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Resumo

Neste trabalho, dois substratos SERS ativos (coloide e filme de prata) fo-
ram desenvolvidos e usados no estudo da interface nanoparticula(NP)/surfactante
de complexos magnéticos nanoestruturados visados para aplicagoes biotecnoldgicas.
O potencial uso dos substratos na analise de sistemas in vivo foi também inves-
tigado. Embora, o filme de prata tenha intensificacao SERS muito superior ao
coloide de prata, foi encontrado que o segundo demonstra ser mais estavel com o
tempo quando comparado com o primeiro. O uso do coloide de prata no estudo do
sistema FMBL-AmB (NP /Acido Laurico(AL)/Anfotericina B(AmB)) revelou que
somente a cadeia poliénica do anel macrolactone da AmB interage efetivamente
com o AL, o que permitiu propor um arranjo esquematico para o ancoramento da
AmB na NP pré-funcionalizada. O estudo do sistema NP/DMSA (dcido dimercap-
tosuccinico) /anti-CEA, usando filme de prata como substrato, mostrou que o anti-
corpo anti-CEA esta efetivamente ligado a superficie das NPs por meio da ligagao
entre o grupo amina da proteina e o grupo carboxil do DMSA. Além do mais, uma
comparacao entre as energias vibracionais associadas com o anti-CEA livre e con-
jugado mostrou que o processo de conjugacao nao leva a desnaturacao da proteina
ligada. Por fim, do estudo do tratamento de camundongo infectado com o fungo
Paracoccidioides brasiliensis (PCM) usando FMBL-AmB e AmB livre (tratamento
convencional) mostrou que o uso do FMBL-AmB, mesmo com dosagem 40 % menor
que a AmB livre, conduz a resultados semelhantes do tratamento convencional. Em
complemento, o estudo da injecao do sistema NPs/albumina na corrente sanguinea

do camundongo sugere que as NPs magnéticas atravessam a barreira encefélica.
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Abstract

In this work, two SERS-active substrates (silver colloid and silver film) were
developed and used to study the nanoparticle (NP)/surfactant interface in complex
magnetic nanostructures aiming biotechnology applications. The potential use of
the substrates in the in vivo study of systems was also investigated. Although the
silver film has SERS enhancement much stronger than the colloid, it was found
that the first prove to be more unstable over time when compared with the se-
cond. The use of silver colloid in the study of FMBL-AmB systems (NP /lauric
acid(LA)/amphotericin B(AmB)) revealed that only the polyene chain of the ma-
crolactone ring of surface-grafted AmB interacted effectively with LA, allowing the
proposal of a schematic arrangement for AmB anchoring onto the pre-funcionalized
NP. The study of the NP/DMSA /anti-CEA system, using silver film as substrate,
showed that the anti-CEA antibody is effectively bonded onto the NP surface via
the amine group of the protein and the carboxyl group of DMSA. Furthermore, a
comparison between the vibrational energies associated with free and conjugated
anti-CEA showed that the conjugation process does not lead to denaturation of the
bounded protein. Finally, the treatment of infected mice with the Paracoccidioi-
des brasiliensis fungus using FMBL-AmB and AmB free (conventional treatment)
showed that the use of FMBL-AmB, even at doses 40 % smaller than AmB free, leads
to results similar to conventional treatment. In addition, study of the NPs/albumin
system injection into the bloodstream of mice suggests that the magnetic NPs cross

the blood brain barrier.
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Capitulo 1

Introducao

Dentre os varios propositos da ciéncia, sobressai-se o de proporcionar a
humanidade melhorias, buscando-se sempre renovar e desenvolver novas tecnologias.
Na atualidade, a nanociéncia tem permitido grandes avancos nas mais diversas areas
do conhecimento. E dentro desse ramo da ciéncia, os fluidos magnéticos exercem
papel de destaque, visto que apresentam caracteristicas singulares que lhes permitem
grandes aplicabilidades.

Tem-se por fluidos magnéticos a suspensao coloidal de nanoparticulas mag-
néticas recobertas por diferentes tipos de agentes tensoativos, o que lhes garante uma
grande versatilidade. Assim, esses fluidos complexos podem ser empregados nas mais
diversas aplicagoes tecnoldgicas e biotecnolégicas. Por se apresentarem na escala
nanométrica, as nanoparticulas magnéticas possuem caracteristicas inicas, uma vez
que suas propriedades sao fortemente influenciadas por sua superficie; por isso, os
fluidos magnéticos sao objeto de intimeras pesquisas. Tais fluidos tém um grande
potencial nas aplicagoes biomédicas e, dentre essas, destacam-se sistemas de entrega
de drogas, agente de contrastes em ressonancia magnética, tratamento contra cancer
por magnetohipertemia, separagdo imunomagnética, dentre outros [1-6]. Contudo,
para tornar possivel estas aplicacoes, faz-se necessario obter fluidos biocompativeis,

com sitios ativos para identificacao e conjugacao dos agentes biolégicos, estaveis



quimicamente dentro do corpo e biodegradaveis.

Assim, é fundamental conhecer as propriedades e as caracteristicas dos flui-
dos magnéticos voltados para as aplicacoes biomédicas. Vérias técnicas tém sido
empregadas no estudo desses materiais, de modo que é possivel conhecer profunda-
mente suas caracteristicas magnéticas, sua estrutura cristalina, seu tamanho e sua
carga superficial, quando em solugao [7-9]. Porém, ha grande dificuldade em es-
tudar as propriedades fisico-quimicas da interface carogo-cobertura (nanoparticulas
magnéticas - moléculas adsorvidas)

A espectroscopia Raman, por fornecer informagoes a respeito dos modos
vibracionais de moléculas e solidos, ¢ uma ferramenta poderosa no estudo dos mais
diferentes tipos de materiais. Essa técnica, diferentemente da espectroscopia de in-
fravermelho, requer pouca preparacao de amostras e possibilita a andlise de espécies
em solucao aquosa. Além disso, permite a identificacao e a quantificacdo de espécies
quimicas, uma vez que o conjunto dos modos vibracionais das amostras esta direta-
mente relacionado a sua identidade quimica.

Embora a espectroscopia Raman convencional forneca importantes informa-
¢oes a respeito das propriedades quimicas e estruturais das nanoparticulas magnéti-
cas, ela se mostra limitada na investigacao das moléculas adsorvidas na sua su-
perficie, enquanto suspensas no liquido carreador [9]. Em parte, esta limitagao
estd relacionada com a cor escura dos fluidos magnéticos, baixas concentracoes das
moléculas adsorvidas e efeitos intensos de fluorescéncia. Além do mais, estudar sis-
temas biolégicos utilizando a espectroscopia Raman é geralmente dificultado pela
baixissima secao de choque desses sistemas. Outro limitante da técnica, no estudo
de sistemas biologicos, é a presenca de fortes fluorescéncias que sobressaem-se ao
sinal Raman. Assim, para contornar essas limitagoes faz-se necessario o uso de
abordagens experimentais mais avancadas. Neste contexto, o denominado efeito de

Intensificacdo do Espalhamento Raman por Superficie - SERS (Surface Enhanced



Raman Scattering) emerge como uma ferramenta poderosa e inovadora para a de-
teccao de um grande variedade de moléculas, inclusive na deteccao de apenas uma
unica molécula [10, 11]. Vale relatar que a descoberta do efeito SERS tem sido
comparada ao efeito Mdssbauer [12].

Descoberto ha aproximadamente 35 anos, o efeito SERS pode ser observado
quando a molécula em estudo esta adsorvida sobre sitios ativos, superficie rugosa,
tipicamente metais como prata, ouro ou cobre [13]. Dentre estes, a prata tem sido
amplamente usada como substratos SERS ativo baseados em filmes produzidos por
eletrodeposicao ou coloides, que sao facilmente preparados. A grande intensificagao
do espalhamento Raman (~ 10°) ¢ devido & interagao da amostra com o metal,
que em condicoes adequadas intensifica o campo elétrico local devido a efeitos de
ressonancia [12].

A existéncia do efeito SERS permite o uso da espectroscopia Raman de
forma muito mais abrangente, abrindo possibilidades de aplicacao da espectrosco-
pia vibracional na analise de materiais em baixissimas concentragoes ou nos quais
apresentam forte fluorescéncia. Varias pesquisas nas quais hé apenas tracos da
molécula em estudo na solugao tém utilizado a técnica SERS como método de de-
teccao. Como por exemplo, na identificacao de poluentes ambientais, como corantes
e pesticidas [14,15], bem como no estudo de biomoléculas como as bases do DNA,
citocromo-c e hemoglobina [16-18].

Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver e implantar a técnica
SERS, no ambito do INCT: Nanobiotecnologia, a fim de utiliza-la na caracterizacao
da interface nanoparticula/surfactante de complexos magnéticos nanoestruturados
destinados a aplicagoes biotecnolégicas e na avaliagao das modificagoes quimicas
decorrentes do uso destes complexos em sistemas in vitro e in vivo. Para isso, fo-
ram desenvolvidos dois substratos SERS a base de coloides e filmes de prata, os

quais foram testados quanto a sua estabilidade ao longo do tempo e intensificagao



SERS. Em seguida, foram estudadas a adsorcao de moléculas de Anfotericina B,
bem como do anticoropo antiCEA em nanoparticulas magnéticas a base de 6xido
de ferro. Por ultimo, com o objetivo de verificar a potencialidade da técnica SERS
no estudo de sistemas in vivo e sua relagao com complexos nanoestruturados de-
senvolvidos no ambito do INCT: Nanobiotecnologia, dois sistemas foram investi-
gados. O primeiro trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do complexo na-
noparticula/Anfoterincina B no tratamento de uma infecgao fungica por Pbmicose
em camundongos. Uma comparagao com o tratamento convencional também foi
realizada. O segundo trabalho tem com objetivo verificar a possibilidade de nano-
particulas magnéticas atravessarem a barreira hemato-encefalica de camundongos,
quando injetadas na corrente sanguinea dos animais. A estratégia utilizada para
isso foi encapsular nanoparticulas de maguemita em albumina bovina. E impor-
tante ressaltar que estes trabalhos ainda nao estao concluidos, e necessitam de mais
estudos para que sejam finalizados.

Esta tese esta organizada da seguinte forma: no Capitulo 2 é apresentado
uma revisao de literatura sobre o efeito Raman Convencional e o efeito SERS. No
Capitulo 3, sao apresentadas as metodologias experimentais empregadas nesse tra-
balho. No Capitulo 4 sao expostos os resultados e discussoes desenvolvidos ao longo
do trabalho de tese. Na Secao 4.1 sao expostos os resultados obtidos do estudo dos
substratos SERS empregados no trabalho (coléide e filme de prata). Na Secao 4.2
e 4.3 sao apresentados os resultados dos estudos SERS do sistema nanoparticulas
magnéticas associadas com o farmaco anfotericina B e com o anticorpo AntiCEA.
Na se¢ao 4.4 sao mostrados dois estudos envolvendo o uso da técnica SERS na in-
vestigacgao de sistemas in vivo: (i) Uso do complexo nanoparticula/Anfoterincina B
(FMBL-AmB) no tratamento da infecgdo por Pbmicose em camundongos e (ii) Uso
da técnica SERS no estudo das possiveis alteragdes quimicas, em diferentes regioes

do cérebro de camundongos, provocadas pela injegdo do sistema NPs/albumina na



corrente sanguinea do camundongo. Por fim, no capitulo 5 pode ser encontrado a

conclusao geral deste trabalho de tese e algumas perspectivas de trabalhos futuros.



Capitulo 2

Espectroscopia Raman

2.1 Efeito Raman

Em 1928, C. V. Raman publicou um trabalho [19] no qual verificou que a
luz espalhada por moléculas, em liquidos e gases, apresentava comprimentos de onda
distintos: um referente a luz incidente; e outro, a radiacao espalhada modificada.
Associando ao efeito do espalhamento Compton, Raman conclui que essa radiacao
modificada era devido a efeitos de flutuacao do estado normal das moléculas. Com
efeito, um novo fenéomeno foi observado e, por isso, C. V. Raman foi laureado com
o prémio Nobel em 1930.

No efeito Raman o espectro da radiacao observado se da pelas transicoes en-
tre niveis vibracionais da molécula, apés excitacao por uma radiagdo monocromatica,
conforme esquema mostrado na Figura 2.1. Quando a onda eletromagnética interage
com a molécula, ela pode distorcer a nuvem de elétrons em torno do nticleo. Assim,
por um instante a luz transfere energia para a molécula criando estados energéticos
virtuais, que nao sao préprios da molécula e dependem apenas das caracteristicas

da onda eletromagnética incidente. Esses estados virtuais nao sao estaveis e, por-



tanto, tém vida curta, de modo que rapidamente a energia é liberada na forma de
radiacao eletromagnética. O modo como a nuvem de elétrons é distorcida depende
de quanta energia é transferida pela onda eletromagnética e das propriedades da
molécula. De modo que a luz pode ser espalhada por duas formas. O mais intenso,
chamado de espalhamento Rayleigh, ocorre quando a nuvem de elétrons relaxa, apos
distorcao devido a interagao com a onda eletromagnética incidente, sem que haja
movimento apreciavel dos ntcleos. Caracteriza-se por um processo essencialmente
elastico e portanto nao hé grandes mudancas na energia entre a luz espalhada e a
incidente. No segundo, muito menos eficiente, somente um entre 106 — 108 fétons
espalhados, ocorre quando o nicleo se movimenta ao mesmo tempo em que a luz
incidente interage com os elétrons. Neste caso ha uma mudanga consideravel na
energia da luz espalhada, uma vez que os nucleos sao muito mais pesados que os
elétrons. Esse espalhamento se caracteriza por ser um espalhamento inelastico e é
chamado de espalhamento Raman [20].

Pode-se entender resumidamente o efeito Raman conforme o diagrama es-
quematico na Figura 2.1. Os fotons incidentes hy; sao espalhados inelasticamente
pela molécula, de modo que sua frequéncia de oscilagao é deslocada proporcional-
mente as vibragoes moleculares caracteristicas hrvy,. O deslocamento da frequéncia
para os fotons espalhados inelasticamente podem ocorrer para um nivel mais baixo
ou mais alto de energia, em relacao ao foton inicial, dependendo se interagiu com
a molécula no estado fundamental de vibracao ou em um estado excitado. No pri-
meiro, chamado espalhamento Stokes, é caracterizado pela excitacdo da molécula
quando encontra-se em seu estado fundamental (hy;) e, apds excitada para o estado
virtual, emite um féton com frequeéncia vs = v; — vy, decaindo para um estado
de energia maior do que o fundamental. No segundo, chamado de espalhamento
Anti-Stokes, ocorre quando o féton interage com a molécula ja no estado excitado

(hvyr) e que, ao retornar para o estado fundamental, emite um féton com frequéncia
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Figura 2.1: Diagrama esquemdtico do foton espalhado apds interagir com wuma
molécula.

maior que o inicial v, = v; + V).

Uma vez que os fétons espalhados dependem dos modos vibracionais das
moléculas, o espectro Raman é caracteristico de cada material em estudo, uma
espécie de assinatura, de forma que a analise dos espectros Raman permite obter
informacoes sobre a estrutura quimica e fisica da substancia em estudo. Além disso,
a espectroscopia Raman tem sensibilidade para detectar impurezas na amostra e
permitir a analise de substancias tanto no estado gasoso como no liquido e no sélido,
tanto sob aquecimento quanto resfriamento.

Entre 1930-1935 cerca de 50 trabalhos sobre a espectroscopia Raman foram

publicados por ano, por diferentes grupos [21]. Contudo, essa técnica experimental



s6 ganhou destaque com o surgimento do laser, na década de 60, que por ser um
feixe de luz monocromatica e colimado otimizou a obtencao dos espectros Raman.
Com isso varias empresas redesenharam o aparelho antigo e desenvolveram novos
equipamentos como, por exemplo, detectores mais sensiveis como a fotomultiplica-
dora e a CCD (Charge Couple Device), que permite a obtengao dos espectros em
segundos. Tem-se ainda a Espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-
Raman), Espectroscopia Raman acoplado ao microscépio confocal, a microscopia
de forga atomica e outros. De modo que o efeito Raman se tornou uma ferramenta
poderosa e versatil no estudo de problemas fisicos, quimicos e biolégicos.

O espalhamento ineléstico da luz foi previsto teoricamente por Smekal [22],
em 1923, usando a antiga teoria quantica, fundamentando-se que um quantum de luz
com momento e energia pode interagir inelasticamente com uma molécula. Contudo,
esse modelo nao era capaz de explicar a relagao entre as propriedades moleculares
com o espalhamento Raman. Assim, em 1934, Placzek [23] desenvolveu a Teoria
da Polarizabilidade para explicar as intensidades e os perfis de excitacao Raman.
Nesta, a molécula é considerada um sistema quantico, descrita por uma funcgao de
onda, e a radiagao eletromagnética é tratada classicamente. Dessa forma o efeito
Raman é descrito pelas transicoes entre estados energéticos, quantizacao dos modos
vibracionais, promovidos pela induc¢ao de uma perturbacao do estado inicial da
molécula devido a interacao da molécula com o campo eletromagnético. Heisenberg,
Kramers, Dirac [24,25] descreveram de forma completa a teoria para o espalhamento
Raman utilizando a teoria de perturbacao de segunda ordem dependente do tempo
e a quantizacao do campo eletromagnético. De modo que todo o estudo tedrico
do espalhamento desde entdo é baseado na equagao KHD (Kramers, Heisenberg e
Dirac). Pode-se entao descrever o efeito Raman conforme descrigao abaixo, [26,27].

Os principios da espectroscopia Raman podem ser compreendidos em ter-

mos da relagao entre um campo elétrico dinamico E e o momento de dipolo elétrico
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induzido na molécula por aquele. Assim, o campo elétrico induz uma transicao na
molécula de um estado inicial ¢ para outro final f.

O vetor momento de dipolo induzido, dependente do tempo, para a molécula
pode ser escrito como uma soma de uma série de vetores de momento de dipolo

induzidos no tempo p®,p@ p® . -

pri = (PM) ;i + (@) + (PP (21)

onde (p(l))fi é linear com E, pV = o.E | (p(z))ﬂ é quadrdtico com E, p? =

IB.E? (p(?’))ﬁ é ctibico com E, p® = 19 E? | e assim por diante. Onde a é o
tensor polarizabilidade, 8 é o tensor hyperpolarizabilidade e v é o segundo tensor
hyperpolarizabilidade.

A transicao total do dipolo elétrico py; ¢ dado por:

psi = (Vy [P | V), (2.2)

onde kIf’f e V! sao as fungoes de onda perturbadas dependentes do tempo para os
estados inicial e final da molécula e p é o operador momento de dipolo elétrico.
As funcoes de onda \I/} e U, podem ser expressas como uma expansao em

série:

v =00 o 9?4 o™ (2.3)
=00 o e el (2.4)

) (0)

¢ a modificacao de ¥, como
. : < 0
¢ a modificacao de \IIE ) como

onde \IIEO) representa o estado nao perturbado, \Ilgl
(2)

i

resultado da perturbacao de primeira ordem, W

resultado da perturbacao de segunda ordem e assim por diante.
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Introduzindo as expansoes Equacoes 2.3 e 2.4 na Equacao 2.2 e comparando

com os termos correspondentes na Equacao 2.1, tém-se que:

(M) gy = (V7 B Waf )+ (v |5 w:f?),  (25)
(™) = (U [ D | Wf @)+ (U | B W) + (0P [ B[ WifD), (26)
() gy = (W 1B | Wit @)+ (U || Waf ) + (U [ B Wif®) +

WP 1p | vy, (27

Além disso, surge a mais uma transicao do momento que é independente de

E e que envolve somente as fungoes de ondas nao perturbadas:

(@), = (@P | p | w). (2.8)

A Equacao 2.8 trata-se de uma transi¢cao direta entre os estados finais e
iniciais nao perturbados, portanto nao hé espalhamento da luz. Assim, nao precisa
ser considerada.

Os termos para o espalhamento Raman e o Rayleigh podem ser obtidos da
aproximacao de primeira ordem, conforme descritos na Equacao 2.5. Uma vez que
a amplitude do campo eletromagnético é complexa, o momento de dipolo também

tem natureza complexa, assim pode-se reescrever a Equacao 2.5 como:

BY)y = (U | B wir @) + (8 | p| wif D), (2.9)

e pode-se definir a transicao de momento de dipolo elétrico real como:

(p(l))fi = (f)(l))fi + (15(1));1" (2.10)
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onde (f)(l));i ¢ o complexo conjugado de (p™) ;.

O que nos leva & seguinte expressdo para a componente p de (p*)) fil

(pgl))fi _ %Ll Z{<¢f ‘ ﬁp | ¢r><wr | ﬁa ’ ¢z> + <'¢}f |ﬁa | wr><¢r | ﬁp | ¢z>} (2'11>

vyt Wyi — wy — i, Wy +wy + il

Eyoexp[—i(wr —wyp;)t] + complexo conjugado

Vi, ¥y e Yy descrevem fungoes de onda nao perturbadas independentes do tempo
para os estados i, r e f, respectivamente. A relacao entre 1, e sua funcao de onda

dependente do tempo é:

U, = rexp[—i(w, — il )t], (2.12)

onde

E,
- 2.13
h Y ( )

Wy =

E, ¢é a energia do estado r e 2T, ¢é a largura do nivel 7.
Para os estados inicial ¢ e final f admiti-se que o tempo de vida é infinito,

assim I'; = I'y = 0. De forma que:

U, = Yexp[—i(wit)], (2.14)

e similarmente para ¥y e 1¢. Além disso, w,; = w, —wj, €, P, € Py Sa0 as componentes
p e o do operador momento de dipolo elétrico. E,o é a componente complexa o da
amplitude da onda plana eletromagnética de frequéncia w; associada a luz incidente.

O termo w; — wy; refere-se a geracao do espalhamento Rayleigh e Raman.

Quando wy; é negativo, o estado final ¢ menor em energia do que o inicial como
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no espalhamento anti-Stokes. Se wy; = 0 o estado final e inicial tém a mesma
energia, o que caracteriza o espalhamento Rayleigh e quando wy; é positivo tem-se o
espalhamento Stokes uma vez que o estado final é mais energético do que o inicial.

A intensidade observada para o espalhamento Raman ws = w; — w, ¢ é:

I¢; = constante Iy(wy — wa)4 Z | (ovpo) fi 2, (2.15)
po

onde Iy é a intensidade do feixe incidente e é proporcional ao quadrado do campo
elétrico incidente E. Pode-se entao introduzir a transicao de polarizabilidade geral

() fi has componentes (Oépa) fi

2{:{ (s !pp! Yo) W | Do [ W) (O | Do | ) r | By | i)
i — wp — L, wrp +wy 4+l

1 (2.16)

po
T‘;él,f

Vale acrescentar o espalhamento quando a frenquéncia de oscilacao da luz
incidente é préxima da frequéncia de uma transicao eletronica da molécula. Nesse
caso o denominador do primeiro termo na equagao 2.16, termo ressonante, se torna
pequeno e entao a intensidade do espalhamento Raman aumenta enormemente, em
um fator de 10® — 10° [28]. Este fendomeno é chamado de espalhamento Raman
Ressonante.

A relagao entre a intensidade de espalhamento Raman e Rayleigh por uma
unica molécula e a irradiancia J da radiacao incidente, soma sobre toda energia da
radiacao que passa sobre uma superficie perpendicular a direcao de propagacao da

onda eletromagnética durante um segundo, é dada por:

[=0'3 (2.17)

onde ¢’ é o diferencial de primeira ordem da secao de choque do espalhamento da luz,
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cuja unidade é m2sr—'molecula™'. A secao de choque é utilizada na comparacao da
eficiéncia do espalhamento para diferentes moléculas, uma vez que depende somente
das propriedades moleculares. Assim, a secao de choque total para o espalhamento

é:

A7
= / o' dQ (2.18)
0

onde df) é o angulo sélido elementar. A se¢ao de choque para o espalhamento Raman

1

¢ da ordem de 10~ 3'em?molecula™!, para a absorcao no infra-vermelho é da ordem

de 10~ 8em®molecula™ e para a fluorescéncia é da ordem de 10~ cm2molecula™.

2.1.1 Raman Convencional em Fluidos Magnéticos

Nanoparticulas magnéticas sao estruturas cristalinas que se apresentam na
escala nanométrica. Sua estrutura quimica é chamada de 6xido de ferro, cuja formula
é M FesO4 onde M é o cation bivalente e pode ser Co, Fe, Ni e outros. Contudo,
as que apresentam biocompatibilidade sdo a magnetita (Fe3O4) e maghemita (v —
F€204).

A estrutura cristalina desses materiais é conhecida como espinélio inverso
cubica, Figura 2.2. Nessa estrutura os fons de oxigénio acomodam-se formando uma
estrutura cibica de face centrada e, nos intersticio, os catios se distribuem formando
os sitios tetraédricos (sitio A) e octaédricos (sitio B). Nessa figura em especial é apre-
sentada a estrutura da magnetita e maguemita, que apresentam estrutura espinélio
inversa, devido a distribuicao dos cations nos sitios.

O interessante nessas estruturas é que os cations apresentam momento
magnético nao nulo (devido ao desemparalhamento dos elétrons na camada d) e
na estrutura cristalina se organizam nas subredes, sitio A e B, com seus momentos

magnéticos opostamente orientados. Como os cations possuem diferentes momen-
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Figura 2.2: Estrutura espinélio cubica apresentada pelos oxidos de ferro.

tos magnéticos ha uma resultante nao nula no momento magnético liquido, o que
caracteriza esses materiais como ferrimagnéticos.

O fluido magnético é obtido pela suspensao coloidal das nanoparticulas mag-
néticas. Para isso, tém-se que contrapor as forgas atrativas, que levem a agregagao e
a decantacao, modificando a superficie das nanoparticulas. Dessa forma, os fluidos
podem ser surfactado ou ionico. No primeiro faz-se o uso de uma molécula surfac-
tante, normalmente pertencente ao grupo alquil de cadeia longa com hetero-atomos e
com cabecas polares que se ligam na superficie dos nanocristais via ligacao covalente,
eletrostatica ou por coordenacao, de modo a impedir a agregacao das nanoparticulas
por repulsao estérica [29]. No segundo, cargas elétricas sdo colocadas na superficie
das nanoparticulas, de forma que ha repulsao elétrica entre elas, impedindo-as de
agregarem.

Esses fluidos complexos abrem um leque de aplicagoes. Contudo, para
que essas aplicagoes se tornem plausiveis é importante conhecer suas caracteristicas

fisico-quimicas. Assim, varias técnicas sao empregadas para estuda-las, dentre elas
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a espectroscopia Raman se destaca por ser considerada uma técnica poderosa e de
facil implementacao.

E sabido que ferritas com estrutura espinélio pentencem ao grupo espa-
cial Fd3m (O]). Para esse grupo prediz-se teoricamente cinco modos vibracionais
Raman (Aig, E, e trés Th,), segundo White and Angelis [30]. Esses modos sao ob-
servados e j4 hd uma anuéncia na literatura quanto as suas posigoes [31]. O uso da
espectroscopia Raman para estudar as ferritas, sejam elas bulk ou nanoparticuladas,
¢ amplamente consolidado [32].

A andlise de fluidos magnéticos utilizando a técnica de espectroscopia Ra-
man ¢ de grande interesse, ja que tal técnica permite a analise das estruturas mole-
culares, assim como das ligacoes quimicas existentes entre elas. No caso dos fluidos
magnéticos, almeja-se conhecer o comportamento das coberturas das nanoparticulas
nos fluidos magnéticos, visto ser tal informacao de grande valia para as diversas
aplicagoes. Como, por exemplo, na area de biomedicina, na qual deseja-se utilizar
fluidos magnéticos como carreadores de farmacos, tratamento de cancer por hiperte-
mia entre outros. Nesse caso, as moléculas responsaveis pela estabilidade do fluido
devem ser compativeis com o meio biolégico e devem conter grupos funcionais livres
para se ligarem aos agentes bioldgicos especificos para cada finalidade dos fluidos
magnéticos. E o que determina se a superficie das nanoparticulas ira se ligar aos
agentes biologicos é, em parte, a distribuicao espacial dos grupos funcionais e a
orientacao dos surfactantes.

Contudo, a espectroscopia Raman Convencional permite a analise da fase
solida dos fluidos dando informagoes quanto a estrutura cristalina das nanoparticulas
magnéticas, porém pouca informagao sobre as moléculas que estao adsorvidas na sua
superficie sao obtidas.

Ying-Sing Li et al. [33], em um recente trabalho, mostraram o uso da técnica

espectroscopia Raman na caracterizagao de nanoparticulas magnéticas com diferen-
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tes coberturas. Por meio desta, foi possivel identificar a estrutura cristalina do
material analisado e verificar que a cobertura na superficie das nanoparticulas pro-
move uma protecao contra o aquecimento, impedindo a transformacao de fase da
maguemita para hematita.

Soler et al. [34,35] analisaram fluidos magnético utilizando Raman Conven-
cional associados a outras técnicas de caracterizagao. No primeiro, pode-se verificar,
ao estudar nanoparticulas de maguemita recobertas com diferentes concentragoes
de acido oleico, que este estd associado as nanoparticulas via ponte de hidrogénio e
que espécies de oleatos ligam-se covalentemente com o ferro sob diferentes tipos de
coordenacao. No segundo, pode-se monitorar a presenca do modo stretching asso-
ciados a ponte de enxofre S — S formada pelas moléculas de DMSA em diferentes
concentracoes na superficie de nanoparticulas de maguemita.

Igor Chourpa et al. [36] verificaram, usando Raman confocal, a conformagao
da magnetita e maghemita em fluido magnético idnico sintetizado por coopreci-
pitacao. Nesse trabalho proporam um método quantitativo e qualitativo no estudo
da nanofase de éxido de ferro.

Joel Rubim et al. [37] estudaram fluidos magnéticos baseados na sintese de
nanoparticulas magnéticas recobertas por dupla camada elétrica utilizando a espec-
troscopia Raman. Verificou-se a formagao de diferentes fases quimicas na superficie

das nanoparticulas.

2.2 SERS

O efeito SERS consiste no aumento em varias ordens de grandeza da intensi-
dade do espalhamento Raman por moléculas adsorvidas em uma superficie metalica
devidamente preparada. Esse efeito foi observado por Fleischmann e seus colabo-

radores [38] ao estudarem, pela primeira vez, amostra de piridina adsorvida em
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eletrodos de prata utilizando espectroscopia Raman. Uma vez que a espectroscopia
Raman convencional nao apresenta sensibilidade para analisar amostras distribuidas
em monocamadas, a motivagao deste trabalho estava em adsorver um maior niimero
de moléculas, aumentando a drea superficial da prata eletroquimicamente através da
aplicacao de varios processo de ciclo reducao-oxidacao. Como resultado Fleischmann
e seus colaboradores observaram um espectro da piridina com a relac¢ao sinal /ruido
muito boa. Contudo, a intensificacao do espalhamento Raman da ordem de 10° nao
podia ser explicada apenas pelo aumento da area efetiva do eletrodo.

Assim, Jeanmaire e Van Duyne [39] e Albrecht e Creighton [40], em tra-
balhos independentes e baseando-se em diferentes fenomenos, especularam sobre os
efeitos da interacao entre a molécula e a superficie do eletrodo como responsaveis
pela intensificacao do espalhamento Raman. De fato, um novo fenomeno foi desco-
berto: SERS - espalhamento Raman intensificado por superficie.

Nos quase 40 anos de descoberta do fenomeno SERS diferentes tipos de
substratos tém sido empregados:

— Coloides metalicos - sintese quimica ou por laser ablation;

— Deposicao de metais em vidro, silicio e outros, por evaporagao, sputtering
a vacuo, spin-coating e outros;

— Eletrodos metélicos - formados por processos de oxi-redugao.

O efeito SERS ¢ registrado com maior intensidade em metais como prata,
ouro e cobre, mas também metais alcalinos tém sido usados. Dentre todos os metais
registrados na literatura, a prata tem sido a mais empregada e a mais eficiente [41].
E as maiores intensificacoes sao observadas em filmes metalicos que apresentam
rugosidade na escala nanométrica (10-100nm) [42].

Além dos diferentes substratos, hd uma grande versatilidade no campo da
espectroscopia intensificada por superficie que permite investigacoes mais apuradas

sobre as moléculas, como por exemplo:
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SM-SERS < single-molecule SERS - Raman de apenas uma molécula;

SEHRS — Hiper Raman Intensificado por superficie;

TERS < Tip-SERS - SERS conjugado com Microscopia de For¢a Atomica;

UV-SERS — SERS excitado com Ultravioleta.

Vale lembrar que as caracteristicas da molécula a ser estudada pode tornar
o efeito SERS mais sensivel, ja que quanto mais polarizavel for a molécula maior
serd sua sensibilidade ao campo elétrico intensificado pela superficie e, some-se a
isso, o fato de possiveis afinidades quimica entre a superficie e o adsorbato [43].

H& dois modelos principais e independentes que tentam elucidar o efeito
SERS, o modelo quimico ou molecular e o modelo eletromagnético. Conforme a
Equacao 2.15, que descreve a intensidade da luz espalhada por uma molécula na
espectroscopia Raman convencional, vemos que ha uma dependéncia com o qua-
drado da polarizabilidade molecular () e da radiacao incidente E. Assim, o modelo
quimico é baseado na alteracao das propriedades elétricas da molécula, interferindo
na sua polarizabilidade, e o modelo eletromagnético nas modificagoes do campo
elétrico incidente, provocadas pelo metal ao qual a molécula esta adsorvida.

H& muita discussao na literatura sobre qual mecanismo efetivamente esté
envolvido no efeito SERS. No mais, os modelos quimico e eletromagnético sao mul-

tiplicativos.

2.2.1 Modelo Quimico

Sob o entendimento do modelo quimico a intensificacao do espalhamento
Raman ocorre devido ao aumento da polarizabilidade da molécula, como consequéncia
de sua interagdo com os elétrons do metal [20]. Essa interagdo pode ser devido a
ligagoes quimicas convencionais ou interacgao eletrostatica, de modo que pode haver
mudancas nos espectros como alargamento de bandas, variagoes nas intensidades

relativas, deslocamento de picos e mesmo surgimento de novas bandas [43]. Para
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esse modelo verifica-se uma intensificacao do sinal Raman de uma a duas ordens
de grandeza e uma vez que necessita-se de contato metal-adsorbato para se obter
a intensificacdo, o modelo quimico é dito ser intensificagdo de curto alcance (short

range enhancement).

Figura 2.3: Diagrama ilustrativo para o mecanismo de intensificagao SERS pelo
modelo quimico, figura adaptada da referéncia [43].

Basicamente a intensificagao ocorre via o surgimento de novos estados eletro-
nicos entre a molécula e o metal. Estes novos estados servem como intermedidrios
ressonantes no espalhamento Raman. O mecanismo pode ser melhor entendido
conforme o esquema mostrado na Figura 2.3. A radiagao incidente, com energia hv;,
é absorvida pelo metal numa regiao ativa SERS, local onde a molécula estd quimio-
adsorvida. Como consequéncia pode haver formacao de pares buraco-elétron no
metal. O elétron ou buraco tunela para a molécula e se permanecerem um periodo
suficiente no qual a molécula mude seu estado vibracional, o elétron ao retornar para
o metal levara essa informacao. Quando entao, o par elétron buraco for aniquilado
um foton é liberado com energia diferente do inicial, hv.. Este féton espalhado

é entao o responsavel pelo perfil do espectro SERS - segundo o modelo quimico.
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Uma analise tedrica mais cuidadosa pode ser encontrado no trabalho de Lombardi
et al. [44].

Esse processo é analogo ao efeito Raman ressonante, que ocorre quando a
radiagao excitante (luz incidente) tem comprimento de onda situado dentro de uma
banda de absorgao intensa do composto em estudo [42]. No caso do SERS, o efeito
ressonante ocorre porque a energia do orbital molecular de fronteira da molécula
adsorvida é proxima do nivel de energia de Fermi da superficie metalica e se a luz
incidente tiver frequéncia préxima a diferenca entre esses niveis energéticos, ocorre

o mecanismo de intensificagdo como no Raman ressonante [45], ver Figura 2.4.

LUMO ?

(a)

Energia

HOMO

Molécula Adsorvida
Metal

Figura 2.4: Tipico diagrama de nivel de energia para uma molécula adsorvida sobre
uma superficie metdlica. Os orbitais moleculares ocupados e desocupados, HOMO
(highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest unoccupied molecular orbital)
respectivamente, sao alargados devido a interacao com o metal, cuja ocupagao orbital
¢ determinada pela energia de Fermi. As setas indicam a possivel excitacdo de
transferéncia de carga. Figura adaptada da referéncia [45].



22

Varios trabalho na literatura descrevem as modificacao provocadas devido
a interacao entre a molécula e a superficie metdlica, com o intuito de compreender
os mecanismos que envolvem o modelo quimico na intensificagao do sinal Raman.
Em um trabalho recente Land et al. [46] estudaram, por simula¢do computacional,
o efeito do acoplamento e do tamanho de cluster bimetalicos (Au-Pd) nas mudancas
da polarizabilidade da molécula de pirazina e portanto, na intensificacao do sinal
Raman. Zhao, Lin Lin et al. [47] estudaram também a pirazina, mas com ela

quimicamente adsorvida na juncao entre cluster de prata.

2.2.2 Modelo Eletromagnético

A intensificacao do sinal Raman descrito pelo mecanismo eletromagnético
ocorre devido a interacao entre a luz incidente e os elétrons da superficie metalica.
Os metais como a prata tém em sua superficie um grande nimero de elétrons, que
surgem devido a organizacao cristalina dos metais. Nestes as cargas positivas se or-
ganizam formando uma rede cristalina e os elétrons das ultimas camadas eletronicas,
elétrons de conducao, sao compartilhados por todo o metal de modo que possuem
liberdade para se movimentarem ao longo da rede cristalina. Quando o feixe de
luz incidente interage com esses elétrons, eles passam a oscilar em conjunto sobre a
superficie, esta oscilacao é chamada de plasmon superficial.

Para particulas metalicas pequenas ou em uma superficie na qual haja uma
rugosidade periddica, o plasmon superficial tem uma frequéncia de ressonancia para
a qual o espalhamento e absorcao da luz é mais eficiente. Essa frequéncia varia
com a natureza do metal e, para a prata e ouro, ocorre na regiao do visivel do
espectro eletromagnético, por isso sao mais eficientes como substratos SERS; uma
vez que normalmente sao utilizados lasers no visivel e NIR (infra-vermelho préximo)
na excitacao para obtencao do espectro SERS. Em uma superficie metalica lisa, a

oscilagao do plasmon ocorre ao longo do plano da superficie de modo que pode
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ocorrer absorcao, mas nao espalhamento. Para haver espalhamento é preciso ter
oscilagao do plasmon perpendicularmente ao plano da superficie metdlica e isto
¢ conseguido quando se tem uma rugosidade na superficie. Neste, o plasmon se
localiza nos vales da superficie rugosa do metal e o espalhamento é causado quando
os plasmon se move na diregao dos picos [20]. De modo que a molécula préxima a
regiao rugosa sera submetida a um campo eletromagnético intensificado, proveniente
do espalhamento ressonante da luz incidente ao interagir com o plamon superficial
do metal.

A descrigao convencional do modelo eletromagnético é baseada na teoria
classica do espalhamento Mie, que descreve o espalhamento da luz por particulas
pequenas comparadas ao comprimento de onda da luz incidente [12,48-50]. O me-
canismo eletromagnético pode ser compreendido de forma simples, ao se estudar o
espalhamento da luz por uma esfera metalica com raio muito menor do que o com-
primento de onda da luz incidente [20,42]. O campo elétrico préximo a superficie

do metal é:

3
a
E, = Eycost + g(ﬁ)Eocosﬁ, (2.19)
onde E, é o campo elétrico total a uma distancia r da superficie da esfera
de raio a, 6 é o angulo relativo a direcao do campo elétrico e g é uma constante
relacionada com a funcao dielétrica do metal e do meio, descrita como:
E— &0

g= (r%o), (2.20)

onde ¢ e € sao constantes dielétricas do meio que rodeia a esfera e do metal
que constitui a esfera, respectivamente. Ver Figura 2.5.
Em algum ponto, g tera valor maximo quando o denominador for minimo:

go usualmente é proximo de 1 e portanto g serd méaximo quando £(v) = —2. Isso
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ocorre quando o plamon superficial esta em ressonancia com a frequéncia da luz in-
cidente, de modo que o campo elétrico local experimentado pela molécula adsorvida
na superficie do metal, F,, é muito maior do que o incidente, Ey. Pelo mecanismo
eletromagnético chega-se a uma intensificacao do espalhamento Raman da ordem de

10°.

/. Molécula

Esfera Metélica

Figura 2.5: Diagrama esquemdtico do mecanismo eletromagnético para uma esfera
metdlica [51].

E sabido na literatura que particulas metalicas isoladas nao apresentam
intensificacao do espalhamento Raman, contudo quando interagem entre si ocorre
uma grande intensificagao. De modo que ha regides, na superficie metalica e entre as
particulas metalicas no coldide, nas quais a intensificacao é mais efetiva que outras,
essas regioes sao chamadas de hot spot [51]. Cada particula individual tem um
plamon superficial no qual a condicao de ressonancia somente é satisfeita para um
pequena variacao de comprimento de onda. Entretanto, devido a interacao entre
os elétrons livres na superficie das particulas aglomeradas, novos comprimentos de
ondas da luz incidente passarao a se enquadrar na condicao de ressonancia, ver
Figura 2.6.

Ademais, a espécie do metal envolvido e mesmo a morfologia alterarao,

dentro do mecanismo eletromagnético, a intensificagao do sinal Raman, ja que a
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Figura 2.6: (a) e (b) nao € possivel observar espectro do tiofenol quando as nano-
particulas de prata estao isoladas, diferentemente quando hd a formagao de dimeros
em (c), hot spot. Figura adaptada da referéncia [52].

frequéncia de oscilacao da superficie de plasma depende da constante dielétrica do
metal. O entendimento sobre as propriedades do coloide e dos filmes metélicos na
intensificagdo SERS ainda é objeto de pesquisas [53,54].

Uma comparacao entre os mecanismos quimico e eletromagnético pode ser

observado abaixo [45]:

Mecanismo Quimico:

— origem: o efeito SERS é observado mediante um processo ressonante,
que envolve transferéncia de carga entre o metal e a molécula adsorvida;

— rugosidade da superficie: escala atomica;

— dependéncia com a distancia: as espécies tém de estar adsorvidas

diretamente sobre a superficie.
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Mecanismo Eletromagnético:

— origem: o efeito SERS ocorre devido & intensificagao do campo elétrico
proveniente da interacao entre os fétons incidente e a superficie de plasma dos metais;

— rugosidade da superficie: a rugosidade varia entre 10—100nm;

— dependéncia com a distancia: as espécies tém de estar a alguns nm

da superficie, ja que o campo elétrico decai com a distancia.

2.2.3 Aplicagoes do Efeito SERS

O efeito SERS renovou o interesse na técnica de espectroscopia Raman.
Com sua versatilidade abriu um leque de aplicagdes. Assim, segue abaixo algumas

exemplos interessantes do uso da técnica SERS.

— Sistemas biolégicos:

As primeiras pesquisas ao utilizar SERS em biossistemas comegaram nos
anos 80, como o trabalho de Séquaris e Kogling [55]. Nesse trabalho foi investigada
interagao entre cis — Pt(N Hj3),Cly e [Pt — (dien)ClCl com DNA em eletrodo de
prata, com o intuito de compreender a estereoquimica da ligacao entre esses com-
plexos e o DNA.

A técnica SERS tornou-se um biossensor de alta qualidade. Trabalhos re-
centes reafirmam essa especial peculiariedade do efeito SERS:

No trabalho de Sukhwinder Kaur et al. [56] foi enfatizado o uso da técnica
SERS no diagnéstico do cancer por meio de sondas ativas-SERS conjugadas com
anticorpo especifico. Na mesma linha de pesquisa no desenvolvimento de imuno-
marcadores, também ativos no SERS, pode-se observar os trabalhos de Max Schiitz
et al [57] e de Chunyuan Song [58].

No review publicado por X.-M. Qian and S. M. Nie [59] pode ser observado

as possiveis aplica¢oes do SM-SERS (single molecule) na detec¢ao molecular in vivo
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por meio da imagem por espectroscopia Raman.

Ximei Qian et al. [60] descreveram sondas biocompativeis baseadas em nano-
particulas de ouro para marcacao de tumor. Além disso, proporam aperfeicoamentos
opticos para se obter o dignostico in vivo por meio do SERS, o resultado pode ser

observado na Figura 2.7.
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Figura 2.7: (a, b) sao mostrados os espectros SERS obtidos na regido do tumor
e na regiao anatomica do figado apds aplicacdo de nanoparticulas biomarcadoras
(targeted) e sem aplicagio dos biomarcadores (nontargeted), respectivamente. (c)
As fotografias mostram o feixe de laser com foco no local das medidas: tumor e
figado (liver). Figura adaptada da referéncia [60).

Katherine [61] analisou células vivas via a técnica SERS, de modo que foi
possivel obter informacoes sobre sua estrutura interna e sobre processos dinamicos
que ocorrem dentro da célula, em particular mudancas associadas a introducao de
nanoparticulas metdlicas. Janina Kneipp et al. [62] também estudaram células vi-

vas por meio da técnica SERS, neste trabalho foi possivel investigar o processo de
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incubacgao de nanoaparticulas magnéticas de ouro pelos macréfagos.

— Analise de Materiais - Molécula:

O efeito SERS foi descoberto ao estudar moléculas de piridina adsorvidas
numa superficie de eletrodo de prata. Desde entao o estudo de diferentes moléculas
adsorvidas nos mais diversos substratos SERS tem sido publicado devido a sensibi-
lidade dessa técnica.

Castro el al. [63] publicou um trabalho no qual a técnica SERS foi aplicada
para treés diferentes acidos hidroxibenzédicos adsorvidos em coldides de prata diluido
em H,O e em D,O. Assim, os resultados observados foram analisados tomando-
se por base os modelos que descrevem o efeito SERS: tanto o quimico quanto o
eletromagnético.

Tém-se investigado as possiveis aplicagoes do SERS na detecgao de substan-
cias téxicas ao organismo e que se encontram em baixas concentracoes. Como, por
exemplo, corantes em comida, como estudado por Peica et al. [64] ou poluentes do
meio ambiente como estudado por Haibin Tang [65]. Kwan Kim et al. [66] propoem
um substrato SERS barato e de facil preparagao baseado em filme de prata como
uma ferramenta na identificagao de substancias quimicas e biolégicas danosas ao
homem.

Jacinto et al. [67] utilizaram SERS e voltametria ciclica para investigar
fluidos magnéticos recobertos com diferentes surfactantes.

H4, ainda, outras aplicagoes, como no estudo da cinética e dos mecanismos
de uma reacao quimica, caracterizacao de filmes passivantes, estudo de moléculas
isoladas, entre outros [68].

Francesca Casadio et al. [69] ressaltaram o uso do SERS na identificagao
de corantes em obras de arte antigas. Nesse trabalho é proposto um protocolo que
permite analisar as obras, sem danificd-las, de forma rapida e eficaz. De modo que

foi possivel observar piguimentos usados desde o Egito antigo.



Capitulo 3

Procedimentos Experimentais

Fluidos magnéticos biocompativeias foram estudados pela técnica SERS.
Na implementacao dessa técnica dois procedimentos experimentais foram adotados:
sistema coloidal de prata e filme de prata por eletrodeposicao. Na caracterizagao
desses sistemas foram utilizados absorcao UV-Vis, microscopia eletronica de trans-
missao e varredura, TEM e SEM respectivamente.

Abaixo segue detalhes dos procedimentos experimentais.

3.1 Sintese de Fluidos Magnéticos

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de cooprecipitacao con-
forme literatura [70]. Para obtencdo das nanoparticulas de magnetita solugoes de
cloreto de ferro II, FeCl54H50, e cloreto de ferro I, FeCl;6 H,O, foram adiciona-
das a base hidréxido de amonio, N H4,OH. Imediatamente forma-se um precipitado
preto de nanoparticulas de magnetita, o qual é submetido a processos de lavagem e
centrifugagao para retirada do sobrenadante.

A maguemita é obtida a partir da oxidacao da magnetita. Para isso dois

processos sao utilizados: fluxo intenso de oxigénio ou pela adicao de acido nitrico,
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HNO e nitrato de ferro 111, Fe(NO3)59H,0, sob aquecimento. Apés o término da
reacao de oxidagao, as nanoparticulas de maguemita sao decantadas magneticamente
para a remocao do sobrenadante e lavadas varias vezes.

Por fim, as nanoparticulas sao devidamente preparadas para a preparagao

do fluido magnético com o surfactante biocompativel desejado.

3.2 SERS

Para aquisicao dos espectros SERS, utilizando coldide de prata como sub-
trato, as medidas foram realizadas na configuracao micro Raman usando como su-
porte um porta amostra de ago, cujo volume total é de 50uL.

Ja as medidas SERS com substratos baseados em filme de prata, a confi-
guragao empregada foi o macro Raman, utilizando lente cilindrica para focar o laser
cuja poténcia na amostra é de 0, 1W/cm?.

Para a obtencao dos espectros Raman foi utilizado um espectrometro triplo
Jobin-Yvon modelo T64000, equipado com grades de 1800 linhas/mm e com uma
CCD (Charged Couple Device) de 2048x512 pixels resfriada & nitrogénio liquido.
Um laser de ion argonio sintonizado na linha 514,5 nm foi utilizado na excitacao das

moléculas em estudo. Todos os espectros foram obtidos a temperatura ambiente.

3.2.1 Sistema coloidal

O coléide de prata foi preparado pela redugao do nitrato de prata AgN O3
com o citrato de sédio, de acordo com trabalho de Lee-Meisel et al. [71]. Inicialmente
toda a vidraria foi cuidadosamente lavada com HCI para evitar qualquer tipo de
contaminagao. Em seguida, 34mg de AgINOj3 foi adicionado, sob agitagao, a 100ml
de agua destilada previamente aquecida até o ponto de ebulicao. Imediatamente

apOs acrescentar o nitrato de prata, 2, 5ml da solucao de citrato a 1% foi acrescentado
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rapidamente. Essa solucao ficou em aquecimento e agitagao por 15 minutos, quando
a solucao passa a apresentar cor amarelada. Findado esse periodo, 150ml de agua
foram acrescentados e o aquecimento foi desligado. A solucao permaneceu por mais
10 minutos sob agitacao, para o completo resfriamento da solucao. O coldide entao
foi armazedo em uma vidraria escura e sob refrigeracao.

O pH da solucao final é em média de 6,8.

3.2.2 Filme por eletrodeposicao

Filmes de prata foram obtidos pela deposicao de ions de prata em eletrodos
também de prata por eletrodeposicao. Inicialmente os eletrodos de prata foram
cuidadosamente polidos e limpos e em seguida submersos no eletrélito, constituido
de uma solucao de nitrato de prata a 6x10~*M . Para conseguir a deposicao da prata,
uma diferenca de potencial de 3V foi aplicada entre os eletrodos, de modo que uma
corrente média de 750puA eram mantidos durante 60 minutos. Findado esse periodo
os eletrodos negativos foram secos em fluxo de nitrogénio, para imediatamente serem

utilizados como substrato.

3.3 Absorcao UV-Vis

As medidas de absorcao UV-Vis foram realizadas em um equipamento da
Molecular Devices modelo Spectramax M2 utilizando uma cubeta de quartzo de

lem de caminho éptico a temperatura ambiente.

3.4 MET e MEV

A s medidas de microscopia foram realizadas no Laboratoério de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biologia - Universidade de Brasilia.



32

Para as micrografias foi utilizado o Microscopio Eletronico de Transmissao
(MET) da JEOL modelo 1011, com 100KV de poténcia maxima. As imagens foram
obtidas a partir de uma gota da amostra em estudo sob tela de cobre de 300 mesh,
devidamente preparado com uma pelicula de um polimero, Formvar.

As medidas de Miscrocopia Eletronica de Varredura (MEV) foram obtidas
em um equipamento também da JEOL JEM, modelo840 A.



Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Os resultados obtidos durante o trabalho de doutorado serao apresentados
neste capitulo. Inicialmente serao expostos o estudo da estabilidade dos substratos
coloide e filme de prata, assim como, o efeito da intensificacao do espalhamento
Raman para ambos. Para isso, utilizou-se a violeta de genciana como molécula
teste.

Em seguida sao apresentados resultados dos estudos SERS dos sistemas
nanoparticulas magnéticas associadas com o farmaco anfotericina B e com an-
ticorpo anti-CEA. Por fim, sdo apresentados dois estudos envolvendo o uso da
técnica SERS na investigagdo de sistemas in wvivo: (i) Uso do complexo nano-
particula/Anfoterincina B (FMBL-AmB) no tratamento da infecgao por Pbmicose
em camundongos e (ii) Uso da técnica SERS no estudo das possiveis alteragoes
quimicas, em diferentes regioes do cérebro de camundongos, provocadas pela inje¢ao

do sistema NPs/albumina na corrente sanguinea do camundongo.
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4.1 Estudo da estabilidade SERS de substratos a base de
prata utilizando a violeta de genciana como molécula

teste.

4.1.1 Introdugao

Desde que o efeito SERS foi descoberto, a violeta de genciana (CV - crys-
tal violet) tem sido amplamente utilizada, por vérios grupos de pesquisa, como
molécula teste para o desenvolvimento dos mais diversos tipos de substrato SERS.
Liu et al. [72] verificaram a possibilidade da utilizagdo do SERS como método de de-
teccao e identificagao de moléculas em tempo-real, para isso estudaram a violeta de
genciana em baixissimas concentracoes adsorvidas em coloide de prata e como resul-
tado verificaram que o limite de deteccao de CV esté na concentracao de 10~*ppb.
Lile He et al. [73] estudaram o efeito SERS produzidos por filme fractal de ouro
para detectar e caracterizar tragos de CV em solugao, com o intuito de utilizar a
técnica SERS na deteccao de contaminantes em comida. Alexandre Merlen et al. [74]
estudaram a violeta de genciana e outros corantes depositados em nanoestruturas
de ouro fabricadas sobre dois tipos de substratos: pastilhas de silicio e vidro. A
intencao desse estudo estava na observagao da importancia do substrato no melho-
ramento da eficiéncia do efeito SERS. Henrique et al. [75] estudaram a adsorgao da
violeta de genciana sobre filme de prata, produzido pela deposicao de coloide de
prata sobre uma lamina de vidro por spin coating. Utilizando a violeta como teste
molecular, Maria Knauer et al. [76] estudaram a viabilidade de utilizar coloide de
prata no estudo in situ de microorganismos por SERS. Samuel et al. [77] utilizaram
a violeta de genciana com diferentes composicoes isotépicas (CV — dy e CV — di9)

para estabelecer um método estatistico no SMSERS - SERS de uma tinica molécula.
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A violeta de genciana é um corante trifenilmetano utilizado como agente
quimioprofilatico, eficiente em tratamento de infec¢des provocadas por fungos e pa-

rasitas [72]. A estrutura quimica da violeta de genciana é mostrada na Fig. 4.1.
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Figura 4.1: Estrutura molecular da violeta de genciana.

E bem conhecido na literatura que a eficiéncia e a reprodutibilidade dos
resultados obtidos pela técnica SERS depende fortemente das propriedades do subs-
trato. A base para a produgao de um substrato SERS ativo eficaz é a fabricagao de
uma superficie metalica rugosa, o qual pode ser obtida das mais diferentes manei-
ras [78-83].

Assim, com o objetivo de utilizar a técnica SERS no estudo de sistemas
nanoestruturados biologicamente ativos, verificou-se inicialmente a eficiéncia dos
substrados SERS utilizados neste trabalho de doutorado: coloides de prata, produ-
zido pela reducao do nitrato de prata, e filmes de prata, produzidos pelo método de
eletrolise. Dessa forma, esta secao tem por finalidade estudar os substratos SERS

utilizando a violeta de genciana como molécula teste, conforme os trabalhos anteri-
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ormente descritos.

4.1.2 Metodologia

Preparacgao dos Substratos

a) Coloide de Prata
O coloide de prata utilizado neste trabalho foi sintetizado, por redugao do
AgNOj3 na presenca de NazCgH507, como descrito na sec¢ao 3.2.1. Para o obtengao
do espectro SERS, a violeta de genciana diluida em agua em diferentes proporcoes,
foi misturada ao coloide de prata. Este foi analisado por 60 dias, durante os quais
foi mantido em geladeira e ao abrigo da luz. Durante este periodo foram realizadas

medidas de espectroscopia Raman, absorcao UV-Vis e Microscopia Eletronica de

Transmissao (MET).

b) Filme de Prata
Filmes nanoestruturados de prata foram preparados pela deposi¢ao de na-
noparticulas de prata sob substrato de prata, pelo método de eletrolise como descrito
na secao 3.2.2. Para a obtencao do espectro SERS, a violeta de genciana foi diluida
em agua em diferentes concentracoes e depositada sobre o filme de prata, que em
seguida foi seco com fluxo de nitrogénio. Nos filmes de prata, foram realizadas

medidas de espectroscopia Raman e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

4.1.3 Resultados e discussao

O espectro de absorcao da violeta de genciana ¢ apresentado na Figura 4.2.

Observa-se neste espectro a superposicao de duas bandas com maximos em torno de
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549 e 588 nm. E também mostrado na Figura 4.2 o comprimento de onda da linha
do laser utilizada para obtencao dos espectros SERS (514,5 nm). Como pode ser
observado, a energia de excitagao utilizada no experimento, encontra-se dentro da
banda de absorcao do corante, ou seja, dentro da condigao ressonante para a violeta
de genciana. Portanto, é correto afirmar que tem-se, neste caso, o efeito SERRS

(Espalhamento Raman Ressonante Intensificado por Superficie).

514,5nm
<588 nm

Absorbancia (u.a.)

" 1 : " 1 " I
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.2: Absor¢cao UV-Vis da violeta de genciana.

Com o objetivo de estudar a estabilidade do coloide de prata com o tempo
(idade), espectros de absor¢ao UV-Vis foram realizados nos tempos de 0, 7, 15, 21,
30 e 60 dias. Foi verificado que nos primeiros 21 dias, a energia de absorcao, centrada

torno 419 nm, praticamente nao variou. Contudo, como mostrado na Figura 4.3,
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apos este periodo verifica-se um red shift na energia de absor¢ao do coloide de
prata. A estabilidade do coloide nos primeiros 21 dias, também pode ser confirmada
por SERS, onde nao se verificou qualquer alteracao nos espectros no periodo de
21 dias. Knauer et al. [76] ao estudarem sistema similar, também concluiram que o
coloide de prata permanece estavel neste periodo. A variacao da energia de absorg¢ao
apos o periodo de 30 dias é esperada, uma vez que neste periodo varios fenomenos
envolvendo a estabilidade do coloide sao possiveis. Como por exemplo, a variagao
do tamanho das nanoparticulas por coalescéncia ou agregacao [84], adsor¢ao de
moléculas na superficie das nanoparticulas [85], a dissolu¢ao das nanoparticulas

devido ao meio carreador [86] etc.

——~ 0 dias

—— 15 dias
—— 30 dias
60 dias

Absorbancia (u.a.)

1 " 1 " 1 " 1 1
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)
Figura 4.3: Absor¢ao UV-Vis do coloide de prata com idades de 0, 15, 30 e 60 dias.
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Os resultados de microscopia eletronica de transmissao sugerem que € justa-
mente a dissolucao das nanoparticulas a responsavel pela variagao da energia de ab-
sor¢ao aqui observada. Na Figura 4.4 verificam-se as micrografias das nanoparticulas
de prata, provenientes do coloide, e seus respectivos histogramas, obtidos nas idades
de 0 e 60 dias. Observa-se que durante o periodo analisado, o diametro médio das

nanoparticulas de prata variaram de 24.9 nm (0 dias) para 7.6 nm (60 dias).
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Figura 4.4: Micrografias das nanoparticulas de prata com idades de 0 (a) e 60 (b)
dias e seu respectivos histogramas (c) e (d)

A estabilidade do coloide observada nos primeiros 30 dias apés a sintese
provavelmente estd relacionada com a presenca da camada de citrato em torno das
nanoparticulas [87]. O espectro Raman do coloide de prata puro (com idade de 0

dia) é mostrado na Figura 4.5. E como também observado em outros trabalhos na
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literatura [87,88], baseados na sintese de coloide de prata pelo método de Lee e Meisel
[71], sdo observados no espectro as bandas vibracionais associadas ao citrato de sédio.
A presenca dessas bandas estd associada a formacao de uma camada de citrato
em torno das nanoparticulas de prata durante o processo de redugao do AgNOs
na presenca do NazCsHs;07. No espectro (Figura 4.5) podem ser identificados os
modos v(Ag—COO™) em 245 cm™, v(CCCC —0O) em 836 cm™ !, v(C'—COO™) em
900, 930 e 956 cm ™!, §(COO™) em 1277 e 1370 cm ™!, v,(COO™) e v,s(COO™) em
1391 e 1544 em~!. Também podem ser observadas as bandas da dgua em 1650 e em
1630cm™! e do modo v(C = O) em 1707 cm™'. A banda mais intensa, observada
em 1391cm™!, indica que o citrato forma quelatos bidentados na superficie das
nanoparticulas de prata, conforme observado por Siiman et al. [89].

E de conhecimento na literatura que tanto a absorcao quanto o espalha-
mento da luz em sistemas coloidais sao modificados pelas alteragoes nas carac-
teristicas do coloide, como, por exemplo, a forma ou a agregacao das particulas.
No trabalho de Jin Zang et al. [90] foi mostrado que a energia de absorgao para
nanoparticulas na forma de elipsdides desloca-se para menor energia, quando com-
paradas com nanoparticulas esféricas. A agregacao, por outro lado, induz a formagcao
de ombros nos espectros de absorgao [91]. Como a agregagao de nanoparticulas em
um coloide pode ser induzida pela simples adigado de um aditivo [71], é mostrado
na Figura 4.6 os espectros da absor¢ao do coloide puro (a), apds adi¢ao de solucao
de NaCl a 0.1 M, na proporcao 1:1 (b) e, apds a adigdo da solugao de violeta de
genciana a 1 ppm, na proporcao 1:1:1, (c¢). Verifica-se que quando o NaCl é adicio-
nado ao coloide de prata (Figura 4.6 (b)), hd o surgimento de uma nova banda de
absorcao e o deslocamento da banda pré-existente. Esse comportamento é atribuido
a absorcao ressonante da superficie de plasma das particulas de prata agregadas ou
coalescidas [84]. No caso do espectro na Figura 4.6 (c), verifica-se a presenga das

bandas de absorcao da violeta de genciana em 530 nm e 578 nm e do coloide de
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Figura 4.5: Espectro Raman do coloide de prata.

prata, com maximo em 421 nm. O red shift no maximo de absorcao, observado
neste espectro com relagao ao espectro na Figura 4.6 (a) pode ser explicado pela in-
teracao quimica entre o adsorbato e as particulas coloidais de prata, que promovem
transigoes eletronicas devido a transferéncia de carga [85] ou adsorgao da violeta
de genciana nas nanoparticulas de prata. Uma vez que a violeta de genciana é um
composto cationico e pode facilmente se ligar na superficie negativamente carregada
da prata.

Com o objetivo de determinar a magnitude da intensificacao do sinal Raman
da violeta de genciana na condigao SERRS, foi obtido inicialmente o espectro Raman

ressonante (usando a linha 514 nm) de uma soluc¢do a 1 ppm da violeta de genciana.
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Figura 4.6: Absor¢ao UV-Vis do coloide de prata puro (a) apds adi¢ao do NaCl, na
propor¢ao 1:1 (b) e apds a adi¢ao de violenta genciana na propor¢do 1:1:1 (c).
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Figura 4.7: Espectro Raman ressonante da violeta de genciana a 1ppm.

Como pode ser observado na Figura 4.7, espectro Raman ressonante da
violeta de genciana, sobreposta a uma forte fluorescéncia é possivel identificar as
bandas caracteristicas do corante, que s6 foram observadas devido ao espalhamento
Raman ressonante, que intensifica o sinal Raman em até 10° vezes [28]. Um resumo
destes modos vibracionais pode ser encontrado na Tabela 4.1. Espectros SERRS
da solucao de violeta de genciana a 1 ppm, diluida na proporgao 1:1 em coloide
de prata, com e sem a adicao de NaCl 0.1 M, podem ser encontrados na Figura
4.8 (a) e (b), respectivamente. Note, que os modos associados ao citrato presente
na superficie das nanoparticulas de prata, conforme observado na Figura 4.5, nao
sao observados nos espectros SERS da violeta de genciana. A auséncia dos modos

do citrato pode ser explicada pela substituicao da camada de citrato, formada no
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processo de sintese, pela violeta de genciana e/ou pelo Cl~, que por sua vez, ativa os
sitios SERS, tornando mais eficiente a adsor¢ao da molécula em estudo. E verificado
na Figura 4.8 somente a presenca de modos vibracionais associados a violeta de
genciana e modos de estiramento provenientes da prata ligada a ametais, Ag — O
e Ag — Cl. Além do mais, é verificado que a presenca do NaCl, intensifica o sinal
Raman em até 4 vezes, quando comparado com o espectro SERRS obtido com o
coloide puro (como referéncia foi tomado o pico em 1594 cm™!). Essa intensificagao
pode ser entendida levando-se em conta a formagao de agregados de nanoparticulas
de prata, promovida pelo NaCl, os quais geram regices denominadas hot spot. Nessas
regioes ha uma grande intensificagao do campo elétrico local, que por sua vez, sera

responsavel pela intensificacao do espalhamento Raman.
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Figura 4.8: Espectro SERRS da violeta de genciana a 1ppm no coloide de prata (a)
com e (b) sem NaCl.
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Tabela 4.1: Posi¢cao dos modos vibracionais obtidos a partir dos espectros Raman
Convencional e SERS para a violeta de Genciana.

Amostras Tentativa de atribuigoes
Raman (em™1) SERRS (cm™1)
Solucdo [92] CV (1ppm) Coloide [92] Coloide Filme
224 225 235 respiragao-ligacao central
334 326 344 342 § Ph—C* — Ph(1)
426 425 432 421 418 §(L) Ph—C* — Ph(L)
446 442 440
476
532 527 536 526 527 vibracao da estrutura do anel
579 568 572 571 570 vibragao da estrutura do anel
616 613 621 634 vibracao da estrutura do anel
651 673 689
729 731 738 733 732 d( C-H) do anel (L)
770 e 762 762 d( C-H) do anel (L)
810 815 817 811 820 §( C-H) do anel (1)
918 920 922 916 917 vibragao da estrutura do anel
942 953 948 949 vibracao da estrutura do anel
982 982 986 981 995 vibracao da estrutura do anel
1075 1056
1142 1130 1142 1123 1130 0 (C-H) do anel (]|)
1182 1184 1188 1180 1179 6 (C-H) do anel (|))
1192 0 (C-H) do anel (|))
1288 1297 1258 C-H rocking
1306 1307 1305 1339 1299 v (C-C) do anel
1377 1375 1364 1373 1377 v N-fenil
1390 1391 1395 1394 1408 v N-fenil
1454 1449 1446 1445 1444 v (C-C) do anel
1489 1486 1480 1483 1487 deformacgao do anel
1542 1543 1547 1537 1539 v (C-C) do anel
1550 v (C-C) do anel
1594 1592 1592 1591 1591 v (C-C) do anel
1624 1625 1629 1622 1621 v (C-C) do anel
1639

Ph-fenil, v stretching e 6 bending, fora do plano L e no plano ||.
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Para verificar o limite de deteccao do sistema coloidal de prata, medidas
SERRS da violeta de genciana em diferentes concentragoes foram realizadas (ver
Figura 4.9). Para isso, uma mistura 1:1 da solucao de coloide de prata e NaCl a
0.1 M foram preparadas e, em seguida, solucoes de violeta de genciana com dife-
rentes concentracoes foram acrescentadas. Como resultado foram obtidas amostras
de CV com concentragoes finais variando de 0.5 a 0.00001 ppm. Como pode ser
observado na Figura 4.9 o limite de deteccao encontrado para o sistema coloidal
foi a concentracao de 0.001 ppm. Na insercao da Figura 4.9 é mostrado o fator de
intensificagao (FI) SERRS observado para as diferentes concentragoes, calculados
pela razao F'I = % [73,84], onde Isgprs € Csprs sao a intensidade do pico e
a concentragao do material em estudo e Igg e Cgrgr sao a intensidade e concentragao
medidos por Raman Ressonante. Foi verificado que a intensificacdo maxima obtida
pelo efeito SERS promovido pelo coloide de prata foi da ordem de 103. No cdlculo
foi utilizando o pico centrado em 1591 e¢m ™! como referéncia. As pequenas variacoes
nas intensidades relativas em fun¢ao da concentracao de CV, observado na Figura
4.9, podem ser explicadas de acordo com o trabalho de Henrique et al. [75]. Neste
trabalho, ao estudar a CV em filmes de prata, os autores relataram que enquanto
os espectros em concentragoes maiores eram semelhantes aos espectros do Raman
Ressonante, os obtidos em baixa concentracao de CV apresentavam caracteristicas
distintas. De acordo com esse trabalho, as modificagoes espectrais relacionam-se
principalmente as moléculas de violeta de genciana adsorvidas diretamente na su-
perficie da prata.

Conhecida as caracteristicas do coloide de prata, passa-se a seguir uma
exposicao dos resultados alcancados utilizando-se filmes de prata, formados pela
eletrodeposicao de particulas de prata sobre substrato também de prata. Inicial-
mente foram preparados substratos SERS eletrodepositatos com diferentes tensoes

(3, 5 e 10 V), aplicadas por uma hora, e diferentes tempo de deposigao (20, 40 e
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Figura 4.9: FEspectros SERRS da violeta de genciana em diferentes concentracées
no coloide de prata com NaCl. No inset € mostrado o fator de intensificagcao SERS
observado.
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60 min), mantendo-se a tensao constante de 3 V. Os dados de intensificagao SERS
revelaram que os melhores resultados foram obtidos utilizando-se os filmes de prata
preparados com tensao aplicada de 3 Volts e tempo de deposicao de 60 minutos.
Outro fator relevante, a ser relatado, é sobre a estabilidade dos filmes de prata apds
sua preparacao. Foi verificado que o efeito SERS praticamente desaparece apos 24
horas. Portanto, todos espectros obtidos ao longo deste trabalho foram realizados
logo apds a producao dos filmes de prata, sendo que estes foram preparados na
condicao de tensao de 3 V por 60 minutos.

O espectro Raman do substrato de prata revelaram a presenca de bandas
localizados em torno de 240, 1050 e 1380 e 1600 ecm~t. A banda em 240 em ™! é
atribuida a ligagoes Ag — N. As demais bandas estao relacionadas a presenga de
nitratos na superficie do filme [28]. E importante relatar que a intensidade relativa
destas bandas sao cerca de 10% vezes menos intensa que o sinal SERS da violeta de
genciana a 1 ppm.

Na Figura 4.10 sao apresentadas imagens de microscopia eletronica de varre-
dura de dois filme, crescidos em ocasides distintas. Nas micrografias sao mostradas
as topologias dos filmes de prata, os quais evidenciam a formacao de estruturas
dendriticas. No processo de formacao dos dendriticos criam-se aberturas espacadas
entre si por uma distancia média de 100 nm, as quais proporcionam a formagao dos
hot spots necesséarios para obtencao do efeito eletromagnético intensificado, carac-
teristico do efeito SERS [93].

Para se verificar o efeito de intensificacao SERS nos filmes de prata, espec-
tros de violeta de genciana com concentragoes variando de 0.5 a 0.00001 ppm foram
obtidos. Para isso 20 uL da solucao de violeta genciana foi depositado sobre o filme
de prata e em seguida seco sob fluxo de nitrogénio. Na Figura 4.11 sao mostrados os
espectros obtidos. Verifica-se que foi possivel identificar a presenca de moléculas de

violeta de genciana até a concentracao 0.00001 ppm. Neste caso o fator maximo de



49

3 4137 can ¥
— lpm  JEOL 7/19/2011 L 100nm JEOL 7/19/2011
X 11,000 15.0kv SEI  SEM WD 10.4mm 3:00:38 X 45,000 15.0kv SEI  SEM WD 10.4mm 3:03:18

1 1, JEOL  11/3/2011
WD 30mm  12:34:35 X 25,000 15.0kv SEI  SEM WD 30mm  12:36:11

Figura 4.10: Imagem de filmes de prata obtido por MEV, para sinteses distintas (a)

e (b).

intensificacao foi de 107 vezes, calculado como descrito acima. A maior intensificacao
obtida pelo filme de prata quando comparada com sistemas coloidais também foi
observado em outros trabalhos na literatura, como referenciados em [74,94]. Note na
Figura 4.11 que mesmo na concentracao de 0.00001 ppm nao foi observado qualquer
evidencia da presencga de nitratos provenientes da preparagao do substrato.

Assim, como observado nos espectros SERRS obtidos com o coloide de
prata, os espectros SERRS realizados no filme de prata apresentaram pequenas
variacoes na intensidade relativa de alguns modos vibracionais da violeta de genciana

em baixas concentragoes. A variacao na intensidade relativa das bandas em 418, 440,
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1591 e 1622 em™!, pode ser explicada pela perda de simetria da molécula de CV
quando adsorvida sobre o filme de prata [94]. No trabalho de Andrzej [93] relata-
se que apenas 0.01% das moléculas de violeta de genciana contribuem com o sinal
SERS e que a observacao de espectros intensos sugere que a violeta de genciana

adsorve fortemente nos sitios ativos dos filmes de prata em estudo.

4.1.4 Conclusoes

Foi apresentado nesta secao um estudo sobre a influéncia de diferentes
substratos SERS nos espectros de intensificacao do sinal Raman por superficie da
molécula de violeta genciana. Foi encontrado que o substrato SERS a base de co-
loide de prata apresenta grande estabilidade nos primeiros 30 dias apds sua sintese,
apresentando intensificacao maxima de até trés ordens de grandeza. Ainda, foi ve-
rificado que mesmo 60 dias apds sua producao o efeito de intensificacao do sinal
Raman permanece presente. Esta notavel estabilidade do coloide de prata nao foi
verificado para o caso dos substrato SERS a base de filme de prata. Neste caso, os
resultados mostraram que 24 horas apds sua producao ja nao ser verificava efeito
SERS apreciavel. Contudo, foi constatado que o fator de intensificacao obtido para
o filme de prata é da ordem de 107 vezes, portanto dez mil vezes mais intenso que

o observado no coloide de prata.
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4.2 Estudo SERRS do arranjo molecular da Anfotericina B
adorvida em Nanoparticulas de 6xido de ferro précobertas

com bicamada de acido laurico [95].

4.2.1 Introdugao

A anfotericina B (AmB) é uma agente antifiingico poliénico que tem sido
amplamente usado, por mais de cinco décadas, no tratamento clinico de infecgoes
fingicas sistémicas [96,97]. Contudo, o uso clinico do farmaco AmB é limitado,
devido aos intensos efeitos téxicos ao organismo [98]. Esses efeitos ocorrem devido a
caracteristica anfifilica da AmB, o que a torna pouco solivel tanto em meios aquo-
sos como organicos. Contudo essa caracteristica também é responsavel pela sua
facil interacao com as membranas das células, fato este que a torna um remédio
antifingico. Apds atravessar a parade celular e entrar na membrana, as moléculas
de AmB agregam e formam um canal transmembrana, neste a cabeca hidrofilica
da molécula AmB aponta para a parte interior do canal, enquanto o dominio hi-
drofébico aponta para os lipidios da membrana celular. A formacgao desses canais
levam ao vazamento dos cations das células, que, eventualmente, levam a sua morte.
Infelizmente os vérios efeito colaterais e a baixa solubilidade da AmB limitam a sua
utilizagao, o que explica o grande nimero de estudos com o objetivo de aumentar
sua aplicacao para fins terapéuticos. Uma das metas mais ambiciosas nas pesquisas
atuais é o desenvolvimento de sistemas de administragao orientada de drogas (drug
delivery system) na cura, por exemplo, de doencas causadas por fungos. Nesse sis-
tema seria possivel um tratamento localmente eficiente utilizando menor dose do
farmaco, o que levaria a reducao dos efeitos toxicos.

Um caminho promissor para o desenvolvimento de sistemas para admi-
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nistragao orientada de drogas é baseado na associacao do farmaco com materi-
ais magnéticos nanoparticulados [99]. Esses sistemas complexos permitem, pela
aplicacao de um gradiente de campo magnético, concentrar o farmaco no local dese-
jado e controlar a liberacao da droga. Estudos anteriores mostraram que particulas
com diametros na escala nanométrica funcionalizadas com acido dimercaptosuccinio
(DMSA) tendem & se acumular nos pulmoes dos camundongos [100]. Assim, a as-
sociacao de AmB com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas podem represen-
tar um excelente sistema no tratamento de formas cronicas de doencas provocadas
por fungos, como por exemplo, a paracoccidioidomicose, que afeta inicialmente os
pulmoées [101]. Contudo, uma vez que a organizagao espacial da AmB é essencial
para a formacao dos canais na membrana celular, o modo como essa molécula estiver
adsorvida na superficie das nanoparticulas é essencial no desempenho terapéutico
desses sistemas de entrega de drogas. Nesse contexto, a técnica SERS surge como
uma poderosa e inovadora ferramenta no estudo da conformacao da AmB nesse
sistema em particular.

Recentemente, o efeito SERS tem sido intensamente usado no estudo de
diferentes sistemas bioldgicos [102-104], inclusive no estudo in vivo da interagao da
AmB com lipoproteinas [105]. Ademais, sabe-se que a presenca das ligagdes duplas
conjugadas (-C=C-C=C-) na AmB leva a intensificagdo por Raman Ressonante, uma
vez que essa molécula apresenta bandas de absorcao bem definidas na faixa de 300 a
450 nm, relacionada & transicao 7 —* da sua subunidade croméfora [106]. E sabido
também, que a absorcao eletronica depende da configuragao espacial da molécula
AmB, uma vez que o padrao de absorcao muda a medida que a droga aparece
na forma monomérica ou agregada [107]. Independentemente disso, a estrutura
eletronica do esqueleto poliénico da AmB pode levar ao efeito Raman Ressonante,
o que possibilita a observacao dessa molécula em baixa concentracao por exemplo

em regides com muitos lipidios [108,109]. Assim, a associagao do efeito SERS com o
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efeito Raman Ressonante d&a um adicional na intensificacao do espalhamento Raman,
efeito esse chamado SERRS - Espalhamento Raman Ressonante Intensificado por
Superficie.

Portanto, esse estudo relata a aplicacao com sucesso da técnica SERRS
na investigacao de moléculas AmB adsorvidas na superficie de nanoparticulas de

magnetita prefuncionalizadas com bicamada de dcido laurico.

4.2.2 Metodologia

Preparacao das amostras e dos substratos

a) Amostras

Nanoparticulas de Magnetita foram sintetizadas por coprecipitacao, con-
forme descrito na se¢do 3.1. O &cido ldurico (AL) foi acrescentado ao precipi-
tado negro para a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas. A mistura
foi aquecida a 90°C', sob agitacao enquanto a agua foi adicionada para ajustar o
volume. As nanoparticulas de magnetita surfactadas com bicamada de AL esponta-
neamente se mantém em suspensao no meio aquoso, produzindo o fluido magnético
denominado FMBL. Finalmente, a amostra foi purificada, autoclavada para esteri-
lizagao a 121°C, por 20 min. A concentragao de nanoparticulas na amostra FMBL
foi estimada em 2,3 x 10 particulas/mL. A associacio da AmB sobre as nano-
particulas de magnetita revestidas com LA foi realizada utilizando um protocolo
semelhante ao descrito por Rutnakornpituk et al. [110], no qual a AmB dispersa em
DMSO(Dimetilsulféxido) / H,O foi adicionado a amostra FMBL sob agitagdo. As
nanoparticulas de magnetita contendo a AmB adsorvida foi separada do farmaco

em suspensao (S-AmB), por separagdo magnética (ima 4000G e palha de ago), e
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novamente dispersas em agua esterilizada, produzindo a suspensao magnética no-
meada FMBL-AmB. A concentragao de nanoparticulas na amostra FMBL-AmB foi
estimada em 2,6 x 10' particulas/mL. A quantidade de farmaco adsorvida nas na-
noparticulas foi indiretamente determinada pelo excesso da droga em suspensao (S-
AmB), utilizando medidas de UV-Vis (Spectra Max M2) para a banda com maximo
em 411 nm. Assim, a quantidade de AmB na amostra FMBL-AmB foi de 1,02
mg/mL. A composicdo quimica (quantidade total de ions) nas nanoparticulas de
6xido de ferro das amostras FMBL e FMBL-AmB foram determinados por espec-
trometria de absorcao atomica, usando um modelo comercial Perkin-Elmer sistema
5000. O teor de ferro total encontrado foi de 1,52 e 1,74 mg/mL para as amostras
FMBL e FMBL-AmB, respectivamente.

Essas amostras foram caracterizadas pelo Zetasizer, microscopia eletronica
de transmissao (MET), difracao de Raios-X (DRX) e espectroscopia no infra-vermelho
(FT-IR) conforme segue a descrigao. O diametro hidrodinamico e potencial ¢ das
nanoparticulas em suspensao das amostras FMBL e FMBL-AmB foram determina-
dos utilizando o Instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). A
distribuicao de tamanho do caroco das nanoparticulas foi obtida por microscopia
eletronica de transmissao usando o microscépio JEOL 1011. Os parametros para
descrever o perfil de distribuicao do tamanho das nanoparticulas para ambas amos-
tras (FMBL e FMBL-AMB) foram obtidos usando a abordagem padrao [111]. O
espectro de DRX do pé, obtido a partir da secagem de amostras FMBL e FMBL-
AmB foram obtidos na faixa de 10 — 80°(26), utilizando o equipamento da marca
Shimadzu (SRD-6000) fonte de radiagdo Cu — Ka. Os dados foram refinados uti-
lizando o software PowderX e os parametros da rede foram calculados usando o
software Unitcell aplicado a posicao do pico maximo de reflexao dentro da regiao
aferida. O diametro médio de dominio nanocristalino foi determinada a partir do

valor da largura a meia altura (FWHM) do pico mais forte de reflexao (311) usando
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a equagao Scherrer [112]. Medidas de FT-IR foram registrados em um espectrometro

modelo MB 100, com amostras dispersas em KBr (1%).

b) Preparacao do Substrato SERS ativo.

Para obter os espectros SERS utilizou-se coloide de prata como substrato,
sintetizado como descrito na Segao 3.2.1. Para o estudo SERRS, 25uL da amostra
FMBL-AmB foi diluido em aliquotas de 25uL de coloide de prata. Espectros Ra-
man foram registrados imediatamente, em um porta amostra de aco. Para efeito
de comparagao, 25uL da amostra FMBL-AmB foi diluido em 25uL de dgua desti-
lada e espectros Raman Convencional foram registrados. Para investigar o efeito
da interagao entre as particulas de prata e a molécula livre de AmB (nao adsor-
vida nas nanoparticulas recobertas com LA), uma solugao 0,7 mol/L de AmB em
DMSO/4gua (02/03, relacao de volume) foi preparado. Entao, 25uL da solugao
AmB livre foi diluida em 25uL de prata coloidal, para o estudo SERRS. Além disso,
25 L da solugao AmB livre foi diluido em 254 L de agua destilada para a medidas de
Raman Convencional. A luz espalhada foi coletada na configuracao de backscatte-
ring e analisadas utilizando um espectrometro triplo (Jobin Yvon Modelo T64000)
equipado com um detector CCD. A linha utilizada para excitagao molecular foi a

linha 514, 5nm do laser de ion argonio com poténcia 6ptica na amostra de 20mIV.

4.2.3 Resultados e discussao

Nas Figuras 4.12 (a) e (b) observam-se as micrografias tipicas das amostras
FMBL e FMBL-AmB, assim como seus histogramas referentes a distribuicao do
tamanho das nanoparticulas ((c) e (d)), respectivamente. Os histogramas foram
ajustados com a func¢ao de distribuicao log-normal, a qual revelou o diametro médio
e a dispersao para as amostras estudadas, valor entre parénteses: FMBL 6,0 nm

(0,36) e FMBL-AmB 7,1 nm (0,28). A diferenga do didmetro médio do nicleo
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observado entre as amostras FMBL e FMBL-AmB é consistente com os valores
obtidos para os seus respectivos raios hidrodinamicos 77,7 e 84,8 nm. Valores estes
estimados a partir das medig¢oes do espalhamento dinamico da luz pelas particulas
em suspensao. O aumento no raio hidrodinamico observado para a amostra FMBL-
AmB ¢ devido a adsorcao da AmB na bicamada de acido laurico, que recobre as
particulas suspensas na amostra FMBL. Resultados semelhantes foram relatados
na literatura, como por exemplo o aumento do raio hidrodinamico comparado ao
obtido pela microscopia eletronica de transmissao quando as nanoparticulas estao
revestidas por polimeros [113,114]. Possivelmente, esses resultados ocorrem devido
a agregacao das particulas impulsionadas pela interacao dipolar magnética entre as

unidades suspensas, mesmo na auséncia de qualquer campo magnético aplicado.
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Figura 4.12: Micrografias das amostras (a) e (b) e os histogramas (c) e (d) corres-
pondentes a FMBL e FMBL-AmB, respectivamente.
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Os valores obtidos para o diametro médio por meio do MET sao menores
do que os valores estimados pela andlise dos dados de DRX. Neste o tamanho das
nanoparticulas foi obtido a partir da largura a meia altura do pico de difracao mais
intensos, a reflexao (311), usando a equagao de Debye-Scherrer. Verifica-se que o
diametro médio dos nanocristalitos das particulas em suspensao para as amostras
FMBL e FMBL-AmB sao aproximadamente iguais a 9,1 nm. Além disso, os dados
de DRX confirmam que as nanoparticulas magnéticas apresentam uma tnica fase,
possuem estruturas do tipo espinélio cibico, caracteristico para a magnetita.

A estabilidade coloidal das amostras foi avaliada com base na determinacao
do potencial (. Observa-se que o valor ¢ médio para as particulas em suspensao da
amostra FMBL é de cerca de —15mV’, enquanto o valor médio encontrado para a
amostra FMBL-AmB é aproximadamente —22mV . Esses resultados sao consistentes
com a hipétese de que a AmB contribui com o aumento da carga negativa liquida
das unidades suspensas, provavelmente decorrentes do grande ntimero de grupos
hidroxilas introduzidas pela molécula de AmB, em comparacao com a bicamada de
acido laurico.

Os espectros FT-IR das nanoparticulas de 6xido de ferro pura e recobertas
com bicamada de acido oleico (FMBL), assim como as conjugadas com a Anfote-
ricina B (FMBL-AMB) sao mostrados na Figura 4.13 (a) (iii), (iv) e (v), respec-
tivamente. Para comparagao também foram obtidos os espectros de FTIR do AL
e AmB p6 conforme mostrados na Figura 4.13 (a), (i) e (ii). O espectro FTIR do
AL puro (Figura 4.13 (a) (i)) apresenta bandas intensas em torno de 900 cm™! e na
regiao de 1300-1500 cm~!. Na primeira atribui-se & modos rocking da ligacao C Hs,
enquanto que para o segundo modos bending (0) do CHsy. Na regiao de 1300-1500
em™!, hd também a contribuicao do modo stretching (v) COO™ (1400 em™"). Picos
atribuidos a modos stretching assimétrico (C' — C) e simétrico (C' — C') podem ser

observados em 1063 e 1127 em™!, respectivamente. Um pico de absorcao forte em
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Figura 4.13: (a) Espectro de Infravermelho para (i) AL puro, (i) AmB em pd, (iii)
nanoparticulas de ozido de ferro, (iv) FMBL e (v) FMBL-AmB. (b) Aprozimag¢ao
da regidgo 900-1800 cm™" dos espectros de infravermelho (i), (iv) e (v)
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1701 em™t, devido ao stretching C' = O do grupo carboxil também é observado.

1

Finalmente, o pico largo em torno de 3000 cm™" é devido ao estiramento O — H,

enquanto os picos em 2850 e 2920 cm !

correspondem a modos stretching simétrico
e assimétrico do C'H,. Na Figura 4.13 (a) (ii) é mostrado o espectro FTIR da AmB
pé, em disco de KBr. Picos Raman na regiao de energias mais baixas (800, 1040, e
1070 cm™1) estéo relacionados a vibragoes das ligagoes 6(C'H) ou §(COO), (N Hy)
ou v,(C—0—C) e v,5(C—0), respectivamente. O pico em torno de 1690 cm~! pode
ser atribuido ao modo v,5(COO). Ademais, a banda de maior energia, préximo a
3400 em™!, pode ser atribuida a vibragoes v(O — H) e v(N — H). As demais regioes
observadas no espectro de FTIR da AMB sao as mesmas observadas no espectro Ra-
man e suas atribuicoes podem ser encontradas na Tabela 4.2. O espectro de FTIR
das nanoparticulas de 6xido de ferro (Figura 4.13 (a) (iii)) mostra apenas duas
bandas intensas em torno de 600 ecm~! e 3400 cm ™1, atribuida, respectivamente, a
ligacao F'e — O da fase magnetita e a vibragoes do OH adsorvida na superficie das
nanoparticulas. O espectro da amostra FMBL (Figura 4.13 (a) (iv)) indica uma
forte reducao do pico de absorcao referente ao C' = O em 1701 em ™!, sugerindo que
AL liga-se pelo grupo carboxilico nas nanoparticulas de 6xido de ferro. Os modos
assimétricos (v,s) e simétrico (v;) do grupo carboxilato (COO™) aparecem na regiao
de 1350-1690 em~!, onde ha também uma contribuicao do modo § CH, em 1464
em~!. A presenca dessas bandas sdao indicios de que hé formacao da bicamada de
AL na superficie das nanoparticulas. Em contraste, se apenas uma tnica camada
de AL fosse formada na superficie das nanoparticula o grupo carboxilico do acido
estaria preso nas nanoparticulas e, portanto, os dois modos stretching (assimétrico
e simétrico) para o carboxilato estariam ausente no espectro.

O espectro de FTIR da amostra FMBL-AmB tem caracteristicas semelhan-
tes a todos os espectros acima discutidos. Essas caracteristicas podem ser melhor

observadas na Figura 4.13 (b). Estas semelhangas mostram que estao presentes na
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amostra FMBL-AmB todas as moléculas utilizadas na sua preparacao. Vale relatar
que a partir de uma analise cuidadosa verifica-se no espectro o surgimento de um
pico intenso e estreito em 950 em ™. Contudo, devido & presenca de bandas largas,
caracteristica dos espectros de FTIR, nao foi possivel propor a origem deste pico.
A espectroscopia Raman nao é apenas uma excelente ferramenta utilizada
na quimica analitica para identificar grupos funcionais em compostos organicos, mas
também fornece informacgoes sobre conformagao das moléculas, enquanto adsorvidas
em superficies [115]. Para realizar o estudo conformacional das moléculas na su-
perficie das nanoparticulas, comparamos os espectros SERS das amostras FMBL e

Raman Convencional do AL puro.
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Figura 4.14: (i) Espectro Raman convencional do AL puro e (ii) espectro SERS da
amostra FMBL-AmB.
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O espectro SERS do AL puro (Figura 4.14 (i)) mostra caracteristicas tipicas
de cadeias bem ordenada de hidrocarbonetos [116]. No entanto, quando adsorvida,
em bicamada, na superficie das nanoparticulas (Figura 4.14 (ii) verificam-se uma
série de mudancas no espectro Raman, quando comparado com o Al puro. A mo-
dificagao mais evidente é a presenca do modo stretching simétrico COO™, em 1404
em ™!, Observa-se que o modo stretching assimétrico para COO~, esperado em 1690

em ™!, estd ausente. Como discutido anteriormente, a presenca da banda em 1404

! mostra que o grupo carboxilico da segunda camada AL estd voltada para

cm”
o meio aquoso. Outras mudancas importantes no espectro sao o aparecimento de
bandas Raman em 335 cm ™! e 703 em ™! (associado a vibragoes C' — C' do esque-
leto do dcido ldurico), a reducao na intensidade para o modo torgao do C'Hs (1303
em™1) e o modo scissoring C Hy (1440 cm™') (também relacionados com o esqueleto
do 4cido). Depreende-se dessas observacoes que a formagao da bicamada de AL
se da pela interacao entre os grupos alquila da cadeia desse acido. Provavelmente,
a formacao da bicamada de AL modifica a configuragao espacial das cadeias (au-
mento da razao de gauche/trans do grupo alquila nas cadeias), resultando em uma
mudanga na intensidade do sinal Raman.

Na Figura 4.15 sao mostrados os espectros Raman Ressonante de (i) AmB
pé e (ii) AmB diluido em DMSO/dgua. Ainda na Figura 4.15 pode-se observar os
espectros SERRS (iii) para a AmB diluida em DMSO/4gua, e (iv) para a amostra
FMBL-AmB. No espectro Raman ressonante da AmB sobressai os picos em 1002
(ombro em 1010), 1157 (ombro em 1138) e 1562 ¢cm ™!, como visto na Figura 4.15
(i). Outros picos, menos intensos, sao observados em 986, 1200, 1295, 1607, 1634,
e 1645 cm™!. Uma descricao das bandas Raman para AmB em solucao pode ser

verificada na Tabela 4.2. A banda intensa em 1562 c¢m ™!

é atribuida a vibracao
stretching C' = C, enquanto que as bandas em 1157 e 1002 ecm~! foram atribuidas,

respectivamente, a vibracao stretching C' — C da estrutura da cadeia acoplado com
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bending C'—C'—H no plano(vs (C—C) + § (C—C—H)) e modo bending do C—C—H
no plano acoplado com bending C —C —C (6 (C—C —H) + 9§ (C—-C—C)). Os
espectros Raman mostrados na Figura 4.15 (ii) (Raman ressonante) e (iii) (SERRS)
apresentam picos tipicos tanto da AmB como do DMSO. Picos Raman em 310, 343,
389, 678, 710, 957, 1026, e 1422 cm™!, observados na Figura 4.15 (ii) e (iii), sdo
caracteristicas do DMSO. Nota-se da Figura 4.15 (iii) que o efeito SERRS contribui
para a amplificacao do sinal Raman de AmB de cerca de 1 ordem de grandeza,
enquanto o modo vibracional em 1002 c¢m ™! praticamente desapareceu. Esse fato
pode ser explicado pela perda da planaridade da fracao C' — C' — H na estrutura da
cadeia, o que resulta na reducao da intensidade Raman, de acordo com o trabalho
de Bunow e Levin [108].

Os modos Raman associados ao DMSO podem ser observados nos espectros
Raman ressonante e SERRS, respectivamente, na Figura 4.15 (ii) e (iii). Imediata-
mente, verifica-se que nao ha mudancas nas energias vibracionais nesses espectros.
No entanto, uma avaliacao mais cuidadosa mostra que esses espectros, quando com-
parados com o espectro Raman do DMSO puro, apresentam blue-shift para os picos
em 343, 389, 678, 710 cm™" e red-shift para o pico 1026 cm~!. Embora, as energias
vibracionais nas posicoes em 310, 1422 e 957 em ™! permanecem inalterados. As
bandas Raman do DMSO em 310, 1422 e 957 em ™! sdo, respectivamente, atribuidos
aos modos bend simétricos de C'— S —C' e H—C— H e modos rocking do H—C — H
e as bandas em 343, 389, 678 e 710 cm ™! sao atribuidos & modos stretching simétrico
C—S=0(C-95) (343 cm™ (678 cm™")) e assimétrico (389 cm™" (710 ecm™')), este
comportamento observado se da pela formacao de complexo entre o grupo O — H da
AmB com o grupo S = O do DMSO. Embora o espectro SERRS da AmB diluido
em DMSO/4gua (Figura 4.15 (iii)) ndo tenha apresentado nenhum deslocamento na
energia vibracional dos modos C' = C (1562 em™') e C' — C (1157 em™"), 0 modo

Raman de maior energia se tornou muito mais largo. Isto pode estar associado a
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Tabela 4.2: Posicao dos modos vibracionais observados nos espectros Raman Res-
sonante e SERS para AmB pd e em solucao, FMBL e FMBL-Amb.

Amostras Tentativa de atribuicoes
Raman Ressonante cm ! SERS cm !
AmB pé AmB* AmB* FMBL FMBL-AmB
310 310 0(C-S5-0C)
345 345 Ves(C'— S =0)
389 389 vs(C =S =C)
703 o(C-0C)
678 678 Vas(C' — 5)
712 713 vs(C = S)
957 956 o(H-C—-H)
891 o(CH;)
925 v(C =)
1002 930 6(C—-C—-H) +
(Cc=Cc-0)
1010 sh 1009 955
1026 S=0
1067 Vas(C — C)
1086 1086 v(C — OH)
1138sh 1140 1140 1144 0(C—-C—-H)+
C=C-0)
1157 1157 1157 1157 vss(C = C) +
6(C—-C—H)
1130 vs(C = O)
1200 vs(C — O — C) para ester
+ 0(OH)
1303 twisting (CHa)
1404 1402 vs(COO™)
1422 1422 §(H —C — H)
1420-1500 scissoring (C'Ho)
1562 1562 1562 1560 vs(C =0C)
1607 1607 0(NHy)
1634 1638 1639 Vas(COO™)

* representa AmB em solu¢ao de DMSO/H>O, v-stretching, o-rocking
~y-wagging, d bending, s-simétrico, as-assimétrico e sh-ombro
referéncias [108,116]
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modificacoes estruturais da formacao do cis-isomero da AmB, devido a liberdade de

movimento da micosamina em solventes [108].
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Figura 4.16: Espectro Raman Ressonante para FMBL-AmB

O espectro Raman ressonante para amostra FMBL-AmB, Figura 4.16, mos-
tra uma forte fluorescéncia, o que torna impossivel observar o espectro vibracional
usando Raman Convencional. Em contraste com o espectro SERRS obtido para a
amostra FMBL-AmB, como mostrado na Figura 4.15 (iv), que apresenta bandas
bem definidas. Nota-se que, com relacdo ao espectro Raman do p6 da AmB (Fi-
gura 4.15 (1)) e os AmB diluida em DMSO/4gua (4.15 (ii)), o espectro SERRS da
FMBL-AmB (4.15 (iv) ) é notavelmente diferente. Embora a energia vibracional as-
sociada & ligagdo C' — C' (1157 em™!) permanega inalterada em comparacao com os

espectros Raman apresentados na Figura 4.15 (i-iii), diferencas significativas foram
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observadas no espectro mostrado na Figura 4.15 (iv), como o aparecimento de novos
picos Raman, deslocamentos e variagoes na intensidade relativa. As bandas Raman
na faixa de 1330-1400 em~! sdo atribuidas & modos stretching e deformacao das
ligagoes C'— O e C'— H, fora do plano (trans-polieno). Pode-se sugerir que a banda

centrada em 1402 e¢m !

é atribuida ao modo stretching simétrico de COO~ [116],
proveniente da camada de AL conforme Figura 4.14 (ii). O pico fraco em 1086
em ™!, provavelmente, tem sua origem também da bicamada de AL e est4 associado
ao modo stretching da ligagao C'— OH.

As mudangas mais relevantes no espectro da amostra SERRS da FMBL-
AmB foi o desaparecimento do pico Raman em 1002 cm™! (e ombro 1010 em™1) e

! (ombro em 955 em™!).

o aparecimento de uma estrutura semelhante em 930 cm™
Vale ressaltar que o espectro SERRS da amostra FMBL tem dois picos estreitos em
891 em™! e 925 em™!, o que sugere que a banda em 930 em ™! pode ter sua origem
na bicamada de AL. Para investigar esta possibilidade, uma comparagao entre os
espectros das amostras FMBL-AmB e FMBL sao mostrados na Figura 4.17 (ii) e
(iii), respectivamente. Na Figura 4.17 (i) também ¢ mostrado o espectro da AmB
em po. Semelhangas podem ser observadas entre os espectros na Figura 4.17 (ii) e
(iii), a principal delas ¢ a presenga dos picos Raman em 1066 cm™" e 1085 cm ™1,

1

assim como, a presenca do pico em 891 cm ™, para ambos espectros. No entanto, a

intensidade e a largura do pico em 930 cm ™! (Figura 4.17 (ii)), bem como a presenga

1 sugerem que essas banda nao tém correlacao com a bicamada

do pico em 955 em™
de AL. A subtracao entre os espectros (ii) e (iii) confirma esta afirmagao (ver Figura
4.17 - diferenga entre os espectros (ii) - (iii) e Figura 4.18). Além disso, o fato de
que os dois picos desaparecem na regiao em torno de 1002 em™! (ombro em 1010
em™!), enquanto outros dois, com as mesmas caracterfsticas, surgem préximos a 930

1

em™! (ombro em 955 cm™!) indica fortemente que um red-shift de fato aconteceu

na energia vibracional desta banda. Note que além do forte red shift da energia
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vibracional associada a modificagoes na energia vibracional referente ao modo bend
(C — C — H) acoplado ao modo bend (C' = C — C) (1002-930 ¢cm™!) é também
observado um pequeno red-shift da energia vibracional associado ao modo stretching
da ligagao C' = C' (1562-1560 cm™!), assim como, o aumento na intensidade do modo

1

em 930 cm ™! com relagao ao modo em 1560 cm ™. Enquanto na Figura 4.15 (i) a

intensidade relativa entre os dois modos Raman (1002 e 1562 cm™!) é cerca de 0,1,
na Figura 4.15 (iv) a intensidade relativa entre os modos Raman em 930 cm™! e
1560 em~! aumenta para aproximadamente 0,5. A intensificacdo em cinco vezes
do sinal Raman ¢ atribuido a preservacao da conformagao do anel macrolactone da
anfotericina B, que interage com a bicamada de acido laurico. Além disso, quando
AmB ¢ diluida em DMSO/4gua (Figura 4.15 (iii)), na amostra FMBL-AmB, os
grupos C' — C' — H da AmB mantém planaridade com a cadeia poliénica, uma vez
que a distorcao ao longo da cadeia contribui com as mudancas geométricas que
envolvem as transicao eletronicas m — 7%, aumentando assim, a magnitude do
efeito ressonante e, conseqiientemente, o sinal Raman (Figura 4.14). Além disso, a
constatacao de que o § (C—C—H) 4§ (C—C—C) e v(C —C) dos modos Raman
relacionadas a AmB na amostra FMBL-AmB apresentam red-shift e que os modos
Raman v (C'— C) + 0 (C — C — H) permanecem inalterados, sugere que apenas
a cadeia de poliénica do anel macrolactone, devido a sua alta densidade eletronica,
liga-se com a cadeia (C'Hj)19 da bicamada de dcido ldurico adsorvida na superficie
das nanoparticulas de magnetita.

O arranjo esquematico proposto no presente estudo para a ancoramento das

moléculas AmB na superficie das nanoparticulas magnéticas é mostrado na Figura

4.18.
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Figura 4.17: FEspectro Raman na regiaco de 850-1110 em™" para a amostra
(i)AmB(pd) e SERRS para as amostras (ii) FMBL-AmB e (iii) FMLB. Na parte
inferior verifica-se a subtracao (ii)-(1ii).
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Figura 4.18: Representacdo esquemdtica para o ancoramento da Anfotericina nas
nanoparticulas recobertas com dcido laurico.

4.2.4 Conclusoes

Em resumo, os resultados obtidos da analise dos espectros SERS demons-
tram que as nanoparticulas de magnetita recobertas com um surfactante adequado
(bicamada de 4cido laurico) podem ser utilizadas, com sucesso, para carrear o
farmaco Anfotericina B (AmB). Além disso, nesse trabalho pode-se constatar a
sensibilidade e seletividade do efeito SERRS no estudo da interacao das moléculas
de AmB, quando na superficie das nanoparticulas. E finalmente, com base nos resul-
tados SERRS, pode-se propor a conformacao das moléculas de AmB ao se ligarem
nos atomos da estrutura da cadeia do acido ldurico: a AmB ancora na bicamada de
AL através de sua cadeia poliénica do anel macrolactone. Portanto, de acordo com
o modelo proposto, as cabecgas hidrofilicas do AmB ainda estao livres para interagir

com a membrana celular para formar os canais trans-membrana.
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4.3 Estudo SERS da conjugacao de nanoparticulas magnéticas

com o anticorpo anti-CEA

4.3.1 Introducgao

O aumento da expectativa de vida e os fatores de risco decorrentes da vida
moderna tém provocado um crescente aumento do ntimero de casos de cancer. Com
isso, a medicina atual vem desenvolvendo esforcos para o diagndstico, tratamento e
cura dos mais variados tipos de carcinomas. Para isto, tém-se recorrido a sensores
biol6gicos, sistemas de entrega de drogas (drug delivery), agentes de contraste para
ressonancia magnética, quimioterapicos cada vez mais eficientes, entre outros. Como
resultado, estao sendo alcancados enormes avangos no diagnéstico e tratamento do
cancer [117].

Técnicas como o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), o radio-
imunoensaio (RIA) e o imunoensaio por quimioluminescéncia (CLIA) [118-121],
todas baseadas na propriedade de reconhecimento molecular altamente especifico de
antigenos por anticorpos, tornaram-se os principais métodos analiticos em exames
clinicos baseados na analise bioquimica. No entanto, essas técnicas envolvem os
riscos da radiagao, procedimentos complicados e instrumentos caros [122]. O método
ELISA, por exemplo, é uma das ferramentas mais utilizadas para detectar a presenca
de antigenos ou seus anticorpos complementares. Contudo, a baixa concentracao de
biomarcadores nas amostras biolégicas de pacientes com doenga no estagio inicial
ou no de remissao limita o uso do ELISA, uma vez que sua baixa sensibilidade
sO permite a deteccao apds os niveis de proteina atingir concentragoes acima do
limiar critico [123]. Nessas concentragoes a neoplasia estd, muitas vezes, em estégio
avancado.

Recentemente, com o surgimento da nanotecnologia, novos horizontes estao
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se abrindo para detecgdes altamente sensiveis de biomoléculas [124]. Neste sen-
tido, nanoparticulas metdalicas tém sido amplamente utilizadas como marcadores,
por causa de suas excelentes propriedades épticas [125]. Outra promissora abor-
dagem para o desenvolvimento de biomarcadores é a associagao de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com anticorpo, os quais poderao ser usados como sonda
de marcagao e captura [126]. Este sistema permite, pela aplicagdo de campos
magnéticos, separar e, portanto, detectar baixas concentracoes de antigenos, as-
sim como, concentrar a droga no local desejado e controlar a liberagao do farmaco
pela aplicacao de um campo magnético AC. Outra promissora aplicacao para esse
sistema é a magnetohipertermia, a qual tem por base a hipertemia provocada pelo
movimento das nanoparticulas magnéticas ao se alinharem a um campo magnético
alternado externo. Uma vez que as nanoparticulas podem ter a especificidade ne-
cessaria para se ligarem apenas as células tumorais, o aquecimento local provocado
pela movimento das nanoparticulas leva a lise celular e consequentemente a sua
morte. O sucesso desta abordagem pode ser observado no trabalho de Ito et al. [2],
onde foram utilizadas nanoparticulas magnéticas conjugadas com anticorpo mono-
clonal na inducao da hipertemia. Nesse trabalho, o tecido foi aquecido a aproxima-
damente 42.5°C' a 46°C para o tratamento de diferentes tipos de cancer.
Inquestionavelmente, a detecgao precoce do cancer é um dos desafios na atu-
alidade da medicina. Sabe-se que o diagndstico no estado inicial do cancer ou mesmo
no estado de remissao aumenta as chances para que o tratamento seja bem suce-
dido. Técnicas de imagem nao invasivas, como por exemplo a ressonancia magnética,
sao amplamente utilizadas na deteccao e monitoramento de tumores cancerigenos.
Quando associadas a agentes de contraste ganham resolucao, tornando possivel a
observacdo do cancer em seu estagio inicial. Bharali et al. [1] relataram em seu
trabalho, que agentes de contrastes baseados em nanoparticulas magnéticas reco-

bertas com surfactantes apropriados para a identificagao das células cancerigenas
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podem ser usados na deteccao de tumores, ainda pequenos, da ordem de 2-3 mm.
E Bahadur et al. [3] ratificaram o uso das nanoparticulas magnéticas em aplicagoes
médicas, destacando a utilizacao dessas na separacao imunomagnética, agente de
contraste em ressonancia magnética, assim como na magnetohipertemia.

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo comprovar o sucesso no
desenvolvimento de um sistema nanoparticulado, para ser utilizado no tratamento
de cancer, como descrito anteriormente. O sistema a ser estudado consiste de nano-
particulas de maguemita conjugadas com anti-CEA, que é um anticorpo monoclonal
do antigeno CEA. O Antigeno carcinoembriondrio (CEA) é um tipo de glicoproteina
presente no soro na maioria dos pacientes com certos tipos de cancer [127], tais
como cancer de pulmao [128], cancer de mama [129], cancer do célon [130] etc.
Para se comprovar a efetiva adsorcao do anticorpo anti-CEA na superficie das nano-
particulas de maguemita sera utilizado a técnica SERS, utilizando como substrato

filme de prata.

4.3.2 Metodologia

Preparacao das amostras e dos substratos

a) Nanoparticulas Magnéticas
As nanoparticulas de maguemita foram sintetizadas pelo método de co-
precipitacao quimica em meio alcalino, seguindo os procedimentos descritos na se¢ao

3.1.

b) Preparacao da amostra
Devido a dificuldade de adsorver eficientemente o anti-CEA diretamente

sobre a superficie das nanoparticulas de maguemita, esta foi primeiramente recoberta
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com DMSA (4cido dimercaptosuccinico), FM-DMSA. O DMSA foi escolhido devido
a sua versatilidade quando na superficie das nanoparticulas, além de apresentar boa
biocompatibilidade e baixa toxicidade [131].

As nanoparticulas magnéticas (FM-DMSA), agora soliveis em agua devido
aos grupos carboxila em suas superficies, foram em seguida conjugados ao anti-
corpo anti-CEA, usando o EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) e
o NHS (N-hydroxysulfosuccinimide) como linkers. De acordo com a literatura, o
EDC é um reticulador carbodiimida, solivel em agua, que ativa os grupos carbo-
xila para reagao espontanea com aminas primarias, permitindo a imobilizacao de
peptideos e hapteno-transportador da conjugacao de proteinas. Na presenca de
N-hydrozysulfosuccinimide (sulfo-NHS) o EDC pode ser usado para converter gru-
pos carboxilas em aminas-reativas, por intermédio do sulfo-ésteres NHS [132,133].
No sistema aqui estudado o EDC ativa o grupo terminal —COOH do DMSA na
superficie das nanoparticulas [127], de modo que o anticorpo se ligue ao termi-
nal carboxilato do DMSA via ligacao covalente, em uma esterificacao do NHS com
EDC [125]. Na Figura 4.19 pode-se observar um diagrama esquemético do processo

na preparagao das amostras.

c¢) Preparacao do Substrato SERS ativo.
Filmes nanoestruturados de prata foram preparados pela deposi¢ao de na-
noparticulas de prata sob substrato de prata pelo método de eletrélise, como descrito
na secao secao 3.2.2. Para a obtencao dos espectros SERS a amostra foi diluida em

agua e depositada sobre o filme de prata e em seguida seco com fluxo de nitrogénio.
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Figura 4.19: Diagrama esquemdatico para a conjugacao do anticorpo na superficie
das nanoparticulas. Amostras (a) FM-DMSA e (b) FM-antiCEA

4.3.3 Resultados e discussao

Com o objetivo de obter a maior quantidade possivel de informagoes a
respeito do sistema a ser estudado, primeiramente foram obtidos os espectros Ra-
man convencional das amostras de Fluidos Magnéticos recobertos com DMSA (FM-
DMSA) e posteriormente conjugados com o anti-CEA (FM-antiCEA) e das moléculas
de DMSA e anti-CEA, isoladamente. Para a obtengao dos espectros Raman conven-
cional dos Fluidos Magnéticos e do anti-CEA, as amostras foram pipetadas sobre
laminas de vidro e posteriormente secas com fluxo de nitrogénio. Para a obtengao

do espectro do DMSA, este foi mantido na forma de pé e para o anti-CEA foi obtido
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em solucao. Os espectros foram adquiridos na configuragado micro-Raman (objetiva
x50), utilizando um laser de Ar*, sintonizado na linha 514,5 nm, com poténcia de 20
mW. A Figura 4.20 mostra os espectros Raman convencional do anticorpo anti-CEA
(a) e do DMSA-p6 (b). Infelizmente, o espectro Raman convencional do anticorpo
anti-CEA (Figura 4.20 (a)) nao fornece muita informagao, ji que sdo observados
apenas bandas vibracionais largas em torno de 1400 e 1600 cm™t. Na Figura 4.20
(b) é mostrado o espectro Raman convencional do DMSA-pS. Esse espectro esta
em excelente acordo com o obtido por Nian Bing et al. [134]. As bandas em 1641 e
1454 em ™" estao associadas & modos stretching assimétricos e simétricos dos grupos
carboxilatos. Os picos em 968, 1287 e 1292 cm ™! sdo devido aos modos stretching
da ligacdo C' — C. As bandas em 672 (700 ecm™!) e 774 ecm™! podem ser atribuidas
aos modos stretching simétricos e assimétricos da ligacao (C'— S) — H trans.

Os espectros Raman convencional das amostras (a) FM-DMSA (b) FM-
antiCEA sao mostradas na Figura 4.21. Os espectros foram ajustados com curvas
lorentzinas, as quais revelaram a presenca de modos vibracionais localizados em
torno de 200, 340, 520, 660, 715, 1430 e 1550 cm~!. Essas bandas sao caracteristicas
de nanoparticulas de maguemita. As cinco primeiras sao nomeadas de acordo com
os modos de simetria previsto para a estrutura espinélio cibica do grupo espacial
Fd3m, Ay, E,, 3Ty, A banda em 1400 cm ™! estd associada ao espalhamento de
dois magnons [31]. Entretanto nao é possivel descartar a presenca da fase magnetita
devido a redugdo da maguemita induzida pela cobertura de DMSA [36]. Além
destes modos, também podem ser observados nos espectros a presenca de um pico

! e uma banda larga em torno de 1550 em ™. Estes picos estdo

estreito em 500 cm™
associados a cobertura do fluido magnético. O primeiro pico refere-se a pontes de
enxofre (S-S) formadas pelo DMSA adsorvido na superficie das nanoparticulas e o
segundo a fragmentos da molécula de DMSA ou do anti-CEA [35]. Um resumo dos

picos presentes nos espectros e suas atribuigoes sao apresentados na Tabela 4.3.
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Figura 4.20: FEspectros Raman convencional das amostras de (a) anti-CEA e (b)
DMSA-pé.

I ntensidade Raman

Como pode ser observado, as informacoes obtidas a respeito das moléculas
adsorvidas na superficie das nanoparticulas, a partir da anélise dos espectros adqui-
ridos pela espectroscopia Raman convencional, sao muito limitadas. De modo que,
para conseguir um estudo mais aprofundado da interface nanoparticula/surfactante
foram obtidos espectros SERS de todas as etapas do processo de construcao da
amostra FM-antiCEA e das moléculas que a compode. Assim, para investigar a in-
teracado do DMSA e do anti-CEA, puros, com a superficie de prata, ambas amostras
foram diluidas em dgua. Para investigar a molécula de DMSA, uma solugao de 0,05
mol/L de DMSA /dgua foi preparada. J& as amostras de anti-CEA, FM-DMSA e

FM-antiCEA foram diluidas em dgua na proporcao 1 : 2. Para a obtencao dos es-
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I ntensidade Raman
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Figura 4.21: Espectros Raman convencional das amostras de Fluidos magnéticos (a)

FM-DMSA e (b) FM-antiCEA.

pectros SERS 20uL dessas solugoes foram depositadas sobre o substrato de prata e
secas com fluxo de nitrogénio. Imediatamente apds este procedimento os espectros
foram obtidos na configuracao macro-Raman, utilizando a linha 514, 5 nm focalizado
na amostra com uma lente cilindrica.

Os espectros SERS das amostras DMSA e FM-DMSA sao mostradas na Fi-
gura 4.22 (a) e (b), respectivamente. Vale ressaltar que o espectro SERS do DMSA
sobre a superficie de prata, aqui apresentado, tem caracteristicas bem distintas do
observado por Zaluzhna et al. [135], ao estudar a adsor¢ao do DMSA sobre ele-
trodo de prata. O espectro SERS obtido por Zaluzhna et al. apresenta uma forte

fluorescéncia na regiao de 600-2800 cm ™!, o que impossibilita a observacao das ban-
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Tabela 4.3: Posicao dos modos vibracionais obtidos a partir dos espectro Raman
convencional das amostras FM-DMSA e FM-antiCEA, para comparacao também é
mostrado os dados da referéncia [35].

Amostras Tentativa de atribuicoes

Raman Convencional (cm™1)
Maguemita/DMSA [35] FM-DMSA FM-antiCEA

188 194 Thg
352 345 343 £,
500 498 501 v(S—5)
503 515 516 T,
673 667 665 by
721 719 719 Ay
1439 1423 magnons
1583 1541

L que foi

das vibracionais da molécula de DMSA. Somente uma banda em 390 cm™
atribuido aos modos vibracionais da ligagao Ag — S, esté presente no espectro. Es-
pectro SERS do DMSA adsorvido sobre superficie de ouro foi mostrado no trabalho
de Nian Bing et al. [134]. Neste trabalho, sobreposto a uma forte fluorescéncia, fo-
ram observadas bandas em 261, 470, 1292, 1460 e 1624 cm™!. A principal conclusao
deste estudo foi que ligagoes S — Au foram formadas na superficie de ouro pelos
dois grupos mercaptos S — H do DMSA. A presenca da banda em 261 cm ™! é uma
evidéncia dessa ligagao.

No espectro SERS da molécula de DMSA depositada na superficie de Ag
(Figura 4.22 (a)) percebe-se um nimero muito maior de bandas do que os obtidos
nos trabalhos acima mencionados. Na faixa de 150-400 cm ™! observa-se uma banda
larga, constituida por trés bandas centradas em 219, 247 e 280 cm ™! (ver montagem
na Figura 4.22 (a)). A banda em 219 cm ™! estd associada a ligagoes Ag — O [136],
essas ligagoes surgem da interacdo da prata com o grupo carboxilato do DMSA. A
banda em 247 em™! estd associada a modos stretching Ag — N [137], provavelmente
essas ligacoes foram formadas durante o processo de secagem com fluxo de nitrogénio.

A banda em 280 cm ™! é devido A ligacao entre o grupo tiol do DMSA e os dtomos



80

Intensidade Raman

(@)
600 800 1000 1200 1400 1600 1800
NUmero de Onda (cm™)
Figura 4.22: Espectro SERS da solu¢ao de DMSA (a) e da amostra FM-DMSA (b).
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Tabela 4.4: Posi¢cdo dos modos vibracionais do DMSA pé (Raman convencional),
da solu¢io de DMSA e da amostra FM-DMSA (SERS).

Amostras Tentativa de atribuigbes
Raman Convencional (em™1) SERS (em™1)
DMSA pé DMSA solucao FM-DMSA
219 216 Ag—0
247 241 Ag— N
280 267 Ag—S
311/365/392 -C-5-C-
435 Fe—S
500 500 H-C—-(-5)-C—-H
530 530 c-Cc-(S-5-Cc-cC
618
654 Vas(C — S) = S
671 667 vs(C' — S) — H trans
701 696 716 Vas(C — S) — H gauch
e vs(C—S)—H
840 837 3:(CO0™)
947 949 940 v(C —COO™)
1003 1005 1007 v(C — C) cadeia
1057 v(C — C) cadeia
1149 v(C — C) cadeia
1174 v(C — C) cadeia
1210 1213
1234 1253 1231
1275 1275 1274 v(C — 0)+6(0OH)
1295 1309
1353 1345
1422 1386 v(C - 0)
1453 1449 vs(COO™)
1506 1509 vs(COO™)
1572 1562 Vas(COO™)
1601 1604 Vas(COO™)
1641 1666 C=0

v-stretching, d-bending, s-simétrico e as-assimétrico
referéncias [136-140]
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de prata do substrato, [138,140]. Assim, as moléculas de DMSA em solucao, quando
depositada sobre o substrato de prata interagem com os atomos de Ag formando
ligagoes do tipo Ag— S e Ag— O. De acordo com o trabalho de Zaluzhnaet al. [135]
cada atomo de S esta ligado a dois atomos de Ag e um atomo de Ag esta ligado a
dois ou trés atomos de S. Consequentemente, as frequéncias de vibracao das ligagoes
Ag — S nao sao claramente definidas, de modo que o modo stretching da ligagao
Ag — S pode ser observada no intervalo de frequéncia que varia de 250 a 350 em ™.
Uma importante diferenca entre o espectro do DMSA pé e em solugao adsorvido
na superficie de prata é a auséncia dos picos relacionados aos modos stretching
(C'—8)—H (672, 700 e 774 cm™1), no primeiro e o surgimento das bandas em 515 e
654 cm ™!, no segundo. De acordo com a literatura estas bandas sao caracteristicos
de modos stretching C — (S —8) —C e C — (C —S)— S [139]. Portanto, pode-se
concluir que hé formagoes de pontes de enxofre (S — S) na superficie do filme de
prata.

Como podemos observar na Figura 4.22 (a), o espectro SERS da solugao de
DMSA adsorvido na superficie de prata exibe uma banda relativamente intensa em
840 em ™! devido & vibragao § (COO™) (deformagao do tipo tesoura no plano O =
C — O— ) e bandas mais intensas em 1275, 1422, 1506-1572 e 1666 cm ™!, associadas
respectivamente as vibragoes das ligagoes v (C' — O) + 6 (O — H), v, (COO™),
Vas (COO7) e vs (C = 0O) [136]. O aumento na intensidade e os deslocamentos
da energia vibracional observados para essas bandas, assim como, o alargamento
dessas quando comparadas com o DMSA pé, permite afirmar que o grupo carboxil do
DMSA também pode estéd adsorvido na superficie da prata na forma protonada [141].

O espectro SERS da amostra FM-DMSA (Figura 4.22 (a)) mostra carac-
teristicas similares aquelas observadas no espectros SERS da solugao de DMSA.
Ambas apresentam as mesmas trés bandas na regiao de 150-400 em™! (216, 241 e

267 cm™!), levando a crer que mesmo quando ligada & superficie das nanoparticulas
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o DMSA interage com a prata por meio do grupo tiol. Levando-se em conta que a
intensidade integrada da linha Raman é proporcional ao nimero de osciladores que
a produz, pode-se usar as areas sob as curvas ajustadas na regiao de 150 - 400 cm~?
para estimar a relacao entre o numero de ligagoes Ag — S com relagao as ligacoes

Ag — O e Ag — N. Para isso utiliza-se a relacdo que segue abaixo [142]:

alags
Ag—S) = g 4.1
x< g ) CLIAgs + bIAgN + C[AgO ( )

onde a, b e ¢ representam as forcas de osciladores relativas aos modos vibracionais
v (Ag—295),v (Ag— N) ev (Ag — O), respectivamente. Em primeira aproximagao
foi considerado que a = b =c . Desta forma é possivel inferir que a contribuigao
do modo v (Ag — ) é 40 % maior no espectro SERS da solugao de DMSA do que
na amostra de FM-DMSA, quando ambas estao adsorvidas no substrato de prata.
Provavelmente, este comportamento esta associado ao maior niimero de atomos de
enxofre nado complexados (portanto disponivel para se ligar aos dtomos de Ag do
substrato) presentes na solu¢ao de DMSA, quando comparado com o nimero de
atomos de enxofre disponiveis na amostra de FM-DMSA.

Ao analisar a regiao espectral de 400 a 800 cm™! (ver Figura 4.22 (b))
verifica-se a presenga de modos vibracionais envolvendo as diferentes ligagoes do
enxofre (ver Tabela 4.4). J4 a regiao espectral associada ao grupo carboxilico, (1200
e 1600 cm™!) apresenta modos vibracionais bem mais definidos e intensos do que
os observados nos espectros Raman convencional e SERS do DMSA pé e solugao,
respectivamente (ver Figuras 4.22 e 4.20). Este comportamento pode ser explicado
levando-se em conta que o grupo funcional COO~ do DMSA, ligado na superficie das
nanoparticulas de maguemita, estao voltado para o meio aquoso. Como resultado,
os terminais carboxilato do DMSA tem uma maior probabilidade de interagir com
a superficie do filme de prata. Que por sua vez, promove uma maior intensificacao

do sinal Raman para esse grupo. Além do mais, a auséncia da banda em ~ 1650
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em™!, associado ao modo stretching (C' = O), observado nos espectro Raman do

DMSA pé6 e SERS do DMSA-solugao, sugere a inexisténcia de terminais carboxil
na amostra de FM-DMSA (ver Tabela 4.4) demonstrando, assim, que este sistema
(FM-DMSA) apresenta uma superficie altamente reativa.

Os resultados descritos acima permitem inferir que o DMSA esta adsorvido
na superficie da nanoparticula de maguemita, tomando diferentes conformacoes,
mas sempre mantendo o grupo carboxilato voltado para o meio aquoso. Uma repre-
sentacao esquemadtica desta hipdtese é mostrada na Figura 4.19 (a). Vale ressaltar
que esta proposta estd de acordo com outros trabalho na literatura [35,143].

Os espectros SERS das amostras anti-CEA puro e FM-antiCEA sao mos-
trados na Figura 4.23 (a) e (b), respectivamente. Os espectros mostram bandas bem
definidas, que quando ajustadas com fungoes lorentzinas, permitem verificar que to-
das as bandas presentes no espectro do amostra anti-CEA livre estdao também na
amostra FM-antiCEA (ver bandas coloridas de azul na Figura 4.23 (b)). Também
é verificado que as energias vibracionais associadas ao anti-CEA livre e o conjugado
nas nanoparticulas (FM-antiCEA) praticamente nao sofrem qualquer alteragoes (ver
Tabela 4.5). Essa observacao é uma evidéncia de que a metodologia empregada na
conjugacao do anti-CEA praticamente nao leva a processos de desnaturacao relevan-
tes, de modo que, em principio, todas as fungoes bioldgicas do anticorpo sao preser-
vadas. Também pode ser verificado que os modos vibracionais tipicos da molécula
de DMSA adsorvido na superficie das nanoparticulas (bandas coloridas de verde)
e da interagdo da amostra com o substrato de prata (bandas coloridas em cinza)
estao presentes no espectro. As atribuigoes destas bandas podem ser encontrada na
Tabela 4.4.

Para melhor compreender as atribuicoes das bandas vibracionais presentes
no espectro SERS da amostra de FM-antiCEA é conveniente apresentar a estrutura

molecular do anti-CEA. Este anticorpo pertence a classe das imunoglobulinas (IgG)
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[144], que sdo compostos por aminodcidos que se organizam formando uma estrutura
do tipo Y (ver Figura 4.24 (a)). Esta estrutura é constituida basicamente por duas
cadeias centrais comuns: duas cadeias pesadas, onde cada uma tem um dominio
variavel (Vi), 3 constantes (Cyl, Cy2, Cy3) e duas leves (V, e Cr). Uma cadeia
leve tém 110 aminodcidos em V; e 110 aminoacidos em Cp. Ja a cadeia pesada
tem 110 aminoécidos em Vg e de 340 a 440 em Cg. Os aminoacidos no anti-CEA
organizam-se em cadeias por ligacoes pepitidicas de modo que formam uma estrutura
chamada de § folha [145]. A sequéncia de aminodcidos antiCEA, cuja composi¢ao

quimica é Cgzos Hogoo N171401995554 Pode ser observada na referéncia [146].

(b)

Figura 4.24: (a) Representacdo da estrutura da imunoglobulina (IgG) (adaptado de
[147]). (b) Estrutura secunddria de uma proteina do tipo B-folha (adaptado de [148])

Nao foi encontrado na literatura espectros SERS especifico do anticorpo
anti-CEA, contudo para comparacao, o espectro SERS, realizado em coloide de Au,

da imunoglobulina (IgG) anti-rato pode ser observado no trabalho de Dou X. et al.
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[149]. No espectro SERS mostrado, sdo observados os modos vibracionais referentes
ao grupo amida (1645 e 1261 cm™!') e a vibragoes do aminoécido Triptofano (Trp)
(1467, 1112 and 880 cm™!). Angela M. Ahern et al. [150], também utilizou a técnica
SERS, com coloide de Au, para estudar o anti-IgG de coelho. Neste trabalho foi
verificado bandas em 1002 cm ™! (Fenilalanina-Phe), 1011 cm ™ (Trp) e 1033 em™!
(Phe) atribuidas a vibragoes dos aneis aromdticos desses aminodcidos. A deformagao
das ligacoes CH (1337 em™) e C'Hy (1450 cm™!) também foram observadas. Modos
vibracionais atribuidos & amida I e III foram encontrados em 1650-1670, 1239 cm ™!,
respectivamente.

Os espectros SERS obtidos para as amostras anti-CEA e FM-antiCEA,
estudas neste trabalho, apresentam um nimero maior de modos vibracionais do que
os observados nos trabalhos acima citados. Na regiao entre 150-400 cm ™! (bandas em
cinza na Figura 4.23 (b)) sao observados modos associados a interagoes da amostra
FM-antiCEA com o substrato de prata, ou seja, modos em 221, 237 e 250 em ™!,
atribuidos respectivamente as vibragoes do Ag—0, Ag— N e Ag—S ou Ag—COO~,
provavelmente proveniente do carboxilato do anticorpo. Nitrogénios do grupo amina
do anticorpo também podem interagir com o substrato de prata, gerando modos
vibracionais em torno de 350 cm™! [151,152]. Assim, ¢é possivel afirmar que o anti-
CEA interage com o substrato de prata tanto pelo grupo amino quanto pelo grupo
carboxilato.

No espectro SERS da amostra de FM-antiCEA sao identificados modos
associados também ao DMSA (bandas em verde na Fig. 4.23 (b)): 499, 617, 670,
1149, 1275, 1511 e 1572 em™! correspondentes aos seguintes modos vibracionais
H-C-(S-8)—-C-H, v](C—-295)-05], v[(C—S)— H trans|, v(C — C),
v(C — O)+0(OH), v;COO™ e 1,sCOO~, respectivamente. Vale ressaltar que com
excecdo das bandas proveniente do carboxilato (1511 e 1572 em™!) do DMSA, os

demais modos vibracionais tém a mesma energia dos modos do DMSA encontrados
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Tabela 4.5: Posicao dos modos vibracionais para o anti-CEA livre e para FM-
antiCEA.

Amostras Tentativa de atribuigoes
SERS (em™1)
anti-CEA  FM-antiCEA
221 213 Ag -0
237 234 Ag— N
250 256 Ag—COO~
350 352 Ag — N grupo amina
426 426 CCN rocking
452 447 CCN rocking
499* H-C-(S-S)-C-H
533 529 vS—S
577 572 v (NHs)
617* vs(C—8)— S
650 645 ~ (COO™)
670" vs(C' —S) — H trans
735 734 0 (COO™)
767 766 Trp
815 814 Tyr
844 837 C - CHj;
918 920 v (C—CO0O7)
984 968 v(C' — N)
1009 1001 Phe
1060 1076 v(C—-C)
1126 1129 p NHy
1149* v(C—-C)
1184 1183 C-OH
1223 amida IIT
1275* v(C — O0)+5(OH)
1301 1302 0 (CHs) e (CHs)
1356 1361 0 (CH)
1381/1398 1383 v (COO™)
1451 1439 0(CH,,CHs)
1482 1451 ~v (CHy,CHs)
1511* vy (COO™)
1544 1544 Amida 1T
1572* Vas(COOT)
1595 1593 0 (NHy)
1629 1625 Amida 1
1655 C=0

*

modos associados ao DMSA, v-stretching, §-bending, v-wagging, p twisting
Triptofano - Trp, Tirosina - Tyr, Fenilalanina - Phe
referéncias [151-161]
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na amostra FM-DMSA. As alteragoes energéticas dos modos vibracionais referentes
ao carboxilato podem estar associadas ao processo de conjugacao do anti-CEA com
a molécula de DMSA por meio da uniao de um grupo amina do anticorpo com grupo
carboxilico do DMSA | formando uma amida secundaria. Demonstrando assim, que
apenas os grupos carbaxilato do DMSA tém efetiva interagao com o anticorpo anti-
CEA.

As demais bandas observadas (bandas em azul) s@o associadas aos aminoéci-
dos que formam o anticorpo (ver Figura 4.24 (b)). Na regiao entre 500-600 cm ™!
verificam-se bandas caracteristicas do modo rocking da ligaggo C' — C' — N (426
em™ 1) [153], modo stretching da ligagao S — S (529 em™1) [154] e wagging do grupo
amina NHy (572 em™') [155]. Entre 530 e 740 em™! sao encontrados os modos
wagging das ligagoes N Hy (572 cm™'), assim como a deformagio do modo COO~
(645 cm™1) [152,156]. Na regiao entre 740 e 1400 cm ™! tém-se os modos associados
as ligagoes pepitidicas, entre outras: stretching da ligacao N — H do tripofano em
766 cm ™!, da tirosina em 814 em™! e da fenilalanina em 1001 em™" [157].

Os modos encontrados em 837, 918, 984, 1076, 1183, 1223 cm ™! sao atribui-
dos as respectivas ligacoes: C' — CHz, C — COO—, C — N, C - C, C — OH e
dobramento da ligacao N — H do grupo amida III. Por fim, os modos vibracionais
twisting do grupo amina N Hs, wagging do C H,, deformacao da ligacao C' — H e
stretching do grupo carboxilato COO™ sao encontrados em 1129, 1381, 1361 e 1383
em ™!, respectivamente [143,156,158,159, 162].

Na regido de mais alta energia, 1400-1800 cm ™t

, verificam-se a presenca dos
modos vibracionais referentes & deformagao do CHj (1439 em™!) e ao dobramento
do C'— Hy (1451 em™'). A banda referente ao grupo amida I (NH acoplado com
stretching do C'N) pode ser encontrada em 1544 em™!. Ja em 1593 e 1625 cm ™! sao
observadas vibragoes bending do NH e o stretching do C' = O do grupo amida I.

As energias vibracionais encontradas para os grupos amida I (1625 cm™!), amida IT
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(1544 em™) e amida IIT (1223 em™!) sdo tipicos da estrutura S-folha, confirmando
que o anti-CEA se organiza nesta estrutura [154, 157, 158]. Vale ressaltar que as
vibragoes da estruturas tipo a-helix, tipicos de outros anticorpos, apresentam modos
vibracionais mais energéticos [161].

Um importante ponto a ser notado é a presenga de um novo pico (1655
em™1) no espectro da amostra FM-antiCEA (ver Figura 4.25 (b) - banda em verme-
lho). E importante ressaltar que este modo nao foi observado nos espectros SERS
da amostra FM-DMSA ((Figura 4.22 (a)) bem como da amostra anti-CEA (Figura
4.25 (a)). Segundo Frank S. Parker [154] este modo vibracional estd associado ao
modo stretching do C' = O de amidas secundérias. Assim, é razodvel supor que

o modo vibracional em 1655 ¢m ™!

estd associado a vibracao da carbonila formada
apos a conjugacao do anticorpo com a nanoparticula pré-coberta, pois o grupo amina
do anticorpo ao se ligar ao DMSA forma uma amida secundaria. Essa configuragao
pode ser observada na Figura 4.19 (b). Portanto, pode-se afirmar que a amostra pro-
duzida (FM-antiCEA) foi sintetizada com sucesso, de modo que as nanoparticulas
de maguemita carregam em sua superficie o anti-CEA.

A importancia da estratégia empregada neste sistema reside no fato de
que a maioria dos trabalhos que empregam o SERS no estudo da imunomarcagao,
utilizando anticorpos, usam agentes de marcacao SERS, normalmente corantes, para
obter informagoes sobre o anticorpo e o antigeno. De modo que o espectro observado
nao é a proteina em si e, sim o corante [125]. Portanto, o sucesso em se verificar

a presenca do anticorpo sem a utilizacao de corantes, traz novas perspectivas na

avaliacao de sistemas biolégicos nanoparticulados utilizando o SERS.
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Figura 4.25: Espectro SERS na regido de 1450 - 1700 em™" das amostras (a) anti-
CEA em solugio e (b) FM-antiCEA.
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4.3.4 Conclusao

Nesta secao a técnica SERS foi utilizada no estudo da conjugacao do an-
ticorpo antiCEA nas nanoparticulas magnéticas pré-cobertas com DMSA. Os re-
sultados experimentais evidenciaram que o DMSA esta adsorvido na superficie das
nanoparticulas, tomando diferentes conformacoes, mas sempre mantendo o grupo
carboxilato voltado para o meio aquoso. Além do mais, foi verificado que, devido a
auséncia das ligagoes C' = O, o sistema FM-DMSA apresenta uma superficie alta-
mente reativa, sendo, portanto adequada para receber uma nova camada molecular.
A conjugacao do anticopo anti-CEA com as moléculas de DMSA adsorvidas na
superficie das nanoparticulas foi comprova por meio das alteracoes energéticas dos
modos vibracionais referentes ao carboxilato do DMSA adsorvido e, pelo surgimento
do modo stretching associado a ligacao C' = O no espectro da amostra FM-antiCEA.
Esses comportamentos estao vinculados ao processo de conjugacao do anti-CEA com
a molécula de DMSA por meio da uniao de um grupo amina do anticorpo com o
grupo carboxilico do DMSA, formando uma amida secundéria. Outro importante
resultado é o fato de que o processo de conjugacao do anti-CEA ao DMSA adsor-
vido nao leva a processos de desnaturacao da proteina. O que em principio, preserva

todas as fungoes bioldgicas do anticorpo anti-CEA.



93

4.4 Investigacao da potencialidade da técnica SERS no es-

tudo de sistemas 2n vivo

Os resultados que serao mostrados nesta se¢cao tém como objetivo apresentar
a potencialidade da técnica SERS no estudo de sistemas in vivo. Para isso serao
apresentados dois trabalhos em diferentes fases de conclusao e , portanto, necessitam
de mais investigacoes.

Inicialmente serao apresentados o estudo SERS das modificagoes observadas
nos pulmoes de camundongos afetados pela Pbmicose e tratados com FMBL-AmB
(fluido magnético recoberto com bicamada de laurato como carreador do farmaco an-
fotericina B - ver Se¢ao 4.2). Em seguida, serd realizado um estudo da possibilidade
de nanoparticulas magnéticas encapsuladas em albumina bovina atravessarem a bar-
reira hemato-encefalica de camundongos, ao serem injetadas na corrente sanguinea

dos mesmo.
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4.4.1 Uso da técnica SERS no estudo do Sistema de Entrega de Drogas

FMBL-AmB no tratamento da Pbmicose em Camundongos

Introducao

A Pbmicose é uma doenca sistémica que representa um preocupante pro-
blema de Satude Publica no Brasil. Dentre os seus efeitos mais nocivos, destacam-se
o alto potencial incapacitante e as mortes prematuras. Caracteriza-se por ser uma
doenca cronica que se inicia pela inalacao do fungo dimérfico Paracoccidioides bra-
siliensis [163]. Esse se instala nos alvéolos pulmonares provocando inicialmente
lesoes no pulmao e, sem o tratamento adequado, se dissemina para outros 6rgaos do
corpo [164]. No Brasil, esta enfermidade atinge populagoes de segmentos sociais es-
pecificos, como os trabalhadores rurais, que por dificuldade de acesso aos servigos de
saude sao diagndsticados tardiamente [165]. Normalmente quando a doenga alcanga
niveis graves ou quando os pacientes tém deficiéncia imunoldgica, o tratamento é
feito utilizando o farmaco anfotericina-B (AmB) [166], que como citado na Se¢ao 4.2,
apresenta efeitos colaterais severos tais como febre, calafrios, hemolises e nefrotoxi-
cidade [165,167]. Assim, de modo a minimizar os intensos efeitos téxicos da AmB,
pesquisas tém sido realizadas com o intuito de desenvolver sistemas de entrega de
drogas, com o qual seja possivel controlar a concentracao da droga no local desejado
e melhorar a eficiéncia do tratamento de doencas fingicas [95,167]. No trabalho de
Hiroshi Fukui et al. [167] foi desenvolvido um sistema de entrega do farmaco AmB
baseado em nano-esferas lipidicas como agente carreador. Como resultado verifi-
caram que o tratamento teve sucesso mesmo com baixa dosagem de AmB, o que
promoveu a diminuicao dos efeitos toxicos. Assim, com o objetivo de desenvolver
sistemas de entrega de drogas para o tratamento da Pbmicose, pesquisadores ligados

ao Instituto Nacional de Tecnologia: Nanobiotecnologia tém imprimido esfor¢os na
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produgao de um sistema de entrega de drogas baseado na associacao de anfotericina
B com nanoparticulas magnéticas [168].

Com o surgimento de novos métodos de diagnose e terapia (tais como sis-
tema de entrega de drogas, biomarcadores, sensores bioldgicos, agentes de contraste
etc) para as mais diversas enfermidades, torna-se necessério o desenvolvimento e
a utilizagao de diferentes técnicas e/ou metodologias para o estudo e acompanha-
mento desses novos procedimentos. Varias técnicas espectroscopicas, por serem nao
destrutivas e minimamente invasivas, tém sido empregadas [169]. Nesse contexto a
espectroscopia Raman tem ganhado muito espaco, pois tem se mostrado uma técnica
instrumental eficaz e promissora na analise de materiais biolégicos. No review de
Leonardo et al. [170] é relatado vérios trabalhos que utilizaram a espectroscopia
Raman no diagnéstico de varias doencas, como por exemplo, arteriosclerose, cancer,
doencas de pele como vitiligo e outros. Varios outros trabalhos tém exemplificado
a versatilidade da espectroscopia Raman em aplicagoes biomédicas [171-173]. Con-
tudo, como relatado anteriormente, a espectroscopia Raman convencional apresenta
limitacoes que podem ser superadas pela técnica SERS, a qual tem sido ampla-
mente utilizada na caracterizagao de uma grande variedade de analitos relevantes
na biologia e na quimica inorganica [174-176].

Assim, esta secao tem como finalidade mostrar o potencial da técnica SERS
no estudo do tratamento da Pbmicose em camundongos, utilizando para isso um
sistema constituido da associacao de anfotericina B com nanoparticulas magnéticas
(FMBL-AmB), como estudado na Segao 4.2. Foram investigas amostras de pulmoes
de camundongos infectados com Pbmicose e tratados com: solugao de PBS, nano-
particulas recobertas com bicamada de dcido ldurico (FMBL), anfotericina B livre e
nanoparticulas recobertas com bicamada de dcido laurico e anfotericina B (FMBL-
AmB). Vale ressaltar que este trabalho ainda nao esté finalizado e, portanto, outros

estudos devem ser realizados.
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Metodologia

Preparacgao das amostras e dos substratos

a) Amostras

Quatro amostras de pulmoes de camundongos infectados com Pbmicose fo-
ram analisados apds 60 dias de tratamento: tratado com PBS (PIPb-PBS), tratado
apenas com nanoparticulas recobertas com bicamda de acido laurico (PIPb-FMBL),
tratado com AmB livre (PIPb-AmB) e tratado com FMBL-AmB (PIPb-FMBL-
AmB). E um pulmao sadio foi usado como referéncia. Para o tratamento, 80 L das
diferentes drogas foram administradas por instilacao nasal. As dosagens e periodici-
dade do tratamento podem ser encontrados na Tabela 4.6. Detalhes da preparacgao
das amostras utilizadas podem ser encontradas no trabalho de Camila de Arruda

Saldanha [168].

Tabela 4.6: Dosagens e periodicidade dos tratamentos empregados nas amostras de
pulmoes sadio e infectados com Pbmicose.

Amostras Concentracdo AmB  Periodicidade
PS - -
PIPb-PBS - 3 em 3 dias
PIPb-FMBL 40ug/100pL 3 em 3 dias
PIPb-AmB - diaria
PIPb-FMBL-AmB 60, 819/80uL 3 em 3 dias

b) Preparacao do substrato e das Amostras.

Os substratos SERS utilizados foram obtidos pelo processo de eletrélise
como descrito na secao 3.3.2. Para a obtencao dos espectros, cada amostra de
pulmao foi congelada com nitrogénio liquido e macerado em um eppendorf contendo
agua destilada. Em seguida, 20uL dessa solugao foi depositado sobre o substrato
SERS e secos com fluxo de nitrogénio. Os espectros SERS, adquiridos imediatamente

apos a secagem, foram obtidos usando a linha 514.5nm do laser de fon Argonio, na
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configuragao de quase backscattering (ver secao 3.2).

Resultados e discussao

Na Figura 4.26 sao mostrados os espectros SERS das cinco amostras estudas:
(i) PS, (ii) PIPb-PBS, (iii) PIPb-FMBL, (iv) PIPb-AmB e (v) PIPb-FMBL-AmB.
Verifica-se da Figura 4.26 que os espectros SERS das amostras provenientes dos
pulmoes infectados, a excecao de alguns picos extras observados no espectro da
amostra PIPb-FMBL, sao muito semelhantes entre si. E observado também que,
mesmo apresentando bandas em comum aos espectros dos pulmoes infectados, o
espectro SERS obtido a partir do pulmao sadio apresenta caracteristicas distintas
dos demais. Esses resultados demonstram que a técnica SERS é sensivel as diferengas
especificas entre as amostras obtidas a partir do tecido pulmonar infectado e sadio,
confirmando o potencial da técnica na analise de materiais biolégicos. Assim, com
o objetivo de se fazer uma analise cuidadosa dos dados, todos os espectros SERS
foram inicialmente normalizados, dividindo-os pela sua area integrada no intervalo
de 300 a 2000 em !, e posteriormente ajustados com curvas lorentzianas. As energias
vibracionais das bandas Raman observadas para as amostras de pulmao saudavel e
infectado podem ser encontradas na Tabela 4.7.

De acordo com a literatura [179] os espectros Raman do tecido bronquial sao
dominados por um grande nimero de modos vibracionais de biomoléculas, tais como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, os quais podem ser alterados em quantidade
ou forma. Contudo, uma comparacao entre os espectros Raman do tecido pulmonar
exibidos na literatura [162,179,180] e os espectros SERS aqui apresentados mostram
caracteristicas distintas. Assim, para se fazer uma correta identificagdo dos modos
Raman foi necessaria uma cuidadosa busca na literatura.

Partindo do principio que o pulmao é um o6rgao do sistema respiratério,

responsaveis pelas trocas gasosas entre o ambiente e o sangue, e este tem como
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Figura 4.26: Espectros SERS das amostras de pulmao sadio (PS) pulmdo infectado
com Pbmicose e tratadas com diferentes drogas. Tratados com: PBS (PIPb-PBS),
nanoparticulas recobertas com bicamada de dcido ldurico (PIPb-FMBL), tratado com
anfotericina B (PIPb-AmB)) e tratado com nanoparticulas recobertas com bicamada
de dcido ldurico e Amfotericina B (PIPb-FMBL-AmB))
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Tabela 4.7: Posicoes dos modos vibracionais observados, na regiao de 150 a 1800
em™L, para as amostras de Pulmoes infectados e sadio.

Amostras - SERS (em

_1)

PS PIPb-PBS PIPb-FMBL-AmB

227 218 221

248 242 244

347 345 346

423 424 422
446 444
526 527
571 570
669 657

680

723 731 729

57 760 760
811 809
916 915

972 987 990

1005

1131 1125 1128

1171 1180 1180

1230

1314 1301 1300

1348 1346 1351

1377 1378 1379

1405

1437 1445

1461

1479 1481 1480

1507

1541 1540 1541

1562 1566 1566

1594 1592 1591
1625 1624

1642 1645 1650

Tentativa de atribuigoes

v(Ag — N)
v(Ag — COO™)

v(Ag — N) grupo amina

5(Fe—0—0)

9as(CaCsCheta)
v(FeOs)
05(CsCaNN)
das (pirrol)
vs(Cg — vinil)
vs(Cg — vinil)
8sC H
v(CyHz)
Vss(cﬁcl)
Phe
vs(Cg — metil)
Vas(Cg — vinil)
5(CmH)
5(CmH)
v(anelpirol)qs
v(anelpirol) .s
Vas(C3Cly)
CH,/CHs
v(CaClp)
v(Co = Cp), v(
v(CpCp)
v(CsCp)
v(CpCs)
V(CaCm)as
I/(Cb = Cb)

amida I

CaCp)

v-stretching, d-bending, y-wagging,

s-simétrico e as-assimétrico, Phe-fenilalanina

referéncias [18,177,178)
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funcao a manutencao da vida do organismo por meio do transporte de nutrientes,
toxinas (metabdlitos), oxigénio e gas carbonico, foi natural comegar a busca por ele.
O sangue ¢ constituido por diversos tipos de células, que compoe sua parte “soélida”.
Estas células sdo classificadas em leucéceitos (glébulos brancos), que sao células de
defesa; eritrdcitos (hemadcias), responsédveis pelo transporte de oxigénio e plaque-
tas, que promove a coagulacao sanguinea. Tanto os leucdcitos quanto os eritrécitos
sdo ricos em proteinas hémicas, as quais contém grupos hemes (complexos Ferro-
porfirina - ver Figura 4.27), e sao justamente as vibragdes moleculares deste grupo as
responsaveis pelas principais caracteristicas dos espectros SERS obtidos a partir das
amostras de pulmoes aqui estudadas. Além do mais, é conhecido da literatura que
a porfirina, por apresentar uma extensa delocalizacao dos elétrons 7 favorece a in-
teracao com a superficie metélica, proporcionando assim uma grande intensificacao
SERS [43]. Tanto Woode e McNaughton [18] ao estudarem eritrécitos, quanto Sejt-
sema et al. [178] e Otto et al. [177] ao estudarem neutréfilos, observaram espectros
Raman Ressonantes com caracteristicas muito proximas as aqui observadas.

Para melhor entender a base molecular dos modos vibracionais Raman ob-
servadas nos espectros SERS, uma tentativa de atribuigao destes modos pode ser
encontrada na Tabela 4.7 [18,177,178]. Os espectros mostram uma mistura de ban-
das do macrociclo do complexo protoporfirina IX de ferro e componentes protéicas.

1 os modos de deformacao

As bandas protéicas incluem a amida I em 1642 cm™
CH,/CHj das cadeias de aminodcidos em 1437 ¢m™! e a banda fenilalanina em
1005 em~!. Para a atribuicao dos modos vibracionais do complexos protoporfirina
IX de ferro foi utilizado como modelo a simetria planar Dy, da porfirina, uma vez
que esta tem uma boa aproximagcao para a simetria idealizada do grupo heme [181].
A atribuicao dos modos vibracionais do complexo protoporfirina IX de ferro pode

ser encontrada na Tabela 4.7. Uma andlise completa desta atribuicao é extensa e

tediosa, nao sendo, portanto, de interesse deste trabalho. Um estudo completo da
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OH HO

Figura 4.27: Estrutura molecular da protoporfirina IX de ferro

atribuicao dos modos vibracionais do complexos protoporfirina IX de ferro pode ser
encontrada na referéncia [182].

As bandas vibracionais situadas na regiao de 1500 - 1650 em ™! estao relaci-
onadas a vibracoes das ligacoes moleculares préximas ao nucleo central do complexo
ferro-porfirina (ver Figura 4.27) e, portanto, estdo associadas aos seus diferentes
estados de oxigenagao. De acordo com o trabalho de Wood et al. [183], ao estudar
o estado de oxigenacao de eritrdcitos, as intensidades relativas dos picos Raman de
mais altas energias estao ligadas diretamente ao estado de oxigenacao da célula. Por

exemplo, eles verificaram que as intensidades dos picos em 1548 e 1526 cm !

(ambas
v(CsCp)), e 1212 em™* (§(C,, H)) crescem fortemente, enquanto dos picos em 1639
(V(CoCin)as), 1620 v(Cy, = Cy), 1566 (1(C5Cp))), e 1223 em™' (6(C,,H)) decres-
cem, ambas quando os eritrocitos passam do estado oxigenado para o deoxigenado.

Deslocamentos nas energias vibracionais de alguns picos também foram relatados.
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O grupo heme (protoporfirina IX de ferro) tem importante papel regulador
em varios processos celulares e moleculares, tais como transcricao do gene, trans-
locacao e montagem de proteinas, diferenciacao e proliferacao celular, entre outras.
Além do mais, niveis elevados de heme livre induzem efeitos proé-inflamatorios e
a stress oxidativos, causando danos aos tecidos. O stress oxidativo pode agir de
forma benéfica ao organismo quando usados pelo sistema imunolégico no combate
e na aniquilacao de agentes patogénicos. Neste caso, os processos oxidativos sao
produzidos por células fagociticas (granulécitos, mondcitos e macréfagos) que tém
como fungao reconhecer, engolfar e destruir corpos estranhos que invadem o orga-
nismo. Neste processo, os granulécitos (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos) preparam
potentes agentes quimicos para destruir o patégeno. Os neutréfilos, sao provavel-
mente os mais ativos granuldcitos na destruicao de microorganismo que invadem o
corpo [177]. Para isso, os neutréfilos utilizam-se da proteina citocromo bssg € da en-
zima mieloperoxidase, as quais sao ambas hemoproteinas, e sao cruciais na resposta
imune dos neutroéfilos, em virtude de sua capacidade de produzir espécies reativas
de oxigénios, que contribuem para matar os agentes patogénicos. A degradagao des-
tes ocorre ao serem expostos a altas concentracoes de espécies reativas de oxigénio
(ROS), peptideos microbicidas e proteases. A libertacdo destes agentes destruti-
vos na fagocitose é mediada pela enzima NADPH oxidase (nicotinamide ademine
dinuclestide phosphate), que atua como um doador de elétrons, os quais sao trans-
feridos para os oxigénios moleculares. O anion superéxido (O ) produzido é em si
um potente assassino. A fim de gerar O, suficiente, os neutroéfilos aumentam seu
consumo de oxigénio, e o Oy ¢é transformado em perdxido de hidrogénio (H203) e
acido hiperclérico, utilizando-se da enzima superdxido dismutase.

Com base na discussao acima, é possivel concluir que a ativacao dos neutrofi-
los pela infeccao fingica é responsavel pela clara alteracao nos espectros SERS ob-

tidos a partir das amostras de pulmoes infectados. Estas alteracoes podem ser
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explicadas levando-se em conta as mudancas no estado de redox da proteina bssg
e da enzima mieloperoxidase. Como pode ser observado na Figura 4.26 e na Ta-
bela 4.7 as bandas em 680, 1005, 1230, 1314, 1405 ¢m ™! estdao presentes somente
no espectro SERS obtido a partir do pulmao sadio. Ja as bandas localizadas em
424, 446, 526, 571, 811, 916 cm ™! sé foram observadas nos espectros SERS obtidos
das amostras dos pulmoes infectados, tratados ou nao. Foram ainda verificadas va-
riagoes nas intensidades relativas de diferentes bandas, como por exemplo as bandas
em 731, 1180, 1592 e 1625 cm ™! tiveram suas intensidades relativas aumentadas,
enquanto as bandas 760, 1005, 1378, 1562 e 1644 cm ™! tiveram suas intensidades
relativas diminuidas, ambas com relagao ao espectro do pulmao sadio. Outro fato
interessante a ser notado é que no espectro SERS obtido da amostra tratada apenas
com as nanoparticulas recobertas com a bicamada de dcido ldurico (PIPb-FMBL)
foram observados bandas adicionais em 617, 1519, 1654 cm™!. Esses resultados, em
concordancia com o trabalho de Wood et al. [183], indicam que o processo infeccioso
induz um aumento no consumo de oxigeénio por parte dos neutrofilos, que como resul-
tado leva as modificagoes observadas entre os espectros da amostra de pulmao sadio
quando comparada com as amostras de pulmoes infectados. Por exemplo, a banda

! na amostra de pulmao sadio, tem

assinalada v(C3Cj), o qual aparece em 1562 cm™~
sua intensidade diminuida nas amostras infectadas com Pbmicose. J4 as bandas
atribuidas as ligagoes v(CoChn)as (1592 em™b), v(Cy, = C) (1625 cm™') tém suas
intensidade aumentadas nas amostras infectadas. Outras evidéncias do processo de
super-oxigenacao dos neutroéfilos sao os aparecimento dos picos da ligacao Fe — O,
observados em 426 cm™! (§(Fe — O — O)) e 571 em™! (v(Fe — Os)), nas amostras
infectadas. Além do mais, como as ligagoes F-O estao fora do plano formado pela
complexo ferro-porfirina, elas induzem a quebras da simetria dos modos vibracio-

nais préximos ao nucleo central do grupo heme e por esta razao ha um aumento das

intensidade relativas de modos anti-simétricos (731, 1180 e 1592 ¢m '), diminuigao
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da intensidade relativa de modos simétricos (760, 1378 e 1562 cm™!) e o surgimento
de modos vibracionais fora do plano, como o caso das picos em 811 e 916 cm ™.
Uma explicacao para o surgimento das bandas extras no espectro SERS da amostra
tratada apenas com as nanoparticulas recobertas com a bicamada de acido laurico,
ainda nao é clara. Provavelmente, estas bandas podem estar associados a novos pro-
cessos inflamatorios induzidos pelas nanoparticulas. Para um melhor entendimento
deste efeito serao necessario mais estudos.

A fim de investigar os efeitos nos espectros SERS da aplicagao de diferentes
drogas (tratamento com PBS (PIPb-PBS), tratado com nanoparticulas recobertas
com bicamada de acido laurico (PIPb-FMBL), tratado com Anfoterincia B (PIPb-
AmB) e tratado com nanoparticulas recobertas com bicamada de dcido laurico e
anfotericina B (PIPb-FMBL-AmB)) nos pulmoes infectados com Pbmicose, todos
os espectros SERS normalizados obtidos das amostras de pulmoes infectados foram
subtraidos do espectro do pulméo sadio (ver Figura 4.28 (a)). Nas Figuras 4.28
(b), (c) (d) e (e) sao mostrados ampliagoes de regides espectrais importantes. Os
picos com intensidades positivos (negativos) diz respeito as bandas que tiveram
suas intensidade diminuidas (aumentadas) com relagao as intensidades das bandas
Raman provenientes do pulmao sadio.

Note das Figuras 4.28 que as maiores diferencas de intensidades sao apre-
sentadas pelas amostras PIPb-PBS, PIPb-FMBL, ou seja aquelas que nao foram
tratadas com anfotericina B. E verificado que as diferencas de intensidades destas
amostras é em média duas a trés vezes maior que as encontradas para as amostras
PIPb-AmB e PIPb-FMBL-AmB. O fato de que as diferencas espectrais das amos-
tras tratadas com AmB serem sempre menores que as nao tratadas sugerem que
a administracao de anfotericina B provoca uma reducao da super-oxigenacao dos
neutréfilos, indicando assim que o processo infeccioso é menor nestas amostras que

nas demais. Além do mais, a proximidade entre as diferencas das intensidades ob-
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tidas das amostras PIPb-AmB e PIPb-FMBL-AmB indica que ambos tratamentos
tem efeitos terapeéuticos muito semelhantes. Como a quantidade de anfotericina B
administrada via sistema nanoparticulado é 40 % menor que a administrada pelo
método convencional é justo dizer que este tratamento apresenta vantagens sobre o
tratamento convencional, uma vez que é esperado que os efeitos colaterais diminuam

com a diminuicao da dosagem de anfotericina B.
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Figura 4.28: (a) Subtragcdo entre os espectros SERS de pulmaoes infectados e sub-
metidas a diferentes tratamentos (PBS, FMBL, AmB livre, FMBL-AmB) e pulmao

sadio. (b), (c) (d) e (e) ampliacoes de regives espectrais importantes.
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Conclusao

Da analise dos espectros SERS foi possivel realizar uma comparacao entre
a utilizagdo das drogas Amb livre (tratamento convencional) e FMBL-AmB no tra-
tamento da infecgado por Pbmicose em camundongos. Foi verificado que, apesar da
utilizacao de tecido pulmonar nas medidas SERS, os espectros obtidos apresentam
as mesmas caracteristicas do espectro Raman do sangue. Este resultado foi expli-
cado levando-se em conta a grande intensificacao SERS favorecida pela interacao das
moléculas hémicas com o substrato de prata. Uma comparacao entre os espectros
SERS obtidos a partir das amostras de pulmoes infectados e sadio mostram que
as alteracoes espectrais observadas estao associadas ao processo de superoxigenagao
dos neutrofilos, induzido pela infeccao fingica. O processo de superoxigenacao gera
altas concentracoes de espécies reativas de oxigénio que contribuem para destruir
os agentes patogénico. As variagoes nas intensidades relativas dos modos Raman
associados a vibragoes provenientes do niucleo central do complexo ferro-porfirina
observados nos espectros das amostras tratadas com FMBL-AmB com relacao as
amostras nao tratadas com AmB, evidenciam que o tratamento reduz a superoxi-
genacao dos neutrofilos, e, consequetemente reduz o processo infeccioso. Além do
mais, foi verificado que os dois diferentes tratamentos (Amb livre e Amb conjugado
com NPs) levam ao mesmo resultado. Evidenciando, assim, que mesmo com dosa-
gem 40 % menor, o tratamento com o sistema FMBL-AmB é tao eficiente quanto o

tratamento convencional com anfotericina B.
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4.4.2 Estudo SERS da possibilidade de nanoparticulas magnéticas atra-

vessarem a barreira hemato-encefalica de camundongos

Introducao

O uso de nanoparticulas magnéticas como carreadores de farmacos, agentes
de contraste em ressonancia magnética e magnetohipertemia sao algumas das ver-
tentes da nanociéncia e nanotecnologia que trazem grandes perspectivas dentro da
biomedicina no tratamento de diversas enfermidades, inclusive do cancer. Destaca-
se a potencial utilizacao deste sistema no tratamento de cancer cerebral, uma vez
que, além de ser uma das formas mais letais de cancer [184], o seu tratamento, pelos
métodos convencionais envolve complexidades ainda a serem superadas. Como, por
exemplo, a exposigao subterapéeutica do tecido do tumor a droga. Trabalhos recentes
como o de Chertok et al. [185] tém proposto o uso de nanoparticulas magnéticas
como sistema alternativo, nao invasivo, para o tratamento de cancer no cérebro,
tanto por possibilitar o aumento da exposicao a droga, utilizando para isso trans-
portadores de drogas coloidais (por exemplo, lipossomas, nanoparticulas), quanto
por magnetohipertermia.

As atuais modalidades de tratamento de cancer cerebral, como a cirurgia
e a radioterapia, sao dificultadas pela acessibilidade limitada ao tumor dentro do
cérebro e pelo risco de dano ao tecido normal em volta do carcinoma [184]. Além
do mais, o tratamento por quimioterapia também tem se mostrado pouco eficaz.
Embora potentes agentes quimioterapeuticos estejam disponiveis, a sua entrega e
reten¢ao no local do tumor apds a administracao sistémica enfrenta muitos desafios.
Isto ocorre devido a natureza impermedvel da barreira hemato-encefélica [186]. Para
contornar essa dificuldade tém-se como procedimento padrao injetar os medicamen-

tos diretamente no cranio. Contudo, o aumento da concentragao excessiva da droga
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no cérebro pode levar a um quadro de neurotoxicidade. No trabalho de Chertok et
al. [187] foi mostrado que o uso de nanoparticulas magnéticas como vetores de dro-
gas, quando aplicados pela veia cardtida, conseguem atravessar a barreira hemato-
encefélica e entregar o farmacos no sitios especificos das células cancerigenas. Além
do mais, aproveitando-se das propriedades magnéticas das ferritas, que as tornam
bons agentes de contraste em ressonancia magnética [188], foi possivel monitorar in
situ a localizacao dos sistemas de entrega de drogas.

Independentemente de quais sejam as potenciais aplicagoes biomédicas das
nanoparticulas magnéticas é de fundamental importancia minimizar o grau de to-
xicidade, assim como, controlar sua biodistribuicao no organismo apods inje¢ao no
corpo [189]. O destino das nanoparticulas apds sua introdugao no sangue tem sido
amplamente discutido por médicos e cientistas envolvidos na concepcao e desenvol-
vimento desses nanodispositivos [190]. Assim, obter nanoparticulas magnéticas com
revestimentos adequados, biocompativeis e com sitios ativos para bioconjugacao dos
mais diferentes agentes terapéuticos é essencial para o sucesso dessas aplica¢oes. Um
dos sistemas de maior sucesso nesta empreitada ¢é a utilizacao da albumina bovina
(BSA) como agente encapsulador de nanoparticulas conjugadas com farmacos [191].

Assim, nesse trabalho a técnica SERS foi empregada para investigar a pos-
sibilidade de, ao serem injetadas na corrente sanguinea de camundongos, nano-
particulas magnéticas encapsuladas em albumina bovina (NPBSA) atravessarem a

barreira hemato-encefélica [192].

Metodologia

Preparacao das amostras e dos substratos

a) Amostras

Sangue e diferentes partes do cérebro (cerebelo, cértex e diencéfalo) de ca-
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mundongos tratados com nanoparticulas encapsuladas em albumina bovina (NPBSA)
e apenas com BSA (controle), foram analisados. Para a fabricagdo do sistema
NPBSA foi utilizado fluidos ionico de maguemita, o qual foi associado a albumina
bovina e em seguida liofilizadas. Foram injetados 100 p L de BSA nos animais
usados como grupo controle e 100 u L de NPBSA, diluido em tampéao fostato (7,2
pH), nos animais tratados. A eutandsia dos animais foi realizada com 2 dias apds o
tratamento. Detalhes das amostras podem ser encontradas no trabalho de Débora

Cintra [192].

b) Preparacao do substrato.

Os substratos utilizados foram obtidos pelo processo de eletrélise como des-
crito na Se¢ao 3.3.2. Para a obtencao dos espectros, 20uL do sangue diluido e de
uma solucao preparada com as partes do cérebro, apds decantacao sobre ima, foram
depositados na superficie do filme de prata e secos com fluxo de nitrogénio. Duas
solugoes para o cérebro foram estudadas: uma proveniente das amostras macera-
das em eppendorf contendo dgua destilada (denominada concentrado) e outra do
sobrenadante dessas amostras, obtidas apds centrifugacao a 3000 rpm, 4°C durante
4 min. Os espectros SERS, adquiridos imediatamente apds a secagem, foram ob-
tidos usando a linha 514.5nm do laser de ion Argonio, na configuracao de quase

backscattering (ver Segao 3.2).

Resultados e discussao

- Analise do Sangue

Os espectros SERS das amostras de sangue tratada (i) e ndo tratada (ii)
com NPBSA sao mostrados na Figura 4.29. Para comparagao os espectro SERS
do sistema NPBSA (nanoparticulas magnéticas encapsulada em albumina bovina)

¢ mostrado em (iii). Como pode ser observado, os espectros SERS das amostras
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Figura 4.29: Espectros SERS das amostra de sangue de camundongo tratado com o
sistema NPBSA (i) e ndo tratado (controle). Para comparagdo é mostrado em (iii)
o espectro SERS da albumina bovina (BSA).

de sangue sao absolutamente idénticas. Além do mais, estes espectros sao idénticos
ao espectro SERS obtido a partir da amostra de pulmao sadio (ver Figura 4.26 (i)
mostrado na Secao 4.4.1), comprovando assim que a injegao do sistema NPBSA no
organismo do animal nao induz alteracao no grau de oxigenacao do sangue no animal
tratado (ver discussao na Segao 4.4.1).

O espectro SERS do sistema NPBSA (Figura 4.26 (iii)) mostra somente
bandas caracteristicas da proteina. Nao havendo portanto, sinal Raman das nano-
particulas magnéticas. De modo que, somente foram observados modos associados a
vibracao dos anéis aromaticos dos aminodcidos que constituem a albumina (1 trip-

tofan (Trp), 18 tirosina (Tyr) e 31 fenelalaninas (Phe)) 816, 1185, 1377, 1456, e 1561



112

em ™!, assim como de seus terminais carboxilatos e aminas 1591, 1390, 736, 575, 530,
453, 426 em™~! [193]. Observa-se também modos associados & estrutura da proteina
como as bandas amida I em 1630 ecm ™!, amida II em 1547 em ™! e amida III em 1278
em™L.

- Analise do Cérebro

O tecido cerebral é constituido de 70-80% de dgua, 7.5-8.5% de proteinas e
5-15% de lipidios, sendo que para estes ha abundancia em fosfolipideos e esterdide
colesterol [194]. A alta complexidade quimica destes materiais torna a analise do
espectro Raman do cérebro extremamente dificil. Contudo, por ser uma técnica
altamente sensivel a estrutura quimica e estrutural dos diferentes tipos de materiais
a espectroscopia Raman tem se mostrado muito eficiente no estudo de variagoes
da composi¢ao quimica de materiais biologicos e, portanto, tem sido amplamente
empregada para este fim [195].

Os espectros SERS obtidos para as diferentes partes do cérebro (cerebelo,
diencéfalo e cértex) do animal tratado com o sistema NPBSA (i), quanto do usado
como controle (ii), sdo mostrados nas Figuras 4.30, 4.31 4.32, respectivamente. Nos
painéis (a) e (b) sao mostrados os espectros SERS dos concentrados e dos sobrena-
dantes de cada regiao.

Como pode ser verificado nas Figuras 4.30, 4.31 4.32 h& diferencgas significa-
tivas entre os espectros SERS obtidos a partir das diferentes partes do cérebro. Por
exemplo, ao se comparar os espectros SERS do cerebelo (Figura 4.30) verifica-se que,
no caso das amostras de concentrado, ha um forte aumento dos picos em 650, 815 e
1180 em™!, todos caracteristicos da tirosina. Contudo, para a regiao do diencéfalo
estas mesmas bandas apresentaram comportamento inverso ao do observado para
o cerebelo, ou seja elas tiveram suas intensidades relativas diminuidas com o tra-
tamento. No caso da regiao do cortex houve um aumento de intensidade do pico

em 650 cm ™!, reducao de intensidade do pico em 815 em ™! e auséncia da banda em
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Figura 4.30:  Espectros SERS das amostras de cerebelo concentrado (a) e sobrena-
dante (b), para os camundongos tratado com o sistema NPBSA (i) e nao tratado

(controle) (ii).
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1180 em ™.

Com excegao do cortex cerebral, diferengas significativas também sao encon-
trados entre os espectros dos concentrados e dos sobrenadantes. As principais bandas
vibracionais observadas sao atribuidas principalmente a composicao das proteinas
e fosfolipidios. Existem bandas em comum em todos os espectros, por exemplo as
bandas em 1630, 1550 e 1280 cm ™! que sao associadas a vibracoes da estrutura da
proteinas, amida I, amida II e amida III, respectivamente. Ja as as bandas intensas

em torno de 1460 e¢m™!

sao atribuidas a vibragoes do C'Hs originarias tanto das
proteinas quanto dos lipidios. A razao de intensidade entre as bandas 1460 e 1630
(I1460/ I1630) pode ser usada para estimar o teor relativo de lipidios e proteinas [195].
Com excecao das amostras de cortex cerebral esta taxa é da ordem de ~ 2,5 para
as amostras de concentrados e de ~ 1,0 para as amostras de sobrenadantes. Este
resultado mostra que as amostras de sobrenadantes sao muito mais ricas em lipidios
que os concentrados. Outras bandas associadas aos fosfolipidios sao as bandas em
725 em™! (v(P—-0O—P),) , 1100 em™ (v(C —C) e v(PO?*7)), 1350 cm ™! (vibragoes
twisting e wagging do C'Hy) e 1700 cm™! (C = C), novamente estas bandas sao mais
intensas nos espectros das amostras de sobrenadantes.

Infelizmente, no atual estdgio do trabalho s6 é possivel afirmar que a injegao
do sistema NPBSA na corrente sanguinea dos camundongos induz significativas
alteracoes quimicas em todas as regioes do cérebro estudadas. Sugerindo, portanto,
que as nanoparticulas magnéticas ultrapassaram a barreira encefdlica. Contudo,
somente com esses resultados nao é possivel propor uma hipétese que explique quais
as alteracOes quimicas sao responsaveis pelas modificagoes espectrais promovidas

pela presenca das nanoparticulas no interior do cérebro.
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Conclusao

Os resultados obtidos nesta secao demonstraram que a técnica SERS pode
ser utilizada com sucesso no estudo das alteracoes quimicas provocadas nas diferen-
tes regioes do cérebro de camundongos ao serem tratados com complexos nanoes-
truturados. Os resultados evidenciaram que a injecao do complexo nanoparticulas
magnéticas encapsulada em albumina atravessam a barreira hemato-encefélica, o
que provoca as alteragoes nos espectros de todas as regices estudadas. Resultado
diferente foi encontrado para as amostras de sangue tratada e nao tratada, as quais
revelaram espectros iguais. Infelizmente, devido a alta complexidade dos espectros
SERS obtidos e ao estagio inicial do trabalho, ainda nao é possivel determinar quais
seriam as alteracoes quimicas provocadas pela presenca das nanoparticulas de 6xido
de ferro no interior do cérebro. Para a proposicao de uma hipdtese plausivel a qual

explique essas observacoes mais estudos se fazem necessarios.



Capitulo 5

Conclusoes Gerais

Os resultados alcancados ao longo deste trabalho foram obtidos a partir
do uso de dois substratos SERS-ativos desenvolvidos com sucesso. Dois foram os
tipos empregados: coloide de prata e filme anodizado, também de prata. De modo
que, foi verificado o éxito da técnica SERS na caracterizacao da interface nano-
particula/surfactante dos mais diversos complexos nanoestruturados, assim como,
no estudo dos efeitos advindo do uso destes complexos em sistemas n vivo.

Do estudo da estabilidade e da atividade SERS dos substratos empregados,
utilizando a violeta de genciana como molécula teste, verificou-se que o coloide de
prata proporciona intensificacao SERS da ordem de 10° e apresenta uma grade es-
tabilidade nos primeiros 30 dias apds sua preparacao. Além disso, foi observado que
o coloide mantém atividade SERS mesmo 60 dias apds sua sintese. Esta notavel
estabilidade nao foi constatado nos substratos a base de filmes de prata, os quais se
mostram inativos 24 horas apods sua preparagao. Contudo, apesar de sua baixa esta-
bilidade com o tempo, foi verificado que estes substratos apresentam intensificacao
SERS superior a 107.

O uso do coloide de prata na andlise da conjugacao entre anfotericina B

(AmB) e nanoparticulas de ferro pré-cobertas com bicamada de dcido laurico mos-
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trou que a AmB ancora na bicamada de acido laurico através da cadeia poliénica
do anel macrolactone. A par disso, foi possivel inferir a organizacao estrutural da
AmB na superficie das nanoparticulas, de modo que, no modelo aqui proposto os
terminais hidrofilicos da molécula de AmB continuam livres para interagir com a
membrana celular dos fungos. Esta caracteristica é importante pois, mesmo aco-
plado a nanoparticula a AmB continua a formar os canais trans-membrana que leva
a morte celular.

O estudo da conjugacao do anticorpo anti-CEA em nanopaticulas de ferro
pré-coberta com DMSA foi realizado utilizando-se o filme de prata com o subs-
trato SERS. Da andlise dos espectros constatou-se que o DMSA estd adsorvido na
superficie das nanoparticulas, tomando diferentes conformagoes, mas sempre man-
tendo o grupo carboxilato voltado para o meio aquoso. Foi também verificado que,
devido a auséncia das ligagoes C' = O, o sistema FM-DMSA apresenta uma su-
perficie altamente reativa, sendo, portanto, adequada para receber uma nova camada
molecular. A conjugacao do anti-CEA com as moléculas de DMSA adsorvidas nas
nanoparticulas foi comprovada por meio das alteracoes nas energias vibracionais dos
modos associados ao carboxilato do DMSA adsorvido e, pelo surgimento do modo
stretching proveniente da ligacao C' = O no espectro da amostra FM-antiCEA.
Esta ligacao surge devido & conjugacao do anti-CEA com a molécula de DMSA por
meio da ligagao pepitidica formada entre o grupo amina do anticorpo com o grupo
carboxilico do DMSA, resultando em uma amida secundaria.

A potencialidade da técnica SERS na andlise de sistemas biolégicos pode
ser observada a partir do estudo realizado do pulmao de camundongo tratado com o
sistema DDS (drug delivery system), baseado no carreamento do farmaco anfoteri-
cina B por nanoparticulas recobertas com bicamada de acido laurico, FMBL-AmB.
Assim, da andlise dos espectros SERS foi possivel realizar uma comparacao entre a

utilizacao das drogas Amb livre (tratamento convencional) e FMBL-AmB no tra-



120

tamento da infec¢ao por Pbmicose em camundongos. Verificou-se que os espectros
SERS obtidos a partir das amostras de pulmoes infectados e sadio mostram al-
teragoes associadas ao processo de superoxigenacao dos neutrofilos, induzido pela
infeccao fungica. Também observou-se que as variacoes nas intensidades nos espec-
tros das amostras tratadas com FMBL-AmB, com relacao as amostras nao tratadas
com AmB, evidenciam que o tratamento diminui esse processo infeccioso. Além
disso, foi verificado que os dois tratamentos (Amb livre e Amb conjugado com NPs)
levam ao mesmo resultado. Esse resultado mostra que o tratamento com o sistema
FMBL-AmB apresenta vantagens sobre o tratamento convencional, ja que é reali-
zado com uma menor concentracao de AmB, o que reduz a toxidade gerada pela
droga.

Filme de prata foi utilizado como substrato SERS no estudo da possibi-
lidade de nanoparticulas magnéticas atravessarem a barreira hemato-encefalica de
camundongos. Para isso, nanoparticulas de maguemita foram encapsuladas em albu-
mina bovina e injetadas na corrente sanguinea dos animais. As diferencas espectrais
observadas entre os dados obtidos por SERS das diferentes regioes do cérebro dos
camundongos tratadas com NP /albumina e albumina pura evidenciaram o sucesso
da estratégia em levar nanoparticulas ao interior do cérebro. Infelizmente, devido
a alta complexidade dos espectros SERS obtidos e ao estagio inicial do trabalho,
ainda nao € possivel determinar quais seriam as alteracoes quimicas provocadas pela
presenca de nanoparticulas de éxido de ferro no interior do cérebro.

Portanto, foi demonstrado que é possivel aplicar a técnica SERS, com su-
cesso, na analise de nanoparticulas magnéticas complexadas com moléculas surfac-
tantes bioativas. Além disso, os resultados ratificam que é factivel implementar a
técnica SERS no estudo de sistemas bioldgicos, como amplamente exposto na lite-

ratura.
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Como perspectiva tém-se os seguintes planos:

verificar a presenca da proteina CEA apds a imunomarcacao promovida pelo

fluido FM-antiCEA;
produzir outros tipos de substratos SERS utilizando ouro;
produzir substrato SERS baseado em filme de prata por diferentes rotas;

encontrar uma metodologia para podermos quantificar a concentracao das

moléculas estudadas;

criar sistemas de marcacao inteligentes com corantes adsorvidos na superficie

de coloide de prata - sondas biocompativeis e ativas no SERS;
fazer SERS in situ, método de detecgao biolégico;

fazer andlise estatistica usando PCA (Anadlise de Componente Principal) - na

analise de materiais biolégicos;

fazer célculos de FDTD (Diferengas Finitas no Dominio do Tempo) para identi-

ficar os modos relacionados a interacao da amostra em estudo com o substrato

SERS.
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