comprimento de onda de excitagdo de 600 nm é correspondente a zona das bandas Q da
porfirina sendo que, 0s espetros de emissdo da solu¢cdo de TMPyP em DMF com DPBF associados a
esse comprimento de onda, antes e depois da irradiacdo sao sobreponiveis, 0 que comprova que a

porfirina é fotoestavel.

O maximo de absor¢do da porfirina corresponde ao comprimento de onda de 420 nm (banda
Soret), no entanto, para efeitos de excitagdo da amostra, utilizou-se um comprimento de onda mais
desviado para o vermelho (A=440 nm), onde A<0,1, evitando fenémenos de self-quenching e filtro
interno. O espetro de absor¢é@o UV-VIS do DPBF em DMF apresenta uma banda de absor¢&o em torno
de A = 420 nm, préximo do Aexc escolhido. Para além disso, para A proximos de 630 nm verifica-se a
emissao de fluorescéncia por parte do DPBF em DMF [46]. Face a estas evidencias, a intensidade do
sinal no espetro antes de irradiar é resultado da emissao de fluorescéncia por parte da porfirina e do
DPBF. Depois da irradiagcao, obtém-se na mesma as duas bandas Q tipicas do espetro de emissao da
porfirina. A intensidade do sinal obtido € inferior porque o DPBF j& foi degradado pelo oxigénio singuleto
produzido pela TMPyP e, como tal, a intensidade da emissao registada esta associada somente a

porfirina, 0 que comprova a sua fotoestabilidade.

A semelhanca do que foi feito para a solugdo de TMPyP livre, tracaram-se os espetros de

emissao das microcapsulas em DMF juntamente com o DPBF, antes e depois da irradiacdo da amostra
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(Figura 21). Em qualquer um dos espetros esta evidenciada a resolucao vibracional das duas bandas
Q da porfirina que sugere a localizacdo da TMPyP num ambiente menos polar [49][50].
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Figura 21 - Espetros de Emissao dos sistemas de microcapsulas (2,87 pM) em DMF. Sistemas II+DMF antes de
irradiar para Aexc = 440 nm (—). Sistemas IlI+DMF antes de irradiar para os dois Aexc (—). Sistema |+DMF+DPBF
(Ctvpyp = 3 uM), antes (—) e depois de irradiagdo (—) para Aexc = 440 nm (A) e Aexc = 600 nm (B). Sistema
II+DMF+DPBF (Ctmpyp = 0,08 pM), antes (—) e depois de irradiagdo (—) para Aexc = 440 nm (C). Sistema
II+DMF+DPBF (Ctmpye = 1,2 uM), antes (—) e depois de irradiagdo (—) para Aexc = 440 nm (D) € Aexc = 600 nm
(E).
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4.2. Preparacao de Microcapsulas de Polieletrélitos com ndcleos de

Poliestireno e revestimento com Polieletrélitos (PAH e PSS)

De forma a contornar a instabilidade dos sistemas preparados anteriormente, optou-se por
substituir os ndcleos de CaCOs por nlcleos comerciais de poliestireno, mais estaveis nas nossas

condicdes experimentais.

Na primeira tentativa, retirou-se 2 pyL de microparticulas (3,23x108 particulas) diretamente do
frasco e perfez-se o volume até 1 mL. Depois da centrifugacdo e desperdicio do sobrenadante
adsorveram-se alternadamente camadas de PAH e PSS em torno da microparticula. De salientar que
o valor de potencial zeta obtido para os nucleos de poliestireno é de -33,8 mV, pelo que se adsorveu
em primeiro lugar o polieletrélito positivo PAH. Contudo, com o intuito de obter uma maior quantidade
de amostra de modo a compensar as muitas perdas de microcapsulas que ocorrem durante os
processos de centrifugacdo/lavagem, optou-se por aumentar a escala do sistema retirando-se 50 pL
do frasco (8,09x10° particulas), aos quais se adicionou diretamente 5 mL da solugdo de PAH referida
anteriormente.

O volume de solucéo de PSS utilizado foi o dobro do da solu¢éo de PAH e as capsulas foram

ressuspendidas em 5 mL de H20 apds lavagem/centrifugacéo.

60
40
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0

Potencial Zeta (mV)

Numero de Camadas

Figura 22 - Variagao do Potencial Zeta () do sistema em funcdo do nimero de camadas de PAH e PSS
adsorvidas.

Na figura 23 é apresentada uma imagem de SEM do sistema obtido onde se distinguem

microcapsulas esféricas e de aproximadamente 2 um de diametro.

Figura 23 - Imagem de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema [PS]_PAH_PSS.
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4.3. Preparacao de Microcapsulas funcionalizadas com Nano

hibridos Porfirina-Ouro

Apds a otimizacdo das condicSes experimentais de preparacdo de microcapsulas de
polieletrélito com nlcleo de poliestireno, procedeu-se a preparacdo dos hibridos porfirina-ouro
propostos (Hibridos | a IV). A formacado dos sistemas hibridos foi confirmada por espectroscopia de

absorcao e microscopia eletrénica de varrimento (SEM).

4.3.1. Revestimento dos AuNR
Depois da otimizacdo do processo de producdo das microcapsulas em que a adsorcao dos
polieletrdlitos foi feita com recurso a processos de automontagem (LbL), procedeu-se a adsorcéo das

nanoparticulas de ouro.

Os nanobastonetes de ouro sdo comercializados numa solucdo de CTAB, cujo objetivo &
estabilizar as nanopatrticulas. A bicamada de CTAB é citotdxica e facilmente removida em processos
de lavagem alterando a estabilidade das nanoparticulas. Para minimizar este problema, os
nanobastonetes comerciais foram revestidos com polieletrélitos segundo duas abordagens diferentes:
(A) - Revestimento com polieletrélito negativo PSS, adequado para adsorcdo a microcapsulas
carregadas positivamente (Gltima camada de PAH) e (B) - Revestimento sequencial de duas camadas
de polieletrdlito (PSS_PAH), adequado para adsor¢é@o a microcipsulas com carga superficial negativa

(dltima camada PSS).

Ap6s a remocdo de grande parte do CTAB presente no sobrenadante resultante da
centrifugacdo dos nanobastonetes, os nanobastonetes de ouro foram dispersos numa solu¢éo de PSS
([PSS]=1,7 mg/mL, 1mM NacCl), deixando-se a adsorver sob forte agitacdo durante 1 hora, seguindo-
se dois ciclos de centrifugagéo/lavagem com &agua destilada [51][52]. Estes sistemas foram usados
como base para adsorcdo da segunda camada de polieletrélito ([PAH]=1,7 mg/mL, 1 mM NacCl)

seguindo o mesmo procedimento experimental.
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Figura 24 - Espetros de Absorgcdo UV-VIS das Nanoparticulas de Ouro com e sem revestimento.
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Fazendo uma analise a figura 24 chega-se a conclusédo de que apos a adsorcédo do PAH os
nanobastonetes de ouro tém tendéncia a agregar (desaparecimento da banda longitudinal do plasmao).
Uma explicacédo possivel para o fenomeno de agregacao reside na possibilidade do PAH provocar a
lixiviagdo do PSS adsorvido as nanoparticulas, e assim diminuindo a sua estabilidade coloidal. Em
simultéaneo, através de medidas de potencial zeta obtém-se o valor de § =-29,9 mV apds o revestimento
com o PSS, ao passo que depois de se adsorver o PAH obtém-se o valor de § = 14,4 mV. Este valor
encontra-se dentro do intervalo de -20 mV e +20 mV, que € indicativo da pouca meta-estabilidade do
sistema. Deste modo, com o intuito de reverter a carga da superficie para um valor superior a +20 mV,
procedeu-se a uma segunda adsorcao de PAH, tendo-se obtido um valor ainda mais baixo do que o
primeiro (¢ = 8,99 mV). Contudo, para se comprovar as suspeitas levantadas na leitura destes valores
de potencial zeta, decidiu-se construir uma arquitetura (Hibrido I) em que se tenta adsorver
nanoparticulas revestidas por uma bicamada de polieletrélitos (PSS_PAH) em microcapsulas cuja
Ultima camada é constituida pelo polieletrdlito PSS. De notar que a quantidade de moléculas de
polieletrdlito existente na solucéo de adsorcéo ([PSS] = 1,7 mg/mL) é muito superior a quantidade de
nanoparticulas disponiveis (JAUNR = 0,060 mg/mL), de modo a obter-se nanoparticulas completamente

estaveis e saturadas pelas cadeias de polimero [44].

Para o caso dos AuNR revestidos com PSS, mais estaveis, procedeu-se a um teste de
estabilidade com o intuito de avaliar durante quanto tempo as nanoparticulas de ouro revestidas com o

PSS permaneciam estaveis em solucao.
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Figura 25 - Espetros de absor¢cédo UV-Vis dos nanobastonetes de ouro em agua e depois de revestidos com uma
camada do polieletrélito PSS, ao longo do tempo.

De acordo com Mayya et al., verifica-se um desvio para valores de A superiores do plasméao
longitudinal das nanoparticulas sempre que ocorre a adsor¢éo de uma camada de polieletrélitos devido
a alteragGes no valor da constante dielétrica local das nanoparticulas. Nos dados da tabela 5 verifica-
se um desvio de 3 nm no Amax dos AuNR em &gua e apds a adsor¢do de uma camada de PSS [53].

Para além disso, verifica-se uma diminuicdo do valor da absorvancia ap6s adsorcdo da camada de
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PSS quando comparado com o valor lido sem revestimento. Essa diferenca € mais acentuada com o
passar do tempo desde o dia em que foi feita a adsorcdo. Simultaneamente, observa-se um ligeiro
alargamento da banda do plasméo longitudinal, o que é indicativo da existéncia de agregados de

nanoparticulas [54].

Tabela 5 - Amax de absor¢do do plasméo longitudinal dos nanobastonetes, ao longo do tempo, e depois de
funcionalizados com uma camada do polieletrolito PSS.

Amax (NM)
AuNR_H20 660
AuNR_PSS 663
1 dia apds Revestimento dos AuNR com PSS 665
2 dias apds Revestimento dos AUNR com PSS 665
3 dias apds Revestimento dos AuNR com PSS 668
6 dias apds Revestimento dos AuNR com PSS 673

Neste sentido, de forma a evitar ao maximo a adsor¢cdo de espécies j4 agregadas nas
microcapsulas, o revestimento dos nanobastonetes de ouro com PSS foi sempre feito pouco antes da

adsorcao destes as microcépsulas.

4.3.2. Adsorgdo dos AuNR as microcapsulas

Finalizado o revestimento dos AuNR com o polieletrdlito, procedeu-se a adsor¢do dos
nanobastonetes as microcapsulas em que a Ultima camada de PAH lhe confere uma carga positiva. Os
AuNR funcionalizados foram ressuspendidos num volume de agua destilada igual a metade do volume
da solucdo mée (OD=2). Nas primeiras tentativas de constru¢édo do hibrido, seguiu-se o procedimento
descrito numa outra dissertacdo deste grupo, no entanto, nestas condi¢cdes a adsorcdo dos dois
elementos do sistema néo era eficaz e apos 1h de adsorcao a solugao continuava com uma cor azulada

que sugere uma quantidade de nanobastonetes em excesso.

Posto isto, houve a necessidade de se alterar o procedimento, passando a usar-se uma menor
quantidade de nanobastonetes no processo de adsorcdo. Relativamente a quantidade de cépsulas,
embora estas tenham sido ressuspendidas em 5 mL de agua destilada, para adsor¢cdo aos AuNR,
retirou-se cerca de 2,5 mL (1,65x10° particulas), centrifugou-se essa quantidade de amostra e as
capsulas foram ressuspendidas no volume residual apds o descarte do sobrenadante. Este volume
residual (=100 pL) foi diretamente adicionado a 250 pL de AuNR, tendo-se deixado a agitar durante 1h.
No fim da adsorcao, a solucdo deixou de apresentar uma cor azulada passando a incolor, sendo visivel
0 aparecimento de varios pontos negros no fundo do microtubo correspondentes a formacgéo do sistema

microcépsulas+AuNR, que foi lavado s6 uma vez com 1 mL de agua destilada.
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4.3.3. Preparacao e Caracterizacdo do sistema Hibrido |

O sistema hibrido | resultou da juncdo simulténea, seguida de agitacdo vigorosa durante 1h, de
nucleos de poliestireno revestidos por uma dupla camada de PAH_PSS (4,60x10° particulas), de uma
solugdo de TMPyP de concentragdo igual a 2,3 yM e de AuNR (1x10! particulas) previamente

revestidos por uma camada PSS e outra de PAH.

Comecou-se por medir o espetro de absorcdo do sistema hibrido apés os ciclos de
centrifugacao/lavagens, garantindo-se assim que 0 sistema se encontrava livre de porfirina e
polieletrdlitos ndo adsorvidos. A subida dos espetros relativamente a linha de base recolhida pode ser
explicada pelo efeito de dispersédo de luz por parte das microcapsulas. Ainda assim, € visivel uma banda
de absorgcdo ao comprimento de onda de 432 nm, caracteristica da banda Soret da porfirina num

ambiente de polieletrdlitos.
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Figura 26 - Espetro de Absorgao UV-Vis do sistema hibrido | (—) e do sobrenadante (—) ap6s adsorgédo da
TMPyP e dos AuNR usado no célculo da eficiéncia de adsor¢éo e do nimero de moles adsorvido.

De modo a calcular-se a eficiéncia/capacidade de adsorcdo (EA) deste sistema através da
equacao (16), bem como o numero de moles de porfirina adsorvida, mediu-se a absorvancia das

solucdes de sobrenadante.

Nads

EA = x 100 (16)

Nini
Onde nadgs corresponde ao niumero de moles adsorvida e nini corresponde ao ndmero de moles de

porfirina na solucédo de adsorcéo.

Com base nos dados do gréfico da Figura 26, os valores obtidos para o nimero de moles
adsorvido e eficiéncia de adsorcédo foram de 4,69x10-° mol e 40,7 % da quantidade inicialmente
disponivel em solucao, respetivamente. De realcar que os calculos para obtencéo do nimero de moles
adsorvidos (nads) tém como ponto de partida a lei de Lambert-Beer, em que se considerou que o valor
do ¢ da porfirina em agua é aproximadamente igual ao € da porfirina num ambiente rico em

polieletrdlitos.
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Nas imagens de SEM obtidas para este hibrido (Figura 27) é possivel observar a presenca de
estruturas micrométricas fracamente revestidas com nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de ouro

fortemente agregadas nas areas circundantes as microcapsulas e, como tal, ndo adsorvidas.

Estas imagens estdo concordantes com a instabilidade quer das nanoparticulas de ouro
funcionalizadas pela dupla camada de polieletrélitos e ja evidenciada pelo seu espectro de absorgao
(Figura 24). Outro fator que poderd estar na origem dos resultados obtidos € um revestimento

incompleto da superficie das capsulas (§ = 8,99 mV).

Figura 27 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM) do sistema hibrido I.

Tendo como base os resultados experimentais obtidos, face a grande quantidade de
nanoparticulas de ouro que agregam e/ou que se perdem em cada adsorcdo e ciclo de
centrifugacao/lavagem, obrigou a que nos outros sistemas estudados a posteriori se revestisse 0s

nanobastonetes de ouro somente com uma camada de PSS.

4.3.4. Preparacédo e Caracterizacdo do sistema Hibrido Il

Neste sistema as nanoparticulas de ouro foram revestidas por uma camada de polieletrélito
PSS e a TMPyP foi incorporada no sistema através de interacdes eletrostaticas em que 0s grupos
piridinio se adsorvem a camada negativa de PSS das microcapsulas. Como solu¢do de adsor¢éo
utilizou-se uma solugdo com concentragéo igual a 4,6 uM, tendo-se guardado o sobrenadante de modo

a conseguir avaliar a quantidade de porfirina adsorvida.

A andlise do espetro de absorcao UV-Vis do sistema preparado (Figura 28) permite identificar
a existéncia de uma banda bem definida ao comprimento de onda de 430 nm (banda Soret) que esta
associada a existéncia de TMPyP complexada com o polieletrélito PSS, uma banda em torno do valor
de 532 nm que corresponde ao plasméo transversal dos nanobastonetes de ouro e uma outra banda

larga centrada nos 720 nm que podera corresponder ao plasmao longitudinal.
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Figura 28 - Espetro de Absor¢do UV-Vis do sistema Hibrido II.

Também para este sistema se calculou os valores da eficiéncia de adsorcédo (EA) e o nUmero
de moles de porfirina adsorvida (nadgs), tendo por base a equagédo 16. Os valores obtidos para a eficiéncia

de adsorcao e numero de moles adsorvido foram 0,576 % e 1,32x101! mol, respetivamente.
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Figura 29 - Espetros de Absorgdo UV-Vis dos sobrenadantes do sistema Hibrido Il ap6s adsor¢do da TMPyP (—)
e do PSS (—) usados no calculo da eficiéncia de adsor¢do e do niumero de moles adsorvido.

Pela analise dos espetros de absor¢cdo dos sobrenadantes retirados apds a adsorcdo da
TMPYP (Amax =428 nm) e do PSS (Amax = 433 nm), infere-se que 0 PSS provocou a lixiviagéo da porfirina.
As interacdes eletrostaticas que se estabelecem entre as camadas sucessivas de PSS e entre o PSS
que esté a ser adsorvido e a TMPyP séo suficientemente fortes para causar a desadsorcéo da TMPyP.
O sobrenadante depois da adsorcao do PAH eraincolor e, por esse motivo, assumiu-se que a adsor¢ao

deste polieletrdlito ndo provocou a lixiviagdo significativa de porfirina.

Comparativamente com o sistema Hibrido I, obteve-se um valor de eficiéncia de adsor¢do da

porfirina mais baixo, como resultado da lixiviacdo da TMPyP depois da adsorcao do PSS.
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Figura 30 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema Hibrido I1.

Paralelamente, tal como foi feito para o sistema anterior, recorreu-se a microscopia eletrénica
de varrimento (SEM) para se obter informagfes acerca da morfologia do sistema (Figura 30).
Contrariamente ao que seria de esperar, as imagens captadas através de SEM demonstram que parte
das capsulas colapsou. A solug¢do do hibrido apés os habituais procedimentos de centrifugacéo e
lavagem estava incolor, 0 que juntamente com o espetro de absor¢cdo (Figura 28) e os resultados
obtidos na técnica de FLIM, indica que muito provavelmente os AUNR se adsorveram com sucesso as
microcépsulas. A explicacdo para as imagens de SEM poderd estar relacionada com alguma

irregularidade aquando da preparacdo da amostra.

4.3.5. Preparacédo e Caracterizacdo do sistema Hibrido IlI
A semelhanga do que aconteceu na construgéo do sistema hibrido 1, também neste caso a
solugéo de adsorcdo de TMPyP tinha uma concentragéo de cerca de 4,6 uM e o revestimento dos

AuUNR foi feito de igual forma.

Tal como para o sistema hibrido I, a analise ao espetro de absor¢cdo UV-Vis do sistema
preparado (Figura 31) evidencia a existéncia de uma banda bem definida ao comprimento de onda de
428 nm (banda Soret) que esté associada a existéncia de TMPyP complexada com o polieletrélito PSS.
E notério também uma banda mal definida a comprimento de onda de 522 nm que corresponde ao
plasmao transversal dos nhanobastonetes de ouro e uma outra banda mal definida por volta dos 720 nm
associada ao plasméo longitudinal. Estas diferengas nos valores do plasméo transversal e longitudinal
estao associadas ao facto dos AuUNR nao estarem livres em solugao, mas sim inseridos na superficie

das microcapsulas em microambientes heterogéneos e com algum grau de interagao entre particulas.
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Figura 31 - Espetro de Absor¢édo UV-Vis do sistema Hibrido llI.

O espetro de absorcdo UV-Vis do sobrenadante permite tirar as mesmas conclusées que nos
sistemas anteriores. A presenca de porfirina no sobrenadante vem expressa numa banda bem definida
ao comprimento de onda de 422 nm que indica que a TMPyP estabelecera interages com moléculas
de PSS e que uma parte das moléculas de porfirina ndo se adsorveram. De notar ainda que entre os
comprimentos de onda 500 nm e 650 nm visualizam-se pelo menos duas bandas mal definidas,

representativas das bandas Q da porfirina.
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Figura 32 - Espetro de Absor¢édo UV-Vis do sobrenadante do sistema hibrido Il apés adsor¢édo da TMPyP usado
no calculo da eficiéncia de adsor¢éo e do nimero de moles adsorvido.

Os célculos para os valores da eficiéncia de adsorcao (EA) e o nimero de moles adsorvidos
de porfirina (nads) resultaram em 78,8 % e 1,81x10° mol, respetivamente. A quantidade de porfirina
adsorvida é muito superior a obtida para o Hibrido Il, abordado na seccdo anterior, 0 que pode ser
explicado pela arquitetura do proprio sistema. Neste caso, a porfirina € a camada mais superficial do
hibrido e, como nenhuma camada de polieletrélito foi adicionada posteriormente, a TMPyP nédo tem

tanta tendéncia a sofrer lixiviagao.
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Para este sistema foram adquiridas imagens de SEM em trés fases distintas da sua preparacao:
apos adsorcéo das nanoparticulas de ouro (Figura 33), apds o revestimento das anteriores com uma
bicamada de PAH_PSS (Figura 34) e, por ultimo, apos adsorcao da porfirina - Hibrido Il (Figura 35).

Figura 33 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema em fase de desenvolvimento,
correspondente ao sistema de controlo IV (PS_PAH_PSS_PAH_PSS_PAH_[AuNR_PSS)).

As imagens captadas através de SEM (Figura 33) mostram microcapsulas revestidas pelas

nanoparticulas de ouro, ndo sendo visivel a presen¢ca de AUNR em solucéo.

Figura 34 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema em fase de desenvolvimento,
correspondente ao sistema de controlo V (PS_PAH_PSS_PAH_PSS_PAH_[AuNR_PSS]_PAH_PSS).

Nesta fase da construg¢éo do sistema, as imagens de SEM (Figuras 34) retratam uma amostra
de microcépsulas funcionalizadas com nanobastonetes de ouro mais agregada, em que as estruturas
dos nanobastonetes de ouro estdo menos nitidas dado que foram adsorvidas duas camadas de
polieletrélitos (PAH e PSS) a seguir aos AuNR. Apés adsorcédo da TMPyP, o mesmo é observado nas

imagens de SEM do sistema hibrido Il (Figura 35).
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Figura 35 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema Hibrido I11.

4.3.6. Preparacédo e Caracterizagdo do sistema Hibrido IV
Ao analisar-se os espetros de absor¢do UV-VIS dos sistemas hibridos Il e Ill, observa-se que
a adsor¢do dos nanobastonetes de ouro é acompanhada pelo aparecimento de uma banda alargada

na zona do vermelho do espetro eletromagnético. Para que ocorra intensificacdo de fluorescéncia da

porfirina, € necessario que haja uma sobreposicao entre o espetro de absor¢do do plasméo e os
espetros de absorcdo e emisséo da porfirina sendo que, os fenédmenos de absor¢éo e intensificagdo

sd0 maximos para o comprimento de onda maximo do plasmao [55]. Na tentativa de obter um sistema

com caracteristicas espectrais mais adequadas a observacdo do fenédmeno de intensificagdo de
fluorescéncia por efeito plasmonico, o hibrido 1V foi preparado segundo um procedimento experimental
semelhante ao anteriormente descrito para o hibrido Il, mas usando-se desta vez nanoparticulas de

ouro com aspect ratio =2,3 e caracterizadas por um plasméao longitudinal a 614 nm.
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Figura 36 - Espetro de Absorgao UV-VIS do sistema hibrido V.

Ao contrario do esperado, a alteracdo do tamanho dos nanobastonetes de ouro ndo se traduz
em diferencas significativas no espectro obtido para o hibrido correspondente. Também neste caso, o

maximo da banda alargada dos nanobastonetes adsorvidos tem um desvio para A=750 nm.
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Figura 37 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) do sistema hibrido IV, utilizando AuNR com
plasméao longitudinal a 600nm.

Neste caso nao foi possivel calcular eficiéncia de adsorcdo (EA) da porfirina devido a um

processo ineficiente de separagdo do sobrenadante.

4.4. Intensificacdo de Fluorescéncia por Efeito Plasmonico

Nesta secc¢do, a influéncia da arquitetura dos sistemas preparados na intensificacdo da
fluorescéncia da porfirina TMPyP usando nanobastonetes de ouro como nanoantenas Oticas sera
avaliada por microscopia de tempos de vida de fluorescéncia (FLIM), com excitacdo a Aexc = 635 nm.
Para cada um dos sistemas preparados foram adquiridas imagens varrendo inicialmente varias areas
de dimensbes 80 x 80 uym das quais foram escolhidas aleatoriamente algumas microcdpsulas
individuais, representativas da populagdo em analise e cujas imagens estdo em anexo. Para cada uma
das microcapsulas escolhidas foi adquirida uma imagem de FLIM (5 x 5 ym) e foram medidos varios

tracos de fluorescéncia em diferentes pontos da microcapsula também eles escolhidos aleatoriamente.

Os fenémenos de intensificacdo foram seguidos segundo duas perspetivas diferentes. A
primeira, de caracter global, tem como objetivo comparar a intensidade de fluorescéncia emitida por
cada cépsula do hibrido com a soma da intensidade de fluorescéncia de cada um dos controlos
(microcépsulas contendo apenas porfirina ou apenas nanoparticulas de ouro & mesma concentracao
que o hibrido). Neste caso, foram tracados perfis de intensidade de fluorescéncia ao longo do diametro
de uma cépsula individual e comparados com os obtidos para os sistemas de controlo. Paralelamente,
procedeu-se a identificacdo de fendmenos pontuais de fluorescéncia que podem ou néo ser traduzidos
numa intensificacdo global. Mediram-se tracos de fluorescéncia para pontos especificos das
microcapsulas, tendo-se comparado os mesmos com 0s sistemas de controlo. No Ultimo caso, a
avaliacdo da intensificacao de fluorescéncia por efeito plasménico foi feita tendo por base a anélise dos

eventos de emissdo pontual muito intensa (ou “fluorescence bursts”), também conhecido como o

método de cherry-picking. Segundo este método, os valores dos fatores de intensificacdo (Fi) séo
0

calculados com recurso a equagéo (17):
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F _lezlng (17)

Fo Ine

Em que I, corresponde ao valor de intensidade de fluorescéncia mais elevado existente num

determinado traco de fluorescéncia, I,, corresponde ao valor das contagens de fundo do aparelho

contabilizadas pelos detetores e I,, simboliza o valor de intensidade de fluorescéncia do

fotossensibilizador ndo intensificado que, para o caso de TMPyP é um valor constante e igual a 0,8

cnts/s [56].

4.4.1. Intensificacdo de Fluorescéncia por Efeito Plasménico — Analise ao

Sistema Hibrido |

Na figura 38 mostram-se as imagens de FLIM obtidas para o sistema Hibrido I, que envolveu a

juncdo simultdnea da solucdo de porfirina e dos nanobastonetes de ouro revestidos por uma bicamada

de polieletrélitos (PSS/PAH).

Intensity Image [Cnts] Intensity Image [Cnts]
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Figura 38 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 pm x 80 ym) do sistema Hibrido .

Nestas imagens é possivel observar a presenca de estruturas esféricas e micrométricas de

acordo com as imagens obtidas por SEM para este hibrido (Figura 38). No entanto, a analise de FLIM

mostra que estas estruturas podem ser agrupadas de acordo com os tempos de vida de fluorescéncia

medidos:

e Microcapsulas com tempos de vida da ordem dos 12 ns, representadas na Figura 39-A em que,

segundo a literatura, este tempo de vida é o medido para o complexo de TMPyP-PSS nao se

observa evidéncia de que as nanoparticulas de ouro tenham adsorvido nestes objetos [50].

e Microcapsulas com tempos de vida muito curtos, representadas na Figura 39-B e que podem

representar as estruturas contendo porfirina e nanobastonetes de ouro, pois estes Ultimos tém

tempos de emissao muito curtos e também aceleram o decaimento de corantes organicos.

e Microcapsulas com tempos de vida na ordem dos 5 ns (Figura 39-C). Segundo a literatura, o

tempo de vida da TMPyP em agua € de 5 ns, pelo que deve ser considerada a hipétese deste

tipo de microcapsulas conter porfirina num ambiente mais aquoso do que associada ao

polieletrdlito [50].
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Figura 39 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (5 pum x 5 ym) do sistema Hibrido I.

A Figura 40 mostra os perfis de intensidade de fluorescéncia obtidos para as cépsulas
representadas na figura 39-B e a respetiva comparagdo com os sistemas de controlo. Pela andlise
desta figura é possivel concluir que apesar da intensidade de fluorescéncia medida para o hibrido ser
superior a medida para os controlos, a mesma nao € significativamente superior a soma das anteriores,
pelo que o efeito plasmédnico na intensificagcdo global de fluorescéncia sera desprezavel. Com base na
conjugacéo dos resultados obtidos por SEM e por FLIM, pode-se concluir que a auséncia do fenémeno
de intensificacdo global deverd ser causada por uma fraca densidade de nanoparticulas de ouro
adsorvidas a superficie das cdpsulas. O fraco revestimento das microcapsulas com as nanoparticulas
de ouro pode dever-se a agregacao preferencial destas Ultimas ou a uma eventual competicdo com a
porfirina pelos grupos sulfonato do polieletrdlito negativo, dado que, neste caso, a Ultima camada

adsorvida aos AuNR era o PAH (polieletrdlito positivo).
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Figura 40 - Perfil de Intensidade de Fluorescéncia em fungdo da posi¢do na microcapsula para o sistema Hibrido
| (—) e para os sistemas de controlo Il (—) e IV (—).

Para além disso, também nado é percetivel qual a ordem pela qual ocorreu o processo de
adsorgdo, isto é, a porfirina por apresentar carga positiva pode ter ficado adsorvida entre as
microcédpsulas e o0s nanobastonetes revestidos com PSS e PAH ou, por outro lado, os AuNR
adsorveram-se imediatamente as microcapsulas visto que a constante de equilibrio entre o PAH e o

PSS é alta (pKeq=10,3) [57]. Ainda assim, seria de esperar a existéncia de alguns fenémenos de
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intensificacdo mais frequentes e prolongados dada a proximidade do fluoréforo com os nanobastonetes
e, por conseguinte, com os hotspots.
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Figura 41 - Variacao da Intensidade de Fluorescéncia em funcéo do tempo para os sistemas: Hibrido | (—); Controlo
Ill (—) e Controlo IV (—). (A) Em que (B) representa o histograma de intensidade de fluorescéncia de um evento
de curta duracgédo de (A).

Mediram-se os tragos de fluorescéncia para o sistema contendo a porfirina e os nanobastonetes
de ouro em simultdneo e para os dois sistemas de controlo, isto €, um deles contendo somente a
TMPyP e outro s6 com AuNR. N&o se verificam fenomenos de intensificagdo nos dois sistemas de
controlo, sendo que no caso do sistema em que s6 existe porfirina no meio das camadas de polieletrélito
ocorre a fotodegradacdo da mesma, visivel através de uma diminuicdo acentuada do numero de

contagens no inicio da medicao.

As intensificagbes observadas no minuto inicial para o sistema hibrido | ocorrem durante
tempos muito curtos e correspondem a uma passagem breve por parte da TMPyP num hotspot

localizado entre duas nanoparticulas adsorvidas as microcapsulas [56]. Posto isto, calcularam-se os

valores de Fi gue se situam entre os 1,59x104 e 7,72x10% sendo que a média dos fatores de
0

intensificagdo obtidos para este sistema é cerca de 1,36x10°. De acordo com o reportado na literatura,
para um sistema de dimeros de nanoparticulas esféricas, obtiveram-se fatores de intensificacao entre
105 e 106 [56]. O sistema estudado neste dissertacdo € estruturalmente diferente do exemplo da

literatura, uma vez que se usam nanobastonetes de ouro e ndo nanoparticulas esféricas, ainda assim,
~ . . z F . N . .
a obtencéo de valores mais baixos no célculo de - pode estar associado a arquitetura do sistema, dado
0
que pelas imagens de SEM & visivel que grande parte da superficie das cdpsulas ndo esta substituida
e existe uma grande quantidade de nanoparticulas de ouro na area circundante. Deste modo, a

probabilidade de uma molécula de TMPyP passar num hotspot entre duas nanoparticulas € mais

reduzida, o que faz com que os fenédmenos de intensificagdo ndo sejam tédo frequentes.

52



1000000

100000
10000

@ |

G 1000 | |

X

100 J WG
) W

1
85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135

Tempo (ns)

Figura 42 - Decaimentos de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido I, correspondente a um dos eventos de curta
duracéo expressos na Figura 41 (—); Controlo 11l (—) e Controlo IV (—).

Os decaimentos de fluorescéncia obtidos sao bastante complexos de analisar e para que haja
um ajuste com elevado grau de confianca € necessario recorrer a uma funcao tri-exponencial, cujos
parametros vém expressos na tabela 6. Ainda assim, cada componente da fun¢éo tri-exponencial pode
traduzir o valor médio da contribuicdo de uma populagdo ndo homogénea. Contudo, assume-se que
tempos de vida com valores bastante diferentes devem representar populacdes também elas

diferentes.

O tempo de vida médio de fluorescéncia foi calculado a partir da equagédo 18:

Z?—l “iTzZ
Trsgin = ——L 18
médio Z‘{L=1 ;T ( )

Em que «a; se define como o fator pré-exponencial do decaimento e t; como o tempo de vida

do estado excitado.

Tabela 6 — Tempos de Vida de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido I, correspondente a um dos eventos de curta
duragéo expressos na Figura 41; Controlo Il e Controlo IV.

u(ns) | A1(%) | o(ns) | A2 (%) | 13 (ns) | As (%) ¥ Tmédio
Hibrido | 9,4 7,6 1,3 14,0 0,3 78,4 1,023 1,1
Controlo llI 11,6 49 4,5 36 1,1 15 1,030 7,5
Controlo IV 2,1 1,1 0,3 48,7 0,1 50,2 1,167 0,2

O tempo de vida de fluorescéncia do sistema hibrido apresenta uma componente bastante
expressiva muito curta (0,3 ns), que esta relacionada com a existéncia de nanoparticulas de ouro na
superficie das microcdpsulas. Embora ndo seja muito pronunciada, a componente =9,4 ns pode ser
atribuida a complexacdo da TMPyP com outras moléculas de polieletrélitos, o que € indicativo da

adsorc¢édo de alguma quantidade de porfirina as microcapsulas [50].
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A juncéo simultdnea da TMPyP e das nanoparticulas de ouro ndo é a adequada para que haja
uma adsorcao eficiente destes dois componentes e, como tal, construiram-se novos sistemas que
foram caracterizados nas seccdes anteriores com o intuito de explorar a posicéo relativa entre o

fluoré6foro e o nanobastonete de ouro.

4.4.2. Intensificacdo de Fluorescéncia por Efeito Plasmoénico — Analise ao
Sistema Hibrido Il

No que diz respeito a este sistema, seguiu-se um raciocinio semelhante ao demonstrado na
sec¢do 4.4.1 em que se obtiveram uma série de imagens através da técnica de FLIM do sistema hibrido

Il e dos sistemas de controlo Il e IV.

Na figura 43 visualizam-se microcapsulas com tempos de vida da ordem dos 12 ns, o que
corresponde ao complexo formado pela TMPyP e pelo PSS [50]. Este resultado esta concordante com
o resultado esperado uma vez que a figura 43 corresponde ao sistema de Controlo Ill, que contém

somente porfirina adsorvida as microcapsulas.

Intensity Image [Cnts)
100
Average Lifetime [ns]

Figura 43 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) do sistema de controlo lII.
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Como era expectavel, a figura 44 referente ao sistema de controlo IV revela capsulas com um

tempo de vida de emissao nas imagens FLIM das cdpsulas € muito curto (=1-2 ns) uma vez que estas

possuem somente 0s nanobastonetes de ouro na sua estrutura.
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Figura 44 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) do sistema de controlo IV.
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No que diz respeito as imagens de FLIM obtidas para o hibrido Il (Figura 45), observa-se a

existéncia de estruturas micrométricas, pouco agregadas e com um tempo médio de vida compreendido

entre os 1-2 ns e 0s 12 ns. Esta observagédo esta relacionada com a presenca simultanea de porfirina

e nanoparticulas de ouro.
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Figura 45 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 pm x 80 ym) do sistema Hibrido I
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Figura 46 - Perfil de Intensidade de Fluorescéncia em fungéo da posi¢cao na microcapsula para o sistema Hibrido
Il (—) e para os sistemas de controlo Il (—) e IV (—).

Tal como foi feito para o sistema anterior, fez-se uma avalia¢éo da intensidade de fluorescéncia
em Vvarios pontos das microcépsulas, nos sistemas de controlo e no hibrido. Neste caso, a intensidade
de fluorescéncia do sistema hibrido é semelhante a intensidade de fluorescéncia que se obteve para o
sistema de controlo contendo somente os nanobastonetes de ouro e ligeiramente superior ao valor da
intensidade de fluorescéncia obtida para o sistema de controlo contendo somente porfirina e, como tal,
espera-se que efeito plasménico na intensificacdo global de fluorescéncia seja desprezavel. O valor
obtido para a intensidade de fluorescéncia do Hibrido Il pode ser explicado pela grande quantidade de
TMPyP que é lixiviada aquando da adsor¢é@o do PSS e resulta num valor muito baixo de eficiéncia de

adsorcao.
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Figura 47 - Variacéo da Intensidade de Fluorescéncia em fungdo do tempo para os sistemas: Hibrido Il (—);
Controlo Il (—) e Controlo IV (—). (A) Histograma de intensidade de fluorescéncia de um evento de curta duragéo
de (A).

A medicéo dos tracos de fluorescéncia para os dois sistemas de controlo mostra a auséncia de
fendmenos de intensificacdo. No sistema de controlo contendo porfirina observa-se a fotodegradacéo
da TMPyP, visivel através de uma diminuicdo do numero de contagens no inicio da medigéo.
Relativamente ao trago de fluorescéncia do sistema Hibrido Il, observam-se eventos muito curtos de

intensificacdo de fluorescéncia, ao longo dos 3 minutos de aquisi¢do. Estes eventos de intensificacéo

resultaram em valores de Fi situados entre 1,66x10* e 3,93x10°, sendo que, a média destes valores é
0

de cerca de 1,14x105. Mais uma vez, os valores obtidos sao inferiores aos referidos na literatura e da
mesma ordem de grandeza dos obtidos para o sistema hibrido | [57]. Pelo espetro de absor¢do do
hibrido, prevé-se que a adsor¢cdo dos nanobastonetes de ouro tenha sido eficiente, ainda assim, os
valores de intensificagdo de fluorescéncia podem ser justificados pelo nimero de moles adsorvido neste
sistema ser mais baixo (1,32x101* mol) do que nos restantes sistemas. Neste sentido, a quantidade
baixa de porfirina existente no sistema diminui a probabilidade de uma molécula de porfirina atravessar
um hotspot situado entre duas nanoparticulas de ouro e, por conseguinte, da ocorréncia de fenébmenos

de intensificacao.
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Figura 48 - Decaimentos de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido II, correspondente a um dos eventos de curta
duracgéo expressos na Figura 47 (—); Controlo Il (—) e Controlo IV (—).

Os componentes da funcéo tri-exponencial que traduz os decaimentos de fluorescéncia estéo

expressos na tabela 7.
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Tabela 7 - Tempos de Vida de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido Il, correspondente a um dos eventos de
curta duragdo expressos na Figura 47; Controlo | e Controlo II.

(ns) | At(%) | ©2(ns) | A2 (%) | t(ns) | As (%) ¥ Tmeédio
Hibrido Il 8,8 7,1 15 27,7 0,3 65,2 1,174 1,2
Controlo lll 11,6 49 4,5 36 1,1 15 1,030 7,5
Controlo IV 2,1 83,8 0,3 11,9 0,1 4,3 1,167 0,2

No que diz respeito ao sistema de controlo Ill, constituido somente por porfirina, observa-se
uma componente expressiva e com um tempo de vida de cerca de 11,6 ns, que € indicativo da
complexacdo da TMPyP com PSS [50]. Por seu turno, no sistema de controlo constituido pelos
nanobastonetes de ouro destaca-se uma componente com um tempo de vida curto (=0,1 ns) tipico da

existéncia de nanobastonetes adsorvidos as microcapsulas.

Relativamente ao decaimento de fluorescéncia do sistema hibrido, 0o mesmo pode ser subdivido
em trés componentes distintas: uma componente bastante expressiva curta, que é representativa da
existéncia de nanoparticulas de ouro na superficie das microcapsulas (=0,3 ns), uma outra que ronda
0s 8,8 ns e que esta associada a complexacdo da TMPyP com o PSS e, por uUltimo, uma terceira

componente cujo tempo de vida é intermédio (1,5 ns) [50].

De modo a aumentar a ocorréncia de fendmenos de intensificacdo de fluorescéncia
equacionaram-se alteragBes na estrutura do sistema, nomeadamente, uma segunda adsorcdo de
TMPyP, um aumento da concentracdo de porfirina na solu¢éo de adsorcdo e uma inversdo da posicao

dos AuNR e da porfirina nas microcapsulas.

Neste sentido, construiram-se dois sistemas que respeitam a estrutura de base expressa na
tabela 3, e respetivos controlos, com o intuito de realizar ensaios biol6gicos que permitissem avaliar a
citotoxicidade dos sistemas. Em ambos os sistemas adsorveram-se duas bicamadas de polieletrélitos
(PAH_PSS) em torno das micropatrticulas de poliestireno. Num dos sistemas, a adsor¢cdo da porfirina
foi feita partindo-se de uma solugdo de adsorgdo com concentragdo igual a 9,2 uyM, seguida da
adsor¢do de uma camada de PAH (Hibrido II.I). No que diz respeito ao outro sistema, fez-se duas
adsorcdes consecutivas de porfirina, cuja concentragdo da solugdo de adsorgéo era cerca de 4,6 pM.
Entre a 12 e a 22 adsorcao da porfirina procedeu-se a adsor¢édo de uma camada do polieletrélito PSS e
depois da 22 adsorgédo da porfirina, adsorveu-se uma camada do polieletrélito PAH (Hibrido IL.11). Para
ambos os sistemas, depois da adsor¢cdo da TMPyP e da camada de polieletrélito PAH, procedeu-se a

adsorcao das nanoparticulas de ouro previamente revestidas com PSS.

Neste caso, o calculo do nimero de moles de porfirina adsorvida (nags) foi determinado com
recurso a uma reta de calibragdo média que relaciona a intensidade de fluorescéncia obtida (Ir) com a
concentracao de TMPyP ([TMPyP]) sendo que, para a constru¢do das varias retas de calibracao

utilizaram-se 5 solu¢des de TMPyP em agua com concentra¢ao conhecida.
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Figura 49 - Reta de Calibragdo que relaciona a intensidade de fluorescéncia com a concentragdo de TMPyP
(y=3,2327x10"x-4,3226, com R?=0,994).

Mediram-se os valores de intensidade de fluorescéncia dos sobrenadantes apds a adsor¢éo
da TMPyP e dos sobrenadantes que resultam da adsorcdo das camadas de polieletrélitos que sucedem
a adsorcéo da porfirina. O nimero de moles adsorvido (nags) para ambos os sistemas hibridos foi cerca
de 2,76x10° mol.

Para além do célculo do numero de moles de porfirina adsorvida, os ensaios biol6gicos também
requerem o conhecimento do nimero de particulas existente em cada amostra. Mais uma vez, o
numero de particulas foi obtido tendo por base a luz dispersa medida através do pico da segunda ordem
de difracdo, medido num espetrofluorimetro. A reta de calibragdo média (Figura 50) foi construida a
partir de 3 retas de calibracdo diferentes representativas da intensidade da difracdo em funcdo do
namero de particulas [58]. Na construcao das retas de calibracao, retirou-se 7 uL (1,13x10° particulas)
do frasco de nudcleos de poliestireno comerciais e perfez-se para um volume de 700 pyL. Todos os

pontos que constituem as retas de calibracao sdo diluicfes desta solucao original.
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Figura 50 - Reta de Calibragdo que relaciona o pico de 22 ordem da difragdo com o N° de particulas
(y=32,568x+7,8155x107, com R?=0,9985).

Na construcéo dos sistemas hibridos e de controlo partiu-se de um volume de cerca de 50 uL
de microparticulas de poliestireno correspondente a cerca de 8,09x10° particulas. No entanto, ao longo
dos sucessivos processos de adsorcdo, alguma quantidade de capsulas vai-se perdendo nos
processos de centrifugacéo e lavagem. Essa perda é mais acentuada no inicio do processo em que 0s
nacleos sado mais leves e, como tal, o processo de centrifugacéo nédo é tao eficiente. Apos a adsorcéo
da bicamada de polieletrélitos o nimero de particulas calculado é cerca de 4,60x10° particulas, o que
significa que antes da adsor¢cdo da TMPyP perdem-se 43% das particulas iniciais. Posto isto, retira-se
metade do volume de microcapsulas (2,3x10° particulas) e procede-se a adsor¢do da porfirina. Depois
de se adsorver a TMPyP o niimero de microcapsulas existente era cerca de 1,89x10° particulas, o que
equivale a uma perda de mais 20% comparativamente com o valor de microcapsulas depois de se
recolher metade do volume.

4.4 3. Intensificacao de Fluorescéncia por Efeito Plasmonico — Analise ao
Sistema Hibrido 11l

Numa tentativa de se observar um maior nimero de fenémenos de intensificagao, inverteu-se
a posicdo dos componentes do sistema, ou seja, 0s nanobastonetes de ouro passaram a estar
posicionados entre duas camadas de PAH e a TMPyP passou a ocupar a posi¢cdo mais superficial da

microcapsula.

Mais uma vez, sob forma de controlo do sistema, observam-se na figura 51 microcapsulas

esféricas e com um tempo de vida médio de fluorescéncia bastante curto.
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Figura 51 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) do sistema de controlo V.

Do ponto de vista morfolégico e da heterogeneidade do sistema, as microcapsulas encontram-
se maioritariamente monomeéricas e a quantidade de agregados existente € bastante reduzida. As
imagens da Figura 52 apresentam microcapsulas individualizadas e com um tempo de vida
compreendido entre o tempo de vida da TMPyP complexada com o PSS (=12 ns) e o tempo de vida
dos AuNR adsorvidos (<<1 ns). Esta constatacdo vai ao encontro das imagens de SEM, onde se

observa que as microcapsulas estao revestidas com as nanoparticulas e ndo nas areas circundantes.

Intensity Image [Cnts] Intensity Image [Cnts]
100 100
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Figura 52 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) do sistema Hibrido .
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Figura 53 - Perfil de Intensidade de Fluorescéncia em fungdo da posi¢do na microcapsula para o sistema Hibrido
lIl (—) e para o sistema de controlo V (—).

Neste caso, a intensidade de fluorescéncia do sistema hibrido em funcao da posicdo na
microcépsula € muito superior, quando comparada com a do sistema de controlo que contém s6 os

AuUNR (Figura 53). Embora néo se tenha estudado o sistema de controlo correspondente a este sistema,
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com a porfirina adsorvida a Gltima camada de polieletrélito, estima-se que o valor medido para a
fluorescéncia devera ser da mesma ordem de grandeza que o hibrido.
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Figura 54 - Variagao da Intensidade de Fluorescéncia em funcéo do tempo para os sistemas: Hibrido Ill (—) e
Controlo V (—). (A) Histograma de intensidade de fluorescéncia de um evento de curta duracéo de (A).

A medicao do trago de fluorescéncia do sistema de controlo revela auséncia de fenébmenos de
intensificagdo. Para o sistema hibrido Il ndo se visualizam fendmenos de intensificacdo, sendo os
tracos de fluorescéncia do controlo e do hibrido comparaveis (Figura 54-A). Embora as imagens de
SEM mostrem que as microcapsulas se encontram revestidas pelos AuNR e se tenham adsorvido cerca
de 1,81x10° mol de porfirina, o nimero reduzido de eventos de intensificacdo de fluorescéncia pode
ser explicado pela fotodegradacéo da porfirina que, por se situar na parte mais externa da microcapsula,
€ rapidamente degradada nos primeiros instantes da irradia¢édo (Figura 55).
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Figura 55 - Fotodegradacédo da TMPyP presente no sistema Hibrido 11l

. . F z ~ .
Ainda assim, calcularam-se os valores de - através da equacdo 17, que se situam entre
0

3,64x10% e 3,51x10%. Os valores do fator de intensificagdo obtidos para esta arquitetura sao inferiores
aos sinais obtidos para os sistemas estudados nas secc¢des anteriores. Contudo, a amostragem
envolvida nos calculos para este sistema foi muito mais reduzida (valores correspondentes a aquisicao
do traco de fluorescéncia de 4 microcapsulas), uma vez que grande parte das microcapsulas
apresentava uma fotodegradacao intensa nos primeiros segundos da aquisicdo, o que impossibilitava

a recolha e o estudo rigoroso do traco de fluorescéncia da microcépsula.
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Figura 56 - Decaimentos de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido I, correspondente a um dos eventos de curta
duracéo expressos na Figura 54 (—) e Controlo V (—).

O decaimento de fluorescéncia para este sistema pode ser descrito por uma funcao tri-

exponencial cujos parametros vém descritos na tabela 8.

Tabela 8 - Tempos de Vida de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido I, correspondente a um dos eventos de
curta durac@o expressos na Figura 54 e Controlo V.

1 (ns) A1 (%) T2 (NS) Az (%) 13 (NS) Az (%) ¥ Tmédio
Hibrido Il 8,1 15,9 2,8 44,8 0,9 39,3 1,578 2,9
Controlo V 6,4 1,2 1,2 8,6 0,3 90,2 1,043 0,4

Como seria de esperar, no sistema de controlo V verifica-se que a componente maioritaria é a
correspondente a existéncia de AuNR adsorvidos as microcapsulas. O decaimento de fluorescéncia do
sistema hibrido é muito semelhante ao do sistema inverso, isto é, com a porfirina localizada no interior
da microcapsula entre duas camadas de PSS e 0os AUNR na parte mais superficial da mesma, dado
que também aqui se observa que um maior peso da componente mais curta face a componente que
ronda os 8 ns e que esta associada ao complexo TMPyP-PSS [50].

Ainda que na construcdo deste sistema se tenha obtido microcdpsulas monoméricas e com
uma distribuicao de tamanhos homogénea, bem como uma adsorcao eficiente dos nanobastonetes de
ouro e da porfirina, a fotodegradacgéo severa da porfirina impossibilita o estudo rigoroso e preciso do
sistema com recurso a técnicas de fluorescéncia e, como tal, optou-se por retomar a construcdo das

microcapsulas com os nanobastonetes situados na regido mais periférica destas Ultimas.
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4.4.4. Intensificacdo de Fluorescéncia por Efeito Plasménico — Analise ao
Sistema Hibrido 1V

A semelhanca do que foi feito para o sistema descrito na seccgéo 4.4.2, cujas diferencas para
esta arquitetura residem na existéncia de somente 2 bicamadas de polieletrélitos a anteceder a porfirina
e na utilizacao de nanobastonetes de ouro em que 0 Amax do plasmé&o é cerca de 600 nm, também neste
caso se mediram os tracos de fluorescéncia e o tempo médio de vida do sistema.

As imagens do sistema de controlo contendo somente a porfirina ja foram anteriormente
apresentadas (Figura 43) e o sistema de controlo contendo somente os nanobastonetes de ouro néo
foi realizado por escassez de tempo, porém, assume-se que para este caso em concreto as conclusfes

serdo em tudo idénticas as retiradas para os sistemas de controlo contendo somente os AuNR em
outras arquiteturas.

Figura 57 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) do sistema Hibrido IV.

Intensﬂy Image [Cnts] Inlensﬂy Image [Cnts]

Average Lifetime [ns] Average Lifetime [ns]

Nas imagens da Figura 57, para além das microcapsulas individuais, observam-se também
alguns agregados de microparticulas, sem que haja nanobastonetes em solucéo.
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Figura 58 - Perfil de Intensidade de Fluorescéncia em fungéo da posi¢cao na microcapsula para o
sistema Hibrido IV (—) e para os sistemas de controlo Il (—) e IV (—).

O estudo da intensidade de fluorescéncia para varios pontos na microparticula (Figura 58)

revela que a intensidade de fluorescéncia do sistema hibrido é semelhante & intensidade de
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fluorescéncia obtida para o sistema de controlo contendo somente os nanobastonetes de ouro, e
superior a do sistema de controlo da porfirina. Tal como sucedera no sistema constituido pelos AUNR
com SPR= 650 nm (Hibrido Il), também se espera que neste caso o efeito plasmodnico na intensificacao
global de fluorescéncia seja diminuto. Embora ndo tenha sido possivel calcular o nimero de moles de
porfirina adsorvida, apés adsorcéo de PSS e lavagens/centrifugacdo, o sobrenadante apresentava uma
cor alaranjada e, como tal, o valor de intensidade de fluorescéncia registado para o Hibrido IV esta

novamente associado a grande quantidade de TMPyP que ¢ lixiviada aquando da adsorcao do PSS.
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Figura 59 - Variacao da Intensidade de Fluorescéncia em fungéo do tempo para os sistemas: Hibrido IV (—) e
Controlo Il (—). (A) Histograma de intensidade de fluorescéncia de um evento de curta duragdo de (A).

Ao longo do tempo de aquisi¢@o observa-se a ocorréncia de varios fenébmenos de intensificagdo

de fluorescéncia, cujos fatores de intensificacdo (Fi) estdo compreendidos entre 2,48x10* e 7,86x10°%
0

e possuem um valor médio de 1,39x10°. Apesar da existéncia destes fendmenos de intensificacao
chega-se a conclusdo de que a grande maioria do nimero de eventos contabilizados ao longo do tempo
apresenta valores de intensidade de fluorescéncia que rondam as 20-30 Cnts/ms (Figura 59-B). A
ordem de grandeza dos fatores de intensificagdo obtidos é semelhante a dos restantes sistemas
estudados sendo que, pelas imagens recolhidas no SEM, as microcipsulas encontram-se amplamente
revestidas pelos AuNR, logo, a explicacdo para os valores obtidos prende-se com a quantidade de
porfirina lixiviada, que torna mais improvavel a passagem de moléculas pelos hotspots entre as

nanoparticulas.

O decaimento de fluorescéncia para este sistema vem representado na Figura 60 e pode ser

descrito por uma funcéo tri-exponencial cujos parametros vém expressos na tabela 9.
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Figura 60 - Decaimentos de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido IV, correspondente a um dos eventos de curta
duracéo expressos na Figura 59 (—) e Controlo IIl (—).

Tabela 9 - Tempos de Vida de Fluorescéncia dos Sistemas: Hibrido IV, correspondente a um dos eventos de
curta duragéo expressos na Figura 59 e Controlo III.

11 (NS) | A1 (%) | T2(nS) | A2 (%) | 13 (nS) | As (%) 12 Tmeédio
Hibrido IV 8,3 16,9 2,1 21,8 0,3 61,3 1,147 2,0
Controlo lll 11,6 49 4,5 36 1,1 15 1,030 7,5

O decaimento de fluorescéncia do sistema hibrido é tipico de um sistema que na sua
constituicdo apresenta TMPyP complexada com o PSS (=8,3 ns) e nanobastonetes de ouro (=0,3 ns).
Fazendo uma comparagédo entre este sistema e o seu semelhante (Hibrido Il — sec¢éo 4.4.2), é visivel
que embora o hibrido também apresente sinais da TMPyP complexada ao PSS, o peso relativo desta
componente na fungéo tri-exponencial é mais baixo, o que pode ser indicativo de uma maior quantidade
de porfirina lixiviada no processo. Seguindo-se um raciocinio analogo, chega-se a conclusao de que
para os nanobastonetes de ouro revestidos com PSS, a sua componente da fun¢éo tri-exponencial é
menos pronunciada, o que pode ser significar uma adsor¢cdo mais eficiente por parte dos AuNR com
SPR a 650 nm em vez de 600 nm.

No que diz respeito ao tempo de vida médio de fluorescéncia do sistema, as conclusbes que
se retiram sdo as mesmas que para o sistema semelhante constituido por AUNR com SPR= 650 nm
(seccédo 4.4.2), ou seja, obtém-se um valor muito curto que é indicativo da existéncia de nanoparticulas
de ouro adsorvidas, tal como se comprova com as imagens de SEM. No entanto, esperava-se um valor

superior devido a presenca da porfirina no sistema.

Em suma, pode-se concluir que os fenédmenos de intensificagdo obtidos sdo da mesma ordem
de grandeza e, por isso, fazendo-se uma avaliacdo de todos os fatores existentes a favor ou contra
cada uma dessas arquiteturas, optou-se por desenvolver microcapsulas em que a porfirina esté situada
entre as camadas de polieletrélito e os AUNR com SPR= 650 nm na parte mais exterior da microcgpsula

para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade.
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5. Ensaios de Citotoxicidade envolvendo células HelLa

De modo a avaliar o potencial destas nanoparticulas para uma possivel fototerapia anti-cancro,
testou-se a sua capacidade citotoxica in vitro. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com
recurso a células Hela originarias de adenocarcinoma humano. Para além do estudo dos sistemas
hibridos (Il.1 e 11.1I) e respetivos controlos, avaliou-se também o efeito da adicdo em separado de cada
um dos componentes que constituem o sistema, isto é, microparticulas de poliestireno, nanoparticulas
de ouro e porfirina. Procedeu-se a dois ensaios diferentes, em que a diferenca de um para o outro
reside na irradiacdo das amostras. Em ambos os casos foram realizadas 3-4 réplicas e adicionado um

volume equivalente a 1x108 particulas por poco.

ApOs a juncdo dos sistemas as células, ao fim de 24h, 48h ou 72h, adicionou-se 20 yL de uma
solugédo de resazurina (0,1 mg/mL). A resazurina é amplamente utilizada como indicador da viabilidade
de células, sendo um composto de cor azul, pouco fluorescente e que se difunde para o interior da
célula onde é reduzida a resorufina (composto cor-de-rosa e muito fluorescente) por agédo de enzimas
existentes no interior das células [59]. A resazurina apresenta um Amax de absorcdo a 600 nm e é
convertida pelas células metabolicamente ativas em resorufina, cujo Amax de absorcado se situa nos 570
nm [60]. Assim sendo, para cada um dos 3 dias, ao fim de 4h de incubacgéo apés adi¢édo da resazurina

mediu-se a absorvancia das amostras existentes em cada um dos pogos aos comprimentos de onda

o T ~ . A , .
de 570 nm e 600 nm. O r4cio entre os valores médios de absorvancia (Aﬂ) € normalizado fazendo-se

600

a média da diferenca entre o valor de absorvancia lido e o valor de absorvancia do controlo, isto &, de

um poc¢o contendo o respetivo composto em estudo e meio de cultura (sem células).
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Figura 61 - Ensaios de Citotoxicidade utilizando-se resazurina para a placa nédo irradiada (A) e irradiada (B) ao
fim de 24h (—), 48h (—) e 72h (—).

Para o ensaio em que ndo houve irradiacdo da amostra (Figura 61-A), utilizou-se uma solucéo

de porfirina em agua com uma concentragdo igual a 5 uM.

Ao fim de 24h pode-se inferir que praticamente toda a resazurina foi convertida a resorufina,
com excecao das microparticulas de poliestireno e da TMPyP em que se observou uma diminuicdo de
15% no valor da viabilidade celular. Ao fim de 48h verifica-se um valor de cerca de 35% de morte celular
em quase todas as condi¢cOes testadas, que pode ter sido induzida por alguma citotoxicidade associada
as moléculas de polieletrélitos que existem, quer nos sistemas hibridos, quer nos controlos. A diferenca
no valor da percentagem de viabilidade apds 24h e 48h pode néo se dever exclusivamente a morte
celular de algumas das células. Existe a possibilidade de se estabelecerem interagdes entre as cargas
positivas da porfirina tetracatiénica e carga negativa de um dos oxigénios existentes da molécula de

resazurina, o que pode fazer com que nem todas as moléculas de resazurina se convertam em

As70

resorufina, resultando numa diminui¢cao do racio ( ) A morte celular que ocorre nos pogos contendo

AuNR pode dever-se ao facto destes serem preparados em solugbes aquosas de CTAB, citotoxicas
para o organismo pois induzem a destruicdo das membranas celulares [26]. Ao fim de 72h é visivel

uma recuperac¢ao na viabilidade celular, sendo possivel que o efeito citotoxico observado as 48h tenha
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estagnado e sido suplantado pelo crescimento das células que sobreviveram durante o ensaio e

iniciaram o seu processo de diviséao.

No ensaio em que se procedeu a irradiacdo das amostras (Figura 61-B), repetiram-se as
restantes condi¢cGes experimentais explicitadas em cima para o ensaio ndo irradiado, com excecéo da
concentracdo de porfirina. Neste caso usou-se uma concentracdo 200 vezes inferior (0,024 uM) com o
intuito de replicar a concentracéo de porfirina existente nos sistemas hibridos. O aparelho experimental
utilizado ndo permite a irradiacdo da amostra a um comprimento de onda definido, ainda assim o papel
celofane usado atua como um filtro a passagem da radiagéo, passando somente parte da energia com
A préoximos da zona do vermelho do espetro visivel. Tendo por base a literatura, optou-se por irradiar a
amostra durante 20 min, o que considerando a poténcia da lampada nas condicdes experimentais

referidas corresponde a uma poténcia de 17,59 mW/cm? (21,11 J/cm?) [61].

A placa foi apenas irradiada no inicio do ensaio e para as primeiras 24h de ensaio, as
conclusdes que se podem retirar sdo semelhantes as da experiéncia ndo irradiada. Relativamente aos
sistemas contendo porfirina, € notério um aumento da citotoxicidade ao longo do tempo, com especial
énfase das 48h para as 72h, o que pode ser explicado pela geracao de oxigénio singuleto por parte da
TMPyP. Embora n&o seja claro se os sistemas hibridos e de controlo sdo internalizados nas células, a
molécula de oxigénio singuleto é capaz de se difundir até cerca de 268 nm, que é uma distancia superior
a espessura da membrana celular (=75-100 A), acumulando-se preferencialmente no complexo de

Golgi e nos lisossomas provocando a sua rutura [16][47].

A diminuicdo da viabilidade celular apés irradiacdo em pogos contendo AUNR e na auséncia
de TMPyP pode estar associada a um fenémeno de terapia fototérmica, isto é, a radiacdo que incide
sobre a placa é absorvida pelos nanobastonetes de ouro, sendo posteriormente convertida em calor.
Dada a proximidade destes compostos com as células, o aquecimento local como resultado da

libertacdo de calor pode ter originado alguma morte celular [62].

6. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho desenvolveram-se dois procedimentos diferentes para obtencdo de
microcapsulas de polieletrdlitos. Os dois conjuntos de microcapsulas distinguem-se entre si pelo tipo

de ndcleos que serviu de base a adsor¢ao das moléculas de polieletrélitos (poliestireno ou CaCOs3).

As microcépsulas de poliestireno fotoativas apresentam um formato esférico e a adsorcao da
porfirina tetra-catiénica TMPyP, bem como dos nanobastonetes de ouro foi feita no revestimento das
microcapsulas. As propriedades espetroscopicas foram avaliadas por espetroscopia de absor¢cao UV-

VIS e a fluorescéncia foi estudada através de microscopia de tempos de vida de fluorescéncia (FLIM).

Fez-se variar a posicao relativa destes dois componentes no sistema com o intuito de promover
a intensificagcdo de fluorescéncia da porfirina por agdo do efeito de antena plasmonico caracteristico
dos AuNR. Efetuou-se também um ensaio com nanobastonetes de ouro cujo Amax do plasmé&o era cerca

de 600 nm com o mesmo propoésito. Embora pouco conclusivos, o sistema com a porfirina adsorvida
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entre as camadas de polieletrélito e os nanobastonetes adsorvidos na camada mais superficial das
microcapsulas é aquele que apresenta maior nimero de eventos de intensificacdo, sem que ocorra
fotodegradacdo da porfirina. Futuramente, € importante explorar a concentracdo de porfirina que
potencia a intensificacdo de fluorescéncia do fluoréforo, bem como a quantidade de nanoparticulas

necessaria para que haja um revestimento eficiente das microcapsulas.

No caso das microcapsulas de CaCOs, fizeram-se experiéncias em que a porfirina foi
incorporada no nucleo e outras em que a mesma foi adsorvida apds revestimento de uma bicamada de
polieletrélito na parte mais superficial da microcapsula. Com estes sistemas procedeu-se ao estudo da
producéo do oxigénio singuleto por parte da porfirina, analisado através da degradacéo do DPBF, tendo
os resultados sido acompanhados por espetroscopia de emisséo de fluorescéncia e UV-VIS. Chegou-
se a concluséo de que o sistema com a porfirina situada na parte mais superficial da microcapsula
produz uma quantidade de oxigénio singuleto de, pelo menos, 2,3 vezes superior a dos sistemas em
que a porfirina se encontra no nucleo. Como perspetiva futura sugere-se um estudo que retrate a
producdo de oxigénio singuleto em funcéo da concentragdo de porfirina utilizada, com o intuito de

perceber qual a concentragéo de porfirina que maximiza essa mesma producao.

Ao longo das vérias observacdes microscopicas realizadas para ambos 0s conjuntos de
microcapsulas, observou-se algum grau de agregacdo dos sistemas, principalmente no momento da
adsorcao do polieletrélito PAH de alto peso molecular e, por isso, sugere-se a tentativa de mudanca
para outro polieletrélito como, por exemplo, o PDADMAC. Nesta linha de raciocinio, outra hipotese que
emerge implica a troca de ambos os polieletrdlitos utilizados (PAH e PSS) por outro par de polieletrélitos

(quitosano/alginato).

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com recurso a células Hela originarias de
adenocarcinoma humano, tendo-se utilizado a resazurina como indicador da viabilidade das células.
Num dos ensaios a placa néo foi irradiada, enquanto no outro fez-se incidir sobre a placa radiagdo com
um comprimento de onda da zona do vermelho. Avaliou-se a citotoxicidade de sistemas de
microcapsulas hibridos e respetivos controlos, assim como o efeito da adicdo de cada um dos
componentes do sistema individualmente. Destes ensaios pode concluir-se que se verifica uma maior
perda de viabilidade celular quando a amostra é irradiada, o que € resultado da geracdo de oxigénio
singuleto por parte da TMPyP e da possivel existéncia de efeito fototérmico provocado pelas
nanoparticulas de ouro. Num trabalho futuro, seria interessante repetir os ensaios utilizando um meio
de cultura sem soro para que ndo se observe o crescimento celular e se possa avaliar com mais rigor
o efeito da citotoxicidade dos compostos para tempos de ensaio mais longos. Ao mesmo tempo, seria
interessante avaliar a internalizacao dos sistemas hibridos nas células, sendo que para isso se poderia
proceder ao revestimento das microcapsulas com &cido félico para que a internalizagcdo nas células
seja mais eficiente ou revestir as hanoparticulas de ouro com outro tipo de compostos (ex: anticorpos)

que contribuem para a detecdo e acumulagéo nas células cancerigenas [63].
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8. Anexos
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Figura 1 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
analisadas, referentes ao sistema de controlo IlI.
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Figura 2 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
analisadas, referentes ao sistema de controlo IV.
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Figura 3 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
referentes ao sistema Hibrido II.
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Figura 4 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
referentes ao sistema de controlo V.
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Figura 5 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
referentes ao sistema Hibrido Il1.
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Figura 6 - Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia (80 um x 80 um) de algumas microcapsulas
referentes ao sistema Hibrido IV.
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